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Метою роботи було перевірити здатність ендотеліального моноцитактивуючого фактора ІІ 
(EMAP II) впливати на вільнорадикальний стан серця і судин, на відновлення спряженого стану 
конститутивних ізоформ NO-синтаз (сNOS) та кардіогемодинаміку у щурів зі спонтанною 
гіпертензією. Встановлено, що унаслідок інгібування оксидативного і нітрозативного окисного 
стресу EMAP II швидко нормалізує порушений за гіпертензії конститутивний de novo синтез оксиду 
азоту (NO) в серці й аорті щурів завдяки відновленню спряженого стану сNOS. Це сприяло поліп-
шенню показників насосної функції серця (ударний об’єм збільшувався на 18,2 %, хвилинний об’єм 
крові - на 22 %), зниженню на 23,2 % артеріальної жорсткості, поліпшенню процесу релаксації 
лівого шлуночка внаслідок зниження в 4,7 раза кінцево-діастолічної жорсткості міокарда. 
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ВСТУП

В частині І ми показали, що одним із ме-
ханізмів розвитку порушень редокс- ста-
тусу клітин серця і судинної стінки, що 
зумовлюють дисфункцію цих органів за 
гіпертензії, може бути індукція неспряженого 
стану конститутивних NO-синтаз (еNOS і/
чи nNOS), яка супроводжується знижен-
ням конститутивного синтезу оксиду азоту 
(NO) і зростанням утворення супероксид-
аніона (•О2

-) і його токсичних похідних – 
пероксинітриту (ONOO-) та гідроксильного 
аніон-радикала (•OH). В умовах окисного 
стресу відбувається глутатіонування SH-груп 
цистеїну в молекулі ендотеліальної NOS 
(еNOS) окисненим глутатіоном, що і спричи-
няє її неспряження [1-3]. Дані останніх дос-

лід жень свідчать, що неспряження еNOS мо же 
бу ти також результатом впливу активованих 
при запаленні моноцитів [4]. Саме здатність 
акти вувати ендотеліальні клітини і моноцити 
спо ну кала авторів, які вперше описали ен-
дотеліальний моноцитактивуючий фак тор 
ІІ (EMAP II), назвати його таким чином 
[5]. Крім того, було показано, що він відіг-
рає важливу роль у розвитку запалення, 
апоптозу та ангіогенезу [6], а також здатен 
збільшувати проникність кровотканинного 
бар’єра [7]. Ці властивості EMAP II спону-
кали дослідників до вивчення його як мож-
ли вого протипухлинного агента [8] чи 
зас то сування його блокади для активації ан-
гіо генезу та покращення функції серця при 
експе риментальному інфаркті міокарда [9]. З 



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 312

іншого боку, була показана здатність EMAP 
II стимулювати експресію індуцибельної 
NOS (іNOS) та збільшувати ендотелій- та 
NO-залежну дилатацію легеневої артерії 
[10], тобто збільшувати синтез NO, з нашо-
го погляду, ймовірно, внаслідок здатності 
відновлювати спряжений стан неспряженої 
сNOS. 

Мета нашої роботи – перевірити здатність 
EMAP II впливати на вільнорадикальний стан 
серця і судин, на відновлення спряженого 
стану сNOS та кардіогемодинаміки у щурів 
зі спонтанною гіпертензією. 

МЕТОДИКА

Дослідження проводили на 6-місячних 
щурах-самцях лінії Вістар та зі спонтанною 
гіпертензією. Всі експериментальні проце-
дури виконано згідно з Європейською Ди-
рек ти вою Ради Громад від 24 листо па да 
1986р. (86/609/ЕЕС). Щурів нарко ти зували 
за допомогою уретану (1,25 г/кг, внут-
рішньоочеревинно). ЕМАР II вводили одно-
разово (внутрішньовенно по10 мкл розчину, 
що містив 0,85 мкг цього фактора в 0,5 мл 
0,9%-го NaCl). Застосовували ста бі лізова-
ний 1,5%-м декстраном-70 ліо фі лізований 
реком бінантний бі лок ЕМАР II людини (169 
амінокислот них за лиш ків, молекуляр на ма-
са 18535 Да), отри маний у відділі білкової 
інже нерії та біо інформатики Інституту 
молекулярної біо логії  і  генетики НАН 
Украї ни (керівник - член-кор. НАН України 
А.І .Корнелюк) методом бактеріальної 
експресії. Після введення ЕМАР II негайно 
визначали фізіологічні показники, а через 
30 хв тварин декапітували, відбирали серце 
та аорту і на холоді готували їх гомогенати 
для визначення біохімічних показників. 
Фізіологічні і біохі міч ні методи досліджен-
ня про водили як описано в частині І цієї 
ро боти. Отримані ре зультати представлено 
у відсотках відносно контролю, значення в 
якому приймали за 100 %. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Введення EMAP II сприяло поліпшенню 
показників насосної функції серця у щурів 
зі спонтанною гіпертензією: ударний об’єм 
збільшився на 18,2 %, хвилинний об’єм кро-
ві - на 22 % (рис. 1,а). При цьому кінцево-
систолічний і кінцево-диастолічний тиск у 
них достовірно не змінювалися, проте на  
23,2 % знижувалась артеріальна жорсткість 
(див. рис. 1,б), що може бути причиною 
погіршен ня скорочувальної активності 
міокарда і свідчить про зниження пери фе-
ричного опору судин. Так, максимальна 
швидкість наростання тиску лівого шлуночка 
(dP/dt max) після введення ЕМАР ІІ збіль-
шилася на 14,8 %, у той час як максимальна 
і кінцево-систолічна жорсткість міокарда, 
які були підвищені у шурів зі спонтанною 
гіпертензією у 2,2 і 1,9 раза відповідно 
порівняно з показниками контрольної групи, 
зменшилися в 1,9 і 2,2 раза відповідно і , 
таким чином, після введення EMAP II ці 
показники достовірно не відрізнялися від 
контролю. 

Після введення EMAP II у щурів зі 
спонтанною гіпертензією в 4,7 раза зни-
жу валася кінцево-діастолічна жорсткість 
міокарда, яка визначає наповнення шлуночка 
в період пізньої діастоли, що може вказувати 
на поліпшення релаксації серця (див. рис. 
1,б). Максимальна швидкість зниження тиску 
і константа активного розслаблення при 
цьому достовірно не змінювалися.

Таким чином, при гіпертензії введення 
EMAP II сприяло зниженню артеріальної, 
кінцево-систолічної і максимальної жорст-
кості міокарда, збільшенню показників 
насосної функції серця, поліпшенню процесу 
релаксації лівого шлуночка унаслідок зни-
ження в 4,7 раза кінцево-діастолічної жорст-
кості міокарда.

Як нами показано в частині І цієї роботи, 
одним із механізмів розвитку порушень 
редокс-статусу клітин серця і судинної 
стінки, що зумовлюють дисфункцію цих 
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органів за гіпертензії, може бути неспряжен-
ня cNOS, яке супроводжується зниженням 
конститутивного de novo синтезу NO і 
зростанням утворення •О2

- і його ток сич-
них похідних ONOO- та •ОН. Для запобі-
гання неспряженості cNOS, яке має таке 
велике значення в розвитку кардіальної і 
ендотеліальної дисфункції за гіпертензії, 
варто насамперед усунути його першопри-
чину – оксидативний і нітрозативний стрес. 
Щодо оксидативного стресу, превалює дум-
ка, що ключовим ініціатором реверсного 
(reversible) неспряження еNOS і утворення 
нею в цьому стані •О2

-, який відіграє не лише 
токсичну, але і регуляторну роль у серцево-
судинній системі, є активована ангіотен зи ном 
ІІ НАДФН-оксидаза. Генерований нею •О2

- 
окис нює глутатіон, а вже останній здійснює 
ре верс не глутаніонування димерної молекули 
еNOS за залишками цистеїну [11, 12]. Отже, 
фізіологічна роль механізму неспряження 
(uncoupling) cNOS (як еNOS, так і/чи nNOS) 

на наш погляд, полягає в тому, що цей 
процес – один із механізмів адаптації органів 
серцево-судинної системи, а саме механізм 
швидкого реагування на потребу підвищення 
генерації •О2

- задля регуляції багатьох фі-
зіо логічних процесів [13]. Дійсно, інші 
джерела •О2

-, як то мітохондрії, нуклеотидні 
ксантин- і НАДФН-оксидази, чи ліпідні 
цикло- та ліпооксигенази, для своєї активації 
потребують спеціальних (пато)фізіологічних 
умов. Так, для активації мітохондріального 
джерела •О2

-, треба значно збільшити ути-
лізацію кисню для потреб синтезу АТФ і, 
навпаки, для активації ксантиноксидази 
– запроваджувати гіпоксичний стан [14]. 
Активація НАДФН-оксидази потребує під-
вищення вмісту ключового її активатора 
ангіотензину ІІ і активації протеїнкінази С. 
Не менших «жертв» потребує і активація 
ліпідного генератора, як мінімум, підвищен-
ня внутрішньоклітинного кальцію, активації 
фосфоліпази А2 і гідролізу мембранних 

Рис.1. Відносні значення показників кардіогемодинаміки (а) та жорсткості міокарда (б) у щурів зі спонтанною гіпертензією 
перед (1) та після короткочасної дії ЕМАР II (2): на а: І - кінцево-систолічний тиск, ІІ - кінцево-диастолічний тиск, ІІІ - 
ударний об’єм, ІV - хвилинний об’єм крові; на б: I - артеріальна жорсткість міокарда, II - кінцево-діастолічна жорсткість 
міокарда. *Р<0,05, **Р<0,01 відносно контролю (100 %), #Р<0,05, ##Р<0,01 відносно значень за спонтанної гіпертензії.
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фосфоліпідів для звільнення арахідонової 
кислоти. Водночас видаються найбільш 
оптимальними для швидкого підвищення 
генерації •О2

- саме швидкі механізми реверс-
ного неспряження сNOS унаслідок регуляції 
різними сигнальними каскадами процесів 
фосфорилювання, нітрозилювання чи глюта-
тіонування певних амінокислотних залишків 
у молекулах еNOS і/чи nNOS, які регулю-
ють конститутивний кальційзалежний de 
novo синтез NO (за спряженого (coupling) 
стану) чи •О2

- (у неспряженому (uncoupling) 
стані) цими ферментами. До речі, НАДФН- і 
пероксинітритзалежний механізм S-глутатіо-
нування давно відомі як регулятори різних 
процесів у серцево-судинній системі [15–17]. 
Для адаптації цей механізм одночасної 
модуляції утворення двох ключових регуля-
торів – NO (зниження при неспряженні сNOS) 
і •О2

- (підвищення при неспряженні сNOS) 
може бути дуже важливим для адаптації 

органів серцево-судинної системи до різних 
(пато)фізіологічних станів. Аналогічно 
реверсному спряженому (de novo синтез NO)/
неспряженому(генерація •О2

-) стану сNOS, 
працює ще один потужний генератор як 
синтезу NO так і •О2

- – реверсний фермент 
ксантиноксидаза, він же одночасно нітрат- 
і нітритредуктаза. Давно відкритий цей 
феномен ксантиноксидази останнім часом став 
широко досліджуватися саме в цьому аспекті 
[18-21]. Неважко припустити, що і реверсний 
процес неспряження cNOS, за якого також 
дуже швидко можна підвищити вміст NO і, 
навпаки, зменшити утворення •О2

-, теж має 
бути доступним для багатьох фізіологічних 
біорегуляторів. Одним із них, можливо, є 
EMAP II, що ми і перевіряли в цій роботі.

Короткочасне введення EMAP II повністю 
нормалізувало швидкість генерації •О2

- в сер-
ці та аорті щурів зі спонтанною гіпертензією, 
причому якщо в серці (рис. 2,а) механізм дії 
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Рис.2. Відносні значення показників оксидативного стресу в серці (а) й аорті (б) щурів зі спонтанною гіпертензією перед 
(1) та після короткочасної дії ЕМАР II (2): I – швидкість генерації •О2

-, II – швидкість генерації •ОН, III – вміст Н2О2, IV 
– вміст тромбоксану В2, V – вміст пептидолейкотрієну C4, VI – вміст сечової кислоти, VII – вміст дієнових кон’югатів. 
*Р<0,05, **Р<0,01 відносно контролю (100%); #Р<0,05, ##Р<0,01 відносно значень за спонтанної гіпертензії
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фактора невідомий (не зреагували ні обидві 
ліпідні оксигенази, ні ксантиноксидаза), то 
в аорті (див. рис. 2,б) на короткочасну дію 
EMAP II відреагувала швидким зниженням 
активності циклооксигеназа (про що свід-
чить зниження пулів тромбоксану B2) і 
ксантиноксидаза (про що свідчить зни-
ження пулів сечової кислоти). Генерація 
токсичного •ОН-радикала в серці цих щурів 
залишалася за дії фактора на високому 
рівні. В умовах зниження генерації •О2

- це 
свідчить, що токсичний •ОН-радикал за 
гіпертензії в серці утворюється в основному 
внаслідок вільнорадикального розпаду 
пероксинітриту, а не в класичній реакції 
Фентона із Н2О2 за наявності Fe2+. В аорті 
щурів зі спонтанною гіпертензією (див. 
рис. 2,б) швидкість генерації •ОН за дії 
фактора швидко знижувалася, як і пули 
Н2О2. Це свідчить про те, що за гіпертензії 

в аорті джерелом токсичного •ОН може бути 
якраз класична реакція Фентона, яка потребує 
не лише наявності Fe2+, але і активності 
супероксиддисмутази для утворення Н2О2. 
Швидке зниження пулів останнього в аорті за 
дії фактора (див. рис. 2,б) і відсутність такого в 
серці (див. рис. 2,а)підтверджує це припущення.

Як показано в частині І нашої роботи, 
важливим механізмом неспряження сNOS 
є розвиток нітрозативного стресу унаслідок 
активації надлишкового синтезу оксиду 
азоту трьома можливими шляхами – за 
активації іNOS, реутилізації нітрат- і нітрит- 
аніонів відповідними редуктазами або при 
декомпозиції (звільненні NO) нітрозотіолів. 
Причиною інгібування нітрозативного стре-
су за короткочасної дії ЕМАР II в сер ці 
щурів зі спонтанною гіпертензією мо же бу-
ти зафіксоване нами (рис.3,а) інгі бування 
декомпозиції нітрозоглутатіону, про що 

Рис.3. Відносні значення показників нітрозативного стресу в серці (а) й аорті (б) щурів зі спонтанною гіпертензією 
перед (1) та після короткочасної дії ЕМАР II (2): I – активність сNOS, II – активність іNOS, III – нітратредуктазна 
активність, IV – вміст NO2

-, V – вміст NO3
-, VI – вміст низькомолекулярних нітрозотіолів, VII – вміст високомолекулярних 

нітрозотіолів, VII – вміст H2S. *Р<0,05, **Р<0,01 відносно контролю (100 %); #Р<0,05, ##Р<0,01 відносно значень за 
спонтанної гіпертензії 
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свід чить підвищення пулів НМНТ. Вод но-
час в аорті (див. рис.3,б) спостерігалося 
інгі бування утворення надлишкового NO de 
novo (про що свідчить зниження активності 
іNOS), і завдяки реутилізації (знижується 
актив ність нітратредуктази), але не внаслідок 
декомпозиції нітрозоглутатіону (пули НМНТ 
підвищуються). Одночасне зниження і гене-
рації •О2

- (див. рис.2), і надлишкового NO 
(див. рис.3) свідчить про швидке інгібування 
за короткочасної дії ЕМАР II і оксидативного, 
і нітрозативного компонентів окисного 
стресу в серці й аорті щурів зі спонтанною 
гіпертензією. При цьому створюються умови 
для швидкого відновлення конститутивного 
de novo синтезу NO (на це вказує зростання 
активності сNOS і пулів нітрит-аніона (див. 
рис.3) внаслідок відміни неспряження сNOS 
(див. рис.4) Це в свою чергу нормалізує 
значення біохімічного індексу функції (БІФ), 
який, як і індекс спряження сNOS (рис.4) 
корелює із фізіологічними показниками 
(див. рис.1), які свідчать про розвиток 
кардіальної і ендотеліальної дисфункції в 
цих органах серцево-судинної системи щурів 
зі спонтанною гіпертензією. Отже, ЕМАР 
II виявився потужним «відновлювачем» 
спряженого стану сNOS і, як наслідок, 
короткочасним «ліквідатором» кардіальної 
й ендотеліальної дисфункції за гіпертензії.

На основі отриманих результатів можна 
припустити біохімічний механізм швидкої 

ліквідації неспряження cNOS за дії ЕМАР 
II. Він полягає у підвищенні нітрозилювання 
глутатіону (на що вказує підвищення пулів 
НМНТ в серці і аорті за дії фактора). По-
заяк одним із механізмів неспряження є 
глутатіонування SH-груп цистеїну в моле-
кулі cNOS окисненим глутатіоном (GSSG), 
утво рення нітрозоглутатіону (GSNO) уне-
мож ливлює утворення GSSG, а, отже, і 
глутатіонування молекули cNOS, тим самим 
унеможливлюючи її неспряжений стан. 
Додатково на можливість такого механізму 
регуляції співвідношення спряженого/нес-
пря женого стану cNOS внаслідок зміни 
спів від ношення відновлений/окиснений глу-
татіон (GSH/GSSG), або нітрозильований/
окиснений глутатіон (GSNO/GSSG), вказує 
виняткова стабільність пулів сірководню 
(H2S) у всіх досліджених групах щурів. Пули 
H2S, який є регулятором системи NO [22] в 
серці і в аорті (див. рис.3а,б) залишалися ста-
більними як за превалювання неспряженого 
(переважаюча генерація •О2

-) стану cNOS за 
гіпертензії, так і за превалювання спряженого 
(переважаючий синтез NO) стану в контролі 
й швидкого повернення до цього стану 
за дії ЕМАР II у щурів зі спонтанною 
гіпертензією. Це можна пояснити тим, що 
у всіх випадках важливим є підтримання 
необхідних високих концентрацій глутатіону 
в цих органах серцево-судинної системи, 
який синтезується de novo з використанням 
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L- цистеїну, тобто в конкуренції за нього 
із двома індуцибельними ферментами de 
novo синтезу H2S – цистатіонінсинтазою 
і цистатіонінліазою. Факт, що пули H2S 
не змінювалися ні за гіпертензії, ні за дії 
фактора, вказує на те, що вони могли бути за 
цих станів мінімальними задля максимальної 
утилізації L-цистеїну для синтезу de novo 
відновленого глутатіону.

Для відновлення спряженого стану eNOS, 
тобто відновлення конститутивного de no-
vo синтезу NO, використовували без ліч 
речовин [23], але завжди досягали ли ше 
короткочасного ефекту. Продовжити цей 
ефект могли б, на наш погляд, речо вини, 
здатні одночасно пригнічувати активність 
аргінази (що забезпечувало б збереження 
L-аргініну для синтезу NO) й інгібувати 
деградацію гуанозинтрифосфату (що забез-
печувало б збереження субстрату для синтезу 
важливого кофактора спряженого стану 
сNOS тетрагідробіоптерину (ВН4)) [24]. 
Можли ви ми довготривалими «ліквідато-
рами» несп ряження сNOS можуть бути 
інгібітори інду цибельного синтезу H2S, на-
приклад, про паргілгліцин [25]. 

ВИСНОВКИ

1. У серці й аорті щурів зі спонтанною 
гіпертензією ендотеліальний моно цит-
активуючий фактор відміняє оксидативний і 
нітрозативний стрес в основному внаслідок 
зниження генерації супероксиду неспряже-
ною cNOS та надлишкового синтезу оксиду 
азоту іNOS.

2. Відміна окисного стресу за дії фактора 
швидко відновлює конститутивний de novo 
синтез оксиду азоту спряженою cNOS в серці 
й аорті щурів зі спонтанною гіпертензією.

3. Відновлення конститутивного синте-
зу оксиду азоту швидко нормалізує фізіо-
логічні показники кардіогемодинаміки у 
щу рів зі спонтанною гіпертензією: зни-
жується артеріальна, кінцево-систолічна і 
максимальна жорсткість міокарда, збіль шу-

ються показники насосної функції серця, 
покращується процес релаксації лівого 
шлуночка внаслідок зниження кінцево-
діастолічної жорсткості міокарда.

Н.А.Дорофеева, А.В.Коцюруба, Л.А.Могиль-
ницкая, А.Э.Малина, А.И.Корнелюк, В.Ф.Сагач

ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫЙ 
МОНОЦИТАКТИВИРУЮЩИЙ ФАКТОР ІІ 
ОТМЕНЯЕТ ОКИСЛИТЕЛЬНЫЙ СТРЕСС, 
НЕСОПРЯЖЕНИЕ КОНСТИТУТИВНЫХ 
NO-СИНТАЗ И ИНДУЦИРОВАННОЕ ИМИ 
НАРУШЕНИЕ КАРДИОГЕМОДИНАМИКИ 
ПРИ ГИПЕРТЕНЗИИ (ЧАСТЬ ІІ)

Целью данной работы было проверить способность 
эндотелиального моноцитактивирующего фактора II 
(EMAP II) влиять на свободнорадикальное состояние 
сердца и сосудов, на восстановление сопряжения консти-
тутивных NO-синтаз и кардиогемодинамики у крыс со 
спонтанной гипертензией. Установлено, что вследствие 
ингибирования оксидативного и нитрозативного стресса 
EMAP II быстро восстанавливает нарушенный при ги-
пертензии конститутивный de novo синтез NO за счет 
восстановления сопряжения сNOS. Последнее быстро 
отменяло кардиальную и эндотелиальную дисфункцию 
у крыс со спонтанной гипертензией. Это способствовало 
улучшению показателей насосной функции сердца 
(ударный объем увеличивался на 18,2 %, минутный объем 
крови - на 22 %), снижению на 23,2 % артериальной жест-
кости, улучшению процесса релаксации левого желудочка 
за счет уменьшения в 4,7 раза конечно-диастолической 
жесткости миокарда.
Ключевые слова: артериальная гипертензия; оксидатив-
ный и нитрозативный окислительный стресс; сопряжение 
сNOS; сердце; аорта; EMAP II.

N.А.Dorofeyeva, A.V.Kotsuruba, 
L.A.Mogilnitskaya, A.E.Malyna, A.I.Kornelyuk, 
V.F.Sagach

ENDOTHELIAL MONOCYTEACTIVATING 
FACTOR II CANCELS OXIDATIVE STRESS, 
СONSTITUTIVE NOS UNCOUPLING AND 
INDUCED VIOLATIONS OF CARDIAC HE-
MODYNAMICS IN HYPERTENSION (PART II)

The purpose of this study was to investigate the effect of EMAP 
II on free radical state of the heart and blood vessels, to restore 
сNOS coupling and cardiac hemodynamics in spontaneously 
hypertensive rats. It was found that, due to the combined in-
hibition of oxidative and nitrosative stress, EMAP II quickly 
restores impaired in hypertension constitutive de novo synthe-
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sis of NO by restoring сNOS coupling. Restoration by EMAP 
II of constitutive de novo synthesis NO abolished cardiac and 
endothelial dysfunction in spontaneously hypertensive rats. In 
hypertension, the introduction of EMAP II helped to improve 
the performance of the pumping function of the heart (stroke 
volume increased by 18.2 %, cardiac output – 22 %), an arterial 
stiffness decreased by 23.2 %, process of relaxation of the left 
ventricle improved, due to decreased in 4,7 times myocardial 
end-diastolic stiffness.
Key words: hypertension; oxidative and nitrosative stress; 
сNOS uncoupling; heart; aorta; EMAP II.
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