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Пропаргілгліцин відновлює ендотелійзалежне  
розслаблення гладеньких м’язів аорти у старих щурів

Ендотелійзалежне розслаблення гладеньких м’язів (ГМ) судин забезпечує розвиток фундаментальних 
судинних реакцій, а його порушення лежить в основі асоційованих зі старінням серцево-судинних 
захворювань. Вивчали вплив блокади ферменту (de novo) синтезу сірководню – цистатіонін-γ-ліази 
(CSE) на ендотелійзалежне розслаблення ГМ грудної аорти старих щурів. Встановлено, що дода-
вання до перфузату пропаргілгліцину (ПГ) – інгібітора активності CSE, відновлювало пригнічене 
у старих щурів ацетилхолініндуковане розслаблення ГМ аорти. Середнє значення його амплітуди 
збільшувалось з 13,4±1,3 до 49,5±4,7%. Цей ефект знімався блокадою синтезу оксиду азоту (NO). 
Показано зменшення з віком вмісту внутрішньомітохондріальних пулів H2S, NO2

- серця та актив-
ності ферменту конститутивного синтезу NO – cNOS. Встановлено, що введення ПГ значною 
мірою відновлювало пули H2S (збільшувалися на 112 %) та NO2

- (збільшувалися на 162 %), а також 
стимулювало знижену активність конститутивної NO-синтази (збільшувалася майже втричі) у 
серці. Таким чином, ПГ здатен відновлювати пригнічене ендотелійзалежне розслаблення ГМ аорти 
старих щурів за допомогою стимуляції синтезу H2S та NO.
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ВСТУП 

Відомо, що при старінні збільшується ризик 
розвитку серцево-судинних захворювань 
[1, 2]. Основною причиною цього є те, що 
з віком розвивається дисфункція ендотелію 
судин. Остання зумовлена, в т.ч. порушен-
ням синтезу оксиду азоту (NO), що вини-
кає через окисний стрес, якому належить 
провідна роль у процесі старіння. NO, крім 
вазодилататорного ефекту має багато інших 
важливих властивостей: модулює вивіль-
нення вазоактивних медіаторів, пригнічує 
адгезію лейкоцитів, експресію прозапальних 
генів, адгезію та агрегацію тромбоцитів, ін-
гібує міграцію та проліферацію гладеньких 
м’язів (ГМ) [3, 4]. Важливим механізмом 
порушення NO-синтезувальної функції 
ендотелію за умов старіння є зниження ак-
тивності його конститутивної NO-синтази 
(cNOS) [5, 6].

Останнім часом у літературі з’являється 
все більше даних про кардіо- та васкулопро-
текторний вплив сірководню (H2S) [7]. H2S 
разом з NO і CO відносять до родини газових 
трансмітерів. Слід зазначити, що раніше вони 
розглядалися виключно, як токсичні моле-
кули доки не стало відомо про їх ендогенну 
продукцію та біологічні ефекти в організмі. 
Унікальність газових трансмітерів полягає в 
тому, що вони легко проникають крізь клі-
тинні мембрани, не зв’язуються ні з якими 
рецепторами на їх поверхні, взаємодіють 
безпосередньо з внутрішньоклітинними 
структурами. Молекулярними мішенями 
для H2S є ферменти, фактори транскрипції 
та мембранні іонні канали [8]. Одним із 
ферментів de novo синтезу H2S у судинній 
системі є цистатіонін-γ-ліаза (CSE), яка 
значною мірою, інгібується пропаргілгліци-
ном (ПГ). Останні дослідження переконливо 
доводять, що кардіопротектекція зумовлена 
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сірководнем, синтезованим в організмі саме 
CSE-залежним шляхом [9–11]. 

Великий інтерес викликає питання взає-
модії H2S і NO. Біохімічні її аспекти супере-
чливі і до кінця не визначені. Деякі автори 
вказують на стимулювальний вплив кожного 
із двох газотрансмітерів на продукцію та 
функцію іншого, а деякі роблять цілком 
протилежні висновки про їх взаємовплив 
[11–13]. 

Метою нашої роботи було дослідити роль 
CSE-залежного шляху синтезу H2S у ендоте-
лійзалежному розслабленні гладеньких м’язів 
(ГМ) судин у старих тварин та встановити 
особливості дії ПГ на мітохондріальний син-
тез сірководню та NO .

МЕТОДИКА

Дослідження проведені на 10 дорослих віком 
8 міс та 17 старих віком 22–24 міс щурах-сам-
цях лінії Вістар масою 300–350 г з дотриман-
ням усіх вимог щодо робіт з лабораторними 
тваринами (міжнародна конвенція, Страсбург, 
1986). 

Скоротливу активність ГМ аорти дослід-
жували за допомогою спеціальної камери, яка 
складалася з комірки для перфузії, механое-
лектричного перетворювача 6МХ1С, темпе-
ратурного датчика, нагрівальних елементів, 
системи перфузійних розчинів.

Для перфузії використовували розчин 
Кребса такого складу (ммоль/л): NaCl – 133; 
KCl – 4,7; NaHCO3 – 16,3; NaH2PO4 – 1,38; 
MgCl2 – 1,05; глюкоза – 12; CaCl2 – 2,5. 
Температура і pH розчинів відповідали фі-
зіологічній нормі. Після декапітації грудну 
порожнину розтинали та виділяли сегмент 
грудної аорти довжиною 3–4 см. Його ре-
тельно очищували від сполучної тканини та 
розрізали на кільцеві препарати товщиною 
1–1,5 мм з урахуванням циркуляційної орі-
єнтації гладеньком’язового шару (під кутом 
приблизно 45º від повздовжньої осі судини). 
Далі препарат поміщали у комірку для перфу-
зії, фіксуючи за допомогою двох гачків, один 

з’єднувався з механоелектричним перетво-
рювачем, а другий – через блок до вантажу. 
Препарат аорти розтягували з силою 7–8 мН 
і залишали для стабілізації режиму роботи на 
25–30 хв, перфузуючи його розчином Кребса.

Для активації ГМ аорти до перфузуючого 
розчину додавали норадреналін (10-5 моль/л, 
“Sigma”, США). Стійкий рівень норадрена-
лінзалежного скорочення («плато») приймали 
за 100 %. Від нього проводили розрахунки 
зміни амплітуди ендотелійзалежних скорот-
ливих реакцій ГМ аорти на ацетилхолін (10-5 
моль/л, ”Sigma”, США).

Активність ферментів CSE та NOS при-
гнічували за допомогою ПГ (10-3 моль/л, 
“Sigma”, США) та L-NAME (3 . 10-4 моль/л, 
“Sigma”, США) відповідно, через інкубацію 
препаратів аорти впродовж 30 хв і додавання 
блокаторів у перфузійні розчини.

Вивчали мітохондрії серця дорослих і 
старих щурів, у яких визначали зміни пулів 
H2S, вмісту стабільного метаболіту NO – ні-
трит-аніона (NO2

-) та активність ферменту 
конститутивного кальційзалежно синтезу NO 
– cNOS при внутрішньом’язовому введенні 
ПГ за 30 хв до декапітації тварин. Після цього 
у тварин з тканин серця виділяли мітохондрії 
послідовним центрифугуванням гомогенату. 
Осад мітохондрій суспендували у невелико-
му об’ємі середовища без додавання ЕДТА 
і зберігали при 4 °С. Вміст загального білка 
в суспензії мітохондрій досліджували за ме-
тодом Лоурі.

Для визначення вмісту H2S до аліквот 
проб додавали 0,5 мл 1%-го розчину ацетату 
цинку, інкубували при 37,5ºС протягом 10 хв, 
далі додавали 0,5 мл 20 ммоль/л розчину N, 
N-DPD (диметил-п-фенілендиамін) та 0,5 мл 
30  ммоль/л розчину FeCl3. Після інкубації 
в темряві на холоді досліджували оптичну 
густину при λ=670 нм [14].

Вміст NO2
- досліджували в безбілкових 

аліквотах мітохондрій серця в колориме-
тричній реакції за допомогою реактиву Гріса 
методом Гріна в нашій модифікації. Реактив 
Гріса готували, змішуючи рівні частини 
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0,1%-го водного розчину нафтилетилендиа-
міндигідрохлориду (“Sigma”, США) з 1%-м 
розчином сульфаніламіну (“Sigma”, США) 
в 5 % Н3РО4 (ч.д.а.) безпосередньо перед 
визначенням. Вміст NO2

– розраховували за 
допомогою калібрувальної кривої, побудова-
ної з використанням NaNO2 (х.ч.).

Для визначення кальційзалежної актив-
ності NOS (використовували комбінацію 
класичного методу та сучасну його модифі-
кацію, пристосовану до спектрофотометрич-
ного вимірювання одного з продуктів реакції 
L-цитруліну. Вміст цитруліну досліджували 
за допомогою високочутливого колориме-
тричного методу [15]. Активність ферменту 
cNOS виражали в пікомолях новоутвореного 
L-цитруліну за 1 хв у розрахунку на 1 мг за-
гального білка в пробі [16, 17].

Отримані результати обробляли метода-
ми варіаційної статистики з використанням 
програм Excel (MS Office XP) та Origin 6.0 
(Microcal Inc., США). Значення Р<0,05 вва-
жали статистично достовірними.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Досліди показали, що додавання ацетилхо-
ліну до буферного розчину Кребса завжди 
викликало типове розслаблення преакти-
вованих норадреналіном ГМ грудної аорти 
дорослих щурів (рис. 1, 2). Середнє значення 
амплітуди становило 64,9±3,5 % (n=10). Рані-
ше проведені експерименти на деендотелізо-
ваних препаратах ГМ аорти встановили, що 
таке розслаблення залежить від ендотелію 

[18, 19]. У старих щурів ацетилхолін тієї 
самої концентрації викликав розслаблення 
ГМ грудної аорти амплітудою майже в 5 ра-
зів меншою від контролю (13,4±1,3 %; n=17; 
див. рис. 1, 2).

Аналіз отриманих результатів свідчить 
про те, що у старих щурів порушується 
ендотелійзалежне розслаблення ГМ аорти. 
Водночас відомо, що реакції ГМ аорти на 
агоністи незалежні від ендотелію, наприклад 
нітропрусид натрію, з віком не втрачаються і 
відтворюються майже без змін. Отже, пору-
шується саме ендотелійзалежний компонет 
їх релаксації [18, 20].

Після додавання до буферного розчину 
ПГ і інкубації в ньому препарату ГМ аорти 
старих щурів впродовж 30 хв амплітуда роз-
слаблення на дію ацетилхоліну достовірно 
збільшувалася майже у 4 рази порівняно 
з такими без блокатора (49,5±4,7 %; n=10; 
рис. 1, 2). 

Нами було зроблено припущення, що в 
основі відновлення ацетилхолініндукованого 
розслаблення ГМ аорти старих щурів за умов 
H2S-блокади лежить збільшення секреції 
ендотеліальними клітинами оксиду азоту. 
Для підтвердження цього ми провели серію 
дослідів з одночасним блокуванням синтезу 
H2S і NO, а саме додаванням до буферного 
розчину ПГ та L-NAME (інкубація впродовж 
30 хв препарату ГМ аорти старих щурів). При 
цьому ми спостерігали значне зменшення 
амплітуди розслаблення ГМ аорти у відповідь 
на ацетилхолін (3,0±1,8 %; n=5; див. рис. 1, 
2; P<0,05). 

Рис. 1. Зміна ацетилхолініндукованого розслаблення гладеньких м’язів (ГМ) аорти під дією пропаргілгліцину (ПГ) та 
L-NAME: 1 – дорослі щури (контроль), 2 – старі щури, 3 – старі щури при дії ПГ, 4 – старі щури при дії ПГ і L-NAME. 
Темна лінія під кривими – тривалість дії ацетилхоліну (10-5 моль/л). Переривчаста – вихідний рівень (внизу) тонічного 
напруження ГМ і заданий рівень (зверху) їх активації після введення норадреналіну, що приймається за 100 %. Стрілкою 
позначено початок активації ГМ
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Для встановлення зміни пулів H2S і NO 
та активності cNOS була проведена серія 
біохімічних дослідів. Показано, що в міто-
хондріях серця суттєво знижується вміст 
стаціонарних пулів H2S (2,35±0,25 нмоль/мг 
білка, P<0,05) Застосування ПГ (10-4 моль/л) 
у дослідах in vivo парадоксально змінило 
досліджувані біохімічні показники у мі-
тохондріях серця. А саме транзиторні внут

рішньомітохондріальні пули H2S повністю 
нормалізувалися (4,98±0,75 нмоль/мг білка, 
P<0,05) після короткочасного введення ПГ, а 
не ще більше знизились, як того можна було 
очікувати (рис. 3). Зниження стаціонарних 
пулів H2S у мітохондріях серця, які є місцем 
як його синтезу, так і, особливо, деградації, 
вказує як на можливе інгібування ендо-
генного біосинтезу, так і/або на активацію 

Рис. 2. Вплив пропаргілгліцину (ПГ) та L-NAME на ацетилхолініндуковане розслаблення гладеньких м’язів (ГМ) аорти 
тварин різного віку: 1 – дорослі (контроль), 2 – старі щури (контроль), 3 – старі щури при дії ПГ, 4 – старі щури при од-
ночасній дії ПГ та L-NAME. *Р<0,05 відносно контролю; **Р<0,05 відносно старих тварин. ***P<0,05 відносно старих 
тварин при дії ПГ
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Рис. 3. Вплив пропаргілгліцину (ПГ) на на внутрішньомітохондріальні пули сірководню (H2S): 1 – дорослі щури (конт
роль), 2 – старі щури, 3 – старі щури після введення ПГ. *Р<0,05 відносно контролю. **Р<0,05 відносно старих тварин
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деградації (окиснення до іонів сульфату в 
мітохондріях ферментом сульфітоксида-
зою). Дискусійним залишається питання 
про причину збільшення продукції H2S при 
блокуванні одного з трьох ферментів його 
(de novo) синтезу в серцево-судинній сис-
темі. Можливо, активуються альтернативні 
шляхи синтезу сірководню або має значення 
антиокcидантна активність ПГ.

Також нами було показано, що в мітохон-
дріях серця старих щурів знижується актив-
ність cNOS (1,84 ±0,26 пмоль/хв . мг білка, 
P<0,05) та вміст пулів стабільного метабо-
літу NO – NO2

- (132,4 ±12,7 пмоль/мг білка, 
P<0,05; рис. 4, 5). 

Введення ПГ старим тваринам стимулю-
вало активність cNOS (5,44 ±1,14 пмоль/
хв .  мг білка, P<0,05; див. рис. 5) та збіль-
шувало внутрішньомітохондріальні пули 
NO2

– (347,33±37,2 пмоль/мг  білка, P<0,05; 
див. рис. 4).

В основі пошкодження ендотеліоцитів 
і розвитку їх дисфункції при старінні є 
окисний стрес, який, очевидно, викликаний 
гіперпродукцією супероксид-аніона (О2

-). З 
віком у судинах збільшується його продук-
ція та підвищується експресія компонентів 
НАДФН-оксидази – основного джерела 

О2
-  в клітині [18, 21–24]. Відомо, що су-

пероксид-аніон може взаємодіяти з NO з 
утворенням пероксинітриту (ONOO-) [25]. 
Останній є високореакційною сполукою, на 
відміну від О2

-, легко проникає у клітину 
та спричиняє окиснювальні модифікації 
макромолекул: ліпідів, білків, ДНК. Вплив 
пероксинітриту на білки відображає нітроти-
розин, що є маркером окисного стресу і вміст 
якого підвищується з віком в ендотеліальних 
клітинах [26]. 

Ми вважаємо, що ПГ відновлює ендо-
теліальну функцію у судинах старих щурів 
внаслідок збільшення продукції сірковод-
ню, яке насамперед зумовлене активацією 
альтернативних шляхів його синтезу. Двома 
іншими ферментами синтезу H2S в організмі 
є 3-меркаптопіруват-сульфуртрансфераза та 
цистатіонін-ß-синтаза. Відомо, що одним із 
головних механізмів кардіо- і васкулопро-
текторного ефекту сірководню є його анти-
оксидантний вплив. Вважають, що цей газ 
може пригнічувати продукцію, зв’язувати і 
нейтралізувати супероксид-аніон, пероксині-
трит, пероксид водню [27–29]. Пригнічення 
утворення супероксиду в ендотеліальних 
і клітинах ГМ відбувається за допомогою 
інгібування сірководнем експресії та актив-

Рис. 4. Вплив пропаргілгліцину (ПГ) на пули NO2
- в мітохондріях тварин різного віку: 1 – дорослі щури (контроль),  

2 – старі щури, 3 – старі щури після введення ПГ. *Р<0,05 відносно контролю. **Р<0,05 відносно старих тварин
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ності НАДФН-оксидази [30]. З іншого боку, 
дослідження встановили, що захоплення 
та/чи утилізація супероксид-аніона значно 
поліпшували ендотеліальну функцію як у 
тварин, так і людей відновленням біодоступ-
ності NO [23, 24, 31]. Також показано, що H2S 
підвищує активність таких власних ендоген-
них антиоксидантів, як супероксиддисмутаза, 
глутатіонпероксидаза та глутатіонредуктаза 
[28, 29, 32].

Цікаво, що сірководень може відновлювати 
NO-синтезувальну функцію ендотелію не лише 
завдяки своїм антиоксидантним властивостям, 
але й внаслідок прямого впливу на ендоте-
ліальні клітини чи безпосередньої активації 
cNOS. Нещодавно в літературі з’явилися дані 
про те, що H2S стимулює фактор росту ендоте-
лію судин. Останній активує в ендотеліальній 
клітині PI3K/Akt-сигнальний шлях, завдяки 
чому відбувається фосфорилювання і активація 
eндотеліальної NOS зі збільшенням продукції 
NO [11]. Дані інших досліджень вказують на 
те, що CSE-синтезований H2S може безпосе-
редньо фосфорилювати cNOS і, як наслідок, 
збільшувати продукцію NO в ендотеліоцитах 
і відновлювати ендотеліальну функцію [33].

Ми вважаємо, що блокування CSE активує 
альтернативні шляхи синтезу H2S, який у 
свою чергу завдяки власним антиоксидант-
ним властивостям і за допомогою прямого 
впливу на ендотелій відновлює біодоступ-
ність NO і збільшує ендотелійзалежне роз-
слаблення ГМ аорти старих щурів.

ВИСНОВКИ

1. Блокатор ферменту de novo синтезу сір-
ководню CSE ПГ відновлював ушкоджене у 
старих щурів ацетилхолініндуковане розсла-
блення ГМ аорти.

2. Блокада ферменту синтезу оксиду азоту 
перешкоджала відновленню ацетилхолінін-
дукованого розслаблення ГМ аорти старих 
щурів у відповідь на дію ПГ.

3. Застосування ПГ викликало збільшення 
знижених у старих тварин внутрішньомі-
тохондріальних пулів H2S та NO2

-.
4. Введення ПГ стимулювало знижену 

активність cNOS у старих щурів.
5. ПГ відновлював ендотеліальну функ-

цію у старих щурів. В основі цих ефектів бло-
катора лежить збільшення вмісту H2S та NO.

Рис. 5. Вплив пропаргілгліцину (ПГ) на активність ферменту (de novo) синтезу NO cNOS в мітохондріях серця тварин 
різного віку: 1 – дорослі щури (контроль), 2 – старі щури, 3 – старі щури після введення ПГ. *Р<0,05 відносно контролю. 
**Р<0,05 відносно старих тварин
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К.О. Драчук, А.В. Коцюруба, О.В. Базилюк,  
Л.Г. Степаненко, В.Ф.Сагач 

Пропаргилглицин восстанавливает 
эндотелийзависимое расслабление 
гладких мышц аорты у старых крыс

Изучали влияние блокады фермента (de novo) синтеза 
сероводорода (H2S) цистатионин-γ-лиазы (CSE) на эндо-
телийзависимое расслабление гладких мышц (ГМ) грудной 
аорты старых крыс. Показано, что блокирование CSE 
пропаргилглицином (ПГ) восстанавливало поврежденное 
у старых крыс ацетилхолининдуцированное расслабление 
ГМ аорты. Данный эффект предотвращался блокадой 
синтеза оксида азота в эндотелиоцитах. Установлены 
возрастные изменения внутримитохондриальных пулов 
H2S, NO2

- сердца и активности фермента конститутивного 
синтеза NO – cNOS. Показано, что введение ПГ увели-
чивало редуцированные у старых животных внутрими-
тохондриальные пулы H2S (на 112 %) и NO2

- (на 162 %) 
в сердце. Показано, что ПГ стимулировал сниженную у 
старых крыс активность cNOS. Полученные результаты 
дают основание полагать, что ПГ путем блокирования 
одного из трех ферментов (de novo) синтеза сероводорода 
в организме активирует альтернативные пути его образова-
ния. А синтезированный таким образом сероводород бла-
годаря стимуляции синтеза NO способен восстанавливать 
эндотелиальную функцию у старых крыс.
Ключевые слова: пропаргилглицин, сероводород, цис
татионин-γ-лиаза, ацетилхолин, оксид азота, эндотелий, 
гладкие мышцы, аорта, старение, окислительный стресс.

K.O. Drachuk, A.V. Kotsjuruba, O.V. Bazilyuk, 
L.G. Stepanenko, V.F. Sagach 

Propargylglycine restores 
endothelium-dependent relaxation 
of aortic smooth muscles in old 
rats

In the study we investigated the effect of blockade сystathionine- 
γ -lyase (CSE), an enzyme of hydrogen sulfide (H2S) (de 
novo) synthesis on the endothelium-dependent relaxation of 
aortic smooth muscle (SM) in old rats. It has been shown that 
an inhibition of CSE by propargylglycine (PAG) results in 
restoration of a decreased ACh-induced relaxation of aorta in 
old rats. This  effect of PAG was removed by blocking nitric 
oxide (NO) synthesis in the endothelial cells. Age-related 
changes in the levels of H2S, NO2

- and enzyme activity of 
the constitutive synthesis of NO (cNOS) in the heart, were 
determined. It has been shown that PAG introduction elevates 
a decreased levels of H2S, NO2

- 
 and stimulates the suppressed 

activity of cNOS in old rats. These results suggest that PAG 
activates alternative ways of H2S synthesis and stimulates the 
constitutive synthesis of NO. These actions of PAG restore 
endothelial function in old rats.
Key words: propargylglycine, hydrogen sulfide, cystathionine-

γ-lyase, acetylcholine, nitrogen oxide, endothelium, smooth 
muscle, aorta, aging, oxidative stress.
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