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Регуляция барьерной функции эндотелия зависит от динамики актинового ци-
тоскелета, которая обусловлена биодоступностью аргинина. Патогенные микро-
организмы могут использовать аргинингидролизующие ферменты для наруше-
ния непрерывности эндотелиальной выстилки сосудов и последующей диссеми-
нации. В данном исследовании изучали влияние аргининдеиминазы пиогенного
стрептококка на конфлюэнтность монослоя и структуру актинового цитоскелета
эндотелиальных клеток вены пупочного канатика человека in vitro. В экспери-
ментах использовали оригинальную методику получения супернатантов разру-
шенных ультразвуком стрептококковых клеток (СРС) исходного штамма Strepto-
coccus pyogenes M49-16 и его изогенного мутанта с инактивированным геном арги-
ниндеиминазы S. pyogenes М49-16delArcA. Анализ концентрации L-аргинина
производили модифицированным колориметрическим методом Сaкагучи. Струк-
туру актинового цитоскелета анализировали с помощью окрашивания клеток
фаллоидином, меченным флуоресцирующим красителем. Конфлюэнтность мо-
нослоя эндотелиальных клеток оценивали морфологически после окрашивания
клеток красителем кристаллическим фиолетовым. Было установлено, что в при-
сутствии СРС исходного штамма достоверное снижение концентрации L-арги-
нина в культуре эндотелиальных клеток совпадало с динамическими изменения-
ми структуры актинового цитоскелета. Через 48 ч происходило формирование
ламелли и стресс фибрилл. Через 72 ч содержание F-актина снижалось, и кон-
флюэнтность монослоя эндотелиальных клеток нарушалась. Такие изменения
не были выявлены при культивировании клеток в стандартных условиях или в
присутствии СРС мутантного по гену аргининдеиминазы штамма. Полученные
результаты показывают, что патогенные микроорганизмы могут использовать
истощение аргинина для регуляции барьерной функции эндотелия и диссемина-
ции в организме хозяина.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Эндотелий сосудов играет активную роль в реализации защитных реакций им-
мунитета при инфекции за счет регуляции процессов коагуляции, воспаления и
проницаемости сосудов [1]. Значительная разбалансировка этих процессов, свя-
занная с нарушением метаболизма аргинина, развитием эндотелиальной дисфунк-
ции и нарушением барьерной функции эндотелия сопровождает такие тяжелые со-
стояния как сепсис [2], синдром диссеминированного внутрисосудистого свертыва-
ния [3], острый респираторный дистресс синдром [4]. Аргинин в эндотелиальных
клетках регулирует mTOR (механическая цель рапамицина, от англ. mechanical target
of rapamicin) метаболический сигнальный каскад [5]. Аргинин также является суб-
стратом для продукции важнейшей регуляторной молекулы оксида азота (NO, ni-
tric oxide) и служит предшественником других важных метаболитов – полиаминов,
пролина, агматина и др. [6]. Установлено, что от биодоступности аргинина в раз-
ных типах клеток зависит структура, динамика актиновых филаментов и связан-
ные с этим локомоторные функции клетки. В частности, в исследовании влияния
дефицита аргинина на морфологию первичных глиальных клеток крысы было по-
казано, что в отсутствие аргинина в этих клетках наблюдались дефекты ламелли
движущего края, снижалось количество стресс-фибрилл и кортикального актина, а
клетки приобретали вытянутую форму. Внесение добавки аргинина приводило к
быстрому восстановлению морфологии клеток и структуры цитоскелета [7]. Пред-
полагают, что влияние аргинина на актиновый цитоскелет может быть связано с
активностью кофилина [8], процессами аргинилирования белков [9, 10] и продук-
цией NO [11, 12]. Точные аргинин-связанные механизмы регуляции актинового
цитоскелета остаются малоизученными. Многие микробные патогены в ходе
эволюции выработали разнообразные стратегии, позволяющие регулировать ба-
рьерную функцию эндотелия и использовать кровоток как магистраль для рас-
пространения в организме хозяина [13]. Актиновый цитоскелет играет важную
роль в поддержании барьерной функции эндотелия. Формирование межклеточ-
ных контактов, контактов с внеклеточным матриксом, поляризация эндотели-
альных клеток и поддержание их формы зависят от работы актинового цитоскеле-
та. Межклеточные адгезионные комплексы (прочные контакты и адгезионные
контакты), связанные, с одной стороны, с актиновым цитоскелетом, а с другой
стороны, с клеточной мембраной, формируют кортикальное актиновое кольцо,
которое соединяет соседние клетки и обеспечивает стабильность эндотелиального
монослоя [14]. Актиновый цитоскелет часто становится мишенью действия бакте-
риальных факторов патогенности [15]. Аргининдеиминаза (АДИ) – бактериаль-
ный фермент, который осуществляет необратимый гидролиз аргинина с образова-
нием цитруллина и аммиака [16]. Бактериальная АДИ впервые была открыта и
долгое время изучалась как фермент, подавляющий пролиферацию разных типов
клеток [17–19]. Дальнейшие исследования показали, что АДИ также влияет на дру-
гие, связанные с работой цитоскелета функции эндотелиальных клеток, такие как
миграция [19, 20] и способность формировать капилляроподобные структуры [17, 21].
В наших ранних исследованиях было установлено, что под влиянием АДИ проис-

Список сокращений. АДИ – аргининдеиминаза; ИФ – относительная интенсивность флуоресценции;
СРС – супернатант разрушенных ультразвуком Streptococcus pyogenes; ANOVA – однофакторный дис-
персионный анализ; eNOS – endothelial nitric oxide synthase (эндотелиальная синтаза оксида азота);
F-aктин – фибриллярный актин; HUVEC – human umbilical vein endothelial cells (эндотелиальные
клетки вены пупочного канатика); mTOR - mechanical target of rapamicin (механическая цель рапами-
цина); NO – nitric oxide (оксид азота).
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ходит значительное снижение количества фибриллярного актина (F-aктина) в эн-
дотелиальных клетках вены пупочного канатика (human umbilical vein endothelial
cells, HUVEC) [22]. В работе Zhuo с соавт. на клетках микрососудов человека было
также показано, что ингибирование формирования актиновых фибрилл в присут-
ствии АДИ может служить одним из механизмов нарушения формирования “веду-
щей” клетки (tip cell) в ходе роста капилляроподобных структур in vitro [20]. Экс-
прессия аргинингидролизующих ферментов, таких как АДИ, открывает для пато-
генных микроорганизмов возможность регулировать широкий спектр аргинин-
зависимых клеточных функций организма хозяина. Патогены могут использовать ак-
тивность АДИ для создания дефицита аргинина в очаге воспаления и, наряду с други-
ми биологически активными продуктами Streptococcus pyogenes (S. pyogenes), облегчать
инвазию патогена и его диссеминацию через кровеносное русло.

В данной работе исследовали влияние стрептококковой АДИ на морфологию
и структуру актинового цитоскелета эндотелия вены пупочного канатика челове-
ка в монослое. При сравнении эффектов супернатантов разрушенных стрепто-
кокков (СРС) исходного штамма и его изогенного мутанта с инактивированным
геном АДИ было установлено, что в присутствии бактериального фермента в куль-
туральной среде снижается концентрация аргинина, изменяется морфология кле-
ток, нарушается структура актиновых филаментов и межклеточные контакты в мо-
нослое.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Штаммы S. pyogenes. Для изучения влияния АДИ на эндотелиальные клетки в
работе использовали ранее охарактеризованный исходный штамм S. pyogenes M49-16,
экспрессирующий АДИ, и его изогенный мутант с инактивированным геном АДИ
АrcA [23]. Штаммы S. pyogenes M49-16 и М49-16delArcA были любезно предоставле-
ны руководителем отдела молекулярной микробиологии Института эксперимен-
тальной медицины профессором А.Н. Суворовым.

Получение супернатанто разрушенных S. pyogenes. Для получения супернатантов
разрушенных стрептококков (СРС) бактерии выращивали 18–20 ч в аэробных
условиях при 37°C в среде Todd–Hewitt (Difco, США). Далее суспензию бактери-
альных клеток осаждали центрифугированием и двукратно отмывали раствором
PBS (БиолоТ), после чего доводили концентрацию клеток до 2.5–5.0 × 109 КОЕ/мл.
Взвесь бактерий в объеме 5 мл в PBS подвергали дезинтеграции ультразвуком при
22 Гц в течение 5 мин при мощности дезинтегратора (MSE) 0.6–0.8 мА. Разруше-
ние клеток контролировали микроскопически. Суспензию микробов центрифуги-
ровали 30 мин при 1600 g для получения супернатанта, который стерилизовали с
использованием фильтров Filtropure S (Sarstedt, Австрия) с размером пор 0.45мкм.

Получение эндотелиальных клеток вены пупочного канатика (HUVEC). Эндотели-
альные клетки выделяли из вены пупочного канатика человека по адаптированной
стандартной методике [24]. Пуповины получали из перинатального центра Нацио-
нального медицинского исследовательского центра им. В.А. Алмазова. Все паци-
ентки подписывали добровольное информированное согласие. С момента родов
до выделения клеток проходило не более 48 ч. Вены канюлировали и инкубирова-
ли в течение 10 мин на водяной бане при 37°C с коллагеназой второго типа (Worth-
ington, США) 140 ед./мл в DMEM (БиолоТ, Россия). Полученную суспензию кле-
ток осаждали центрифугированием при 300 g в течение 5 мин, далее клетки ресус-
пендировали в полной культуральной среде ECM (Sciencell, США) и высевали в
культуральные флаконы (Sarstedt, Австрия), покрытые 0.2%-ным раствором жела-
тина (Sigma, США). Пересев производили дважды в неделю. Дезинтеграцию моно-
слоя вызывали инкубацией в растворе Трипсин-ЭДТА (Sigma, США) при 37°C.
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В экспериментах использовали клетки 3–6 пассажей. Клетки культивировали в
среде Endothelial Cell Basal Medium-2 (ECBM-2) (Promocell, Германия) с добавле-
нием ростовой добавки Supplement Mix (Promocell, Германия), 10% эмбриональ-
ной сыворотки телят (Sigma, США), 2 мМ L-глутамина (БиолоТ, Россия) и
50 мкг/мл гентамицина (БиолоТ, Россия). Пересев культуры производили дважды
в неделю. Дезинтеграцию монослоя осуществляли с использованием раствора
Трипсин-ЭДТА (Sigma, США). Для проведения экспериментов использовали
клетки 3–5 пассажей.

Влияние СРС М49-16 и М49-16delArcA на жизнеспособность HUVEC. Эндотели-
альные клетки засевали в 96-луночные планшеты (Sarstedt, Австрия) в концентра-
ции 25 тысяч клеток в 100 мкл и инкубировали 24 ч до образования конфлюэнтного
монослоя при температуре 37°С, во влажной атмосфере с 5% СО2. Далее вносили
СРС и культивировали 24 или 72 ч. По истечении времени инкубации монослой
дезинтегрировали раствором аккутазы (Sigma, США), клетки переносили в микро-
пробирки (Eppendorf, Германия). Пробы центрифугировали 5 мин при 300 g, надо-
садочную жидкость удаляли. Клетки переносили в пробирки для анализа и произ-
водили окрашивание раствором YO-PRO® (Invitrogen, США) в конечной концен-
трации 100 нМ и раствором йодида пропидия (Sigma, США) в конечной
концентрации 2 мкг/мл в течение 5 мин. Анализ образцов проводили с помощью
проточного цитометра Navios (Beckman Coulter, США). Апоптотические клетки
становятся проницаемыми для YO-PRO®, но остаются непроницаемыми для йо-
дида пропидия, окрашивающего мертвые клетки. Живые клетки не окрашиваются
ни YO-PRO®, ни йодидом пропидия.

Анализ концентрации L-аргинина в культуральной среде HUVEC. Анализ концен-
трации L-аргинина производили модифицированным колориметрическим мето-
дом Сакагучи. Реакция основана на образовании окрашенного в красный цвет со-
единения при реакции аргинина с 8-оксихинолином и гипобромитом натрия в ще-
лочной среде. Клетки засевали в концентрации 5 тысяч в 100 мкл полной
культуральной среды и инкубировали сутки с исследуемыми веществами. Для ана-
лиза использовали культуральную среду, отобранную через 24, 48 и 72 ч. Образцы
среды центрифугировали 5 мин при 300 g в микропробирках (Eppendorf, Герма-
ния), далее 50 мкл надосадочной жидкости переносили в 96-луночные планшеты
(Sarstedt, Австрия). Объем пробы доводили до 100 мкл с помощью PBS (БиолоТ,
Россия). Для анализа концентрации L-аргинина в пробы добавляли 50 мкл 5 мМ
8-оксихинолина и 100 мкл 8 мМ гипобромита натрия в 2 М NaOH. В качестве кон-
трольной пробы использовали PBS, а для получения градуировочного графика –
серию проб с двухкратным разбавлением 500 мкМ гидрохлорида аргинина до
4 мкМ в PBS. Оптическую плотность регистрировали с помощью планшетного
спектрофотометра ClarioStar (BMG Labtech, Германия) при 495 нм. С помощью
программного обеспечения Mars прибора ClarioStar (BMG Labtech, Германия)
строили градуировочный график и рассчитывали концентрацию аргинина в про-
бах культуральной среды, учитывая ее объемную долю в анализируемых пробах.

Анализ влияния СРС на морфологию HUVEC. Для изучения влияния СРС на мор-
фологию HUVEC клеточную суспензию вносили в 96-луночные планшеты (Sarst-
edt, Австрия) по 25 тысяч клеток в 100 мкл полной культуральной среды. Клетки
инкубировали в присутствии CPС 24, 48 или 72 ч при температуре 37°С во влажной
атмосфере с 5% СО2. Клетки фиксировали в 0.2%-ном растворе кристаллического
фиолетового (SigmaAldrich, Германия) на 10%-ном метаноле (Вектон, Россия). По
окончании инкубации избыток красителя удаляли трехкратной отмывкой дистил-
лированной водой. Препараты анализировали с помощью микроскопа AxioObserv-
er. D1 (Zeiss, Германия) и программы AxioVisionRel. 4.7 (Zeiss, Германия).
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Анализ структуры актинового цитоскелета. Для анализа структуры актинового
цитоскелета суспензию эндотелиальных клеток в концентрации 50 тыс. в 300 мкл
полной культуральной среды вносили в 24-луночные плоскодонные планшеты
(Sarstedt, Австрия), на дно которых были предварительно помещены стерильные
обезжиренные покровные стекла. Одновременно в лунки планшета вносили ис-
следуемые вещества. Клетки инкубировали 24, 48 или 72 ч при температуре 37°С,
во влажной атмосфере с 5% СО2. По окончании инкубации среду удаляли. Покров-
ные стекла фиксировали в 4%-ном параформальдегиде при 25°С. Фиксатор удаля-
ли, стекла промывали PBS. Пермеабилизацию клеток производили 0.01%-ным
раствором Тритона Х-100 (Sigma, США) при 25°С. После этого детергент удаляли и
стекла промывали PBS (БиолоТ, Россия). Далее вносили раствор AlexaFluor488-
фаллоидина в 3.3%-ном метаноле (Invitrogen, США), инкубировали при темпера-
туре 37°С, промывали PBS, высушивали и наносили среду для заключения, содер-
жащую краситель для ядер DAPI (Invitrogen, США). Препараты анализировали с
помощью микроскопа AxioObserver. D1 (Zeiss, Германия) и программы AxioVision-
Rel. 4.7 (Zeiss, Германия).

Для количественной оценки содержания F-актина в клетке проводили измере-
ние относительной интенсивности флуоресценции (ИФ) актинового цитоскелета с
использованием программы ImageJ (NIH, США). В микрофотографии выделяли
слой, содержащий изображение F-актина, переводили его в 8-битный формат, со-
держащий только оттенки серого, и получали ИФ среднего значения серого (Mean
gray value).

Статистическая обработка данных. Полученные данные проверяли на нормаль-
ность распределения с помощью теста Шапиро–Уилка. Оценку достоверности
различий между контрольными и опытными выборками проводили методом одно-
факторного дисперсионного анализа (ANOVA), попарное сравнение средних значе-
ний производили при помощи апостериорного теста Тьюки. Нулевая гипотеза от-
вергалась при р < 0.05. Анализ проводился с помощью программ STATISTICA 6.0,
Microsoft Office Excel 2010, GraphPad Prism 8 и AxioVision Rel. 4.7.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Сравнение влияния СРС М49-16 и М49-16delArcA 
на концентрацию аргинина в среде культивируемых клеток

Предварительно проводили оценку способности АДИ вызывать истощение ар-
гинина в образцах среды культур эндотелиальных клеток. Было установлено, что
концентрация L-аргинина в культуральной среде до начала эксперимента состав-
ляла 113 ± 6 мкM (базовый уровень) (рис. 1), что согласуется с данными исследова-
ний по изучению концентрации этой аминокислоты в плазме крови человека [25,
26]. При инкубации клеток в стандартных условиях на протяжении всего экспери-
мента значения концентрации L-аргинина в культуральной среде на разных сроках
культивирования достоверно не отличались. Концентрация L-аргинина в культу-
ральной среде HUVEC в присутствии СРС мутантного штамма также достоверно
не изменялась. В присутствии СРС исходного штамма, через 24 ч инкубации, кон-
центрация L-аргинина в культуральной среде достоверно снижалась до 63 ± 9 мкM
(p < 0.001) и сохранялась на этом уровне при 72-часовой культивации.

Сравнение влияния СРС М49-16 и М49-16delArcA
на конфлюэнтность монослоя эндотелиальных клеток

Было установлено, что при инкубации в стандартных условиях на сроках 24, 48 и
72 ч эндотелиальные клетки образовывали монослой с хорошо сформированными
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Рис. 1. Сравнение влияния супернатантов разрушенных S. pyogenes на концентрацию аргинина в куль-
туральной среде HUVEC. Данные представлены как M ± SEM, n = 4 в каждой группе. Отличия от кон-
троля достоверны при *** – p < 0.001, ** – p < 0.005; отличия от СРС S. pyogenes М49-16 достоверны при
### – р < 0.001. Горизонтальная линия – базовый уровень аргинина в культуральной среде.
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Рис. 2. Репрезентативные микроскопические фотографии, отражающие морфологические изменения
HUVEC в стандартных условиях культивирования и в присутствии СРС S. pyogenes через 24, 48 и 72 ч
инкубации; окраска кристаллическим фиолетовым. Увеличение в 100 раз. Стрелки указывают на участ-
ки, в которых нарушены межклеточные контакты.
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межклеточными контактами (рис. 2). В присутствии СРС мутантного штамма за-
метных отличий морфологии монослоя эндотелиальных клеток по сравнению с
этим показателем в контроле выявлено не было.

При культивировании клеток в присутствии СРС исходного штамма через 48 ч
непрерывность монослоя эндотелиальных клеток нарушалась. Через 72 ч инкуба-
ции в этих условиях бóльшая часть клеток формировала тонкие длинные отростки,
при этом появлялись отдельные участки, в которых межклеточные контакты были
разрушены.

Анализ влияния СРС М49-16 и М49-16delArcA на жизнеспособность HUVEC
Чтобы убедиться, что нарушение конфлюэнтности монослоя эндотелиальных

клеток в присутствии СРС исходного штамма не было связано с гибелью клеток, в
дальнейших экспериментах изучали влияние СРС на жизнеспособность клеток.
Было установлено, что на всех сроках культивирования СРС исходного и мутант-
ного штаммов не влияли на жизнеспособность HUVEC (рис. 3).

Сравнение влияния СРС М49-16 и М49-16delArcA
на структуру актинового цитоскелета HUVEC

В стандартных условиях культивирования клетки имели преимущественно по-
лигональную форму. Пучки актиновых филаментов располагались вдоль длинной

Рис. 3. Влияние СРС М49-16 и М49-16delArcA на жизнеспособность HUVEC. 
Данные представлены как M ± SEM (%), n = 3 в каждой группе. Viable – живые клетки; early apoptotic –
клетки в состоянии раннего апоптоза; late apoptotic/necrotic – клетки в состоянии позднего апоптоза и
некроза.
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оси клеток (тонкая стрелка, рис. 4а), а также концентрировались по периферии
клетки так, что межклеточные контакты были ярко выражены (наконечник стрел-
ки, рис. 4а). Культивирование клеток в присутствии СРС мутантного штамма не
оказывало значительного влияния на структуру актинового скелета. В присутствии
СРС исходного штамма уже через 24 ч инкубации происходило разрушение меж-
клеточных контактов, и в этих участках наблюдалось больше имеющих характер-
ные для движущихся клеток волнистых структур – ламеллей, с повышенной кон-

Рис. 4. Репрезентативные микроскопические фотографии и гистограммы, отражающие влияние супер-
натантов разрушенных S. pyogenes на интенсивность флуоресценции актинового цитоскелета в моно-
слое HUVEC. (a и d) – 24 ч инкубации; (b и e) – 48 ч инкубации; (c и f) – 72 ч инкубации. Увеличение в
200 раз. Актиновый цитоскелет окрашивали фаллоидином, меченным AlexaFluor488 (зеленая флуорес-
ценция), ядра − DAPI (синяя флуоресценция). Стрелками отмечены структуры цитоскелета: тонкая
стрелка – F-актин; толстая стрелка – ламеллa; наконечник стрелки – межклеточные контакты; стрелка
с круглым хвостом – стресс-фибриллы. Относительную интенсивность флуоресценции F-актина изме-
ряли с использованием программы ImageJ. Данные представлены как M ± SEM, n = 3–5 в каждой груп-
пе. Отличия от контроля достоверны при *** – p < 0.001; oтличия от СРС S. pyogenes М49-16 достоверны
при ## –р < 0.01; ### – р < 0.001.
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центрацией актина на ведущем крае (толстая стрелка, рис. 4а). Через 48 ч в клетках
возрастало количество стресс-фибрилл (стрелка с круглым хвостом, рис. 4b), дез-
интеграция монослоя эндотелиальных клеток усиливалась и становилась еще бо-
лее очевидной к третьим суткам (72 ч). На этом сроке количество F-актина в клет-
ках заметно снижалось, клетки приобретали вытянутую веретенообразную форму с
выраженными ламеллиподиями.

Внесение добавки аргинина (рис. 4a) к клеткам, инкубируемым в стандартных
условиях и в присутствии СРС мутантного штамма, не оказывало значимого влия-
ния на структуру актинового цитоскелета. Через 48 ч культивирования в этих усло-
виях межклеточные контакты становились более выраженными за счет усиления
кортикального актина (наконечник стрелки, рис. 4b). Введение добавки аргинина
к клеткам, которые культивировали в присутствии СРС М49-16, приводило к зна-
чительному повышению количества F-актина (тонкая стрелка, рис. 4b), а также
концентрации актина, расположенного по периферии клетки в зонах межклеточ-
ных контактов, если сравнивать с клетками в тех же условиях без аргинина (нако-
нечник стрелки, рис. 4b). При этом на сроках 24 и 48 ч наблюдалось заметно по-
вышенное по сравнению с контролем и СРС мутантного штамма количество стресс-
фибрилл в клетках (стрелка с круглым концом, рис. 4a, 4b). Конфлюэнтность моно-
слоя сохранялась на сроках 24 и 48 ч, нарушалась только через 72 ч инкубации и не
так значительно, как без добавки аргинина. Кроме того, при введении добавки ар-
гинина в присутствии СРС исходного штамма сохранялась характерная для эндо-
телия полигональная форма клеток.

Культивирование клеток в присутствии СРС мутантного штамма не оказывало
достоверного влияния на ИФ F-актина клеток на всех сроках эксперимента. Через
24 и 48 ч культивирования в присутствии СРС исходного штамма ИФ F-актина не
отличалась от соответствующих значений в контроле (рис. 4d и 4e). Через 72 ч ин-
кубации клеток в присутствии СРС исходного штамма ИФ F-актина была досто-
верно ниже по сравнению с контролем (при р < 0.001) (рис. 4f). Внесение добавки
аргинина к клеткам, инкубируемым в этих условиях, приводило к достоверному
повышению относительной ИФ F-актина до значений в контроле (при р < 0.001).
Самостоятельного действия добавки аргинина на ИФ F-актина выявлено не было.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе изучали влияние стрептококковой АДИ на морфологию и ци-
тоскелет эндотелиальных клеток в монослое путем сравнения эффектов СРС ис-
ходного штамма S. pyogenes М49-16 и его изогенного мутанта М49-16delArcA с инак-
тивированным геном АДИ ArcA. В ходе экспериментов было установлено, что в
присутствии СРС исходного штамма в культуре эндотелиальных клеток происхо-
дили изменения конфлюэнтности монослоя, структуры актинового цитоскелета и
содержания F-актина, которых не было выявлено при культивировании клеток в
стандартных условиях и в присутствии СРС мутантного штамма. Так, через 48 ч
культивирования в присутствии СРС исходного штамма в клетках формировались
многочисленные ламелли – структуры, которые свидетельствуют об усилении ми-
грации клеток. В наших предыдущих исследованиях в модели “раны” in vitro было
доказано, что под действием АДИ происходит снижение миграционной активно-
сти эндотелиальных клеток. Однако в этих экспериментах срок наблюдения ми-
грации клеток был ограничен 24 ч [19, 27]. Нельзя исключать, что АДИ по-разному
влияет на миграционную активность клеток на разных сроках: через 24 ч – снижа-
ет, а через 48–72 ч – усиливает.

В настоящем исследовании было также установлено, что через 48 ч инкубации в
присутствии СРС исходного штамма в клетках формировались выраженные
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стресс-фибриллы (рис. 4b). Такие изменения структуры цитоскелета могут быть
связаны с нарушением активности кофилина – белка, регулирующего динамику
сборки и разборки актиновых филаментов [28, 29]. Равновесие полимеризации/де-
полимеризации актина в клетках осуществляется посредством изменения фосфо-
рилирования кофилина. Блокировка этого процесса делает цитоскелет жестким, и
клетка теряет способность к локомоции [28]. Ранее на культурах лимфоцитов пе-
риферической крови человека было установлено, что в условиях дефицита арги-
нина дефосфорилирование кофилина блокируется. Регуляция этого процесса в
Т-клетках человека находится под контролем Rat sarcoma-mitogen-activated pro-
tein kinase (МЕК) [30] и phosphoinositide 3-kinase (PI3K), связанными с внутрикле-
точными сигнальными каскадами [8]. Было показано, что в дефицитной по арги-
нину среде наблюдается снижение уровня фосфо-Erk1/2, но повышается уровень
фосфо-PKB/Akt фосфокиназ [8]. Исследование влияния аргинина на регуляцию
активности кофилина в эндотелиальных клетках до сих пор не проводилось.

Другим вероятным механизмом нарушения структуры цитоскелета в условиях
дефицита аргинина может быть остановка посттрансляционного аргинилирования
белков. Это перенос аргинина с тРНК на N-концевые аминокислоты белков (аспа-
рагиновая кислота, глутамин и цистеин), который осуществляет фермент аргинил-
тРНК-трансфераза (ATE1) [31]. На клеточном уровне аргинилирование регулирует
уровень полимерного актина и структуру внутриклеточной актиновой сети [9, 10, 32].
Показано, что делеция гена аргинил-тРНК-трансферазы у эмбрионов мышей при-
водит к дефектам образования новых сосудов, влияет на их направленность и общую
организацию. При этом наблюдаются нарушения процесса ангиогенеза [31, 33] и
развития сердечно-сосудистой системы [34]. Недостаток аргинилированных бел-
ков нарушает образование актиновой сети на клеточном уровне и снижает уровень
полимеров актина, укорачивает актиновые волокона и способствует формирова-
нию внутриклеточных агрегатов [35]. Такие изменения, выражающиеся в обедне-
нии структур актинового цитоскелета в эндотелиальных клетках, были зарегистри-
рованы после 72 ч культивирования в присутствии СРС исходного штамма в дан-
ном исследовании. Кроме того, аналогичные результаты были получены ранее при
изучении влияния АДИ на структуру актинового цитоскелета отдельных эндотели-
альных клеток, не находящихся в состоянии монослоя [19, 22].

Продукция NO играет важную роль в биологии эндотелия. В низких концентра-
циях NO поддерживает гомеостаз сосудов, оказывает вазодиляторное, противовос-
палительное и антикогуляторное действие [36, 37]. Высокие концентрации этого
метаболита обладают сильными цитотоксическими эффектами. Высказываются
мнения, что NO в разных концентрациях также может разнонаправленно влиять
на проницаемость сосудов [11]. В литературе встречаются немногочисленные дан-
ные, которые указывают на возможную связь между активностью эндотелиальной
синтазы оксида азота (endothelial nitric oxide synthase, eNOS), продукцией NO и ак-
тиновым цитоскелетом в эндотелиальных клетках. Так, в исследовании, проведен-
ном на эндотелиальных клетках аорты быка (bovine aortic endothelial cells) было по-
казано, что от эндогенной продукции NO зависит распределение F-актина и про-
ницаемость эндотелия [12]. В другом исследовании было установлено, что
взаимодействие с β-актином поддерживало ферментативную активность eNOS.
Диссоциация eNOS и β-актина в эндотелиальных клетках приводила к снижению
продукции NO и усилению генерации супероксида [38]. Подавление продукции
NO с использованием неселективных ингибиторов NOS изменяло структуру акти-
нового цитоскелета и повышало проницаемость мезентериальных вен у крыс [11].

Теоретически, бактериальный фермент может как подавлять, так и усиливать
продукцию NO, поскольку АДИ катализирует реакцию гидролиза аргинина, в ходе
которой образуется цитруллин – предшественник аргинина [39]. В исследованиях
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влияния бактериальной АДИ на продукцию NO эндотелиальными клетками были
получены неоднозначные результаты. На культуре HMEC (human microvascular en-
dothelial cells) было показано, что рекомбинантная АДИ усиливала фосфорилирова-
ние eNOS по остаткам серина и тирозина [20]. Изучение влияния АДИ на эндотели-
альные клетки линии TR-BBB (transgenic rat blood-brain barrier) показало, что фер-
мент не влияет на индуцированную кальциевым ионофором выработку NO [40].
В исследовании на HUVEC [41] было установлено усиление продукции NO под
действием стрептококковой АДИ. Несмотря на крайне малочисленные работы по
изучению влияния АДИ на активность NOS и значения NO в регуляции актиново-
го цитоскелета, нельзя исключать, что обнаруженное в наших экспериментах нару-
шение структуры актиновых филаментов могло быть обусловлено вмешательством
бактериального фермента в работу eNOS.

Хорошо известно, что S. pyogenes экспрессирует целый ряд факторов патогенно-
сти (SpeB, SpyCEP и др.), способных повреждать эндотелий сосудов и капилляров,
что при острой инфекции приводит к воспалению и возможным тромбозам [42,
43]. В данной работе на культуре эндотелиальных клеток HUVEC впервые показа-
но, что АДИ, вызывая динамические изменения актинового цитоскелета и нару-
шая непрерывность монослоя эндотелиальных клеток, может способствовать уси-
лению проницаемости сосудов и развитию эндотелиальной дисфункции. Прове-
денные эксперименты подтверждают важную роль биодоступности аргинина для
поддержания гомеостаза сосудов. Дальнейшие исследования бактериальной АДИ
необходимы для более глубокого понимания патогенетических механизмов разви-
тия стрептококковой инфекции и могут способствовать разработке новых методов
лечения сепсиса и других тяжелых инфекционных заболеваний.
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Arginine Deiminase of Streptococcus pyogenes M49-16 Disrupts 
the Confluence of the Monolayer and the Structure of the Actin Cytoskeleton

of Endothelial Cells In Vitro

J. T. Mammedovaa, A. B. Karasevaa, L. A. Burovaa, A. V. Sokolova, D. A. Perepletchikovab, 
A. B. Malashichevab, c, and E. A. Starikovaa, d, e, *
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The actin cytoskeleton is involved in the regulation of the barrier function of the endo-
thelium. The bioavailability of arginine is an important factor determining of actin cyto-
skeleton dynamics. Pathogenic microorganisms can use arginine-hydrolyzing enzymes
to disrupt the confluences of the vascular endothelium for subsequent dissemination. In
this study, the effect of streptococcal arginine deiminase on the human umbilical vein
endothelial cells monolayer confluence and the actin cytoskeleton structure in vitro was
studied. The original technique for obtaining supernatants by sonication destroyed strepto-
coccal cells (SDSCs) of the original strain of Streptococcus pyogenes M49-16 and its isogen-
ic mutant with the inactivated arginine deiminase gene S. pyogenes M49-16delArcA was
used in this study. The changes in the L-arginine concentration were evaluated by the
modified Sakaguchi colorimetric method. The structure of the actin cytoskeleton was
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analyzed after cells staining with f luorescent dye labeled phalloidin. The confluence of
the endothelial cell monolayer was evaluated morphologically after staining the cells
with crystal violet dye. It was found that in the presence of the parental strain-derived
SDSC, a significant decrease in the arginine concentration in the endothelial cells culture
medium caused dynamic changes in the actin cytoskeleton structure. After 48 hours,
lamellae and stress fibers formed. After 72 hours, the content of F-actin decreased and
the confluence of the monolayer of endothelial cells was disrupted. Such changes were
not detected when cells were cultured under standard conditions and in the presence of
mutant strain-derived SDSC. The results obtained show that pathogenic microbes can
use arginine depletion to regulate endothelial barrier function and dissemination in the
host organism.

Keywords: arginine, actin cytoskeleton, endothelial cells, arginine deiminase, Streptococ-
cus pyogenes
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