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Резюме
Цель. Характеристика изменений пула свободных аминокислот и биогенных аминов в гиппокампе 
крыс при субтотальной ишемии головного мозга (СИГМ) на фоне совместного введения 
L-аргинина и N-нитро- L-аргининметилового эфира (L-NAME).
Методика. Эксперимент выполнен на 18 белых беспородных крысах-самках. СИГМ моделировали 
у 12 крыс путём перевязки обеих общих сонных артерий в течение одного часа. L-NAME (в дозе 5 
мг/кг) и L-аргинин (в дозе 100 мг/кг) вводили внутривенно непосредственно перед перевязкой 
общих сонных артерий. Содержание аминокислот и их дериватов в хлорнокислых гомогенатах 
тканей определяли методом обращенно-фазной высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ).
Результаты. СИГМ вызывала нарушение уровней ряда АК и их производных гиппокампа крыс 
(в том числе фенилаланина, гистидина, глутамина, тирозина и аминокислот с разветвленной 
углеводородной цепью (АРУЦ)), а также нарушение активности серотониновой и дофаминовой 
систем. Совместное введение L-NAME и L-аргинина предотвращало нарушение уровней 
фенилаланина, гистидина, глутамина, а-аминобутирата, а-аминоадипиновой кислоты.
Заключение. Совместное введение L-NAME и L-аргинина частично нормализует нарушения в 
фонде аминокислот гиппокампа, вызванные СИГМ, а также оказывает нормализующий эффект на 
серотониновую систему.
Ключевые слова: аминокислоты, биогенные амины, гиппокамп, субтотальная ишемия головного мозга, 
L-аргинин, L-NAME
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Abstract
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Objective. The aim of this study was to estimate the changes in the pool of free amino acids and their 
derivatives in hippocampus of rats undergoing subtotal cerebral ischemia (SCI) and treated with L- 
arginine and L-NAME.
Methods. The experiment was held on 18 rats: 12 animals were undergoing bilateral filament occlusion 
of carotid arteries, in 6 cases L-arginine and L-NAME was administrated. The analyses of free amino 
acids and their derivates levels in blood plasma extracts were carried out by reversed-phase HPLC.
Results. Subtotal cerebral ischemia induced imbalance in the pool of amino acids and their derivates in 
hippocampus (including phenylalanine, histidine, glutamine, tyrosine, and bran chain amino acids 
(BCAA), as well as the activity of serotonin and dopamine system. Administration of L-arginine and L- 
NAME partially prevented the imbalance of the amino acids pool, caused by SCI, by preventing the 
changes in the levels of phenylalanine, histidine, glutamate, a-aminobutirate, a-aminoadipine acid.
Conclusions. Preventive injection of L-arginine and L-NAME alleviates the imbalance in the pool of free 
amino acids and biogenic amines in hippocampus caused by SCI, and normalizes the serotonin system.
Keywords: amino acids, biogenic amines, hippocampus, subtotal cerebral ischemia, L-arginine, L-NAME

Введение
Ишемический инсульт является ведущей причиной инвалидности и смертности в развитых 
странах мира [9, 11]. В связи со старением населения, прогнозируется рост бремени
экономических потерь, связанных с данной патологией [9]. Актуальной задачей является 
повышение эффективности терапии инсульта посредством использования биологически активных 
соединений и естественных метаболитов. Перспективными в этом плане представляются 
аминокислоты и их производные, которые играют важную роль в функционировании нервной 
ткани [3, 5, 12].
Аминокислота L-аргинин играет важную роль в метаболических процессах, в том числе является 
предшественником монооксида азота (NO), участвующего в регуляции сосудистого тонуса [1]. 
Имеются экспериментальные и клинические подтверждения биологической активности L- 
аргинина при различных патологических состояниях, в том числе при ишемическом инсульте [1, 
3, 4]. В одном из исследований было показано, что включение L-аргинина в стандартную терапию 
больных с ишемическим инсультом оказывает положительное влияние на течение заболевания, 
ускоряет восстановление двигательных функций и способствует снижению спастического 
мышечного тонуса [8].
Накопленные данные указывают на важную роль NO в патогенезе ишемического инсульта [4, 10]. 
Применение неселективных ингибиторов NO синтазы при ишемическом повреждении мозга 
оказывало нейропротекторный эффект [1]. В одном из исследований было показано, что 
однократное введение ингибитора NO синтазы L-NAME вызывало защитный эффект на модели 
фокальной ишемии мозга у крыс, проявлявшийся в уменьшении зоны инфаркта [14].
Целью исследования явилась характеристика изменений пула аминокислот и биогенных аминов 
гиппокампа крыс при субтотальной ишемии головного мозга на фоне совместного ведения 
L-NAME и L-аргинина.

Методика
Эксперименты выполнены на 18 белых беспородных крысах-самках (по 6 животных в каждой 
группе), массой 180-220 г. Крысам опытных групп моделировали субтотальную ишемию 
головного мозга (СИГМ) путём перевязки обеих сонных артерий в течении одного часа. L-NAME 
(в дозе 5 мг/кг) и L-аргинином (в дозе 100 мг/кг) вводили внутривенно непосредственно перед 
перевязкой общих сонных артерий. Контрольную группу составили ложнооперированные 
животные, получавшие эквиобъёмное количество изотонического раствора NaCl. Все оперативные 
манипуляции проводились в условиях внутривенного тиопенталового наркоза (60 мг/кг). После 
извлечения головного мозга осуществляли изъятие фрагмента гиппокампа с его последующим 
замораживанием в жидком азоте. Подготовка пробы для исследования включала гомогенизацию в 
10-ти кратном объеме 0,2M хлорной кислоты, центрифугирование в течение 15 мин. при 13000 g
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при 4°С с последующим отбором супернатанта. Выбор гиппокампа в качестве объекта 
исследования обусловлен тем, что данный отдел (в особенности его поля СА1) наиболее 
чувствительны к недостатку кислорода [13].
Спектр определяемых соединений включал протеиногенные аминокислоты, орнитин, цитруллин, 
ряд родственных соединений (таурин, а-аминобутират и др.) и биогенные амины. Анализ 
проводился на хроматографе Agilent 1100 методом обращенно-фазной хроматографии с 
предколоночной дериватизацией о-фталевым альдегидом и 3-меркаптопропионовой кислотой в 
Na-боратном буфере. Детектирование фотометрическое на длине волны 338 нм (определение АК) 
и флуорометрическое (для биогенных аминов). Использовалась колонка Zorbax Eclipse Plus C18, 
3,5 мкм, 2,1^150 мм, Идентификацию и количественный анализ производили в программе Agilent 
ChemStation B.04.01 [7], калибровка метода осуществлялась с применением концентрата
стандартной смеси аминокислот фирмы «Sigma-Aldridge». Используемые подвижные фазы: 0,1М 
Na-ацетатный буфер (pH 6,25 и 5,75); водные растворы ацетонитрила и метанола (60% об/об). 
Разделение проводили с градиентным элюированием за 78 мин.; температура колонки 34°С. В 
работе использовались реактивы квалификации не ниже хч. Тридистиллированную воду для 
подвижных фаз пропускали через патрон «Norganic» (Millipore, США), подвижные фазы 
фильтровали через мембранный фильтр 0,22 мкм [2].
Статистическую обработку данных проводили с помощью программы R. В случае выполнения 
условий применимости (нормальность выборок и гомогенность дисперсий) применялся 
параметрический дисперсионный анализ с поправкой Тьюки на множественность сравнений. В 
случае невыполнения этих условий применялся непараметрический дисперсионный анализ 
Краскела-Уоллиса с поправкой Беньямини-Хохберга на множественность сравнений. Также 
использовался корреляционный анализ.

Результаты исследования и их обсуждение
Субтотальная ишемия ГМ вызвала через 1 сут. в гиппокампе крыс повышение уровней 
фенилаланина, гистидина, глутамина, а-аминобутирата (a-ABA), аминокислот с разветвлённой 
углеводородной цепью (АРУЦ) и снижение уровней треонина, тирозина, лизина и а- 
аминоадипиновой кислоты (a-AAA) (рис. 1).

□  Контроль □  СИГМ □  СИГМ + L-NAME + L-Arg

TyrLys
x0.1

Thr
x0.1LeuIlePheHis a-ABA ValGln

x0.01a-AAA

Рис. 1. Концентрация аминокислот и их производных в гиппокампе крыс при субтотальной 
ишемии ГМ на фоне введения L-NAME и L-Arg. * -  p<0,05 по отношению к контролю, f  -  p<0,05 
по отношению к СИГМ

Изменения концентраций АРУЦ и ароматических аминокислот (ААК) вызвало повышение 
соотношения АРУЦ/ААК (рис. 2). Как известно, ГМ является одним из мест катаболизма АРУЦ с 
образованием соответствующих а-кетокислот и образующихся при их катаболизме ацил-КоА [12]. 
Повышение уровней АРУЦ может быть следствием патологии первого этапа -  трансаминирования
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с а-кетоглутаратом под действием аминотрансферазы, что может явиться причиной нарушения 
функции мозга при ишемии, либо изменениями в системе транспорта аминокислот в мозг.
Субтотальная ишемия ГМ не вызвала значительных изменений пула биогенных аминов 
гиппокампа, кроме роста уровня DOPA (диоксифенилаланин) (рис. 2). Однако с помощью 
статистического анализа было установлено ослабление корреляций серотонин -  5-HIAA (5- 
оксииндолацетат), тирозин -  DOPA и тирозин -  DOPAC (диоксифенилацетат), что может 
свидетельствовать о функциональных нарушениях серотониновой и дофаминовой систем при 
ишемии (табл.).
Совместное введение L-NAME и L-аргинина предотвращало нарушение при СИГМ уровней 
фенилаланина, гистидина, глутамина, а-аминобутирата, а-аминоадипиновой кислоты (рис. 1). С 
другой стороны, сохранялось повышение концентраций АРУЦ (рост уровня валина оказался даже 
больше при введении композиции) и понижение -  уровня тирозина. Введение L-NAME и L- 
аргинина также способствовало повышению уровней треонина и лизина. Повышение уровня 
аргинина в гиппокампе не зарегистрировано, несмотря на рост его концентрации в крови [6].
Введение комбинации L-NAME и L-аргинина не вызывало значительных изменений пула 
биогенных аминов гиппокампа. Так, рост уровня DOPA, индуцированный ишемией, сохранялся, 
одновременно повышалась концентрация серотонина (рис. 2).

□  контроль □ с и г м  □ с и г м  + L-NAME + L-Arg

АРУЦ Незаменимые Гликогенные/ Кетогенные Заменимые/
x0.1 x^q x0.1 Кетогенные x0.1 Незаменимые

5-HT
x0.01DOPA

Рис. 2. Концентрация биогенных аминов (пмоль/г), интегральные показатели аминокислотного 
фонда гиппокампа крыс (нмоль/г) и их соотношения при СИГМ. * -  p<0,05 по отношению к 
контролю, f  -  p<0,05 по отношению к СИГМ

Несмотря на повышение последнего, можно предположить нормализирующий эффект на 
серотониновую систему гиппокампа вследствие восстановления в нем нормальной корреляции 
между серотонином и 5-HIAA (табл.). В то же время, нарушение в дофаминовой системе 
сохранялось (табл.).

Таблица. Коэффициенты корреляций между уровнями биогенных аминов
Биогенные амины Контроль СИГМ СИГМ + L-NAME + L-Arg
5-HT -  5-HIAA 0,984* -0,148 0,923*
5-HTP -  5-HIAA -0,273 -0,862* 0,175
Tyr -  DOPA -0,700 0,209 0,263
Tyr -  DOPAC 0,703 -0,286 0,148

Примечание: * -  статистически значимые корреляции (p<0,05)

Все эти изменения отразились на величинах интегральных показателей аминокислотного фонда 
гиппокампа (рис. 2). Так, введение L-NAME и L-аргинина повышало суммарное содержание 
незаменимых и кетогенных компонентов АК пула (и, как следствие, их долю в этом пуле) и 
соотношение АРУЦ/ААК.
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Наиболее значимыми показателями в дискриминации групп являлись валин (Рискл=15,7), тирозин 
(Рискл = 9,63), а также a-ABA, DOPA и треонин (F-искл = 6,85; 6,49 и 6,32 соответственно). При 
этом наборе предикторов достигалась высокодостоверная дискриминация между группами 
(Лямбда Уилкса = 0,0036, F=34,7, p<10-10). На рис. 3 представлено соответствующее расположение 
канонических значений содержания аминокислот и векторов стандартизированных канонических 
переменных в 3-х рассматриваемых группах (контроль; СИГМ; СИГМ + L-NAME + L-Arg) на 
плоскости 2-х главных компонент.

Рис. 3. Расположение канонических значений и векторов стандартизированных канонических 
переменных на плоскости 2-х главных компонент

Результаты настоящего исследования указывают на то, что аминокислотный дисбаланс играет 
существенную роль в патогенезе ишемического повреждения головного мозга. Данные о 
повышении уровня АРУЦ в гиппокампе при ишемии, полученные в ходе настоящего 
исследования, воспроизводят полученные ранее данные о повышении уровня этих аминокислот в 
коре головного мозга [5], что позволяет считать данный сдвиг в фонде аминокислот 
биохимическим маркером ишемического повреждения головного мозга.

Выводы
1. Субтотальная ишемия головного мозга крыс индуцирует нарушение уровней ряда аминокислот 

и их производных в гиппокампе крыс (в том числе фенилаланина, гистидина, глутамина, 
тирозина, АРУЦ), а также нарушение активности серотониновой и дофаминовой систем.

2. Совместное введение L-NAME и L-аргинина частично нормализует нарушения в фонде 
аминокислот гиппокампа, вызванные СИГМ, предотвращая изменения уровней фенилаланина, 
гистидина, глутамина, a -аминобутирата, a -аминоадипиновой кислоты, а также оказывает 
нормализующий эффект на серотониновую систему.
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