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Резюме

Цель исследования. Изучить влияние 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.
Материалы и методы. Объект исследования – крысы-самцы линии Wistar, материалом послужили цитоплазма-
тическая и лизосомальная фракции гомогенатов ткани печени, почки, легкого. Неселективный ингибитор инду-
цибельной NO-синтазы N-нитро-L-аргининметиловый эфир (L-NAME) применен в дозе 25 мг/кг, субстрат синтеза 
оксида азота L-аргинин – в дозе 500 мг/кг. Активность катепсинов В, L, H определялась раздельно в цитоплазма-
тической и лизосомальной фракции спектрофлуориметрической регистрацией количества продукта расщепле-
ния специфических субстратов 7-амидо-4-метилкумарина.
Результаты. Подавление синтеза оксида азота неселективным ингибитором NO-синтазы L-NAME (25 мг/кг, 7 сут) 
в ткани почки приводит к снижению активности катепсинов В, L, Н в лизосомальной фракции с параллельным 
нарастанием внелизосомальной активности катепсина L, в ткани печени – к нарастанию лизосомальной актив-
ности катепсина Н и снижению внелизосомальной активности катепсина L. Субстрат синтеза оксида азота L-арги-
нин (500 мг/кг, 10 сут) в ткани печени вызывает лишь нарастание активности катепсина L во внелизосомальной 
фракции, а в ткани почки – приводит к повышению лизосомальной активности катепсина Н; при этом ткань 
легкого демонстрирует существенное нарастание активности всех изучаемых катепсинов во внелизосомальной
фракции, сопровождающееся для катепсинов В и Н повышением лизосомальной активности. Выявленные 
изменения ассоциированы с признаками изменения соотношения проферментных и активных форм катепсинов.
Заключение. Эффекты неселективного ингибитора и субстрата синтеза оксида азота на общую активность 
катепсинов В, L и H в паренхиматозных органах и ее субклеточное распределение являются тканеспецифичными 
и в ряде случаев разнонаправленными и сопровождаются признаками изменения соотношения проферментных 
и энзиматически активных форм преимущественно за счет повышения доли проферментных.
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СHANGES IN SUBCELLULAR DISTRIBUTION 
OF LYSOSOMAL CYSTEINE PROTEINASES ACTIVITY 
IN PARENCHYMATOUS ORGANS OF RATS 
UNDER THE ACTION OF NITRIC OXIDE SYNTHESIS MODULATORS
M.A.Fomina1, A.A.Terent'ev2

1. Ryazan State Medical University, 9 Vysokovol'tnaya str., Ryazan 390026, Russian Federation 
2. Pirogov Russian National Research Medical University, 1 Ostrovityanova, Moscow, 117997, Russian Federation

Abstract

Aim. To study the eff ect of non-selecƟ ve inhibitor of NO-synthase N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) and sub-
strate of nitric oxide synthesis L-arginine on the acƟ vity of cathepsins B, L, H and its subcellular distribuƟ on in liver, 
kidney and lung Ɵ ssues.
Materials and methods. The object of study – male rats Wistar line, the material was the cytoplasmic and lysosomal frac-
Ɵ on of homogenates of liver, kidney, lung Ɵ ssues. A non-selecƟ ve inhibitor of inducible NO-synthase N-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME) was applied at a dose of 25 mg/kg, the substrate of NO synthesis L-arginine – at a dose of 500 
mg/kg. AcƟ vity of cathepsins B, L, H was defi ned separately in the cytoplasmic and lysosomal fracƟ ons by spectro-
fl uorometry quanƟ taƟ ve determinaƟ on of the specifi c substrate cleavage product 7-amido-4-methylcoumarin.
Results. Suppression of nitric oxide synthesis by non-selecƟ ve inhibitor of NO-synthase L-NAME (25 mg/kg, 7 days) 
in the kidney Ɵ ssue leads to a decrease in the acƟ vity of cathepsins В, L, H in lysosomal fracƟ on with a parallel increase 
in non-lysosomal acƟ vity of cathepsin L, in the liver Ɵ ssue leads to an increase in lysosomal acƟ vity of cathepsin H and 
a decrease in non-lysosomal acƟ vity of cathepsin L. The substrate of nitric oxide synthesis L-arginine (500 mg/kg, 
10 days) only causes increased acƟ vity of cathepsin L in non-lysosomal fracƟ on of liver Ɵ ssue, leads to increased 
lysosomal acƟ vity of cathepsin H in kidney Ɵ ssue, the lung Ɵ ssue shows a signifi cant increase in the acƟ vity of the all 
studied cathepsins in non-lysosomal fracƟ on, accompanied by an increase in lysosomal acƟ vity of cathepsins B and H. 
The revealed changes are associated with the signs of changes in the raƟ o of pro-enzyme and acƟ ve forms of cathepsins.
Conclusion. The eff ects of non-selecƟ ve inhibitor and substrate of nitric oxide synthesis on the total acƟ vity of cathep-
sins B, L and H in parenchymatous organs and its subcellular distribuƟ on are Ɵ ssue-specifi c and mulƟ direcƟ onal in some 
cases and are accompanied by signs of changes in the raƟ o of pro-enzyme and enzymaƟ cally acƟ ve forms mainly due 
to an increase of pro-enzyme forms.
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Оксид азота является биоактивной молеку-
лой, образующейся в основном ферментативным 
путем из L-аргинина при участии изоформ NO-син-
тазы [1]. Среди множества эффектов оксида азота 
и его производных наибольшее внимание в насто-
ящее время уделяется его про- и антиоксидантным 
свойствам и двойственному участию в апоптозе [2]. 
Актуальным направлением исследований механиз-
мов апоптоза является «лизосомальная клеточная 
смерть», важнейшей частью реализации которой 
считают изменение компартментализации лизосо-
мальных ферментов [3]. Наиболее перспективны-
ми в этом аспекте представляются лизосомальные 
цистеиновые протеиназы из-за их способности вы-
ходить за пределы лизосом без разрушения мем-
браны [4]. Эти соображения в настоящее время 
создали активно развивающееся направление по-
иска веществ, способных воздействовать на данную 
группу ферментов, однако следует отметить, что 
пока большинство исследований связано с изуче-
нием потенциальных ингибиторов их активности 
в целом без учета возможностей влияния на вну-
триклеточное распределение [5, 6]. Кроме того, по-
скольку изучение тканевых и клеточных эффектов 
оксида азота на данный момент является достаточ-
но новым направлением, практически отсутствуют 
сведения о воздействии ингибиторов и субстрата 
его генерации на состояние лизосомального цисте-
инового протеолиза. Поскольку известно, что клет-
ки печени, почек и легкого содержат достаточные 
количества ферментов генерации оксида азота, 
представляется целесообразным провести подоб-
ное исследование именно на этих тканях [7–9]. 
В связи с вышеизложенным, целью исследования 
явилось изучение влияния неселективного инги-
битора 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. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование выполнено на 32 конвенциональ-
ных половозрелых крысах-самцах линии Wistar. 
Содержание и выведение животных из экспери-
мента осуществлялось в соответствии с протоко-
лами, изложенными Международным Советом 
Медицинских Научных Обществ (CIOMS) в «Меж-
дународных рекомендациях по проведению меди-
ко-биологических исследований с использованием 
животных» (1985 г.), и правилами лабораторной 
практики – Приложением к приказу Министерства 
здравоохранения и социального развития Россий-
ской Федерации от 23 августа 2010 г. № 708н. 

Для моделирования дефицита синтеза оксида 
азота (Эксперимент 1, n = 8) осуществляли внутри-
брюшинное введение неселективного ингибитора 
NO-синтазы N-нитро-L-аргининметилового эфира 
(L-NAME, «Sigma», США) в дозе 25 мг/кг [10] в виде 
водного раствора 1 раз в сутки в утренние часы 
ежедневно в течение 7 дней. Выведение из экспе-
римента осуществлялось на 8-е сутки. Контрольной 
группе животных осуществляли внутрибрюшинное 
введение физиологического раствора по аналогич-
ной схеме (Контроль 1, n = 8).

Моделирование изменения уровня синтеза ок-
сида азота субстратом NO-синтазы (Эксперимент 2, 
n = 8) осуществляли путем внутрижелудочного вве-
дения раствора L-аргинина («Sigma», США) на 0,9% 
растворе NaCl в дозе 500 мг/кг [11] 1 раз в сутки до 
утреннего кормления ежедневно в течение 10 дней. 
Выведение из эксперимента осуществляли на 11-е 
сутки. Контрольной группе в течение 10 дней вну-
трижелудочно вводили физиологический раствор 
(Контроль 2, n = 8).

Эвтаназия животных осуществлялась после 12-ча-
сового ночного голодания методом обескровлива-
ния посредством пересечения брюшного отдела 
аорты под эфирным рауш-наркозом при сохранен-
ном дыхании и сердцебиении. Немедленно после 
обескровливания извлекали печень, почку и лег-
кое, которые раздельно помещали в 0,25 М раствор 
сахарозы и затем очищали от остатков жировой и 
соединительной ткани, промывали средой выделе-
ния и готовили точные навески с использованием 
электронных весов (AJH-220 CE, Япония). Гомогени-
зацию измельченных навесок осуществляли в хо-
лодном 0,25 М растворе сахарозы в соотношении 
1/10 в стеклянном стакане гомогенизатора «Potter 
S» (Sartorius, Германия) тефлоновым пестиком при 
зазоре в пределах 0,16–0,24 мм. Описанные проце-
дуры проводили при температуре не выше 4°С.

Субклеточное фракционирование осуществляли 
методом дифференциального центрифугирования 
[12]. Полученные гомогенаты центрифугировали 
15 мин при 800 g (центрифуга CM-6M ELMI, Латвия) 
для осаждения не полностью разрушенных клеток 
и ядер. Надосадочную жидкость центрифугирова-
ли 15 мин при 14 000 g для удаления митохондрий, 
а затем полученный супернатант – дополнительно 
при 20 000 g в течение 30 мин (центрифуга рефри-
жераторная К 24 Д, ГДР). Полученный после центри-
фугирования при 20 000 g супернатант представлял 
собой неседиментируемую (цитоплазматическую) 
фракцию гомогената ткани и использовался в этом 
качестве для измерения изучаемых показателей. 
Осадок, содержащий грубую фракцию лизосом
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под действием модуляторов синтеза оксида азота

(седиментируемая фракция), дополнительно 
ресуспендировали в 0,25 М сахарозе с добавлением
Тритона Х-100 в конечной концентрации 0,1% и так-
же использовали для исследований.

Содержание метаболитов оксида азота опреде-
ляли в неседиментируемой фракции гомогенатов 
фотометрией в видимой области спектра с исполь-
зованием реактива Грисса [13]. 

Aктивнoсть лизосомальных цистеиновых про-
теиназ – катепсинов В, L и Н изучалась спек-
трофлуориметрическим методом по Barrett & 
Kirschke [14] с регистрацией продукта гидролиза 
специфических субстратов 7-амидо-4-метилку-
марина. В качестве субстратов использовались: 
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). Активность каждого 
фермента определялась раздельно в неседименти-
руемой (цитоплазматической) и седиментируемой 
(лизосомальной) фракциях гомогената и обозна-
чалась как неседиментируемая активность (НСА) и 
седиментируемая активность (СА) соответственно. 
Общая активность (ОА) каждой протеиназы рассчи-
тывалась как сумма НСА и СА.

В качестве показателя изменений компартмен-
тализации лизосомальных цистеиновых протеиназ 
использовалась доля внелизосомальной активно-
сти, традиционно обозначаемая как коэффициент 
лабильности (Clab): рассчитывалась как отношение 
НСА соответствующего фермента к его общей актив-
ности [15] и обозначалась НСА%.

Аутокаталитическое действие катепсинов оце-
нивалось по коэффициенту отношения значения 
активности каждого фермента после 15-минутной 

прекаталитической инкубации к параллельно опре-
деляемому значению активности без преинкуба-
ции [16] (Kaca – коэффициент аутокаталитического 
действия), показатель позволяет косвенно оценить 
соотношение проферментных и энзиматически ак-
тивных форм каждого катепсина в изучаемом мате-
риале.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с применением программы Statistica 10.0. 
Проверку нормальности распределения данных 
осуществляли с помощью критерия Шапиро–Уилка 
(W-критерий). Поскольку отмечалось отсутствие со-
гласия большинства данных с нормальным распре-
делением, в качестве характеристик использовали 
медиану (Ме), верхний и нижний квартили (Q1и Q3 
соответственно), результаты представляли в форма-
те Ме [Q1; Q3], для оценки статистической значимо-
сти различий независимых выборок использовали 
ранговый критерий Манна–Уитни (U-тест).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

При измерении концентрации метаболитов ок-
сида азота в изучаемых тканях (табл. 1) ингибиро-
вание синтеза оксида азота неселективным инги-
битором NO-синтазы подтверждено статистически 
значимыми снижениями показателя. При этом на 
фоне введения субстрата синтеза NO L-аргинина 
концентрация метаболитов оксида азота не претер-
пела статистически значимых изменений в ткани 
печени и легкого и статистически значимо снизи-
лась в ткани почки: подобное снижение мы ранее 
наблюдали для мышечных тканей [17], наиболее 
вероятной причиной здесь представляется ингиби-
рование NO-синтазы избытком субстрата.

Таблица 1. Содержание метаболитов оксида азота в тканях для экспериментальных и контрольных групп, 
нмоль/мг белка (Me [Q1; Q3])
Table 1. The content of nitric oxide metabolites in the tissues for experimental and control groups, 
nmol/mg protein (Me [Q1;Q3])

Печень Почка Легкое

Контроль 1 0,198
[0,185; 0,225]

0,192
[0,174; 0,207]

0,703
[0,637; 0,752]

Эксперимент 1
(L-NAME 25 мг/кг, 7 сут)

0,154
[0,130; 0,158]*
p = 0,02

0,139
[0,120; 0,166]*
р = 0,04

0,178
[0,155; 0,257]*
p = 0,003

Контроль 2 0,204
[0,183; 0,213]

0,190
[0,177; 0,215]

0,729
[0,649; 0,757]

Эксперимент 2
(L-аргинин 500 мг/кг, 10 сут)

0,174
[0,167; 0,238]

0,143
[0,136; 0,154]*
p = 0,008

0,725
[0,644; 0,773]

*статистически значимые отличия от соответствующего контроля.
*statistically significant differences from control.
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При оценке активности катепсинов В, L, H и ее 
субклеточного клеточного распределения в ткани 
печени (табл. 2) обнаружено статистически зна-
чимое нарастание общей активности катепсина Н 
за счет лизосомальной фракции и статистически 
значимое снижение внелизосомальной активности 

катепсина L под действием ингибитора NO-синтазы; 
введение аргинина при этом привело к статисти-
чески значимому нарастанию внелизосомальной 
активности катепсина L. Статистически значимых 
изменений доли внелизосомальной активности 
изучаемых ферментов не зафиксировано.

Таблица 2. Изменения компартментализации активности лизосомальных цистеиновых протеиназ печени 
в экспериментальных и контрольных группах (Ме [Q1; Q3])
Table 2. Changes in the compartmentalization of activity of lysosomal cysteine proteinase of the liver in experimental 
and control group (Me [Q1; Q3])

Показатель

Группа

Контроль 1

Катепсин В Катепсин L Катепсин H

ОА, нкат/г белка 0,35 [0,25; 0,43] 1,51 [0,8; 2,12] 1,43 [1,3; 1,45]

СА, нкат/г белка 0,34 [0,24; 0,42] 1,49 [0,76; 2,1] 1,34 [1,23;1,37]

НСА, нкат/г белка 0,0072 [0,0051; 0,0079] 0,0262 [0,0216; 0,0364] 0,0760 [0,0654; 0,0969]

НСА, % 2,11 [1,58; 2,37] 1,95 [1,34; 3,46] 5,97 [5,34; 6,2]

Эксперимент 1 (L-NAME 25 мг/кг, 7 сут)

Катепсин В Катепсин L Катепсин H

ОА, нкат/г белка 0,51 [0,41; 0,72] 1,29 [0,83; 2,17] 2,20 [1,82; 2,77]*
р = 0,01

СА, нкат/г белка 0,50 [0,40; 0,72] 1,27 [0,83; 2,15] 2,13 [1,73; 2,7]*
р = 0,01

НСА, нкат/г белка 0,0038 [0,0022; 0,0082] 0,0103 [0,0072; 0,0175]*
р = 0,03 0,0917 [0,0578; 0,0955]

НСА, % 0,88 [0,33; 1,55] 0,99 [0,38; 3,75] 3,56 [2,23; 5,14]

Контроль 2

Катепсин В Катепсин L Катепсин H

ОА, нкат/г белка 0,33 [0,23; 0,50] 0,71 [0,35; 1,51] 1,10 [0,87; 1,28]

СА, нкат/г белка 0,31 [0,22; 0,49] 0,71 [0,34; 1,49] 1,03 [0,8; 1,2]

НСА, нкат/г белка 0,0125 [0,0091; 0,0148] 0,0089 [0,0035; 0,0199] 0,0721 [0,0645; 0,0917]

НСА, % 4,06 [3,01; 5,31] 1,27 [0,98; 1,72] 7,60 [7,24; 7,92]

Эксперимент 2 (L-аргинин 500 мг/кг, 10 сут)

Катепсин В Катепсин L Катепсин H

ОА, нкат/г белка 0,28 [0,16; 0,39] 0,96 [0,87; 1,11] 1,21 [1,01; 1,39]

СА, нкат/г белка 0,26 [0,15; 0,38] 0,93 [0,84; 1,08] 1,11 [0,92; 1,28]

НСА, нкат/г белка 0,0096 [0,0094; 0,0108] 0,0261 [0,0232; 0,0344]*
р = 0,045 0,0884 [0,0788; 0,1025]

НСА, % 2,99 [2,39; 4,83] 2,68 [2,6; 2,72] 8,18 [6,84; 9,09]

*статистически значимые отличия от соответствующего контроля.
*statistically significant differences from control.
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Таблица 3. Изменения компартментализации активности лизосомальных цистеиновых протеиназ почки 
в экспериментальных и контрольных группах (Ме [Q1; Q3])
Table 3. Changes in the compartmentalization of activity of lysosomal cysteine proteases of the kidney in experimental 
and control groups (Ме [Q1; Q3])

Показатель

Группа

Контроль 1

Катепсин В Катепсин L Катепсин H

ОА, нкат/г белка 0,99 [0,89; 1,03] 2,5 [2,14; 2,96] 2,89 [2,63; 3,08]

СА, нкат/г белка 0,95 [0,85; 1,00] 2,45 [2,10; 2,90] 2,82 [2,58; 3,01]

НСА, нкат/г белка 0,0373 [0,0287; 0,0424] 0,0582 [0,0453; 0,0635] 0,0727 [0,0576; 0,0764]

НСА, % 3,88 [2,84; 4,63] 2,01 [1,89; 2,17] 2,26 [2,04; 2,45]

Эксперимент 1 (L-NAME 25 мг/кг, 7 сут)

Катепсин В Катепсин L Катепсин H

ОА, нкат/г белка 0,62 [0,56; 0,80]*
p = 0,03

1,70 [1,41; 1,96]*
p = 0,02

1,48 [1,31; 1,65]*
p = 0,002

СА, нкат/г белка 0,59 [0,53; 0,76]*
p = 0,03

1,63 [1,34; 1,88]*
p = 0,01

1,42 [1,26; 1,59]*
p = 0,002

НСА, нкат/г белка 0,0388 [0,0342; 0,0433] 0,0711 [0,0632; 0,0725]*
р = 0,045 0,0512 [0,0435; 0,0662]

НСА, % 5,50 [4,65; 5,76]*
p = 0,03

4,27 [3,79; 4,41]*
р = 0,006

3,77 [3,45; 4,27]*
р = 0,006

Контроль 2

Катепсин В Катепсин L Катепсин H

ОА, нкат/г белка 0,88 [0,63; 1,02] 3,10 [3,02; 3,48] 2,67 [2,533,04]

СА, нкат/г белка 0,84 [0,59; 0,97] 3,02 [2,93; 3,39] 2,61 [2,48; 2,97]

НСА, нкат/г белка 0,0496 [0,0434; 0,0549] 0,0883 [0,0788; 0,0943] 0,0595 [0,0553; 0,0663]

НСА, % 5,38 [4,94; 7,20] 2,54 [2,35; 2,89] 2,23 [2,17; 2,49]

Эксперимент 2 (L-аргинин 500 мг/кг, 10 суток)

Катепсин В Катепсин L Катепсин H

ОА, нкат/г белка 1,82 [0,84; 2,79] 3,19 [2,59; 4,49] 3,98 [3,78; 5,10]*
p = 0,02

СА, нкат/г белка 1,76 [0,78; 2,73] 3,10 [2,51; 4,42] 3,90 [3,70; 5,03]*
p = 0,03

НСА, нкат/г белка 0,0617 [0,0534; 0,0715] 0,0763 [0,0729; 0,0844] 0,0844 [0,0751; 0,0856]

НСА, % 3,21 [2,39; 7,73] 2,63 [1,72; 3,20] 2,06 [1,61; 2,26]

*статистически значимые отличия от соответствующего контроля.
*statistically significant differences from control.

Наиболее яркие изменения показателей актив-
ности изучаемых катепсинов были выявлены для 
ткани почки (табл. 3). Так, внутрибрюшинное введе-
ние L-NAME в дозе 25 мг/кг привело к статистически 
значимому снижению общей активности катепсинов 
B, L и Н за счет снижения седиментируемой (лизосо-
мальной) активности в сочетании со статистически 

значимым нарастанием значений доли внелизосо-
мальной активности, при этом статистически зна-
чимое повышение неседиментируемой активности 
зарегистрировано только для катепсина L. Введение 
L-аргинина привело к нарастанию общей и лизосо-
мальной активности, статистически значимыми ока-
зались изменения для катепсина Н.
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В ткани легкого (табл. 4) применение неселектив-
ного ингибитора NO-синтазы не отразилось на пока-
зателях активности катепсинов и ее распределения, 
однако применение аргинина, напротив, привело 
к выраженному статистически значимому нараста-
нию общей активности катепсинов В и Н за счет как 
лизосомальной, так и внелизосомальной фракции 
без изменения доли внелизосомальной активности; 
для катепсина L статистически значимым оказалось 
только нарастание неседиментируемой активности.

Анализ изменений коэффициента аутокаталити-
ческого действия изучаемых ферментов в цитоплаз-
матической и лизосомальной фракциях (табл. 5)
демонстрирует, что подавление синтеза оксида азота 
под действием L-NAME в дозе 25 мг/кг приводит пре-
имущественно к повышению показателя, что можно 
трактовать как увеличение доли проферментных

форм катепсинов. Так, статистически значимое 
повышение значений Kaca относительно контроля 
зарегистрировано для катепсина Н в лизосомаль-
ной фракции всех трех органов, кроме того, для 
внелизосомальной фракции Kaca статистически зна-
чимо возрастал в печени для катепсина L, в почке –
для катепсинов B и L, в легком – для катепсинов 
В и Н. Интересно, что для катепсина В в лизосомаль-
ной фракции Kaca при данной модели имел тенден-
цию к снижению, причем в ткани легкого изменения 
оказались статистически значимыми. На фоне L-ар-
гинина в дозе 500 мг/кг в ткани печени наблюда-
лось статистически значимое нарастание Каса для ка-
тепсина В в лизосомальной фракции и статистически
значимое снижение показателя для катепсина L 
в цитоплазматической фракции. В ткани почки об-
наружено статистически значимое нарастание Kaca 
для катепсинов В и L внелизосомальной фракции.

Таблица 4. Изменения компартментализации активности лизосомальных цистеиновых протеиназ легкого 
в экспериментальных и контрольных группах (Ме [Q1; Q3])
Table 4. Changes in the compartmentalization of the activity of lysosomal cysteine proteases of the lung 
in experimental and control groups (Ме [Q1; Q3])

Показатель

Группа

Контроль 1

Катепсин В Катепсин L Катепсин H

ОА, нкат/г белка 0,11 [0,09; 0,20] 1,10 [0,83; 1,18] 0,25 [0,20; 2,01]
СА, нкат/г белка 0,11 [0,08; 0,19] 1,06 [0,80; 1,16] 0,25 [0,20; 1,96]
НСА, нкат/г белка 0,0038 [0,0037; 0,0046] 0,0122 [0,0082; 0,0300] 0,0045 [0,0018; 0,0488]
НСА, % 3,57 [2,36; 4,40] 1,45 [0,95; 2,87] 1,57 [0,91; 2,35]

Эксперимент 1 (L-NAME 25 мг/кг, 7 сут)
Катепсин В Катепсин L Катепсин H

ОА, нкат/г белка 0,20 [0,16; 0,23] 0,84 [0,78; 1,06] 0,57 [0,46; 0,80]
СА, нкат/г белка 0,20 [0,16; 0,22] 0,82 [0,77; 1,05] 0,56 [0,45; 0,79]
НСА, нкат/г белка 0,0020 [0,0009; 0,0024] 0,0118 [0,0051; 0,0138] 0,0094 [0,0062; 0,0131]
НСА, % 0,85 [0,54; 1,54] 1,22 [0,53; 1,54] 1,65 [1,18; 1,89]

Контроль 2
Катепсин В Катепсин L Катепсин H

ОА, нкат/г белка 0,27 [0,15; 0,46] 1,68 [1,50; 1,92] 1,82 [1,79; 2,05]
СА, нкат/г белка 0,26 [0,15; 0,46] 1,67 [1,49; 1,90] 1,76 [1,74; 2,00]
НСА, нкат/г белка 0,0016 [0,0015; 0,0019] 0,0120 [0,0058; 0,0185] 0,0564 [0,0519; 0,0652]
НСА, % 0,99 [0,61; 1,17] 0,76 [0,37; 1,03] 2,97 [2,89; 3,20]

Эксперимент 2 (L-аргинин 500 мг/кг, 10 сут)
Катепсин В Катепсин L Катепсин H

ОА, нкат/г белка 1,08 [0,99; 1,18]*
р = 0,005 1,72 [1,22; 2,30] 3,64 [3,19; 3,81]*

р = 0,005

СА, нкат/г белка 1,07 [0,98; 1,17]*
р = 0,005 1,71 [1,20; 2,27] 3,54 [3,09; 3,71]*

р = 0,005

НСА, нкат/г белка 0,0125 [0,0121; 0,0133]*
р = 0,005

0,0265 [0,0236; 0,0287]*
р = 0,03

0,0953 [0,0842; 0,0976]*
р = 0,005

НСА, % 1,12 [0,7; 1,22] 1,29 [0,92; 1,92] 2,61 [2,51; 2,78]

*статистически значимые отличия от соответствующего контроля.
*statistically significant differences from control.
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Таблица 5. Значения коэффициента аутокаталитического действия (Kaca) для катепсинов В, L, H 
в экспериментальных и контрольных группах (Ме [Q1; Q3])
Table 5. The values of the coefficient autocatalytical action (Kaca) for in vitro, L, H 
in the experimental and control group (Me [Q1; Q3])

Показатель

Группа/орган

Контроль 1

Печень Почка Легкое

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

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

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

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

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

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

Эксперимент 1 (L-NAME 25 мг/кг, 7 сут)

Печень Почка Легкое

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

Катепсин В, СА 0,78 [0,64; 1,63] 1,00 [0,87; 1,22] 0,01 [0,01; 0,02]*
р = 0,04

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]

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

Катепсин H, НСА 0,79 [0,73; 0,83] 1,68 [1,06; 2,40] 2,67 [1,68; 4,32]*
р = 0,008

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

Контроль 2

Печень Почка Легкое

Катепсин В, НСА 0,35 [0,26; 0,54] 0,88 [0,77; 0,95] 0,00 [0,00; 0,48]

Катепсин В, СА 0,38 [0,20; 0,56] 0,72 [0,59; 0,86] 0,90 [0,81; 0,98]

Катепсин L, НСА 2,15 [2,11; 17,63] 0,8 [0,61; 0,89] 0,52 [0,12; 1,70]

Катепсин L, СА 1,12 [0,95; 1,19] 0,66 [0,56; 0,93] 0,57 [0,42; 0,78]

Катепсин H, НСА 0,61 [0,60; 0,67] 0,99 [0,89; 1,06] 0,70 [0,56; 0,73]

Катепсин H, СА 0,42 [0,34; 0,59] 0,58 [0,37; 0,88] 0,30 [0,27; 0,33]

Эксперимент 2 (L-аргинин 500 мг/кг, 10 сут)

Печень Почка Легкое

Катепсин В, НСА 1,21 [0,58; 1,63] 1,39 [1,34; 1,51]*
р = 0,005 0,15 [0,14; 0,20]

Катепсин В, СА 1,47 [1,28; 4,23]*
р = 0,03 1,2 [0,57; 2,17] 1,16 [0,77; 1,26]

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]

Катепсин L, СА 0,89 [0,68; 0,99] 0,89 [0,69; 0,99] 0,94 [0,73; 1,16]

Катепсин H, НСА 0,58 [0,5; 0,71] 1,16 [1,00; 1,31] 0,58 [0,52; 0,61]

Катепсин H, СА 0,40 [0,34; 0,55] 0,71 [0,59; 0,88] 0,27 [0,27; 0,34]

*статистически значимые отличия от соответствующего контроля.
*statistically significant differences from control.
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ОБСУЖДЕНИЕ 

Таким образом, данное исследование вносит 
вклад в развитие нового и актуального для меди-
цины направления: изучение факторов, способных 
изменять активность и компартментализацию ли-
зосомальных цистеиновых протеиназ, участвующих 
в столь значимых и взаимосвязанных процессах, как 
окислительный стресс и апоптоз [18]. Особенности 
структуры, создающие возможность проявления не 
только внутри-, но и внелизосомальных эффектов 
и высокую чувствительность к регуляции активности 
[19], привлекают внимание исследователей и дают 
повод рассматривать данную группу ферментов 
в качестве потенциальной терапевтической мишени 
для целого ряда патологий [20]. Однако на данный 
момент данная тема находится на этапе накопле-
ния экспериментальных данных, причем основная 
часть исследований связана с экспериментальной 
и клинической онкологией, особое внимание при 
этом уделяется внелизосомальным, а чаще вне-
клеточным эффектам лизосомальных цистеиновых 
протеиназ [21–23] и в качестве агентов воздействия 
рассматриваются лишь природные и синтетиче-
ские ингибиторы этих ферментов [24]. Описание 
воздействия на активность и компартментализа-
цию цистеиновых катепсинов в паренхиматозных 
органах ингибитора и субстрата синтеза оксида 
азота, сведения о роли которого в различных фи-
зиологических и патологических процессах экспо-
ненциально расширяются, составляет научную но-
визну нашего исследования и может в дальнейшем 
найти применение как в понимании патогенеза, так 
и в поиске новых направлений терапевтических воз-
действий. Важным наблюдением является тот факт, 
что эффекты ингибитора и субстрата синтеза оксида 
азота на активность и внутриклеточное распределе-
ние лизосомальных цистеиновых протеиназ имеют 
тканеспецифичность и могут проявляться даже без 
значительных изменений концентрации метабо-
литов оксида азота, что ранее было показано нами 
для ткани тимуса и селезенки [25], а также для 

мышечных тканей [26]. Наиболее интересным 
в данном исследовании мы считаем обнаружение 
тканеспецифической способности изучаемых ве-
ществ изменять внелизосомальную активность ка-
тепсинов, при этом повышающий активность эффект 
ингибитора синтеза NO для катепсина L в ткани поч-
ки совпадает с ранее обнаруженным нами для тка-
ни селезенки [27], а снижающий для ткани печени –
с таковым для миокарда [28]. Поскольку важным 
фактором регуляции активности изучаемых лизо-
сомальных цистеиновых протеиназ является ауто-
каталитический процессинг [29–31], обнаруженные 
нами изменения коэффициента аутокаталитическо-
го действия, указывающие на преимущественное 
повышение доли проферментных форм, могут как 
объяснять изменения активности ферментов, так 
и указывать на повышение их резервного синтеза, 
без включения на данном этапе в каталитические 
процессы. Интересно, что данные эффекты тоже, 
по-видимому, тканеспецифичны. Так, обнаружен-
ная в данном исследовании способность L-NAME 
преимущественно повышать показатель коэффи-
циента, что можно трактовать как повышение доли 
проферментных форм в материале, была ранее 
продемонстрирована для ткани грудной аорты [32], 
а аналогичный эффект аргинина в отношении ка-
тепсина В в ткани печени совпадает с таковым, опи-
санным для тимоцитов и спленоцитов в условиях 
in vitro [33].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Эффекты неселективного ингибитора и субстрата 
синтеза оксида азота на общую активность катепси-
нов В, L и H в паренхиматозных органах и ее суб-
клеточное распределение являются тканеспеци-
фичными и в ряде случаев разнонаправленными 
и сопровождаются признаками изменения соотно-
шения проферментных и энзиматически активных 
форм преимущественно за счет повышения доли 
проферментных. 
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