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Ендотеліальний моноцитактивуючий фактор ІІ  
відновлює ендотелійзалежне розслаблення судин 
при старінні
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Вивчали вплив ендотеліального моноцитактивуючого фактора ІІ (ЕМАР ІІ) на розслаблення 
гладеньких м’язів (ГМ), показники оксидативного стресу та конститутивний синтез оксиду азоту 
(NO) у старих щурів. Встановили посилене утворення вільних радикалів кисню. Наслідком цього 
було неспряження (uncoupling) стану конститутивної NO-синтази (cNOS) і зниження синтезу NO. 
Результатом цих біохімічних процесів стало порушення ацетилхолініндукованого розслаблення ГМ 
аорти, амплітуда якого становила 7,5 ± 1,4% порівняно з 64,9 ± 3,5% у дорослих тварин. Встанов-
лено, що ЕМАР ІІ суттєво пригнічував оксидативний стрес, відновлював спряжений стан cNOS 
та збільшував конститутивний синтез NO. Це сприяло відновленню ацетилхолініндукованого 
розслаблення ГМ аорти старих щурів, амплітуда якого збільшувалася до 66,6 ± 6,8%.
Ключові слова: ендотеліальний моноцитактивуючий фактор ІІ; старіння; ендотелійзалежне 
розслаблення; оксидативний стрес; оксид азоту.

ВСТУП

Оксид азоту (NO) – ключовий фактор, що 
забезпечує фізіологічну реалізацію ендо­
телійзалежного розслаблення. Основним 
шляхом синтезу NO в судинах є окисний 
метаболізм L-аргініну під дією кальційза­
лежної конститутивної NO-синтази (сNOS). 
Цей фермент активується при дії хімічних 
факторів (ацетилхолін, брадикінін, естро­
гени, інсулін та ін.) або при збільшенні 
“напруження зсуву”. Синтезований в ендо­
телії NO дифундує в гладенькі м’язи (ГМ), 
активує гуанілатциклазу і збільшує утворення 
циклічного гуанозин-монофосфату (цГМФ). 
У результаті активується цГМФ-залежна 
протеїнкіназа, яка стимулює відтік внутріш­
ньоклітинного Ca2+ і розслаблення ГМ [1]. 
Існують докази і про прямий релаксуючий 
вплив NO на ГМ, при якому відбувається 
цГМФ-незалежна активація Са2+–АТФ-ази 
саркоплазматичного ретикулума і зменшення 
вмісту цитозольного Ca2+ [2].

Головною причиною порушення ендоте­
лійзалежного розслаблення є зменшення кон­
ститутивного синтезу NO, що призводить до 
зниження його біодоступності. Останнє виникає 
через послаблення синтезу вазорелаксанта та/
або посилення його деградації, зокрема, при 
оксидативному стресі [3]. Пошук шляхів корекції 
ендотелійзалежного розслаблення зосереджений 
головним чином на засобах посилення синтезу  
NO і пригнічення утворення активних форм  
кисню в тканинах серцево-судинної системи. 
Однією із речовин, що потенційно відповідає 
вказаним вимогам є ендотеліальний моноцит­
активуючий фактор ІІ (ЕМАР ІІ). Нещодавно  
було показано, що він покращує діастолічну 
функцію серця при артеріальній гіпертензії та 
цукровому діабеті, знижує генерацію супер­
оксидного аніона (.O2

-) та відновлює активність 
сNOS у тканинах серця [4, 5].

Метою нашої роботи було дослідити вплив 
ЕМАР ІІ на показники оксидативного стресу, 
конститутивного синтезу NO і ендотелійзалежне 
розслаблення судин у старих тварин.
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МЕТОДИКА

Ендотелійзалежне розслаблення ГМ прово­
дили на ізольованих препаратах грудної аорти 
щурів-самців лінії Вістар віком 8 міс (дорослі, 
n = 10) та 22–24 міс (старі, n = 8), масою 
300–370 г з дотриманням усіх вимог щодо 
роботи з лабораторними тваринами (міжна­
родна конвенція, Страсбург, 1986). У щурів 
виділяли грудну аорту, нарізали на кільцеві 
препарати і за загальноприйнятою методикою 
в режимі, наближеному до ізотонічного, реє­
стрували скоротливу активність ГМ [6]. Для 
активації ГМ аорти до перфузуючого розчину 
додавали норадреналін (10–5 моль/л, “Sigma”, 
США). Стійкий рівень залежного від цієї 
речовини скорочення («плато») приймали за 
100%. Від нього проводили розрахунки зміни 
амплітуди ендотелійзалежних скоротливих 
реакцій ГМ аорти на дію ацетилхоліну (10–5 
моль/л, “Sigma”, США). Застосовували ЕМАР 
ІІ, отриманий у відділі білкової інженерії 
та біоінформатики Інституту молекулярної 
біології і генетики НАН України методом 
бактеріальної експресії [7]. Вводили його 
внутрішньовенно одноразово в дозі 28 мкг/кг.

У тканинах серця визначали біохімічні 
показники, які рактеризують синтез оксиду 
азоту і є маркерами оксидативного стресу: 
швидкість генерації супероксидного радикала 
(.O2

-), гідроксильного аніона (∙ОН), пули пе­
роксиду водню (Н2О2). Рівень конститутивного 
синтезу NO оцінювали за активністю cNOS і 
вмістом нітрит-аніона (NO2

–), cтан спряження/
неспряження cNOS – за зміною індексу спря­
ження cNOS, який розраховували через відно­
шення активності cNOS до швидкості генерації 
.O2

–. Перераховані показники вимірювали 
спектрофотометричним методом [8]. Отримані 
результати представлені у відсотках відносно 
значення у дорослих тварин, які приймали 
за 100%. Результати обробляли методами 
варіаційної статистики з використанням прог­
рам Excel (MS Office XP) та Origin 8,5 (Microcall 
Inc., США). Значення Р < 0,05 вважали статис­
тично достовірним.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Показано, що додавання ацетилхоліну до 
буферного розчину завжди викликало типо­
ве розслаблення преактивованих норад­
реналіном ГМ аорти дорослих щурів. Середнє 
значення амплітуди становило 64,9 ± 3,5% 
(n = 10; рис. 1, 2). У старих щурів ампліту­
да ацетилхолініндукованого розслаблення 
ГМ аорти була суттєво меншою, ніж у 
дорослих тварин (7,5 ± 1,4%; n = 10; див. 
рис. 1, 2). Водночас відомо, що реакції ГМ на 
агоністи, незалежні від ендотелію, наприклад 
нітропрусид натрію, у цієї групи тварин не 
втрачаються і відтворюються майже без змін. 
Отже, порушується саме ендотелійзалежний 
компонент їх релаксації [9]. Введення ста­
рим щурам EMAP II повністю відновлювало 
ендотелійзалежне розслаблення. Середнє 
значення його амплітуди збільшувалося у 9 
разів і становило 66,6 ± 6,8% щодо 7,5 ± 1,4% 
у старих щурів які не отримували препарат  
(n = 8; див. рис. 1, 2). 

Для встановлення можливих механізмів 
впливу EMAP II на розслаблення судин 
ми провели серію біохімічних дослідів. Як 
видно з рис. 3, у тканинах серця старих 
щурів розвивався оксидативний стрес. Так, 
швидкість генерації .O2

- і ∙ОН-радикала, 
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Рис. 1. Вплив ендотеліального моноциактивуючого 
фактора (EMAP II) на ацетилхолініндуковане розслаб­
лення преактивованих норадреналіном гладеньких м’язів 
аорти у щурів: 1 – дорослі (контроль), 2 – старі, 3 – старі 
після введення EMAP II. *Р < 0,05 відносно контролю,  
**Р < 0,05 відносно значення у старих щурів
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ініціатора перекисного окиснення ліпідів, 
перевищувала контрольні значення в 3,7 і 
4,1 раза відповідно. Оксидативний стрес, 
зокрема посилене утворення вільних ради­
калів призводить до окиснення 1) тетра­
гідробіоптерину – кофактора cNOS [10] і 
2) глутатіону із наступним глутатіонуванням 
молекули cNOS [11, 12]. Ці два процеси є 

основними причинами неспряженого (uncou­
pling) стану cNOS. Про це свідчило зниження 
у тканинах серця старих щурів  у 17,6 раза 
розрахованого нами індексу спряження 
cNOS. Неспряжена cNOS індукує утворення 
супероксиду замість NO [13], що, з одного 
боку, призводить до зниження конститу­
тивного синтезу NO, а з іншого – до появи 
хибного (самопідсилюючого) кола утворення 
.О2

- і прогресування оксидативного стресу. 
На порушення конститутивного синтезу NO 
вказувало зниження  активності cNOS (у 5,2 
раза) і зменшення пулів NO2

– (у 3,1 раза), 
окисного метаболіту NO (рис. 4). 

Таким чином засоби, що пригнічують 
оксидативний стрес потенційно мають 
відновлювати і спряжений стан cNOS. А 
наслідком останнього будуть: 1) розрив 
самопідсилюючого кола утворення вільних 
радикалів кисню і азоту, 2) відновлення 
конститутивного синтезу NO. Такою речо­
виною за нашими результатами є EMAP II. 
Введення останнього суттєво знижувало 
швидкості утворення .O2

– (у 18,3 раза) і •ОН-
радикала (у 13,6 раза) і зменшувало пули  
H2O2 (у 17,4 раза; див. рис. 3). Пригнічення 
оксидативного стресу супроводжувалося 
відновлення спряженого стану cNOS і по­
силення конститутивного синтезу вазо­

Ендотеліальний моноцитактивуючий фактор ІІ відновлює ендотелійзалежне розслаблення судин при старінні

Рис. 3. Зміни показників оксидативного стресу в тканинах 
серця щурів перед (1) та після (2) дії ендотеліального 
моноциактивуючого фактора (EMAP II): I – швидкість 
генерації .O2

–, II – вміст H2O2, III – швидкість генерації 
·ОН-радикала. *Р < 0,05 відносно дорослих (контроль, 
100%); **Р < 0,05 відносно значення у старих щурів

Рис. 2. Вплив ендотеліального моноциактивуючого 
фактора (EMAP II)  на ацетилхолініндуковане розслаб­
лення преактивованих норадреналіном  гладеньких м’язів 
аорти щурів (нативна крива): 1 – дорослі (контроль), 2 – 
старі щури, 3 – старі після введення EMAP II. Темна лінія 
під кривими – тривалість дії ацетилхоліну, переривчаста 
– норадреналіну, який використовується для активації 
ГМ судин

Рис. 4. Відносні значення показників конститутивного 
синтезу NO в тканинах серця щурів перед (1) та після (2) 
дії ендотеліального моноциактивуючого фактора (EMAP 
II): I – індекс спряження cNOS, II – активність cNOS, III – 
вміст NO2

–. *Р < 0,05 відносно дорослих (контроль, 100%); 
**Р < 0,05 відносно значення у старих щурів
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релаксуючого агента – NO. Так, індекс 
спряження cNOS збільшувався у 51 раз, 
активність cNOS – у 2,8, а пули NO2

– – у 2 
рази (рис. 4).

Отже, введення старим щурам EMAP II 
у використаній дозі призводило до приг­
нічення оксидативного стресу, відновлення  
спряженого стану cNOS і покращення консти­
тутивного синтезу NO. Наслідком цього 
було повне відновлення ендотелійзалежного 
розслаблення ГМ аорти у старих тварин.

ВИСНОВКИ

1. У тканинах серця старих щурів розвива­
лися оксидативний стрес, неспряження стану 
cNOS і зниження конститутивного синтезу 
NO. Результатом цих біохімічних процесів 
стало порушення ендотелійзалежного роз­
слаблення аорти.

2. EMAP II пригнічував оксидативний 
стрес, відновлював спряжений стан cNOS 
та збільшував конститутивний синтез NO. 
Наслідком цього було відновлення ендотелій­
залежного розслаблення ГМ аорти старих 
щурів.
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ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫЙ 
МОНОЦИТАКТИВИРУЮЩИЙ ФАКТОР 
II ВОССТАНАВЛИВАЕТ ЭНДОТЕЛИЙ  
ЗАВИСИМОЕ РАССЛАБЛЕНИЕ ГЛАДКИХ 
МЫШЦ АОРТЫ ПРИ СТАРЕНИИ

Исследовали влияние эндотелиального моноцитакти­
вирующего фактора II (EMAP II) на эндотелийзависимое 
расслабление гладких мышц аорты у старых крыс. Уста­
новлено значительное его нарушение. Среднее значение 
амплитуды составило 7,5 ± 1,4% по сравнению с 64,9 ± 3,5% 

у взрослых здоровых крыс. Введение старым животным 
EMAP II полностью восстанавливало сосудистое расслаб­
ление. Так, его амплитуда увеличивалась с 7,5 ± 1,4 до 
66,6 ± 6,8%.  Этот эффект был обусловлен угнетением 
оксидативного стресса, восстановлением сопряжения 
cNOS (индекс сопряжения увеличивался в 51 раз) и 
увеличением конститутивного синтеза NO(активность 
cNOS возрастала в 2,8 раза).
Ключевые слова: эндотелиальный моноцитактивирующий 
фактора II; старение; эндотелийзависимое расслабление; 
оксидативный стресс; оксид азота.
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EFFECT OF ENDOTHELIAL  
MONOCYTE-ACTIVATING POLYPEPTIDE-II 
ON ENDOTHELIUM-DEPENDENT VASCULAR 
RELAXATION DURING AGING

We studied the effect of endothelial monocyte-activating 
polypeptide-II (EMAP II) on endothelium-dependent vascular 
relaxation in old rats. It was found a violation of endothelium-
dependent aorta relaxation in these animals, the average value 
of its amplitude was 7.5±1.4% compared with 64.9±3.5% in 
healthy adult rats. EMAP II significantly improved endotheli­
um-dependent relaxation in old animals, the average value of 
its amplitude increased to 66.6±6.8%. This effect was due to 
oxidative stress inhibition, cNOS recoupling and increasing 
of constitutive NO-synthesis; thus, index of cNOS coupling/
uncoupling increased by 51 times and cNOS activity increased 
by 2.8 times.
Key words: endothelial monocyte-activating polypeptide-II; 
aging; endothelium-dependent relaxation; oxidative stress; 
nitric oxide.
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