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РОЛЬ АРГИНИНДЕИМИНАЗЫ STREPTOCOCCUS 
PYOGENES M49-16 В ИНГИБИЦИИ ПРОЛИФЕРАЦИИ 
ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА ЛИНИИ EA.hy926
Старикова Э.А.1, Карасева А.Б.1, Бурова Л.А.1, Суворов А.Н.1, 
Соколов А.В.1, Васильев В.Б.1, Фрейдлин И.С.1, 2

1 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия 
2 ГБОУ ВПО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Аргининдеиминаза (АД) – бактериальный фермент, который осуществляет гидролиз ар-
гинина с образованием цитруллина и аммиака. В последние годы в литературе накапливается все 
больше данных об антиангиогенном действии АД Mycoplasma spp. в экспериментах in vitro и in vivo. 
Наши исследования показали, что АД Streptococcus pyogenes тип М22 обладает аналогичным эффек-
том, а именно – подавляет пролиферацию и другие функции эндотелиальных клеток, связанные 
с процессом ангиогенеза. Для подтверждения ведущей роли АД как фактора, ответственного за анти-
пролиферативное действие, был сконструирован изогенный мутант S. pyogenes тип M49-16, не спо-
собный экспрессировать АД. Был проведен сравнительный анализ антипролиферативной актив-
ности S. pyogenes M49-16 и его изогенного мутанта с делецией гена АД (M49-16delAD) в отношении 
эндотелиальных клеток линии EA.hy926. В работе использовали супернатанты разрушенных ультра-
звуком S. pyogenes M49-16 и M49-16delAD. В ходе исследований проводили сравнение способности 
супернатантов разрушенных S. pyogenes M49-16 и M49-16delAD гидролизовать аргинин. Кроме того, 
изучали влияние супернатантов разрушенных стрептококков на пролиферативную активность эндо-
телиальных клеток и их распределение по фазам клеточного цикла. Исследования показали, что су-
пернатант исходного штамма S. pyogenes 49-16 достоверно подавлял пролиферацию эндотелиальных 
клеток (на 50% от контроля). Этот эффект был обусловлен его аргинигидролизующей активностью, 
т.к. добавление в среду экзогенного аргинина приводило к восстановлению пролиферации клеток 
до уровня пролиферации в контроле. Супернатант S. pyogenes М49-16delAD обладал достоверно сни-
женной по сравнению с супернатантом исходного штамма способностью гидролизовать аргинин. 
Культивирование эндотелиальных клеток в присутствии супернатанта S. pyogenes М49-16delAD при-
водило к снижению их пролиферативной активности только на 10% от контроля. Анализ распреде-
ления клеток по фазам клеточного цикла подтвердил эти результаты. Супернатант S. pyogenes M49-16 
снижал долю клеток в фазах синтеза на 20% по сравнению с контролем. В присутствии супернатанта 
S. pyogenes М49-16delAD уменьшение доли клеток в фазах синтеза было выражено достоверно слабее 
и составило всего 5% от контроля. Полученные результаты раскрывают новые патогенетические ме-
ханизмы эндотелиальной дисфункции при стрептококковой инфекции и доказывают антиангиоген-
ный потенциал стрептококковой аргининдеиминазы.

Ключевые слова: S. pyogenes, аргининдеиминаза, эндотелиальные клетки, аргинин, пролиферация
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A ROLE OF ARGININE DEIMINASE FROM STREPTOCOCCUS 
PYOGENES M49-16 IN PROMOTING INFECTION AND 
INHIBITION OF ENDOTHELIAL CELL PROLIFERATION
Starikova E.A.a, Karaseva A.B.a, Burova L.A.a, Suvorov A.N.a, 
Sokolov A.V.a, Vasilyev V.B. a, Freidlin I.S. a, b

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation 
b The First St. Petersburg I. Pavlov State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Arginine deiminase is a bacterial enzyme that hydrolyses arginine with citrulline and ammonia 
formation. In recent years, increasing evidence is reported about in vitro and in vivo anti-angiogenic action of 
arginine deiminase from Mycoplasma spp. Our studies have shown that arginine deiminase from Streptococcus 
pyogenes M22 exerts similar effects, i.e., inhibits proliferation and other endothelial cell functions related to 
angiogenesis. To confirm a leading role of arginine deiminase, as a factor responsible for the anti-proliferative 
effect, we have constructed an isogenic S. pyogenes M49-16 mutant unable to express arginine deiminase. A 
comparative analysis of anti-proliferative activity of original S. pyogenes M49-16 strain and its isogenic mutant 
with arginine deiminase gene deletion (M49-16delAD) was performed, using an endothelial EA.hy926 cell line. 
The bacterial supernatantes obtained by sonication of S. pyogenes M49-16 and M49-16delAD were tested. The 
ability of S. pyogenes M49-16 and M49-16delAD supernatantes to hydrolyze arginine was assessed. Moreover, 
we compared effects of the Streptococcus supernatantes upon proliferative activity of endothelial cells and their 
distribution through the cell cycle phases.

Supernatantes from original S. pyogenes 49-16 strain were shown to inhibit endothelial cell proliferation to a 
significant degree (down to 50% of controls). This effect was due to its arginine hydrolyzing activity, i. e. addition 
of exogenous arginine to the medium resulted into recovery of the cell proliferation levels. The supernatante 
from S. pyogenes M49-16delAD showed a lower ability to hydrolyze arginine as compared to the supernatante 
of original strain. Culturing of endothelial cells supplied with S. pyogenes M49-16delAD supernatantes resulted 
into reduction of their proliferative activity by 10% of control values. Analysis of the cell cycle distribution was 
concordant with these results. S. pyogenes M49-16 supernatante caused a decrease in S-phase cell fraction by 
20% against controls. With a supernatants from S. pyogenes M49-16delAD, such drop in DNA-synthesizing cell 
ratio was significantly weaker (by only 5% of the control). These results reveal new pathogenetic mechanisms of 
endothelial dysfunction during streptococcal infection and suggest anti-angiogenic potential of streptococcal 
arginine deiminase.

Keywords: S. pyogenes, arginine deiminase, endothelial cells, arginine, proliferation
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Введение
Многие патогенные микроорганизмы ис-

пользуют метаболические пути аргинина орга-
низма-хозяина в качестве стратегии выживания 
[8]. Одним из бактериальных ферментов, ката-
лизирующих гидролиз аргинина, является арги-
ниндеиминаза (АД) [23]. АД защищает микро-
организмы от кислой среды в очаге инфекции 
и в фаголизосомах благодаря продукции NH3 [6]. 
Очевидно, что фермент может нарушать функци-
ональную активность клеток организма-хозяина 
за счет деплеции аргинина и его метаболитов. 
Многочисленные исследования показывают, что 
АД, выделенная из разных микроорганизмов, 
подавляет пролиферацию клеток млекопитаю-
щих in vitro. В частности, установлено, что АД 
подавляет пролиферацию трансформированных 

клеток и оказывает противоопухолевое действие 
in vivo с минимальными побочными эффекта-
ми [12, 15]. Предполагают, что подавление роста 
опухолевых клеток происходит благодаря амино-
кислотному голоданию из-за деплеции аргини-
на и/или созданию дефицита метаболитов этой 
аминокислоты, таких как NO и полиамины [14, 
16]. Однако противоопухолевое действие фер-
мента может быть обусловлено также его анти-
ангиогенной активностью. Было показано, что 
АД Mycoplasma sp. (нативный и рекомбинантный 
белок) снижает пролиферативную, миграцион-
ную способность эндотелиальных клеток, а так-
же формирование капилляроподобных структур 
in vitro и in vivо [3, 16]. В литературе обсуждаются 
возможные механизмы антиангиогенного дей-
ствия АД, среди которых выделяют аминокис-
лотное голодание. Не исключается также роль 
дефицита метаболитов аргинина (NO и полиа-
минов), который возникает вследствие деплеции 
этой аминокислоты [16]. Вопрос о влиянии АД 
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на продукцию NO остается дискуссионным. Су-
ществуют данные указывающие на важную роль 
NO в регуляции пролиферации эндотелиальных 
клеток. В то же время показано, что дефицит 
аргинина, в том числе вызванный активностью 
АД, не влияет на способность эндотелиальной 
NO- синтазы (eNOS) генерировать NO [7]. До-
казано, что дефицит полиаминов, которые игра-
ют важную роль в процессах трансляции, транс-
крипции и пролиферации всех эукариотических 
клеток, может приводить к подавлению их про-
лиферативной активности. Не исключено, что 
обнаруженное антиангиогенное действие фер-
мента может быть связано с токсичностью амми-
ака, который генерирует АД [16]. Таким образом, 
точные механизмы, лежащие в основе антианги-
огенного действия АД, остаются невыясненными 
и требуют дальнейшего изучения.

В наших исследованиях по изучению влия-
ния внутриклеточных компонентов Streptococcus 
pyogenes тип М22, штамм AL168 на функции эндо-
телиальных клеток было обнаружено, что супер-
натант разрушенных ультразвуком стрептококков 
(СРС) подавлял пролиферацию, миграцию, адге-
зию и метаболизм этих клеток [2]. Пролифера-
тивная активность клеток восстанавливалась при 
добавлении в культуру экзогенного аргинина, что 
свидетельствовало об аргинин-деградирующей 
активности СРС. Биохимическая характеристика 
компонента в составе СРС, ответственного за об-
наруженные эффекты, показала, что активным 
веществом является АД [18]. Чтобы подтвердить 
полученные ранее данные о роли АД S. pyogenes 
в подавлении пролиферации эндотелиальных 
клеток, в ходе данной работы был сконструирован 
изогенный мутант штамма – S. pyogenes M49-16,  
неспособный экспрессировать АД, и был про-
веден сравнительный анализ антипролифе-
ративной активности исходного штамма СРС 
S. pyogenes M49-16 и его изогенного мутанта с де-
лецией гена АД (M49-16delAD). 

Материалы и методы 
Культура клеток
Эндотелиальные клетки линии EA.hy 926 

были любезно предоставлены д-ром Cora-Jean S. 
Edgell (Университет Северная Каролина, США). 
Линия воспроизводит основные фенотипические 
и функциональные характеристики эндотелиаль-
ных клеток макрососудов человека [11]. Клетки 
культивировали в среде DMEM, содержащей 10% 
сыворотки эмбрионов коров, HAT (все – Sigma), 
4 мМ L-глютамина, 100 мкг/мл гентамицина 
(Биолот). Пересев производили дважды в неде-
лю. Дезинтеграцию монослоя клеток вызывали 
инкубацией в растворе Версена (Биолот). 

Получение изогенного мутанта по гену аргинин-
деиминазы

Для создания штамма, неспособного синте-
зировать АД, участок гена, кодирующий цен-
тральную часть гена аргининдеиминазы штамма 
серотипа М49, был проклонирован в интегратив-
ную плазмиду pТ7ermВ. Для этих целей участок 
sagp49 амплифицировали с использованием ДНК 
праймеров 3’ GGAGGATCCGTTGTTTGATGA 5’ 
и 3’ CGAGTGAATCCATTACGGTCA 5’ cо встро-
енными сайтами гидролиза  BamHI и EcoRI. 
Продукт амплификации клонировали в интегра-
тивный вектор pT7ermВ, предварительно так-
же гидролизованный эндонуклеазами BamHI 
и EcoRI. Полученным после лигирования пре-
паратом трансформировали штамм E. coli JM109 
и клоны с плазмидой отбирали при выращива-
нии на чашках Петри с эритромицином 500 мкг/
мл. Рекомбинантные клоны E. coli тестировали 
на наличие плазмиды pТ7ermB – AD с фраг-
ментом гена АД размером 538 н.п. Из клонов 
с нужной вставкой выделяли плазмидную ДНК, 
которую и использовали для трансформации 
стрептококков.

Электропорацию стрептококков осуществля-
ли в аппарате компании BioRad – Gene-Pulser 
(USA) в кюветах с расстоянием между электрода-
ми 1 мм. Электропорацию осуществляли на куль-
туре стрептококков, четырехкратно отмытой 
10% глицеролом, в поздней логарифмической 
фазе роста. После электропорации стрептококки 
с интегративной плазмидой pT7ermB – AD, не-
способной реплицироваться автономно в стреп-
тококках и предназначенной для интеграции 
в область гена АД, инкубировались 2 часа при 
37 °С, а затем высевались на агар с 2,5 мкг/мл 
эритромицина. Клоны стрептококков, устойчи-
вые к антибиотику, проверялись на наличие ис-
комой конструкции в геноме с использованием 
ПЦР и последующего секвенирования.

Получение супернатантов разрушенных ультра-
звуком S. pyogenes

СРС, содержащие биологически активные 
внутриклеточные компоненты, были приготов-
лены из культур бактериальных клеток S. pyogenes 
M49-16 и его изогенного мутанта с делецией гена 
АД M49-16delAD. Стрептококки выращивали 
в течение 18-20 часов при 37 °С в среде Todd-Hewitt 
(Difco) в аэробных условиях, осаждали центрифу-
гированием и производили двукратную отмывку 
PBS (150 мМ NaCl, 10 мМ Na-фосфатный бу-
фер, pH 7,4), не содержащим липополисахарида. 
Концентрацию суспензии бактериальных клеток 
стандартизировали по оптической плотности 
и доводили до 2,5-5 × 108 КОЕ/мл. Ультразвуко-
вая дезинтеграция стрептококков проводилась 
в объеме 5 мл взвеси бактерии в PBS при pH 7,4 
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в течение 5 мин, при частоте 22 kHz и мощности 
0,6-0,8 мА дезинтегратора (MSE). Полноту раз-
рушения бактериальных клеток контролировали 
микроскопически, после чего суспензию цен-
трифугировали при 1600 g 30 мин. Полученный 
супернатант подвергали стерилизации с исполь-
зованием фильтров Filtropure S с размером пор 
0,45 мкм (Sarstedt) и хранили при -20 °С. Исполь-
зованные концентрации бактериальных ком-
понентов не оказывали токсического действия 
на культуры клеток.

Определение ферментативной активности АД 
в супернатантах разрушенных S. pyogenes

Метод определения активности АД основан 
на измерении уменьшения концентрации арги-
нина в среде, который определяют по окрашен-
ному в желтый цвет продукту реакции аргинина 
с тимолом и гипобромитом натрия в щелочной 
среде. Образующийся в АД-реакции аммоний 
помимо ослабления желтой окраски, характер-
ной для аргинина, давал индофенольную реак-
цию – голубое окрашивание [18]. Для анализа 
к 100 мкл раствора 5 мМ аргинин гидрохлорида 
в 50 мМ Na-фосфатном буфере (рН 6,8) добавля-
ли испытуемую на активность пробу – 2,5, 5 и 10 
мкл, инкубировали в течение 30 минут при 37 °С 
и останавливали реакцию добавлением 50 мкл 100 
мМ тимола и 100 мкл 40 мМ гипобромита натрия, 
растворенных в 2 М NaOH. Реакцию проводи-
ли в 96-луночных микропланшетах и регистри-
ровали оптическую плотность на планшетном 
спектрофотометре при 450 нм. Для каждого экс-
перимента строили калибровочный график зави-
симости поглощения при 450 нм от концентра-
ции аргинина (диапазон 0,25-5 мМ). Активность 
выражали в мкмоль аргинина, утилизированного 
ферментом за 1 минуту, с учетом доли вносимой 
в реакцию пробы от общего объема. 

Анализ пролиферативной активности эндотели-
альных клеток

Для оценки пролиферативной активности 
клетки вносили в 96-луночные плоскодонные 
планшеты (Sarstedt) в концентрации 5 тыс. в 100 
мкл полной культуральной среды и инкубирова-
ли 72 ч в присутствии исследуемых веществ при 
37 °С во влажной атмосфере с 5% СО2. По окон-
чании инкубации клетки окрашивали 0,2% рас-
твором кристаллического фиолетового (Sigma-
Aldrich) на 10% метаноле. Избыток красителя 
удаляли пятикратной отмывкой деионизирован-
ной водой. Краситель экстрагировали 10% ук-
сусной кислотой и измеряли оптическую плот-
ность на планшетном спекрофотометре (Bio-Rad 
Laboratories) при длине волны 570 нм. 

Анализ распределения эндотелиальных клеток 
по фазам клеточного цикла

Клетки вносили в лунки плоскодонного 6-ти 
луночного планшета (Sarstedt) в концентрации 
500-600 тыс. клеток на 1 мл культуральной сре-
ды и инкубировали в присутствии исследуемых 
веществ. Через 24 часа клетки переносили в ми-
кропробирки и производили фиксацию/перме-
абилизацию 95% ледяным метанолом в течение 
5 минут. После чего проводили окрашивание 
клеточной суспензии антителами против ци-
клина А2, коньюгированными с FITC (Beckman 
Coulter). В каждую пробирку вносили 2 мкг/мл 
пропидия иодида (Sigma-Aldrich), 100 мкг/мл ри-
бонуклеазы А (Sigma-Aldrich) и проводили инку-
бацию 20 мин при комнатной температуре в тем-
ноте. Образцы анализировали с использованием 
проточного цитофлуориметра Navios (Beckman 
Coulter).

Статистическую обработку данных произво-
дили с использованием t-критерия Стьюдента, 
программы STATISTICA 6.0.

Результаты
Сравнение активности АД в составе СРС M49-

16 и изогенного мутанта M49-16delAD показало, 
что способность гидролизовать аргинин у СРС 
M49-16delAD (0,4±0,1 мкмоль аргинина за ми-
нуту) составляет лишь 4% от активности СРС 
M49- 16 (10,2±0,2 мкмоль аргинина за минуту). 

Эксперименты по изучению пролифератив-
ной активности СРС показали, что во всех ис-
следуемых разведениях (1/100, 1/50 и 1/25) СРС 
M49-16 вызывал достоверное двукратное умень-
шение пролиферации эндотелиальных клеток 
(табл. 1). Пролиферация клеток в присутствии 
СРС M49-16delAD в разведении 1/100 не отлича-
лась от пролиферации клеток в контроле, тогда 
как в разведениях 1/50 и 1/25 снижение проли-
феративной активности эндотелиальных клеток 
было достоверным, но не превышало 10% от кон-
троля. Антипролиферативное действие СРС 
M49-16 было достоверно сильнее, чем антипро-
лиферативное действие СРС M49-16delAD. 

Внесение в культуральную среду экзогенного 
аргинина в концентрации 2мМ не оказывало вли-
яния на пролиферацию клеток, а в концентрации 
4 мМ приводило к достоверному снижению про-
лиферации на 20% (табл. 2). Это подтверждает 
данные других исследователей о том, что сам ар-
гинин в высоких концентрациях может оказывать 
антипролиферативное действие на клетки [9]. 
При добавлении 4 мМ аргинина пролиферация 
эндотелиальных клеток, подавленная под вли-
янием СРС M49-16 до 50% от контроля, повы-
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ТАБЛИЦА 1. СРАВНЕНИЕ ВЛИЯНИЯ СРС S. PYOGENES M49-16 И M49-16delAD НА ПРОЛИФЕРАЦИЮ 
ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК ЛИНИИ EA.hy926

Инкубация клеток 
в присутствии

Интенсивность пролиферации, % (М±m, n = 18)
при разведении СРС 

0 1/100 1/50 1/25
M49-16 100,0 52,1±3,26*** 47,8±1,88*** 48,4±0,58***
M49-16delAD 100,0 100,3±2,50### 91,4±2,00** ### 88,7±3,21** ###

Примечание. * – пролиферация клеток достоверно ниже в присутствии СРС по сравнению с пролиферацией клеток 
в контроле (*** – при p < 0,001; ** – при p < 0,01); 
# – пролиферация клеток в присутствии СРС M49-16 достоверно ниже по сравнению с пролиферацией клеток в присутствии 
СРС M49-16delAD (### – при p < 0,001).

ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ ЭКЗОГЕННОГО АРГИНИНА НА ПРОЛИФЕРАЦИЮ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК EA.hy926 
В ПРИСУТСТВИИ СРС S. PYOGENES M49-16 И M49-16delAD

Инкубация клеток 
в присутствии 

Интенсивность пролиферации, % (М±m, n = 18)
без аргинина 2 мМ аргинина 4 мМ аргинина

культуральной среды 100,0±1,12 95,9±2,17 77,4±5,93###

СРС M49-16 1/50 50,8±3,90*** 68,8±3,16## 75,3±2,04###

СРС M49-16delAD 1/50 86,0±1,66*** 90,4±0,97# 83,9±1,13

Примечание. * –  пролиферация клеток в присутствии СРС достоверно ниже по сравнению с пролиферацией клеток без 
СРС в тех же условиях (*** – при p < 0,001);  
# – пролиферация клеток достоверно выше в присутствии аргинина по сравнению с пролиферацией клеток в тех 
же условиях, но без аргинина (### – при p < 0,001; ## – при p < 0,01; # – при p < 0,05).

Рисунок 1. Влияние экзогенного аргинина на распределение эндотелиальных клеток EA.hy926 по фазам клеточного 
цикла в присутствии СРС S. pyogenes M49-16 и M49-16delAD
Примечание. * – пролиферация клеток достоверно ниже в присутствии СРС по сравнению с пролиферацией клеток в контроле  
(*** – при p < 0,001; * – при p < 0,05).
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шалась до 70%, а в концентрации 4 мМ аргинин 
повышал пролиферативную активность клеток 
до ее уровня в контроле. Внесение в культураль-
ную среду, содержащую M49-16delAD, экзоген-
ного аргинина также приводило к повышению 
пролиферации эндотелиальных клеток. Однако 
достоверным эффект был только при концентра-
ции аргинина 2мМ. 

Данные о влиянии СРС M49-16 и СРС M49-
16delAD на пролиферативную активность эн-
дотелиальных клеток, полученные с помощью 
спетрофотометрического метода, были под-
тверждены результатами анализа распределения 
клеток по фазам клеточного цикла. Культиви-
рование в присутствии СРС M49-16 приводило 
к достоверному (на 20% по сравнению с контро-
лем) снижению доли клеток в фазах синтеза G2/S. 
СРС M49-16delAD также достоверно снижал 
долю клеток в фазах синтеза (на 5% по сравнению 
с контролем), однако эффект был достоверно 
слабее, чем антипролиферативное действие СРС 
M49-16 (рис. 1). При внесении в культуральную 
среду экзогенного аргинина доля клеток в фазах 
синтеза G2/S возрастала до уровня контроля.

Обсуждение
Большинство исследований АД S. pyogenes по-

священо изучению антипролиферативного дей-
ствия фермента в отношении опухолевых клеток. 
В 1985 г. Yoshida J. и соавторами был выделен 
и охарактеризован streptococcal acidic glycoprotein 
(SAGP) в составе экстракта клеток Streptococcus 
hemolyticus Su, подавляющий пролиферацию раз-
ных типов эукариотических клеток [20]. Позднее 
было показано, что SAGP обладает аргинигидро-
лизующей активностью и имеет высокую степень 
гомологии с аргининдеиминазами, выделенны-
ми из других бактерий [9]. Была доказана способ-
ность фермента, подавлять пролиферацию моно-
нуклеарных лейкоцитов периферической крови, 
клеток глиобластомы, клеток карциномы кожи 
А431 и др. [9, 13, 21]. В то же время действие АД 
из S. pyogenes в отношении эндотелиальных кле-
ток остается недостаточно изученным. 

Известно, что при стрептококковой инфек-
ции в участке воспаления возникают поражения 
сосудов. Это выражается в нарушении процесса 
коагуляции, снижении адгезивности эндотели-
альных клеток и повышении проницаемости эн-
дотелиального барьера [1]. Описанные эффекты 
связывают с индукцией экспрессии на эндотели-
альных клетках тканевого фактора и активацией 
матриксных металлопротеаз [4, 5, 19]. Эндоте-
лиальные клетки экспрессирует еNOS и аргина-
зу – ферменты, субстратом для которых является 
аргинин, поэтому метаболиты аргинина играют 

важную роль в регуляции функций эндотелия 
сосудов. NO, генерируемый еNOS, аутокрин-
но регулирует тонус сосудов, ограничивает раз-
витие воспаления и агрегацию тромбоцитов [7]. 
Цитозольная и митохондриальная аргиназы эн-
дотелиальных клеток осуществляют синтез не-
обходимых для пролиферации и ремоделирова-
ния сосудов полиаминов и пролина [10]. Исходя 
из этого, можно предположить, что дефицит ар-
гинина, вызванный активностью стрептококко-
вой АД, может способствовать развитию эндоте-
лиальной дисфункции. 

Ранее нами была выделена и охарактеризована 
АД S. pyogenes, тип М22, штамм AL168 и показана 
способность фермента подавлять пролиферацию 
эндотелиальных клеток. В ходе настоящего ис-
следования для доказательства ведущей роли АД 
в подавлении пролиферативной активности этих 
клеток был сконструирован изогенный мутант, 
не способный экспрессировать АД, и изучена его 
аргинингидролизующая и антипролифератив-
ная активность. Проведенные исследования по-
казали, что суператант разрушенных S. рyogenes 
M49-16 исходного штамма обладал аргинигидро-
лизующей активностью и оказывал достоверное 
антипролиферативное действие на эндотелиаль-
ные клетки. Этот эффект был связан с деплецией 
аргинина в культуральной среде, т.к. при добав-
лении экзогенного аргинина пролиферативная 
активность клеток восстанавливалась до уровня 
контроля. СРС M49-16delAD с делецией гена АД 
обладал значительно сниженной по сравнению 
с СРС M49-16 способностью гидролизовать арги-
нин и подавлять пролиферацию эндотелиальных 
клеток (табл. 1). Однако, если дефицит аргинина, 
вызванный активностью СРС, компенсировали 
добавлением аргинина, то пролиферация эндо-
телиальных клеток восстанавливалась до уров-
ня пролиферации клеток в контроле не только 
в случае СРС M49-16, но также в случае СРС 
M49-16delAD. Это может быть связано с тем, что 
стрептококки экспрессируют и другие (кроме 
АД) метаболизирующие аргинин ферменты, низ-
кая активность которых обнаруживается в СРС 
M49-16delAD. 

В данной работе с использованием СРС M49-
16 и СРС мутанта M49-16delAD, не способного 
синтезировать АД, были получены дополнитель-
ные доказательства того, что антипролифератив-
ное действие СРС в отношении эндотелиальных 
клеток обусловлено аргинин-гидролизующей 
активностью АД. Эндотелий сосудов играет 
важную роль в регуляции процесса воспаления 
и иммунного ответа. В период острой фазы вос-
паления быстрый рост сосудов обеспечивает 
поддержание необходимого уровня метаболизма 
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в тканях, поступление медиаторов воспаления, 
а также миграцию лейкоцитов. Пролиферация 
эндотелиальных клеток и формирование но-
вых сосудов сопровождает регенерацию тканей 
в участке альтерации. Дизрегуляция этих процес-
сов, вызванная эндотелиальной дисфункцией, 
может служить дополнительным патогенетиче-
ским фактором, усугубляющим тяжесть инфек-

ционного процесса, и способствовать его пере-
ходу в хроническую форму. Результаты данного 
исследования раскрывают новые патогенетиче-
ские механизмы эндотелиальной дисфункции 
при стрептококковой инфекции и позволяют 
предположить, что противоопухолевые эффекты 
АД частично связаны с антиангиогенными свой-
ствами этого фермента. 
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