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Гипотензивный эффект угнетения активности аргиназы [1] может реализоваться
двумя путями: релаксацией сосудов при увеличении концентрации оксида азота
(NO) и/или снижением количества циркулирующей жидкости. Первый эффект
имеет место при повышении доступности субстрата NO-синтазы (NOS) – арги-
нина (АРГ), второй – при увеличении диуреза. Для уточнения путей влияния ар-
гиназы на регуляцию артериального давления (АД) у крыс гипертензивной ли-
нии ISIAH и нормотензивной линии WAG проведен анализ особенностей мета-
болизма аминокислоты L-аргинина при торможении активности аргиназы
путем введения ее ингибитора L-норвалина. Измерение концентрации АРГ и его
метаболита орнитина в крови, моче и в гомогенате ткани почки производили при
помощи высокоэффективной жидкостной хроматографии с разделением на об-
ращеннофазовом сорбенте и с флуоресцентной детекцией. Норвалин вводили
внутрибрюшинно (в/б) 1 раз в день в дозе 30 мг/кг в течение 7-ми дней, кон-
трольным крысам обеих линий вводили физиологический раствор. В экспери-
ментах с введением норвалина не обнаружено достоверного увеличения концен-
траций аминокислот в плазме крови как гипертензивных крыс, так и нормотен-
зивных животных. Концентрация АРГ в моче крыс ISIAH, получавших
норвалин, удваивалась, а у крыс WAG не менялась. Суточная экскреция АРГ у
нормотензивных крыс WAG, получавших норвалин, лишь немного увеличилась,
а у крыс ISIAH под влиянием норвалина возросла почти в три раза. При этом ди-
урез увеличился только у гипертензивных крыс. Под влиянием норвалина содер-
жание АРГ на 1 г массы почки у крыс ISIAH возросло почти в два раза, а у нормо-
тензивных крыс WAG не изменилось. Проведенные исследования позволяют за-
ключить, что ингибирование аргиназы норвалином оказало более сильный
гипотензивный эффект у гипертензивных крыс по сравнению с нормотензивны-
ми. При этом гипотензивный эффект норвалина у нормотензивных крыс WAG
может обеспечиваться системой оксида азота, тогда как у крыс гипертензивной
линии ISIAH гипотензивный эффект реализуется за счет усиления диуреза.
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В большинстве обзоров в качестве одного из важных факторов формирования
гипертонии называют аргиназу [1]. Эффекты аргиназы в отношении артериально-
го давления (АД) связывают с угнетением продукции вазодилататора оксида азота
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(NO), синтезируемого в процессе гидролиза АРГ NO-синтазой (NOS) с получени-
ем NO и цитруллина. Аргиназа – это марганецсодержащий металлофермент, ката-
лизирующий расщепление АРГ на орнитин и мочевину. Идентифицированы две
формы фермента: аргиназа I и аргиназа II. Первый тип локализуется в цитоплазме
клеток и экспрессируется в основном в печени как компонент цикла мочевины.
Помимо гепатоцитов, аргиназа I экспрессируется в тканях мозга, в тонкой кишке и
в эритроцитах (последнее – только у приматов). Следует отметить, что образовав-
шийся в гепатоцитах АРГ не попадает в системный кровоток, а немедленно гидро-
лизуется аргиназой, формируя мочевину и орнитин. Последний частично вновь
включается в цикл мочевины. Таким образом, благодаря аргиназе АРГ из цикла
мочевины в печени становится недоступным для синтеза NO [2].

Второй тип аргиназы существует в митохондриях и экспрессируется в неболь-
ших количествах во многих тканях организма за исключением печени. Больше все-
го аргиназы типа II содержится в почке, простате, яичке, тонком кишечнике, мо-
лочной железе. Экспрессия аргиназ может быть индуцирована оксидативным
стрессом, а также воспалительными стимулами [3, 4]. Снижение же экспрессии
и/или активности аргиназ сопровождается увеличением производства NO. Экс-
прессия аргиназы II в эндотелии сосудов связана с регуляцией функции эндотелия
и артериального давления [5, 6].

Аргиназы участвуют в катаболизме АРГ, препятствуя тем самым синтезу NO,
который происходит в результате гидролиза АРГ с помощью NOS. При этом отме-
чается, что активность аргиназы многократно превосходит активность NOS [3].
Однако сопоставление Km и Vmax аргиназ и NO-синтаз позволяет утверждать, что
скорости потребления субстрата обоими ферментами при низкой концентрации
АРГ сопоставимы [3]. Исследованиями на макрофагах продемонстрировано увели-
чение конверсии АРГ в цитруллин с образованием NO при ингибировании аргина-
зы в этих клетках [7]. Также известно, что экспрессирующие NOS макрофаги и эн-
дотелиальные клетки способны производить достаточное количество L-ω-N-гид-
роксиаргинина (промежуточный продукт в синтезе NO), чтобы ингибировать
активность аргиназы [8, 9]. Наконец, было обнаружено, что высокий уровень экс-
прессии аргиназы I в астроцитах может уменьшать уровень АРГ в этих клетках до
такой степени, что подавляется экспрессия индуцибельной NOS [4]. Приведенные
данные свидетельствуют о конкуренции аргиназы и NOS за субстрат.

В принципе, гипотензивный эффект аргиназы может осуществляться двумя пу-
тями: за счет релаксации сосудов вследствие увеличения продукции NO и/или пу-
тем снижения количества циркулирующей жидкости. В первом варианте эффект
реализуется вследствие увеличения АРГ – субстрата для NOS, во втором – за счет
увеличения диуреза. При планировании этой работы ожидалось, что оценки осо-
бенностей метаболизма АРГ у нормо- и гипертензивных крыс позволят уточнить
участие каждого из путей влияния аргиназы на АД. Таким образом, задача настоя-
щей работы состояла в изучении возможных изменений метаболизма АРГ у нормо-
и гипертензивных крыс путем сравнительного анализа эффектов ингибитора арги-
назы – L-норвалина у крыс гипертензивной линии ISIAH и нормотензивной ли-
нии WAG.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования одобрены Комитетом по биомедицинской этике Научно-иссле-
довательского института физиологии и фундаментальной медицины (НИИ ФФМ,
протокол No. 7 от 10.09.2015 г.) и соответствуют Директиве Совета Европейского
сообщества 86/609 / EEC.
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Эксперименты проведены на трехмесячных крысах-самцах массой до 350 г, из
вивария Институт цитологии и генетики СО РАН. Животные были поделены слу-
чайным образом на 4 группы по 6 крыс в каждой. Группа 1 – контрольные крысы
нормотензивной линии WAG (WAG –Wistar Albino Glaxo); группа 3 – контрольные
крысы гипертензивной линии ISIAH (ISIAH – Inherited Stress Induced Arterial Hy-
pertension). Группы 2 и 4 включали по 6 крыс лииний WAG и ISIAH, которым в те-
чение 7 дней внутрибрюшинно (в/б) вводили L-норвалин (30 мг/кг, Sigma, США),
растворенный в 1 мл физиологического раствора. Контрольным крысам ежеднев-
но вводили 1 мл физиологического раствора.

Животных содержали в индивидуальных пластиковых метаболических клетках
(Italplast, Италия), при комнатной температуре (22–24°С), световом режиме 12/12
и свободном доступе к воде и сбалансированному стандартному корму. У всех крыс
измеряли АД непрямым методом на приборе BIOPAC (СШA). Эксперимент начи-
нался со дня высадки в метаболические клетки и заканчивался через 8 дней, вклю-
чая день забоя (8-е сутки) путем быстрой декапитации на гильотине. Моча для ис-
следований собиралась ежедневно, кровь забиралась утром 8-го дня. За исключе-
нием сопоставления данных начала и конца эксперимента в тексте представлены
показатели мочи, полученные за 7-ой день. После декапитации кровь собирали в
стеклянные вакутейнеры с 50-ю мкл цитрата натрия, встряхивали и центрифугиро-
вали 10 мин при 10000 g и 4°С. Плазма и моча хранились при –70°С до начала изме-
рений. После декапитации у животных забирали и замораживали в жидком азоте
почки. Для проведения измерений образцы ткани почек, плазмы и мочи оттаивали
на ледяной бане.

Образец ткани почки выделяли с помощью поперечного среза в срединной части
левой почки, он включал в себя корковое и мозговое вещества. Ткань гомогенизи-
ровали в стеклянном гомогенизаторе в 1 мл 0.1 М хлорной кислоты. Гомогенат
центрифугировали 10 мин при 10000 g, после чего супернатант пропускали через
конический фильтр, заполненный стеклянным фильтровальным материалом GFC
(Whatmann, Англия) для избавления от осадка. Образец плазмы или мочи встряхи-
вали, а затем центрифугировали 6–8 мин при 10000 g. К 200 мкл плазмы, мочи или
гомогената почки добавляли 100 мкл внутреннего стандарта гомоаргинина
(40 мкмоль/мл) и разбавляли до 1 мл натрий-фосфатным буфером (pH 7.4).

Процедура определения L-аргинина и орнитина в плазме, моче и ткани почки
выполнялась в 3 этапа: 1) выделение аминокислот путем твердофазной экстрак-
ции; 2) дериватизация проб для измерений флуоресценции образца; 3) анализ при
помощи высокоэффективной хроматографии с флуоресцентной детекцией. На
первом этапе подготовленные растворы фильтрата гомогената почки, а также плаз-
мы и мочи пропускали через концентрирующий патрон с адсорбентом (Oasis MCX,
30 мг, 1 мл, Waters, США), предварительно промытый 1 мл метанола, 1 мл сверхчи-
стой H2O (milliQ) и 1 мл 50 мМ фосфатного буфера (pH 7.4). После нанесения об-
разца картридж промывали 1 мл метанола и 1 мл соляной кислоты. Аминокислоты
элюировали раствором воды, метанола и аммиака в соотношении 5 : 4 : 1 с добавле-
нием 50 мкл 1 М гидроокиси натрия. Элюат высушивали на водяной бане при тем-
пературе 60–65°С в токе азота.

На втором этапе после ресуспендирования элюата в 200 мкл воды аликвоты рас-
творов (50 мкл) дериватизировали при помощи препарата AccQ Fluor (Waters,
США). Этот дериватизатор, благодаря длительности действия, создает возмож-
ность серийного определения уровней орнитина в одной с АРГ трассе хроматогра-
фа (дериватизация производилась в соответствии с инструкцией поставщика). На-
конец, на третьем этапе 10 мкл дериватизированных образцов инжектировали в
хроматограф.
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Таблица 1. Характеристики исследованных крыс в начале и в конце эксперимента

Данные приведены в виде M ± m, для каждого показателя n = 6, * – различия с 1-м днем достоверны при
p < 0.05.

№ Группы
Масса тела, г АД, мм рт. ст. Диурез, мл/100 г массы

1-й день 7-й день 1-й день 7-й день 1-й день 7-й день

1 WAG физраствор 324 ± 12 325 ± 12 125 ± 2 130 ± 3 3.48 ± 0.22 2.14 ± 0.17*
2 WAG норвалин 316 ± 7 302 ± 6 123 ± 3 113 ± 1* 3.47 ± 0.05 2.94 ± 0.15*
3 ISIAH физраствор 374 ± 21 376 ± 19 193 ± 2 196 ± 3 2.94 ± 0.48 3.64 ± 0.46
4 ISIAH норвалин 397 ± 7 374 ± 5 184 ± 3 156 ± 2* 2.82 ± 0.19 4.78 ± 0.42*
Для количественного анализа образцов использовался градиентный хромато-
граф Shimadzu 20 (Япония), укомплектованный двумя насосами LC20AD, автоин-
жектором SIL20A и флуоресцентным детектором RF20AXL. Для разделения ком-
понентов применялись колонки Luna2 (Phenomenex, США) диаметром 2 мм, дли-
ной 100 мм, упакованные 3 мкм сорбентом C18. Отношение аргинин/орнитин во
всех случаях определялось как отношение площадей пиков концентрации амино-
кислот в хроматограммах плазмы, мочи или гомогенатов.

Результаты обработки данных представлены в таблицах как M ± m. Достовер-
ность различий показателей определяли при помощи непараметрической статистики с
использованием программы Статистика 7, при уровне достоверности p < 0.05 по кри-
териям Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристики животных, использованных в эксперименте, приведены в табл. 1.
Как видно, значения массы тела контрольных, получавших физиологический

раствор, нормотензивных и гипертензивных животных не различались в первый и
седьмой дни эксперимента. В то же время гипер- и нормотензивные животные, по-
лучавшие ежедневно в/б инъекцию 30 мг/кг норвалина, за 7 дней опыта потеряли в
массе соответственно 23 и 14 г (p < 0.05). При этом артериальное давление (АД)
крыс ISIAH снизилось существенно (на 15%) после недели в/б введения L-норва-
лина по сравнению с первым днем измерений (156 против 184 мм рт. ст., p = 0.027).
АД нормотензивных крыс WAG, получавших норвалин, также несколько снизи-
лось (в среднем на 10 мм рт. ст. при p < 0.05). Отмечено также, что норвалин значи-
мо увеличивал диурез у гипертензивных, но не у нормотензивных крыс.

Таким образом, характеристики животных в данном исследовании принципи-
ально не отличались от опубликованных нами ранее [10]. При этом в настоящей
работе в качестве группы сравнения мы использовали крыс инбредной линии WAG
вместо аутбредных крыс Вистар, что предпочтительнее при сравнении с также ин-
бредной линией ISIAH.

Эксперименты показали, что угнетение аргиназы при в/б введении 30 мг/кг ин-
гибитора аргиназы L-норвалина не привело к достоверным изменениям концен-
траций АРГ и его метаболита орнитина в плазме крови крыс обеих линий (табл. 2).
В отличие от ожидаемого повышения концентрации АРГ у гипертензивных крыс
ISIAH наблюдалась противоположная тенденция, хотя некоторое снижение уров-
ня метаболита АРГ – орнитина могло свидетельствовать в пользу эффективности
блокады аргиназы норвалином. Отношение концентраций аргинин/орнитин, ко-
торое является суррогатным показателем влияния аргиназы на этот путь катабо-
лизма АРГ, несколько уменьшилось у нормотензивных крыс и возросло у гипер-
тензивных (табл. 2), но эти изменения не были статистически значимыми.
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Таблица 2. Концентрации аргинина и орнитина в плазме крови и моче крыс

* – различия с группой “физраствор” и # – различия с показателями крыс линии WAG достоверны при
p < 0.05; данные представлены в виде M ± m; во всех группах n = 6.

WAG физраствор WAG норвалин ISIAH физраствор ISIAH норвалин

Плазма
Аргинин, μmol/mL 68.21 ± 4.46 60.38 ± 7.64 59.65 ± 18.25 36.20 ± 6.68
Орнитин, μmol/mL 5.22 ± 2.1 4.19 ± 0.93 5.45 ± 1.66 2.06 ± 0.69
(Аргин/Орнит)/mL 29.95 ± 9.43 16.72 ± 3.23 14.7 ± 3.8 22.25 ± 3.54
Моча
Аргинин, μmol/mL 12.91 ± 1.89 12.96 ± 0.77 8.23 ± 2.04 17.40 ± 2.25 *
Орнитин, μmol/mL 0.93 ± 0.18 3.04 ± 0.77 * 1.20 ± 0.63 1.72 ± 0.32
Аргинин/сут 90.34 ± 8.43 114.46 ± 10.59 * 112.51 ± 24.21 310.38 ± 63.11*#

Орнитин/сут 6.26 ± 0.74 27.39 ± 6.04 * 19.07 ± 11.99 31.37 ± 7.02
(Аргин/Орнит)/mL 14.37 ± 0.59 5.12 ± 0.90 * 11.86 ± 3.73 13.50 ± 5.58
Представляло интерес оценить динамику соотношения аминокислот в моче в
день высадки животных в экспериментальные клетки и после 7-ми дней пребыва-
ния в них. Величины отношений при оценке влияния дней высадки не приводятся
в таблицах этой работы. Они рассчитаны по площади пиков хроматограмм и не
учитывают значений суточного диуреза (табл. 2). Оказалось, что у всех исследован-
ных нормотензивных крыс WAG и гипертензивных крыс ISIAH, получавших
норвалин, отношение аргинин/орнитин в моче на 7-ой день увеличено по сравне-
нию с днем первым. То есть, эффективность действия аргиназы на этом этапе сни-
зилась.

В отличие от плазмы, содержание L-аргинина и L-орнитина в моче животных
изменялось после введения L-норвалина. Так, если концентрация АРГ в моче нор-
мотензивных крыс WAG под влиянием норвалина не изменялась по сравнению с
контрольными крысами, получавшими физиологический раствор, то у гипертен-
зивных крыс норвалин приводил к достоверному увеличению концентрации АРГ
по сравнению с соответствующим контролем (табл. 2). Весьма ярко влияние тор-
можения аргиназы норвалином проявилось в показателях количества экскретиро-
ванных за сутки аминокислот с мочой. Эти значения рассчитывались для каждого
животного как произведение концентрации вещества в моче на ее суточный объем.
Оказалось, что под влиянием норвалина количество экскретированного за 7-е сут-
ки АРГ у крыс ISIAH достоверно и весьма значительно превысило как уровень АРГ
в моче крыс ISIAH, получавших физиологический раствор, так и уровни АРГ в мо-
че обеих групп нормотензивных животных. Концентрация орнитина в суточной
моче и количество орнитина, экскретированного за сутки, достоверно возросли у
крыс линии WAG, а изменения орнитина у гипертензивных крыс также были на-
правлены в сторону увеличения, но не достигли уровня достоверности. Соответ-
ственно, отношения количества удаленных из организма аминокислот в сериях с
норвалином были достоверно снижены у нормотензивных крыс и не различались у
гипертензивных. Следует подчеркнуть, что показатели экскреции аминокислот су-
щественно зависели от уровня диуреза, который при угнетении аргиназы мог зна-
чительно изменяться (табл. 1).

Усиление диуреза у гипертензивных крыс, получавших норвалин, может быть
результатом повышения под влиянием норвалина уровня АРГ в почке, создающего
благоприятные условия для синтеза оксида азота, который, улучшая внутрипочеч-
ную гемодинамику, увеличивает диурез. Следствием этого в конечном итоге явля-
ется снижение АД, регистрируемое у гипертензивных крыс, получавших норвалин.

Торможение катаболизма АРГ норвалином привело у крыс линии ISIAH к почти
двукратному достоверному повышению содержания АРГ в ткани почки (табл. 3).



1023МЕТАБОЛИЗМ L-АРГИНИНА У ГИПЕРТЕНЗИВНЫХ КРЫС

Таблица 3. Концентрации аргинина и орнитина в ткани почек исследованных крыс

Во всех группах n = 6; данные представлены в виде M ± m; * – различия с группой “физраствор” досто-
верны при p < 0.05; # – различия с группой WAG физраствор достоверны при p < 0.05; μmol/mL – кон-
центрация в 1 мл гомогената образца почки; μmol/g – концентрация аминокислот, приведенная на 1 г
массы почки.

1 2 3 4

WAG физраствор WAG норвалин ISIAH физраствор ISIAH норвалин

Масса пробы (мг) 63.9 ± 9.2 74.3 ± 4.1 74.6 ± 2.4 74.7 ± 3.2
Аргинин, μmol/mL 36.17 ± 9.07 28.37 ± 3.94 14.97 ± 2.71# 27.62 ± 3.72*
Орнитин, μmol/mL 17.71 ± 1.90 26.86 ± 11.15 12.24 ± 1.95 15.78 ± 3.96
Аргинин, μmol/g 661.62 ± 223.79 393.86 ± 62.22 202.60 ± 39.63# 372.12 ± 54*
Орнитин, μmol/g 275.89 ± 46.31 358.63 ± 143.82 163.09 ± 25.10# 206.98 ± 49.55
Аргинин/Орнитин 2.18 ± 0.48 1.52 ± 0.34 1.24 ± 0.13 1.67 ± 1.01
Теоретически это должно было бы сопровождаться повышением концентрации
АРГ в плазме, но этого не обнаружено. Возможно, отсутствие повышения содер-
жания АРГ в плазме гипертензивных крыс, получивших норвалин, отчасти связано
с параллельным увеличением экскреции АРГ и орнитина с мочой.

Что касается показателей исследованных аминокислот в ткани почки, то оказа-
лось, что в отсутствие норвалина средний уровень АРГ в 1 мл гомогената ткани по-
чек у крыс WAG существенно – в 2.3 раза ( р < 0.05) превышал таковой у крыс ISIAH
(табл. 3). Подобное соотношение сохранялось и при пересчете концентрации АРГ
на 1 г массы почки (3.3 при p < 0.05). При этом средний уровень концентрации ор-
нитина на грамм массы почек в группе WAG превышал уровень в группе контроль-
ных крыс ISIAH в 1.7 раза (p < 0.05).

Влияния норвалина на уровни АРГ и/или орнитина в почках нормотензивных
крыс WAG не зарегистрировано. Однако торможение аргиназы норвалином привело
к существенному увеличению как концентрации АРГ в ткани почек, так и количе-
ства АРГ в пересчете на грамм массы почек у гипертензивных крыс ISIAH (p < 0.03).
При этом отношения аргинин/орнитин для табл. 3 рассчитывались только для хро-
матограмм гомогенатов почки. Наконец, интерес представляет динамика отноше-
ний аргинин/орнитин, отражающая эффективность преобразования субстрата
ферментом в орнитин в цикле орнитина. Следует иметь в виду, что при этом не
учитывались как интенсивность экскреции обоих компонентов реакции, так и ути-
лизация части орнитина в производстве полиаминов и цитруллина.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализируя полученные результаты измерений АРГ, желательно представить, ка-
кой АРГ мы измеряем? “Свободный”, измеряемый в плазме и моче АРГ – это сум-
марный, синтезированный системой “тонкий кишечник–почка” АРГ, за вычетом
АРГ, вступившего в реакции [3, 4]. Наиболее существенное количество АРГ исчезает
из процедуры измерения за счет реакций с двумя ферментами: аргиназой (в циклах
мочевины и орнитина) и NO-синтазой (при образовании NO и цитруллина), плюс
некоторое количество АРГ включается в синтез белков de novo и креатина [3, 4].

Следует отметить дисбаланс концентраций АРГ и уровней метаболитов NO, выяв-
ленный при сопоставлении результатов двух наших работ. Существенное увеличение
концентрации нитритов-нитратов в крови и моче нормотензивных крыс при тормо-
жении аргиназы норвалином, обнаруженное в работе [10], мы рассматриваем как от-
ражение возросшего под влиянием норвалина количества АРГ, доступного для кон-
вертации NO-синтазой, но тогда нами не измерявшегося. У крыс линии ISIAH в тех
опытах норвалин не изменил продукции нитритов-нитратов, что свидетельствует о
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снижении активности системы образования оксида азота у крыс ISIAH, а не о нехват-
ке субстрата – АРГ. Эта снижение проявилась ранее в отсутствии влияния норвалина
на уровень метаболитов NO в крови и моче этих крыс [10], хотя уровень АРГ – суб-
страта NOS, измеренный в моче и почке гипертензивных крыс, получавших норва-
лин, в настоящей работе оказался существенно повышенным. Поэтому представляет-
ся весьма вероятным, что обнаруженный в данной работе отчетливый рост концен-
трации АРГ при действии норвалина в моче крыс с гипертонией демонстрирует
невостребованность АРГ мало активной системой производства оксида азота.

Основания для предположений о сниженной активности системы оксида азота у
крыс гипертоников имеются. Так, прямые измерения [11] выявили значительно
более низкую концентрацию NO-синтазы в почках крыс ISIAH по сравнению с
нормотензивными крысами. Измерения оксида азота методом электронного пара-
магнитного резонанса показали двойное превышение NO в сыворотке крови нор-
мотензивных крыс по сравнению с его уровнем у крыс ISIAH [12].

Тот факт, что норвалин практически не влиял на концентрации АРГ у нормо-
тензивных крыс WAG, не позволяет сегодня проводить прямых сопоставлений с
исследованными ранее крысами Вистар без специальных измерений нитритов-
нитратов. Отметим только, что крысы нормотензивной линии WAG в отдельные
моменты жизни демонстрировали краткосрочный рост АД, что роднит их с крыса-
ми ISIAH, в частности, в отношении недостаточной активности NOS [12].

В работе Prins и соавт. [13] было исследовано влияние экзогенной аргиназы. Ав-
торы выявили снижение уровня АРГ в плазме крови системного русла на фоне по-
вышения в этих условиях продукции АРГ почками. Был сделан вывод о том, что
снижение уровня АРГ в системе является причиной для роста синтеза аминокис-
лоты почкой. Таким образом, была установлена связь производства АРГ почкой с
уровнем аминокислоты в крови. В наших экспериментах при частичном угнетении
аргиназы норвалином не зарегистрировано изменений уровней АРГ в плазме кро-
ви исследованных крыс, хотя выявлен достоверный рост концентрации АРГ в моче
и в почках гипертензивных крыс. Надо отметить, что такой эффект норвалина ре-
гистрируется не в первый, а лишь на седьмой день введения, когда его эффекты на-
капливаются. Что касается снижения массы тела, то в качестве одной из причин
можно привести данные о липолитической активности L-норвалина, полученные
в условиях выделенных препаратов печени [14].

Возникает вопрос: почему увеличение уровня АРГ в почках при введении норва-
лина не отразилось на АРГ плазмы у крыс с артериальной гипертензией? Иначе го-
воря, какова возможная причина локальности действия норвалина? Локальность
эффектов угнетения аргиназы норвалином, вероятнее всего, связана с тем, что со-
судистая система почки обладает гораздо более высокой чувствительностью и ре-
активностью, чем системные сосуды, по отношению к нарушению синтеза NO [15].
В связи с этим, при некоторых воздействиях эффекты проявляются только на
уровне почки и мочи, но не способны обнаруживаться в общем русле крови. Пред-
ставляется, что именно такая ситуация имеет место в случае гипертензивных крыс,
у которых снижение АД происходит за счет диуреза.

Итак, в наших исследованиях отмечено недостоверное снижение концентрации
аргинина в ткани почек нормотензивных крыс и значимый рост в почках крыс с ги-
пертензией. А между тем, в предыдущей работе, где аргинин не измерялся, при таком
же протоколе исследований, в крови и моче нормотензивных крыс при введении
норвалина зарегистрировано существенное увеличение концентрации метаболитов
оксида азота, нитритов-нитратов и отсутствие изменений этих метаболитов у гипер-
тензивных крыс [10]. Полученный материал свидетельствует, что эффекты угнетения
аргиназы в значительной мере определяются исходным уровнем АД и состоянием
систем регуляции почечной циркуляции, которая изменена у крыс ISIAH [16].



1025МЕТАБОЛИЗМ L-АРГИНИНА У ГИПЕРТЕНЗИВНЫХ КРЫС
Таким образом, есть основания считать, что в то время как у нормотензивных
животных оксид азота играет существенную роль в поддержании нормального
уровня АД, у гипертензивных крыс линии ISIAH оксид азота не играет ведущей ро-
ли в контроле уровня АД. Эта роль у крыс ISIAH, вероятно принадлежит в основ-
ном механизмам регуляции диуреза.
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The hypotensive effect of arginase inhibition in the experiment [1] can be realized in two
ways: by relaxation of blood vessels by an increase in the concentration of nitric oxide
(NO) and/or a decrease in the amount of circulating fluid. The first effect occurs with an
increase in the availability of the substrate of NO synthase (NOS) – arginine (ARG). The
second – with an increase in diuresis. To clarify the ways in which arginase affects the reg-
ulation of blood pressure (BP) we have analyzed the metabolic characteristics of the amino
acid L-arginine in hyper- and normotonic rats during inhibition of arginase activity by the
administration of its inhibitor L-norvaline. The concentration of arginine and its metabo-
lite ornithine in blood, urine, and in the homogenate of kidney tissue was measured using
high-performance liquid chromatography with the separation on a reversed-phase sorbent
and with a fluorescence detection. Norvaline was injected intraperitoneally (ip) once a day
at a dose of 30 mg/kg for 7 days. In experiments under the influence of norvaline, no sig-
nificant increase in the concentration of amino acids in the blood plasma was found either
in hypertensive rats (ISIAH strain) or in normotensive control (WAG strain). The concen-
tration of arginine in the urine of ISIAH animals treated with norvaline was found dou-
bled, while in WAG rats it did not change. The daily excretion of arginine under norvaline
increased in normotonics only slightly, and in hypertensive rats it increased almost three-
fold. At the same time, norvaline increased diuresis only in hypertensive animals. Under
the influence of norvaline, the content of arginine per 1 g of kidney weight increased al-
most twofold in hypertensive rats, while in normotensive rats it did not change. The studies
performed allow us to conclude, that inhibition of arginase by norvaline had a stronger hy-
potensive effect in hypertensive rats than in normotensive rats. At the same time, the hypo-
tensive effect of norvaline in normotonic rats can be provided by the nitric oxide system,
whereas in hypertensive rats this function is taken over by diuresis.

Keywords: arginase, L-norvaline, L-arginine, L-ornitine,  blood pressure regulation 
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