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РЕЗЮМЕ

L-гомоаргинин (гАрг) является некодируемой аминокислотой, снижение в крови уровня которой 
ассоциировано с повышением риска развития инсульта и инфаркта. В организме человека и животных 
гАрг образуется преимущественно в ходе реакции, катализируемой ферментом метаболического пути 
биосинтеза креатина – аргинин:глицинамидинотрансферазой (АГАТ, КФ 2.1.4.1), в случае, когда 
акцептором амидиновой группы аргинина вместо глицина выступает L-лизин. Метаболическое значение 
и причины снижения уровня гАрг в настоящее время изучены недостаточно. 

Цель настоящего исследования – изучение возможности утилизации гАрг в качестве субстрата АГАТ 
и аргиназ человека. 

Материалы и методы. В ходе экспериментов с рекомбинантными ферментами обнаружено, что Кm для 
гАрг в реакции, катализируемой АГАТ, в сторону образования гуанидинуксусной кислоты составляет 
(12,0 ± 1,1) мМ. В реакциях, катализируемых аргиназами обоих типов, активность в отношении гАрг, в 
отличие от аргинина, не регистрировалась. 

Заключение. Таким образом, в результате проведенного исследования установлено, что у человека 
гАрг является субстратом не только для NO-синтаз, но также для АГАТ. Полученные данные указывают 
на то, что метаболическое значение гАрг, помимо регуляции сосудистого тонуса, может быть связано 
с участием в энергетическом обмене клеток. Согласно представленным данным, снижение уровня гАрг 
в крови при сердечно-сосудистых заболеваниях, по всей видимости, не связано с обнаруживаемым 
повышением активности аргиназ.

Ключевые слова: гомоаргинин, аргинин:глицинамидинотрансфераза, аргиназа, креатин, гуани- 
динуксусная кислота.

ВВЕДЕНИЕ
 L-гомоаргинин (гАрг) в больших количе-

ствах синтезируется в некоторых растениях [1]. 
В организме человека и животных гАрг образу-
ется преимущественно в ходе реакции, катали-

зируемой аргинин:глицинамидинотрансферазой 
(АГАТ, КФ 2.1.4.1), в случае, когда акцептором 
амидиновой группы вместо глицина выступает 
L-лизин [2, 3] (рис. 1, b). В основной АГАТ-реак-
ции, протекающей преимущественно в митохон-
дриях, в результате переноса амидиновой груп-
пировки на аминогруппу глицина синтезируется 
гуанидинуксусная кислота (рис. 1, а), которая 
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после метилирования образует креатин. АГАТ у 
человека ýкспрессируется в различных тканях, но 

наибольшая активность обнаружена в почках и 
поджелудочной железе [4]. 

Рис. 1. Известные и предполагаемые реакции, катализируемые аргинин:глицинамидинотрансферазой (АГАТ): 
а – основная реакция, образование предшественника креатина (гуанидинуксусной кислоты); b – реакция 
образования гомоаргинина из аргинина и лизина; с – предполагаемая реакция, в которой в качестве донора 

амидиновой группы выступает гомоаргинин

Fig. 1. Known and suspected reactions catalyzed by arginine: glycine aminotransferase (AGAT): а – the main reaction, 
the formation of the precursor of creatine (guanidinoacetic acid); b – reaction of formation of homoarginine from 

arginine and lysine; с – an alleged reaction in which homoarginine acts as an amidine group donor

а

b

с

Обнаруженная в ходе исследований послед-
них лет ассоциация низкого уровня гАрг и высо-
кого риска острых сердечно-сосудистых событий 
[5–7] обусловливает особый интерес к изучению 
метаболизма гАрг. В отношении аргинина ýта 
ассоциация не прослеживается [5]. Механизм, 
лежащий в основе обнаруженной связи между 
уровнем гАрг и риском развития инфаркта и ин-
сульта, остается неясным. Положительное воз-
действие высоких доз добавок ýкзогенного гАрг 
в ýксперименте в условиях реперфузии мозго-
вой ткани [3] указывает на существование ме-
таболического пути утилизации гАрг. Известно, 
что гАрг может выступать в качестве субстрата 
NO-синтаз, но с меньшим сродством, чем арги-
нин [8]. В силу обратимости реакций, катализи-
руемых АГАТ [9, 10], логично предположить, 
что метаболическое значение гАрг, особенно в 
условиях введения больших количеств данной 
аминокислоты, может быть связано с непосред-

ственным участием в синтезе гуанидинуксусной 
кислоты в качестве донора амидиновой группы 
вместо аргинина (рис. 1, с). Результаты исследо-
ваний ýтого вопроса у животных являются про-
тиворечивыми [9, 11, 12], в то время как данные 
по изучению активности человеческой АГАТ к 
гАрг в качестве субстрата в прямой реакции в 
настоящее время отсутствуют. ГАрг, подобно 
лизину, обладает способностью ингибировать 
аргиназы (КФ 3.5.3.1), хотя ýто ингибирующее 
влияние гАрг не является значительным [13]. 
Рядом исследователей не исключается возмож-
ность использования гАрг в качестве субстрата, 
а не ингибитора аргиназ [14, 15]. С учетом повы-
шения активности аргиназ при сердечно-сосуди-
стых заболеваниях [16] возможность снижения 
уровня гАрг в крови за счет гидролиза аргиназа-
ми требует уточнения (рис. 2). 

Цель работы – оценить гАрг в качестве 
субстрата для АГАТ и аргиназ I, II типов. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Для оценки возможности применения гАрг 
в качестве субстрата в прямой АГАТ-реакции 
вместо аргинина (рис. 1, в), а также гидролиза 
гАрг аргиназами были проведены опыты с исполь-
зованием препаратов рекомбинантных фермен-
тов человека: митохондриальной АГАТ (ProSpec, 
США), аргиназы I (R&D Systems Inc., США) и II 
(Cedarlane, Канада) типов. В ходе хроматографи-
ческих процедур использовали боратный буфер 
(кат. № 5061-3339) и OPA-реагент (кат. № 5061-
3335) фирмы Agilent Technologies (США), а также 
стандарты аминокислот (Sigma-Aldrich, США). 
В ходе выполнения исследования использовано 
оборудование: хроматограф Agilent-1100 с флуо-
риметрическим детектором (Agilent Technologies, 
США); полуавтоматический биохимический ана-
лизатор BS-3000p (Sinnowa, КНР); термостат 
твердотельный ТТ-2-«Термит» («ДНК-Техноло-
гия», Россия). Для приготовления растворов ис-
пользовали бидистиллированную воду с удельной 
проводимостью не более 0,1 мкСм/см, которую 
перед применением освобождали от частиц путем 
фильтрации через мембраны с порами 0,2 мкм  
(Phenomenex, Великобритания).

Определение активности АГАТ. Препарат фер-
мента хранили в 20 мМ трис-HCl буфере, рН 8,0, 
содержащем 2 мМ дитиотреитола и 10% глицеро-
ла. Рабочий раствор фермента готовили на 20 мМ  
трис-HCl буфере, рН 8,0, содержащем альбумин 1 
мг/мл, 154 мМ NaCl. Перед реакцией фермент пре-
инкубировали в течение 10 мин при 37 ○С в при- 
сутствии одного из субстратов – 25 мМ глицина, 
0,1 М натрий-фосфатного буфера, рН 7,4, 154 мМ  
NaCl, 1 мМ ЭДТА. Ферментативную реакцию 
начинали с добавления раствора второго субстрата 
(аргинина или гАрг), 0,1 М натрий-фосфатный 

буфер, рН 7,4, 154 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА. К
m
 АГАТ 

в отношении гАрг определяли, варьируя концен-
трацию гАрг при постоянной концентрации глици-
на 25 мМ. Инкубировали при 37 ○С в течение 1 ч. 

Реакцию останавливали добавлением осаж-
дающего раствора метанола с муравьиной кис-
лотой, содержащего норвалин в качестве вну-
треннего стандарта, в соотношении 1 : 2,75. 
Активность фермента и скорость реакции оце-
нивали по уровню образовавшегося продукта 
реакции – орнитина (донор аргинин) или лизи-
на (субстрат гАрг). Концентрацию ортофтале-
вых дериватов субстратов и продуктов реакции 
определяли после обращенно-фазной высокоýф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) 
с использованием колонки Zorbax Eclipse AAA 
C18 (150 х 4,6 мм, 3,5 мкм) согласно рекомен-
дациям фирмы Agilent Technologies [17] в автор-
ской модификации, позволяющей определять с 
достаточной точностью концентрации произ-
водных аргинина – гАрг и орнитина. Реакцию 
получения ортофталевых производных прово-
дили в режиме on-line с помощью аутосамплера 
Agilent 1100 путем смешивания 2,5 мкл боратного 
буфера, 0,5 мкл ортофталевого (ОРА)-реаген-
та и 0,5 мкл образца. После 6-кратного пере-
мешивания в седле аутосамплера и 0,1-минут-
ной задержки флуоресцирующие производные 
аминокислот поступали в поток и на хромато-
графическую колонку со скоростью 1,5 мл/мин.  
Элюцию проводили при 40 ○С в градиенте под-
вижной фазы путем смешивания фаз: А (40 мМ 
натрий-фосфатный буфер, рН 7,8) и Б (ацетони-
трил : метанол : вода (45 : 45 : 10)). 

Содержание фазы Б возрастало от 1,5 до 10% 
к 0,1-й мин и далее с 10 до 14% к 11-й мин, за-
тем достигало 20% к 15-й мин и 60% к 26-й мин. 
После 3-минутного промывания 100% фазы Б 

Рис. 2. Образование мочевины из аргинина (а) и возможный путь гидролиза гомоаргинина (b) под действием 
аргиназ

Fig. 2. Formation of urea from arginine (а) and a possible way of hydrolysis of homoarginine (b) under the action of 
arginine
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США); полуавтоматический биохимический ана-
лизатор BS-3000p (Sinnowa, КНР); термостат 
твердотельный ТТ-2-«Термит» («ДНК-Техноло-
гия», Россия). Для приготовления растворов ис-
пользовали бидистиллированную воду с удельной 
проводимостью не более 0,1 мкСм/см, которую 
перед применением освобождали от частиц путем 
фильтрации через мембраны с порами 0,2 мкм  
(Phenomenex, Великобритания).

Определение активности АГАТ. Препарат фер-
мента хранили в 20 мМ трис-HCl буфере, рН 8,0, 
содержащем 2 мМ дитиотреитола и 10% глицеро-
ла. Рабочий раствор фермента готовили на 20 мМ  
трис-HCl буфере, рН 8,0, содержащем альбумин 1 
мг/мл, 154 мМ NaCl. Перед реакцией фермент пре-
инкубировали в течение 10 мин при 37 ○С в при- 
сутствии одного из субстратов – 25 мМ глицина, 
0,1 М натрий-фосфатного буфера, рН 7,4, 154 мМ  
NaCl, 1 мМ ЭДТА. Ферментативную реакцию 
начинали с добавления раствора второго субстрата 
(аргинина или гАрг), 0,1 М натрий-фосфатный 

буфер, рН 7,4, 154 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА. К
m
 АГАТ 

в отношении гАрг определяли, варьируя концен-
трацию гАрг при постоянной концентрации глици-
на 25 мМ. Инкубировали при 37 ○С в течение 1 ч. 

Реакцию останавливали добавлением осаж-
дающего раствора метанола с муравьиной кис-
лотой, содержащего норвалин в качестве вну-
треннего стандарта, в соотношении 1 : 2,75. 
Активность фермента и скорость реакции оце-
нивали по уровню образовавшегося продукта 
реакции – орнитина (донор аргинин) или лизи-
на (субстрат гАрг). Концентрацию ортофтале-
вых дериватов субстратов и продуктов реакции 
определяли после обращенно-фазной высокоýф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) 
с использованием колонки Zorbax Eclipse AAA 
C18 (150 х 4,6 мм, 3,5 мкм) согласно рекомен-
дациям фирмы Agilent Technologies [17] в автор-
ской модификации, позволяющей определять с 
достаточной точностью концентрации произ-
водных аргинина – гАрг и орнитина. Реакцию 
получения ортофталевых производных прово-
дили в режиме on-line с помощью аутосамплера 
Agilent 1100 путем смешивания 2,5 мкл боратного 
буфера, 0,5 мкл ортофталевого (ОРА)-реаген-
та и 0,5 мкл образца. После 6-кратного пере-
мешивания в седле аутосамплера и 0,1-минут-
ной задержки флуоресцирующие производные 
аминокислот поступали в поток и на хромато-
графическую колонку со скоростью 1,5 мл/мин.  
Элюцию проводили при 40 ○С в градиенте под-
вижной фазы путем смешивания фаз: А (40 мМ 
натрий-фосфатный буфер, рН 7,8) и Б (ацетони-
трил : метанол : вода (45 : 45 : 10)). 

Содержание фазы Б возрастало от 1,5 до 10% 
к 0,1-й мин и далее с 10 до 14% к 11-й мин, за-
тем достигало 20% к 15-й мин и 60% к 26-й мин. 
После 3-минутного промывания 100% фазы Б 

Рис. 2. Образование мочевины из аргинина (а) и возможный путь гидролиза гомоаргинина (b) под действием 
аргиназ

Fig. 2. Formation of urea from arginine (а) and a possible way of hydrolysis of homoarginine (b) under the action of 
arginine
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колонку уравновешивали в течение 4 мин стар-
товой смесью фаз с содержанием 1,5% фазы Б. 
Регистрацию флуоресценции ýлюата проводили 
при длине волны возбуждения 340 и 455 нм испу-
скания. Целесообразность использования раство-
ров L-норвалина в качестве внутреннего стандар-
та для определения аминокислот была показана 
нами ранее [18]. Уровень гАрг контролировали в 
реакционных смесях одновременно с определе-
нием других продуктов реакций. 

В предложенной модификации метода гАрг 
ýлюируется с хорошим разрешением между пика-
ми аланина и тирозина, а пик орнитина – между 
пиками изолейцина и лейцина. Элюция остальных 
аминокислот соответствовала указанному выше 
протоколу определения [17]. В отдельной серии 
ýкспериментов нами установлен предел количе-
ственного определения (LOQ) для гАрг в образ-
цах плазмы крови (0,20 ± 0,05) мкМ, а коýффи-
циент аналитической вариации 3,1% (n = 10). Эти 
аналитические характеристики весьма близки к 
другим современным методам определения гАрг, 
основанным на ВЭЖХ [19].

Определение активности аргиназ. Растворы 
аргиназ перед использованием выдерживали при 
55 ○С в течение 10 мин в присутствии ионов Mn2+, 
20 мМ трис-HCl, pH 8,0, 10 мМ MnCl

2
. Аргиназы 

являются термостабильными ферментами [20], и 
их активация в условиях повышения температуры 
до 50–55 ○С в присутствии ионов металла-кофак-
тора подробно описана [21, 22]. Ферментативную 
реакцию начинали с добавления раствора суб-
страта (аргинин или гАрг), 50 мМ глицин-NaOH 
буфер, рН 9,6. Инкубировали при 37 ○С в тече-
ние 1 ч. Реакцию останавливали нагреванием в 
течение 3 мин при температуре около 100 ○С. 
Активность ферментов и скорость реакции оце-
нивали по уровню образовавшегося продукта 
реакции – мочевины, которую определяли с ис-
пользованием коммерческого набора реактивов 
(PZ CORMAY S.A., Польша).

Статистическая обработка результатов. 
Çначение кинетических констант определено с ис-
пользованием первичных данных без линеариза-
ции путем построения нелинейной регрессионной 
модели согласно уравнению Михаýлиса – Мен-
тен с помощью пакета программ SAS Enterprise 
Guide 6.1. Использовали модель y = x/(a + b*x),  
в которой константа а соответствует К

m
/V

max
, а 

константа b – 1/V
max

. Для определения К
m
 АГАТ в 

отношении гАрг определяли начальную скорость 
образования лизина, варьируя концентрацию 
гАрг от 10 до 200 мМ при постоянной концен-
трации глицина в 25 мМ. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
В ходе ýкспериментов с рекомбинантной чело-

веческой АГАТ обнаружено, что под действием 
фермента в среде, содержащей гАрг и глицин, 
идет образование лизина в количествах, ýкви-
молярных снижению концентрации гАрг. Эти 
результаты указывают на то, что гАрг является 
не только продуктом АГАТ, но и может высту-
пать в качестве донора амидиновой группы вме-
сто аргинина. На основании полученных данных 
о начальной скорости образования лизина в за-
висимости от концентрации гАрг (рис. 3) были 
рассчитаны кинетические параметры изучаемой 
реакции (таблица). Была построена регрессион-
ная модель зависимости скорости реакции (V) от 
концентрации субстрата гАрг (S) – V = S/(49,84 
+ 4,15*S), с уровнем статистической значимости  
p = 0,0006. Исходя из равенств 1/V

max
 = 4,15 ± 0,098  

и К
m
/V

max
 = 49,84 ± 4,57, были рассчитаны кине-

тические константы. 

Рис. 3. Диаграмма Лайнуивера – Бýрка зависимости 
скорости реакции, катализируемой аргинин:глицин- 
амидинотрансферазой, от концентрации гомоаргинина 

(гАрг) в двойных обратных координатах

Fig. 3. Lineweaver – Burk plot which illustrates the 
dependence of the reaction rate, catalyzed by argini- 
ne: glycine aminotransferase, on the concentration 
of homoarginine (gArg) in double inverse coordi- 

nates

При концентрации субстратов на уров-
не 10 К

m
 активность АГАТ в отношении гАрг 

была равна 0,22 мкмоль/мин на 1 мг фермен-
та, в то время в отношении аргинина актив-
ность АГАТ в таких же условиях составила  
0,43 мкмоль/мин на мг фермента, что соответ-
ствует максимальной активности АГАТ в отноше-
нии аргинина по данным других исследователей  
(см. таблицу). 
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Активность аргиназы I типа по отношению к 
аргинину составила 48,0 мкмоль/мин на 1 мг фер-
мента, а аргиназы II типа – 11,0 мкмоль/мин на  
1 мг фермента. Активность ýтих аргиназ в отно-
шении гАрг в качестве субстрата при концентра-
ции гАрг 50 мМ для аргиназы I типа и 100 мМ 
для аргиназы II типа не регистрировалась.

ОБСУЖДЕНИЕ 
Согласно полученным данным, К

m
 АГАТ че-

ловека для гАрг в качестве субстрата в пять раз 
выше, чем для аргинина. Следует отметить, что 
в исследованиях рекомбинантной и выделенной 
из тканей почки человеческой АГАТ кинетиче-
ские характеристики оказались сопоставимы [23, 
24]. Активность АГАТ в отношении гАрг также 
примерно в два раза ниже в сравнении с арги-
нином при концентрациях субстратов на уровне  
10 K

m
. Полученные результаты, характеризую-

щие гАрг в качестве субстрата АГАТ в сравнении 
с аргинином, сопоставимы с данными по изуче-
нию активности NO-синтаз в отношении данных 
аминокислот. K

m
 нейрональной и индуцибельной 

NO-синтаз в отношении гАрг в сравнении с ар-
гинином выше в 10 и три раза соответственно. 
В отношении аргинина ýта константа равна 3 и 
13 мкмоль/л для нейрональной и индуцибель-
ной NO-синтазы соответственно [8]. Активность 
ýтих NO-синтаз в отношении гАрг оказалась в 

два раза ниже, чем в отношении аргинина [8, 25]. 
Таким образом, гАрг может рассматриваться в 
качестве субстрата АГАТ, но с меньшим, чем у 
аргинина, сродством, аналогично ситуации c 
NO-синтазами.

Из данных литературы известно, что при на-
следственных нарушениях орнитинового цик-
ла образования мочевины у детей наблюдается 
резкое возрастание в крови и моче содержания 
аргинина и одновременно гАрг [26]. Полученные 
результаты об отсутствии активности аргиназ I и 
II типов в отношении гАрг указывают на то, что 
повышение уровня гАрг при данных состояниях, 
по всей видимости, является результатом утили-
зации избыточных количеств аргинина как в ос-
новной, так и в побочной реакциях, катализиру-
емых АГАТ, и не зависит от снижения скорости 
его гидролиза. Этому соответствует возрастание 
уровня гуанидинуксусной кислоты в условиях ге-
нетических дефектов аргиназы I типа [27]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные в настоящей работе данные о том, 

что гАрг является не только продуктом АГАТ, но 
и дополнительным субстратом, позволили предло-
жить еще один метаболический путь утилизации 
гАрг, помимо известных ранее путей ýкскреции и 
использования гАрг в реакции образования моно-
оксида азота (рис. 4). 

Т а б л и ц а

Кинетические параметры аргинин:глицинамидинотрансферазы человека в отношении аргинина и гомоаргинина  
в качестве субстратов

Субстрат Источник фермента К
m
, мМ V

max
, мкМ/мин/мг Ссылка

Аргинин
Ткань почки 2,5 0,5 [23]

Рекомбинантный фермент 2,0 ± 0,5 0,44 [24]
Гомоаргинин Рекомбинантный фермент 12,0 ± 1,1 0,241 ± 0,006 Данные настоящей работы

Рис. 4. Направления метаболизма L-гомоаргинина у человека, дополненные с учетом полученных данных: 
бо́льшая толщина стрелок указывает на доминирующие направления пути метаболизма 

Fig. 4. Directions of metabolism of L-homoarginine in humans, supplemented with regard to the data obtained: larger 
thickness of the arrows indicates the dominant directions of the path of metabolism
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колонку уравновешивали в течение 4 мин стар-
товой смесью фаз с содержанием 1,5% фазы Б. 
Регистрацию флуоресценции ýлюата проводили 
при длине волны возбуждения 340 и 455 нм испу-
скания. Целесообразность использования раство-
ров L-норвалина в качестве внутреннего стандар-
та для определения аминокислот была показана 
нами ранее [18]. Уровень гАрг контролировали в 
реакционных смесях одновременно с определе-
нием других продуктов реакций. 

В предложенной модификации метода гАрг 
ýлюируется с хорошим разрешением между пика-
ми аланина и тирозина, а пик орнитина – между 
пиками изолейцина и лейцина. Элюция остальных 
аминокислот соответствовала указанному выше 
протоколу определения [17]. В отдельной серии 
ýкспериментов нами установлен предел количе-
ственного определения (LOQ) для гАрг в образ-
цах плазмы крови (0,20 ± 0,05) мкМ, а коýффи-
циент аналитической вариации 3,1% (n = 10). Эти 
аналитические характеристики весьма близки к 
другим современным методам определения гАрг, 
основанным на ВЭЖХ [19].

Определение активности аргиназ. Растворы 
аргиназ перед использованием выдерживали при 
55 ○С в течение 10 мин в присутствии ионов Mn2+, 
20 мМ трис-HCl, pH 8,0, 10 мМ MnCl

2
. Аргиназы 

являются термостабильными ферментами [20], и 
их активация в условиях повышения температуры 
до 50–55 ○С в присутствии ионов металла-кофак-
тора подробно описана [21, 22]. Ферментативную 
реакцию начинали с добавления раствора суб-
страта (аргинин или гАрг), 50 мМ глицин-NaOH 
буфер, рН 9,6. Инкубировали при 37 ○С в тече-
ние 1 ч. Реакцию останавливали нагреванием в 
течение 3 мин при температуре около 100 ○С. 
Активность ферментов и скорость реакции оце-
нивали по уровню образовавшегося продукта 
реакции – мочевины, которую определяли с ис-
пользованием коммерческого набора реактивов 
(PZ CORMAY S.A., Польша).

Статистическая обработка результатов. 
Çначение кинетических констант определено с ис-
пользованием первичных данных без линеариза-
ции путем построения нелинейной регрессионной 
модели согласно уравнению Михаýлиса – Мен-
тен с помощью пакета программ SAS Enterprise 
Guide 6.1. Использовали модель y = x/(a + b*x),  
в которой константа а соответствует К

m
/V

max
, а 

константа b – 1/V
max

. Для определения К
m
 АГАТ в 

отношении гАрг определяли начальную скорость 
образования лизина, варьируя концентрацию 
гАрг от 10 до 200 мМ при постоянной концен-
трации глицина в 25 мМ. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
В ходе ýкспериментов с рекомбинантной чело-

веческой АГАТ обнаружено, что под действием 
фермента в среде, содержащей гАрг и глицин, 
идет образование лизина в количествах, ýкви-
молярных снижению концентрации гАрг. Эти 
результаты указывают на то, что гАрг является 
не только продуктом АГАТ, но и может высту-
пать в качестве донора амидиновой группы вме-
сто аргинина. На основании полученных данных 
о начальной скорости образования лизина в за-
висимости от концентрации гАрг (рис. 3) были 
рассчитаны кинетические параметры изучаемой 
реакции (таблица). Была построена регрессион-
ная модель зависимости скорости реакции (V) от 
концентрации субстрата гАрг (S) – V = S/(49,84 
+ 4,15*S), с уровнем статистической значимости  
p = 0,0006. Исходя из равенств 1/V

max
 = 4,15 ± 0,098  

и К
m
/V

max
 = 49,84 ± 4,57, были рассчитаны кине-

тические константы. 

Рис. 3. Диаграмма Лайнуивера – Бýрка зависимости 
скорости реакции, катализируемой аргинин:глицин- 
амидинотрансферазой, от концентрации гомоаргинина 

(гАрг) в двойных обратных координатах

Fig. 3. Lineweaver – Burk plot which illustrates the 
dependence of the reaction rate, catalyzed by argini- 
ne: glycine aminotransferase, on the concentration 
of homoarginine (gArg) in double inverse coordi- 

nates

При концентрации субстратов на уров-
не 10 К

m
 активность АГАТ в отношении гАрг 

была равна 0,22 мкмоль/мин на 1 мг фермен-
та, в то время в отношении аргинина актив-
ность АГАТ в таких же условиях составила  
0,43 мкмоль/мин на мг фермента, что соответ-
ствует максимальной активности АГАТ в отноше-
нии аргинина по данным других исследователей  
(см. таблицу). 
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Активность аргиназы I типа по отношению к 
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мента, а аргиназы II типа – 11,0 мкмоль/мин на  
1 мг фермента. Активность ýтих аргиназ в отно-
шении гАрг в качестве субстрата при концентра-
ции гАрг 50 мМ для аргиназы I типа и 100 мМ 
для аргиназы II типа не регистрировалась.

ОБСУЖДЕНИЕ 
Согласно полученным данным, К

m
 АГАТ че-
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10 K

m
. Полученные результаты, характеризую-
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m
 нейрональной и индуцибельной 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные в настоящей работе данные о том, 
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Т а б л и ц а

Кинетические параметры аргинин:глицинамидинотрансферазы человека в отношении аргинина и гомоаргинина  
в качестве субстратов

Субстрат Источник фермента К
m
, мМ V

max
, мкМ/мин/мг Ссылка

Аргинин
Ткань почки 2,5 0,5 [23]

Рекомбинантный фермент 2,0 ± 0,5 0,44 [24]
Гомоаргинин Рекомбинантный фермент 12,0 ± 1,1 0,241 ± 0,006 Данные настоящей работы

Рис. 4. Направления метаболизма L-гомоаргинина у человека, дополненные с учетом полученных данных: 
бо́льшая толщина стрелок указывает на доминирующие направления пути метаболизма 

Fig. 4. Directions of metabolism of L-homoarginine in humans, supplemented with regard to the data obtained: larger 
thickness of the arrows indicates the dominant directions of the path of metabolism
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требует уточнения. Обнаружение протективного 
ýффекта при введении дополнительных количеств 
гАрг на фоне развития инсульта и инфаркта в 
ýксперименте подтверждает наличие собственно-
го метаболического значения у данной аминокис-
лоты [3, 28]. 

Особенный интерес для клинической медицины 
представляет тот факт, что метаболическое 
действие гАрг наблюдается даже в условиях 
простого алиментарного введения аминокислоты 
вместе с пищей [28]. Полученные результаты 
указывают, что метаболические ýффекты гАрг 
могут быть связаны не только c синтезом NO, 
но и с улучшением ýнергетического статуса клет-
ки за счет активации синтеза креатина. Следова-
тельно, существенное влияние на ýффективность 
применения гАрг в качестве терапевтического 
агента может оказывать наличие мутаций в генах 
ферментов пути образования креатина. Как 
известно, уровень гАрг в плазме крови связан 
с генетическими вариантами АГАТ у человека 
[3], частота которых варьирует в различных 
ýтнических группах [7]. Отсутствие активности 
аргиназ в отношении гАрг указывает, что 
снижение уровня гАрг в крови при сердечно-
сосудистых заболеваниях, по всей видимости, 
не связано с обнаруживаемым при данных 
состояниях повышением активности аргиназ 
и является еще одним аргументом в пользу 
того, что гАрг – не просто маркер-«свидетель» 
метаболических изменений, а значимый участник 
биохимических путей человека.
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Таким образом, оценка гАрг лишь как «побоч-
ного продукта» пути биосинтеза креатина, толь-
ко как «свидетеля» метаболических изменений 
требует уточнения. Обнаружение протективного 
ýффекта при введении дополнительных количеств 
гАрг на фоне развития инсульта и инфаркта в 
ýксперименте подтверждает наличие собственно-
го метаболического значения у данной аминокис-
лоты [3, 28]. 

Особенный интерес для клинической медицины 
представляет тот факт, что метаболическое 
действие гАрг наблюдается даже в условиях 
простого алиментарного введения аминокислоты 
вместе с пищей [28]. Полученные результаты 
указывают, что метаболические ýффекты гАрг 
могут быть связаны не только c синтезом NO, 
но и с улучшением ýнергетического статуса клет-
ки за счет активации синтеза креатина. Следова-
тельно, существенное влияние на ýффективность 
применения гАрг в качестве терапевтического 
агента может оказывать наличие мутаций в генах 
ферментов пути образования креатина. Как 
известно, уровень гАрг в плазме крови связан 
с генетическими вариантами АГАТ у человека 
[3], частота которых варьирует в различных 
ýтнических группах [7]. Отсутствие активности 
аргиназ в отношении гАрг указывает, что 
снижение уровня гАрг в крови при сердечно-
сосудистых заболеваниях, по всей видимости, 
не связано с обнаруживаемым при данных 
состояниях повышением активности аргиназ 
и является еще одним аргументом в пользу 
того, что гАрг – не просто маркер-«свидетель» 
метаболических изменений, а значимый участник 
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Homoarginine, the methylene homologue of arginine,  
as a substrate of human arginine:glycine amidinotransferase and arginases

Alekseevskaya E.S.1, 2, Subbotina T.F.1, 2, Zhloba A.A.1, 2
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ABSTRACT

L-homoarginine (hArg) is a non-coding amino acid, the blood level reduction of which is associated with an 
increased risk of stroke and heart attack. In humans and animals, hArg is mainly formed during the reaction 
catalyzed by the enzyme of the metabolic pathway of creatine biosynthesis:arginine: glycine amidotransferase 
(AGAT, EC 2.1.4.1), in the case where L-lysine acts instead of glycine as an acceptor of the arginine amidine 
group. It has been shown that hArg can serve for nitric oxide biosynthesis which is seemed a single significant 
enzymatic pathway established for hArg. 

The aim of this study was to investigate hArg as a substrate human AGAT and arginases. 

Materials and methods. In experiments with recombinant enzymes we established that Km for hArg in the 
reaction catalyzed by AGAT towards the formation of guanidinoacetic acid is 12.0 ± 1.1 mM. In reactions 
catalyzed by both types of arginase activity against hArg, unlike arginine, was not detected. 

Conclusions. Thus, the present study established that hArg may be considered as a substrate of AGAT 
additionally to nitric oxide synthases. Metabolic value of hArg, in addition to regulation of vascular tone, 
can be associated with cell energy metabolism. According to our data a decrease of hArg blood levels in 
cardiovascular diseases appears to be unrelated to a detectable increase of arginase activity.

Key words: homoarginine, arginine:glycine amidinotransferase, arginase, creatine, guanidinoacetic acid. 
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РЕЗЮМЕ

Сложность дифференциальной диагностики болезни Паркинсона на начальных и доклинических 
стадиях требует поиска информативных, инструментальных методов исследования. Наряду с магнитно-
резонансной томографией в последние годы для диагностики болезни Паркинсона большое внимание 
уделяется ультразвуковому исследованию, в частности транскраниальной сонографии (ТКС), состояния 
черной субстанции головного мозга. Несмотря на широкое обсуждение результатов ультразвукового 
исследования при болезни Паркинсона, остаются дискутабельными вопросы динамики феномена 
гиперэхогенности черной субстанции в зависимости от клинических форм и стадии заболевания. 

Целью настоящего исследования является изучение вариантов изменений черной субстанции голов-
ного мозга по данным ТКС у пациентов с болезнью Паркинсона в зависимости от клинической формы 
и стадии заболевания. 

Материалы и методы. Обследованы 100 пациентов с болезнью Паркинсона методом ТКС через височное 
окно с применением ультразвукового сканера Toshiba Aplio 500 (Япония) с помощью секторного датчика 
с частотой 2,5 мГц. 

Результаты. Выявлено, что асимметричный вариант изменений черной субстанции превалировал 
в каждой клинической группе больных и чаще регистрировался при акинетико-ригидной форме, 
наибольшие изменения наблюдали во II и III стадии болезни.

Ключевые слова: болезнь Паркинсона, транскраниальная сонография, черная субстанция.
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ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Паркинсона – ýто наиболее распро-

страненное хроническое нейродегенеративное за-
болевание с преимущественным поражением чер-

ной субстанции головного мозга, приводящее к 
дефициту дофамина и характеризующееся выра-
женным двигательным дефицитом и нарастающей 
инвалидизацией [1]. Вопросы диагностики болез-
ни Паркинсона на сегодняшний день не утратили 
своего значения и продолжают оставаться в цен-
тре внимания врачей различных специальностей. 
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