
РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ им. И.М. СЕЧЕНОВА 2023, том 109, 
№ 9, с. 1185–1198

МЕХАНИЗМЫ АНТИПРОЛИФЕРАТИВНОГО ДЕЙСТВИЯ
СТРЕПТОКОККОВОЙ АРГИНИНДЕИМИНАЗЫ В ОТНОШЕНИИ КЛЕТОК

ЛИМФОБЛАСТНОЙ ЛЕЙКЕМИИ ЛИНИИ JURKAT

© 2023 г.   Э. А. Старикова1, 2, 3, *, Дж. Т. Маммедова1, А. Ожиганова1,
Л. А. Бурова1, И. В. Кудрявцев1, 2

1Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия
2Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет 

им. акад. И.П. Павлова Министерства здравоохранения Российской Федерации,
Санкт-Петербург, Россия

3Институт медицинского образования Национального медицинского исследовательского 
центра им. В.А. Алмазова Министерства здравоохранения Российской Федерации,

Санкт-Петербург, Россия
*E-mail: Starickova@yandex.ru

Поступила в редакцию 23.05.2023 г.
После доработки 12.07.2023 г.

Принята к публикации 21.07.2023 г.

Стратегия депривации аргинина рассматривается как перспективное направле-

ние терапии раковых заболеваний. Целью исследования было изучение влияния

аргининдеиминазы пиогенного стрептококка на клетки лимфобластной лейке-

мии Jurkat. Для этого сравнивали эффекты супернатантов разрушенных стрепто-

кокков исходного штамма, экспрессирующего аргининдеиминазу, и его изоген-

ного мутанта с инактивированным геном аргининдеиминазы – arcA. Пролифе-

рацию клеток оценивали в МТТ-тесте. Остальные параметры исследовали с

помощью проточной цитометрии. Распределение клеток по фазам клеточного

цикла изучали с использованием ДНК-связывающего красителя DAPI и антител

против циклина А2. Интенсивность аутофагии оценивали с помощью реагента

LysoTracker™ Green DND-26. Для оценки жизнеспособности клетки докрашива-

ли DAPI. Исследования показали, что стрептококковый фермент подавлял про-

лиферативную активность клеток Jurkat, повышал долю клеток в фазах покоя

G0/G1, снижал долю клеток в фазах синтеза S/G2 и усиливал аутофагию без сни-

жения жизнеспособности. Добавка аргинина нивелировала эффекты аргининде-

иминазы. Полученные результаты открывают возможность использования арги-

нин-гидролизующей активности стрептококкового фермента для сочетанной те-

рапии онкологических заболеваний.
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ВВЕДЕНИЕ

Аргинин является условно незаменимой аминокислотой, которая вовлечена в

жизненно важные физиологические и патологических процессы [1]. Аргинин не-

обходим для эффективного иммунного ответа и регенерации [2, 3]. В условиях

стресса и различных катаболических состояниях, включая гемолитические анемии

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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[4–7], астму [8, 9], беременность [10], сепсис, ожоги и травмы [2, 11–13], когда спо-

собность эндогенного синтеза аминокислоты не может компенсировать потребно-

сти организма, аргинин становится незаменимым.

Метаболизм аргинина играет двойственную роль при опухолевом росте. С одной

стороны, дефицит этой аминокислоты вызывает иммуносупрессию и подавление

противоопухолевых иммунных реакций [3, 14]. С другой стороны, опухолевые

клетки сами нуждаются в аргинине для поддержания высокого уровня пролифера-

тивной активности [3, 15].

Аргинин относится к протеиногенным аминокислотам, поэтому в случае его де-

фицита останавливается синтез белка [16]. При этом в клетке из-за накопления не-

заряженных аминоацил-тРНК происходит активация стресс киназы – general con-

trol nonderepressible 2 (GCN2) и ее нижележащей мишени – фактора инициации

трансляции (eukaryotic translation initiation factor 2A, eIF2A). Когда содержание ар-

гинина истощается, клетки подвергаются остановке клеточного цикла при G0/G1 и

пребывают в состоянии покоя до тех пор, пока концентрация аргинина не повы-

сится до нормального уровня [17].

В исследованиях in vitro было установлено, что в опухолевых клетках на ранней

стадии аргининового голодания (0–48 ч) происходит инактивация аргинин-зави-

симого сигнального каскада mechanical target of rapamycin – mTOR [18]. Одним из

последствий этого становится усиление киназной активности Unc-51 like autophagy

activating kinase – ULK1/2, которая запускает фосфорилирование Autophagy Related

13 – Atg13 и аутофагию [19, 20]. Во время депривации аргинина на поздних стадиях в

различных типах раковых клеток (рак поджелудочной железы, острый лимфобласт-

ный лейкоз, рак мочевого пузыря и печени) происходит индукция апоптоза [21].

Производные аргинина – оксид азота (nitric oxide, NO), полиамины, нуклеоти-

ды, пролин и глутамат способствуют росту и мутагенезу опухолевых клеток [15].

Роль аргинина при опухолевом росте подтверждают данные о том, что ферменты

метаболизма аргинина (орнитиндекарбоксилаза, индуцибельная синтаза оксида

азота (inducible nitric oxide synthase, iNOS), аргиназа) и переносчики аминокислот

(cationic amino acid transporter (CAT) и Solute Carrier Family 6 Member 14 (SLC6A14))

задействованы в развитии опухоли [18]. Опухолевые клетки нуждаются в аргиназах

для лучшей пролиферации и метастазирования. Например, аргиназа 1 в клетках ней-

робластомы запускает экспрессию сигнальных каскадов AKT и ERK, индуцирую-

щих деление клеток [22]. Активность аргиназы II в опухолях щитовидной железы

связана с повышенной экспрессией пролиферативных маркеров Ki-67 и PCNA [23].

Экспрессия аргиназы II на клетках меланомы способствует пролиферативному и

миграторному фенотипу клеток с высоким уровнем молекулы адгезии ICAM-1 [24].

Экспрессия iNOS при раке мочевого пузыря человека считается плохим прогно-

стическим фактором, связанным с инвазией и рецидивом опухоли [25]. Подавле-

ние экспрессии iNOS приводит к значительному снижению темпов роста клеток

глиомы линии C6 [26].

Аргининдеиминаза (АДИ) – микробный фермент, который осуществляет гид-

ролиз аргинина с образованием цитруллина и аммиака [27, 28]. Ферменты, полу-

ченные из Lactococcus lactis ssp. lactis, Pseudomonas plecoglossicida, Thermophilic Asper-
gillus fumigatus KJ434941, Mycoplasma arginini прошли и проходят множество клини-

ческих испытаний в разных странах в качестве препаратов для сочетанной терапии

онкологических заболеваний [29–32]. Было показано, что конъюгированная с по-

лиэтиленгликолем аргининдеиминаза (ADI-PEG20) через истощение аргинина

индуцирует аутофагию и последующую гибель раковых клеток [33]. ADI-PEG20

хорошо зарекомендовала себя в клинических испытаниях II стадии у пациентов с

гепатоцеллюлярной карциномой [34]. Кроме того, ADI-PEG20 показала высокую

эффективность у пациентов с аргининосукцинатсинтетаза-1(ASS1)-негативной мела-
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номой [35]. Наилучшие эффекты наблюдались при использовании ADI-PEG20 в со-

четании с ингибитором аутофагии – хлорохином [36] или цитостатиками [37].

В данном исследовании изучали противоопухолевую активность стрептококко-

вой АДИ в отношении клеток лимфобластной лейкемии линии Jurkat. Путем срав-

нения эффектов исходного штамма, экспрессирующего АДИ, и его изогенного му-

танта с инактивированным геном АДИ – arcA было установлено, что стрептокок-

ковый фермент подавлял пролиферативную активность и усиливал аутофагию

клеток без снижения их жизнеспособности.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение супернатантов разрушенных стрептококков
Исследование проводили с использованием Streptococcus pyogenes штамма М49-

16 и его изогенного мутанта М49-16delArcA с инактивированным геном аргининде-

иминазы arcA. Штаммы, а также супернатанты разрушенных стрептококков были

получены и стандартизированы, как описано в [38], и любезно предоставлены про-

фессором А.Н. Суворовым (Отдел молекулярной микробиологии ФБГНУ “ИЭМ”). Су-

пернатанты разрушенных стрептококков (СРС) исходного и мутантного штаммов,

содержащие внутриклеточные биологически активные вещества стрептококков,

получали согласно описанной ранее методике [39].

Культивирование клеток линии Jurkat
Клетки линии Jurkat были получены из Российской коллекции клеточных куль-

тур позвоночных (Институт цитологии РАН). Линия Jurkat была выделена из крови

больного Т-лимфобластной лейкемией. Клетки культивировали в среде RPMI-1640

(ПанЭко, Россия) с добавлением 10% инактивированной эмбриональной телячьей

сыворотки (Invotrigen, США), 2 мМ глутамина (Биолот, Россия), 50 мкг/мл гента-

мицина (Биолот, Россия) (полная культуральная среда) во влажной атмосфере с

5%-ным содержанием СО2 при температуре 37°С. Пересев культуры осуществляли

1 раз в 3–4 дня. Кратность пересева составляла 1 : 5.

Влияние аргининдеиминазы на пролиферацию клеток Jurkat
Влияние стрептококковой АДИ на пролиферацию клеток Jurkat изучали в

МТТ-тесте. Для этого 100 мкл клеточной суспензии в концентрации 1 млн/мл вно-

сили в 96-луночный плоскодонный планшет (Sarstedt, Австрия). Здесь и далее дей-

ствие АДИ на исследуемые параметры изучали путем сравнения СРС исходного и

мутантного штаммов. СРС вносили в разведении 1/200 и 1/400 (v/v). Для подтвер-

ждения того, что действие фермента связано с деплецией аргинина, в среду для

культивирования клеток добавляли L-аргинин (Sigma, США) в супрафизиологиче-

ской концентрации 2 мМ. Клетки инкубировали 72 ч и на последние 4 ч в лунки

вносили МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолиум бромид)

(Sigma, США) в концентрации 0.5 мг/мл. Для лизиса клеток и растворения кри-

сталлов формазана в лунки вносили 100 мкл лизирующего буфера, содержащего

10%-ный додецилсульфат натрия (Serva, Германия) в 0.01 N HCl и инкубировали

18 ч при 37°С. Оптическую плотность измеряли на спектрофотометре (Bio-Rad,

Япония) при длине волны 570 нм. Оптическую плотность контрольных лунок при-

нимали за 100% пролиферативной активности.

Для изучения распределения по фазам клеточного цикла клетки засевали в 12-луноч-

ный планшет (Sarstedt, Австрия) по 1 млн клеток в 1 мл полной культуральной среды и

инкубировали с исследуемыми субстанциями 72 ч при 37°С во влажной атмосфере

с 5%-ным содержанием СО2. Клетки пермеабилизировали 80%-ным ледяным ме-
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танолом в течение 5 мин. Для оценки доли клеток в фазах синтеза (S/G2) проводи-

ли окрашивание клеточной суспензии меченными FITC антителами против цик-

лина А2 (Becman Coulter, США, кат. № PNA22327) в соответствии с рекомендациями

производителя. Для оценки количества ДНК в клетках дополнительно проводили

окрашивание клеточной суспензии ДНК-связывающим красителем DAPI (Invitro-

gen, США). Краситель вносили в концентрации 300 нM и инкубировали 10 мин.

Анализ образцов проводили с использованием проточного цитофлуориметра Navios™

(Beckman Coulter, США). Распределение клеток по фазам клеточного цикла оце-

нивали с помощью алгоритма Michael H. Fox, встроенного в программное обеспе-

чение Kaluza Analysis 2.1 (США). Результаты выражали в процентах.

Влияние аргининдеиминазы на процессы аутофагии
Для оценки влияния СРС на процессы аутофагии в лунки 24-луночного план-

шета (Sarstedt, Австрия) вносили 500 мкл клеточной суспензии в концентрации

1 млн/мл. После этого добавляли СРС в разведении 1/400 (v/v) и L-аргинин (Sig-

ma, США) в концентрации 2 мМ. По окончании 24-часовой инкубации пробы пе-

реносили в пробирки для цитометрии. Клетки осаждали путем центрифугирова-

ния при 300 g в течение 5 мин при комнатной температуре. Пробы окрашивали

красителем Lysotracker Green DND-26 (Invitrogen, США) в концентрации 50 нМ.

После 15-минутной инкубации проводили две отмывки клеток путем центрифуги-

рования в фосфатно-солевом буфере (pH 7.0) при 300 g в течение 5 мин. Для оцен-

ки доли клеток в состоянии некроза и исключения их из анализа клеточную сус-

пензию окрашивали ДНК-связывающим красителем DAPI в концентрации 300 нм.

Пробы анализировали на проточном цитометре Navious (Beckman Coulter, США).

Результаты выражали в средней интенсивности флуоресценции (mean f luorescence

intensity, MFI).

Статистическая обработка
Статистическую обработку данных проводили с помощью программ Microsoft

Office Excel 2010, Statistica 12.0, Kaluza Analysis 2.1 и GraphPad Prism 8. Для анализа

нормальности распределения выборки использовали критерий Шапиро–Уилка.

Далее выборку анализировали на наличие статистических значимых различий с

помощью однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) в случае нормально-

го распределения, или критерия Крускала–Уоллиса при ненормальном распреде-

лении. Затем проводили поиск попарных достоверных различий, при нормальном

распределении использовали апостериорный тест Тьюки, при ненормальном рас-

пределении – критерий Данна. Данные в случае нормального распределения,

представлены как среднее ± ошибка среднего (M ± SEM), при ненормальном рас-

пределении – как медиана [25 квартиль; 75 квартиль] (Med [Q25; Q75]). Во всех

экспериментах различия считали значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Сравнение влияния супернатантов разрушенных стрептококков 
исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного (S. pyogenes M49-16delArcA) 

штаммов на пролиферативную активность клеток Jurkat
В присутствии СРС исходного штамма в разведениях 1/400 и 1/200 пролифера-

тивная активность клеток статистически значимо снижалась по сравнению с кон-

тролем (рис. 1). СРС мутантного штамма в разведении 1/400 также статистически

значимо, но слабее, чем исходный штамм подавлял пролиферацию. Введение до-

бавки аргинина приводило к статистически значимому снижению исследуемого
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показателя в стандартных условиях культивирования и в присутствии СРС мутант-

ного штамма. При этом добавка аргинина достоверно восстанавливала уровень

пролиферации, подавленный под влиянием СРС исходного штамма. Для подтвер-

ждения этих результатов в дальнейших исследованиях изучали действие АДИ на

распределение клеток по фазам клеточного цикла.

Анализ распределения клеток по фазам клеточного цикла показал, что в стан-

дартных условиях большая часть (60.2 ± 3.2%) клеток находилась в фазе покоя

(G0/G1), доля клеток в фазе синтеза (S) составляла 27.3 ± 2.7%, а доля клеток в фазе

G2 и делящихся клеток (M) – 12.4 ± 3.4% (рис. 2). Доли клеток в фазах клеточного

цикла в присутствии СРС мутантного штамма не отличались от этих показателей в

контроле. В присутствии СРС исходного штамма происходило статистически зна-

чимое изменение доли клеток в фазах G0/G1 и S: доля клеток в фазах покоя увели-

чивалась на 10%, напротив, доля клеток в фазе синтеза уменьшалась на 7%. Добав-

ление аргинина в культуру клеток, которые инкубировали в присутствии СРС ис-

ходного штамма, восстанавливало соотношение доли клеток в фазах клеточного

цикла до значений близких к контролю.

Далее проводили анализ экспрессии в клетках циклина А2, уровень которого

строго синхронизирован с ходом клеточного цикла. Комплекс циклин – cyclin-de-

pendent kinase 2 (A2-CDK2) – инициирует репликацию ДНК и необходим для про-

грессирования S-фазы. Для прохождения через фазу G2 в фазу M циклин A2 обра-

зует комплексы с CDK1, после чего деградирует по убиквитин-зависимому пути

протеолиза на ранних стадиях митоза [40]. Исследования подтвердили ранее полу-

ченные результаты. В частности, в контроле доля клеток в фазах синтеза S/G2 со-

Рис. 1. Сравнение влияния супернатантов разрушенных исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного

(S. pyogenes M49-16delArcA) штаммов на пролиферативную активность клеток Jurkat.

Пролиферативную активность изучали в МТТ-тесте. Данные представлены как Med [Q25; Q75], n = 18.

Отличия статистически значимы по сравнению с контролем при ***p < 0.001; пролиферация клеток в

присутствии СРС S. pyogenes М49-16delArcA достоверно выше, чем пролиферация клеток в присутствии

СРС S. pyogenes М49-16, при ###р < 0.001; отличия статистически значимы по сравнению с этим пара-

метром без добавки аргинина, при †† p < 0.01, † p < 0.05.
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ставляла приблизительно 40%. В присутствии СРС мутантного штамма значение

этого параметра не отличалось от контроля. Культивирование клеток в присут-

ствии СРС исходного штамма приводило к двукратному снижению доли клеток в

фазах синтеза до 20%. Введение добавки аргинина полностью отменяло ингибиру-

ющее действие СРС исходного штамма, но не оказывало никакого действия на

клетки, которые культивировали в стандартных условиях и в присутствии мутант-

ного штамма.

Таким образом, с помощью МТТ-теста и анализа распределения клеток по фа-

зам клеточного цикла и доли циклин А2-позитивных клеток было установлено, что

стрептококковая АДИ подавляет пролиферацию клеток Jurkat за счет истощения

аргинина в культуре.

Сравнение влияния супернатантов разрушенных стрептококков 
исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного (S. pyogenes M49-16delArcA) 

штаммов на интенсивность процессов аутофагии клеток Jurkat

Дефицит нутриентов приводит к активации в клетках процессов аутофагии, ко-

торые призваны компенсировать недостающие аминокислоты и другие метаболи-

ты [41]. Поэтому в дальнейших исследованиях проводили изучение влияния арги-

нидеиминазы на процессы аутофагии. Для этого использовали краситель Lyso-

Рис. 2. Сравнение влияния супернатантов разрушенных исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного

(S. pyogenes M49-16delArcA) штаммов на распределение клеток Jurkat по фазам клеточного цикла.

Клеточную суспензию окрашивали ДНК-связывающим красителем DAPI. Здесь и далее образцы ана-

лизировали с использованием проточной цитометрии. Процент клеток в различных фазах клеточного

цикла подсчитывали с использованием программного обеспечения для анализа Kaluza 2.2, основанного

на алгоритме Майкла Х. Фокса. Данные представлены как M ± SEM, n = 18. Отличия статистически

значимы: *p < 0.05 по сравнению с контролем; † p < 0.05 – по сравнению с этим параметром без добавки

аргинина.
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M
F

I

G0/G1 60.2 ± 3.2

G2 12.4 ± 3.4
S 27.4 ± 2.7
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Tracker Green DND-26, который накапливается в органеллах с низким уровнем рН, а

интенсивность флуоресценции клеток отражает уровень процессов аутофагии [42].

Было установлено, что в присутствии СРС мутантного штамма интенсивность

аутофагии не отличалась от таковой в контроле (рис. 4). При культивировании кле-

ток в присутствии СРС исходного штамма происходило статистически значимое

двукратное усиление интенсивности аутофагии по сравнению с этим показателем

в стандартных условиях культивирования. При этом введение добавки аргинина

снижало уровень аутофагии до значений этого параметра в контроле.

Сравнение влияния супернатантов разрушенных стрептококков 
исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного (S. pyogenes M49-16delArcA)

штаммов на жизнеспособность клеток Jurkat

В дальнейших исследованиях изучали, не связано ли ингибирующее пролифера-

цию клеток действие АДИ, а также усиление процесса аутофагии, со снижением их

жизнеспособности. Для этого проводили анализ доли клеток в состоянии некроза

(рис. 5). Было установлено, что в присутствии СРС исходного штамма происходи-

ло слабое повышение доли клеток в состоянии некроза, однако эти изменения не

были достоверными. В других условиях культивирования достоверного снижения

жизнеспособности клеток тоже не было зарегистрировано.

Рис. 3. Сравнение влияния супернатантов разрушенных исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного

(S. pyogenes M49-16delArcA) штаммов на долю циклин А2-позитивных клеток Jurkat.

Репрезентативные проточно-цитометрические гистограммы, отражающие прогрессию клеточного цик-

ла. (a) – культуральная среда (контроль); (b) – СРС M49-16; (c) – СРС M49-16delArcA; (d) – 2 мМ арги-

нина; (e) – СРС M49-16 и 2 мМ аргинина; (f) – СРС M49-16delArcA и 2 мМ аргинина; (g) – контроль

изотипических антител. Проводили окрашивание клеточной суспензии меченными FITC антителами

против циклина А2. Пробы анализировали на проточном цитометре Navious (Beckman Coulter) и про-

граммного обеспечения Kaluza Analysis 2.1. Данные представлены как M ± SEM, n = 5–6. Отличия ста-

тистически значимы при p < 0.001: *** – по сравнению с контролем, ### p < 0.001 – по сравнению с

СРС исходного штамма S. pyogenes М49-16 (S. pyogenes M49-16).
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Рис. 4. Сравнение влияния супернатантов разрушенных исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного

(S. pyogenes M49-16delArcA) штаммов на процессы аутофагии клеток Jurkat. 

(a) – гистограмма, основанная на данных проточной цитометрии, показывающая количественные раз-

личия уровня аутофагии клеток Jurkat. (b) – репрезентативные гистограммы проточной цитометрии,

отражающие уровень аутофагии клеток Jurkat. Пробы окрашивали Lysotracker DND-26 Green и анали-

зировали методом проточной цитометрии. Данные представлены как M ± SEM, n = 4–9. Отличия стати-

стически значимы: * p < 0.05 по сравнению с контролем, † – по сравнению с этим параметром без до-

бавки аргинина.
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Рис. 5. Сравнение влияния супернатантов разрушенных исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного

(S. pyogenes M49-16delArcA) штаммов на жизнеспособность клеток Jurkat. Клеточные суспензии окра-

шивали ДНК-связывающим красителем DAPI в концентрации 300 нМ. Данные представлены как

M ± SEM, n = 4–5.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Сопоставление эффектов СРС исходного и мутантного штаммов показало, что

стрептококковая АДИ подавляет пролиферацию клеток линии Jurkat (рис. 1–3),

что согласуется с данными, полученными ранее, с использованием АДИ других

микробов. Так, в 2000 г. Gong и соавт. установили, что АДИ, выделенная из мико-

плазмы, ингибировала прохождение Jurkat по фазам клеточного цикла. Причем,

было показано, что для блокировки прохождения клеточного цикла клеток Jurkat

требовалась меньшая концентрация фермента, по сравнению с той, которая была не-

обходима для первичных лимфоцитов. А высокие концентрации фермента (200 нг/мл)

вызывали апоптоз клеток [43].

Позже было установлено, что культивирование Jurkat в течение 24 ч в среде, не

содержащей аргинин, приводило к снижению экспрессии зета-цепи (CD3zeta)

T-клеточного рецептора. Введение добавки аргинина восстанавливало уровень

экспрессии этой молекулы до контрольных значений. Также при культивировании

в дефицитной по аргинину среде наблюдалось значительное снижение пролифера-

ции клеток. Таким образом, было установлено, что депривация аргинина может

подавлять пролиферацию Jurkat за счет регуляции сигналов от Т-клеточного ре-

цептора [44]. Антипролиферативное действие на клетки линии Jurkat было также

описано для ADI-PEG20, выделенной из Vibrio alginolyticus [45].

Сопоставление полученных в нашей работе результатов с данными других ис-

следователей показывают, что ингибирующее пролиферацию клеток Jurkat дей-

ствие АДИ СРС S. pyogenes M49-16 было выражено слабее, если сравнивать с анти-

пролиферативными эффектами фермента, выявленными в работах других авторов.

Эти может быть прежде всего связано с тем, что ферменты, выделенные из разных

микроорганизмов, отличаются по своим биохимическим характеристикам (опти-

мум pH, удельная активность, процессивность, сродство к субстрату). Также нуж-

но учитывать некоторые методические отличия, как например, использование ре-

комбинатного белка, его коньгата с полиэтиленгликолем или фермента в составе

супернатанта разрушенных стрептококков.

Также в литературе встречается ряд исследований, в которых изучали эффекты

аргиназы или дефицитной по аргинину среды. Bernard и соавт. показали, что аргина-

за эритроцитов значительно подавляла пролиферацию клеток Jurkat за счет сниже-

ния содержание аргинина в культуральной среде. Анализ с использованием селек-

тивного ингибитора Nor-NOHA показал, что подавление активности этого фермен-

та восстанавливает пролиферацию клеток, обработанных эритроцитами [13].

В другой работе [46], изучали молекулярные механизмы нарушения функцио-

нальной активности лимфоцитов при их культивировании в дефицитной по арги-

нину среде. Было установлено, что в отсутствие аргинина происходила остановка в

фазах G0/G1 клеточного цикла активированных митогеном Jurkat. Восполнение

дефицита аминокислоты восстанавливало нормальный профиль клеточного цикла

и пролиферацию клеток. Кроме того, депривация аргинина вызывала подавление

экспрессии ряда мембранных антигенов, включая CD247, и развитие ER-стресса.

С помощью генетического и биохимического подходов было подтверждено, что

истощение аргинина также индуцировало развитие аутофагии клеток Jurkat. А ин-

гибирование аутофагии при голодании клеток приводило к развитию апоптоза

[46]. Результаты наших исследований согласуются с этими данными и показывают,

что стрептококковая АДИ за счет создания дефицита аргинина запускает в клетках

Jurkat процесс аутофагии (рис. 4), что, вероятно, спасает их от гибели, как подтвер-

ждают данные по оценке жизнеспособности (рис. 5).

В исследовании Di Marzio и соавт. изучали действие супернатантов разрушен-

ных Streptococcus thermophilus и Lactobacillus brevis, авторами было установлено, что
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после 18 ч инкубации в присутствии бактериальных факторов уровень апоптоза в

культуре клеток линии Jurkat возрастал до 86% по сравнению с 3% в контроле. Ав-

торы предположили, что апоптоз был вызван высоким уровнем активности АДИ,

которая, истощая субстрат для аргиназы, может подавлять синтез полиаминов, не-

обходимых для пролиферации клеток [47]. Однако наши эксперименты с исполь-

зованием разных методов оценки жизнеспособности клеток показали, что стреп-

тококковая АДИ не вызывала значительного усиления гибели клеток в культуре

(рис. 5).

Результаты данного исследования показывают, что стрептококковая АДИ обла-

дает потенциальным противоопухолевым действием. Под влиянием фермента про-

исходит подавление пролиферации клеток, что, вероятно, вызвано их голоданием.

При этом не наблюдается усиления гибели клеток, но происходит компенсаторное

усиление процессов аутофагии. Полученные данные подтверждает возможность

использования аргинин-гидролизующей активности стрептококкового фермента

для сочетанной терапии онкологических заболеваний.
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Arginine deprivation strategy is considered as a promising trend in cancer therapy. The

aim of the study was to investigate the influence of streptococcal arginine deiminase on

Jurkat lymphoblastic leukemia cells. The effects of the supernatants of the destroyed

streptococci of the original strain expressing arginine deiminase and its isogenic mutant

with the inactivated arcA gene were compared. Cell proliferation was evaluated in an



1198 СТАРИКОВА и др.

MTT-test. The remaining parameters were examined using f low cytometry. The cell

cycle changes were studied using DAPI dye and anti-cyclin A2 antibodies. The autopha-

gy intensity was assessed using the LysoTracker ™ Green DND-26 reagent. To investi-

gate cell viability DAPI staining was performed. Streptococcal arginine deiminase sup-

pressed proliferative activity Jurkat lymphoblastic leukemia cells, increased the propor-

tion of cells in the G0/G1 phases, reduced S/G2 phases proportion of cells and enhanced

autophagy, without declaing viability. Arginine supplementation leveled the effects of

the enzyme. The obtained results open up the possibility of using arginine-hydrolyzing

activity of the streptococcal enzyme for combined therapy of oncological diseases.

Keywords: streptococcal arginine deiminase, Jurkat cells, proliferation, cell cycle, auto-

phagy
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