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Активність індуцибельної No-синтази та 
вміст цитруліну в сироватці крові як маркери 
імунозапальної активації та оксидативного стресу 
при хронічній серцевій недостатності
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Резюме. Оксид азоту (NO) є потужним ендоте-
лійрозслаблювальним фактором, що викликає розсла-
блення гладких м’язів судин, пригнічує їх проліферацію, 
бере участь у регуляції системного та легеневого 
судинного опору, процесів агрегації тромбоцитів, зсі-
дання крові тощо. 

Мета дослідження – вивчити активність іNOS, 
показників імунозапальної реакції та інтенсивності 
оксидативного стресу при хронічній серцевій недо-
статності (ХСН). 

Матеріали і методи. Дослідження виконано на базі 
відділення серцевої недостатності ДУ ННЦ «Інститут 
кардіології імені акад. М. Д. Стражеска НАМН Украї-
ни». Обстежено 120 пацієнтів із ХСН обох статей у 
віці (63±3,4) року, з них 76 з ішемічною хворобою серця 
(ІХС) та 44 – із гіпертонічною хворобою (ГХ). Критерія-
ми залучення пацієнтів у дослідження були: 1) ХСН ІІ–IV 
функціональних класів за NYHA із СД ЛШ (фракція викиду 
(ФВ) ЛШ ≤45 %); 2) вік ≤75 років. Критеріями виключен-
ня в дослідження були: 1) вік >75 років; 2) ФВ ЛШ ≥45 % 
за даними ехокардіографічного дослідження; 3) ХСН як 
наслідок клапанних вад, запальних захворювань серця; 
4) гіпертрофічна та рестриктивна кардіоміопатії; 5) 
гостра ішемічна хвороба серця; 6) перенесений інсульт 
або транзиторна ішемічна атака давністю <6 місяців; 
7) онкологічні захворювання; 8) гострі інфекційні захво-
рювання. Статистичну обробку результатів проводили 
за допомогою пакета прикладних програм Statistica for 
Windows. Достовірність відмінностей між кількісними 
ознаками із нормальним розподілом проводили за допо-
могою непарного t-критерію Стьюдента. При порівнянні 
двох незалежних груп використовувався критерій Манна 
– Уїтні (U) та критерій Вілкоксона (W) для двох залежних 
груп, якщо розподіл показника не відповідав нормальному. 
Різницю вважали статистично достовірною при р<0,05.

Inductive No-synthase activity and citlulline content 
in blood serum as markers of immuno-inflammatory 
activation and oxidative stress under chronic heart 
failure
N. G. Lipkan1,2, O. B. Kuchmenko1, L. S. Mkhitaryan1

M. Hohol Nizhyn State University1, 
National Scientific Center M. D. Strazhesko Institute оf 
Cardiology оf the National Academy оf Medical Sciences2

е-mail: kuchmed@yahoo.com

Summary. Nitric oxide (NO) is a powerful endothelium-
relaxing factor that causes vascular smooth muscle re-
laxation, inhibits their proliferation, and participates in the 
regulation of systemic and pulmonary vascular resistance, 
platelet aggregation processes, blood clotting and more.

The aim of the study – to investigate iNOS activity, im-
munoinflammatory response and oxidative stress intensity 
in chronic heart failure (CHF).

Materials and Methods. The study was performed on 
the basis of the Department of Heart Failure of the Institute 
of Cardiology named after Acad. M. D. Strazhesk, National 
Academy of Medical Sciences of Ukraine. 120 patients 
with CHF of both sexes aged (63±3.4) were examined, 76 
of them with coronary heart disease (CHD) and 44 with hy-
pertension. The criteria for involving patients in the study 
were: 1) CHF class II-IV according to NYHA with LV HF 
(ejection fraction (EF) of LV ≤45 %); 2) age ≤75 years. 
Exclusion criteria for the study were: 1) age> 75 years;  
2) LV EF ≥45% according to echocardiographic examina-
tion; 3) CHF as a consequence of valve defects, inflamma-
tory heart disease; 4) hypertrophic and restrictive cardio-
myopathy; 5) acute coronary heart disease; 6) suffered a 
stroke or transient ischemic attack <6 months old; 7) on-
cological diseases; 8) acute infectious diseases. Statistical 
processing of the results was performed using the applica-
tion package Statistica for Windows. Significance of diffe
rences between quantitative traits with normal distribution 
was performed using the odd Student's t-test. When com-
paring the two independent groups, the Mann-Whitney 
test (U) and the Wilcoxon test (W) were used for the two 
independent groups if the distribution of the indicator did 
not correspond to normal. The difference was considered 
statistically significant at p <0.05.

Results. We examined 120 patients with CHF of both 
sexes aged (63±3.4), including 76 with coronary heart 
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Результати. Обстежено 120 пацієнтів із ХСН обох 
статей у віці (63±3,4) року, з них 76 з ішемічною хво-
робою серця та 44 – із гіпертонічною хворобою. В ре-
зультаті досліджень продемонстровано, що за ХСН 
спостерігається формування оксидативного стресу, 
на що вказує зростання вмісту продуктів окиснення 
ліпідів, білків у сироватці крові та в ліпопротеїнових 
фракціях. Інтенсифікація вільнорадикальних окисню-
вальних процесів відбувається на фоні значного при-
гнічення активності антиоксидантних систем за-
хисту – каталази та супероксиддисмутази. Разом 
з цим спостерігається зниження рівня відновленого 
глутатіону й активності параоксонази-1. На наяв-
ність імунозапальної активації вказує зростання у 2 
рази вмісту в сироватці крові церулоплазміну та про-
запальних цитокінів IЛ-6 та ФНП-α. Результати НСТ-
тесту з імунокомпетентними клітинами свідчать про 
збільшення фагоцитарної активності клітин в умовах 
системної запальної реакції. Підвищення активності 
ферменту мієлопероксидази в 2 рази у крові обсте-
жуваних пацієнтів також слугує доказом активності 
нейтрофілів та моноцитів в умовах системної запаль-
ної реакції. Вказані зміни імунобіохімічних показників 
супроводжувались підвищенням загального вмісту ци-
труліну в сироватці крові в 2 та більше разів. Це може 
бути результатом надмірної активації індуцибельної 
ізоформи NO-синтази в умовах запальної реакції та 
під впливом підвищеного рівня прозапальних цитокінів. 
Активність ізоформи іNOS в цих умовах виявилася під-
вищеною в 3 рази.

Висновки. У взаємозв’язку між системною імунною 
активацією та інтенсивністю оксидативного стресу 
важливою зв’язувальною ланкою можна вважати акти-
вацію іNOS у клітинах крові та серцево-судинної сис-
теми. У зв’язку з цим активність іNOS та підвищення 
рівня цитруліну в циркулюючій крові можуть вважати-
ся маркерами наявності імунної активації та оксида-
тивного стресу, які зумовлюють прогресування осно-
вного серцево-судинного захворювання та ХСН.

Ключові слова: хронічна серцева недостатність; інду-
цибельна NO-синтаза; цитрулін.

disease and 44 with arterial hypertension. Studies have 
shown that the formation of oxidative stress is observed 
in CHF, as indicated by an increase in the content of 
oxidation products of lipids, proteins in serum and lipo-
protein fractions. Intensification of free radical oxidative 
processes occurs against the background of significant 
inhibition of the activity of antioxidant defense systems 
– catalase and superoxide dismutase. At the same time, 
there is a decrease in the level of reduced glutathione 
and paraoxonase-1 activity. The presence of immunoin-
flammatory activation is indicated by a doubling of se-
rum ceruloplasmin and proinflammatory cytokines IL-6 
and TNF-α. The results of the NBT-test with immuno-
competent cells indicate an increase in phagocytic ac-
tivity of cells in a systemic inflammatory response. The 
doubling of the activity of the enzyme myeloperoxidase 
in the blood of the examined patients also serves as 
evidence of the activity of neutrophils and monocytes in 
the systemic inflammatory response. These changes in 
immuno-biochemical parameters were accompanied by 
an increase in the total content of citrulline in the serum 
by two or more times. This may be the result of excessive 
activation of the inducible isoform of NO-synthase under 
conditions of inflammatory reaction and under the influ-
ence of elevated levels of proinflammatory cytokines. The 
activity of the iNOS isoform under these conditions was 
increased threefold.

Conclusions. In the relationship between systemic im-
mune activation and the intensity of oxidative stress, activa-
tion of iNOS in blood cells and the cardiovascular system 
can be considered an important link. Therefore, iNOS acti
vity and increased circulating levels of citrulline can be con-
sidered markers of immune activation and oxidative stress, 
which cause the progression of underlying cardiovascular 
disease and CHF.

 
 
 
 
Key words: chronic heart failure; iNO-synthase; citrulline.

ВСТУП 
Загальновідома роль оксиду азоту (NO) як 

потужного ендотелійрозслаблювального фак-
тора, що викликає розслаблення гладких м’язів 
судин, пригнічує їх проліферацію, бере участь 
у регуляції системного та легеневого судинного 
опору, процесів агрегації тромбоцитів, зсідання 
крові тощо [1–3].

NO синтезується з молекули амінокислоти аргі-
ніну під впливом ферментної системи NO-синтази. 
В результаті біохімічної реакції утворюються 2 кін-
цевих продукти – NO та цитрулін в еквівалентному 
співвідношенні 1:1 [4–7]. 

NO-синтазна система в організмі представлена 
у вигляді трьох ізоформ: ендотеліальної, індуци-
бельної (в імунокомпетентних клітинах, кардіоміо-
цитах та клітинах судинної стінки) та нейрональної 

NO-синтази (в клітинах нервової системи та скелет-
ної мускулатури) [8, 9].

З метою характеристики функціонального 
стану NO-синтазних систем більшість дослідників 
застосовують спектрофотометричне визначення в 
сироватці крові загального вмісту стабільного мета-
боліту оксиду азоту-NO2. Величину цього показника 
можна розглядати як інтегральну оцінку функціо-
нального стану всіх трьох ізоформ цієї ферментної 
системи [7].

У клінічній практиці найбільш доступною для 
оцінки функціональної активності є індуцибельна 
NO-синтаза (іNOS), яка представлена в основно-
му в клітинах крові, що беруть участь у розвитку 
імунозапальної реакції, яка відіграє важливу роль 
в ушкодженні клітин серця та судин, а також в про-
гресуванні патологічних змін у них. Застосування 
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такого підходу дослідження іNOS виправдано та 
важливо з точки зору встановлення наявності та 
ступеня активності імунозапальної реакції, її участі 
в формуванні оксидативного стресу. 

Метою дослідження було вивчити активність 
іNOS, показників імунозапальної реакції та інтенсив-
ності оксидативного стресу при хронічній серцевій 
недостатності (ХСН).

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 
Дослідження виконано на базі відділення серце-

вої недостатності ДУ ННЦ «Інститут кардіології імені 
акад. М. Д. Стражеска НАМН України». Обстежено 
120 пацієнтів із ХСН обох статей у віці (63±3,4) року, 
з них 76 з ішемічною хворобою серця (ІХС) та 44 – із 
гіпертонічною хворобою (ГХ). 

Критеріями залучення пацієнтів у дослідження 
були: 1) ХСН ІІ–IV функціональних класів за NYHA 
із СД ЛШ (фракція викиду (ФВ) ЛШ ≤45 %); 2) вік 
≤75 років. Критеріями виключення в дослідження 
були: 1) вік >75 років; 2) ФВ ЛШ ≥45 % за даними 
ехокардіографічного дослідження; 3) ХСН як наслі-
док клапанних вад, запальних захворювань серця; 
4) гіпертрофічна та рестриктивна кардіоміопатії; 
5) гостра ішемічна хвороба серця; 6) перенесений 
інсульт або транзиторна ішемічна атака давністю 
<6 місяців; 7) онкологічні захворювання; 8) гострі 
інфекційні захворювання.

Діагноз основного захворювання визначали на 
підставі загальноклінічного обстеження та відповід-
них інструментальних і лабораторних методів згідно 
з чинними рекомендаціями з діагностики та лікуван-
ня серцевої недостатності Європейського товари-
ства кардіологів та відповідними рекомендаціями 
Асоціації кардіологів України. Пацієнтів включали 
в дослідження у фазу клінічної стабілізації.

Контрольну групу склали 20 практично здорових 
осіб зіставного віку: 13 (65 %) чоловіків та 7 (35 %) 
жінок із медіаною віку 52,15 (41,5–65,0) року. 

Обов’язкові методи обстеження пацієнтів вклю-
чали: ехокардіографію за стандартною методикою, 
електрокардіографію у 12 відведеннях, стандартні 
лабораторні аналізи (загальноклінічні та біохімічні) 
відповідно до чинних стандартів діагностики.

Кров для дослідження брали з ліктьової вени 
зранку натще до початку курсу лікування. Для оцінки 
інтенсивності вільнорадикальних окиснювальних 
процесів у сироватці крові спектрофотометрично 
визначали вміст продуктів вільнорадикального 
окиснення ліпідів – дієнових кон’югатів (ДК) [10] 
та ТБК-позитивних продуктів (ТБК-ПП) [11]. Вміст 
продуктів вільнорадикального окиснення білків си-
роватки крові та ліпопротеїнових фракцій – 1,4-дині-
трофенілгідразонів (ПВРОБ) [12]. Індекс перекисної 
модифікації атерогенних ліпопротеїнів визначали 
за накопиченням у них продуктів окиснення ліпідів 

за методом [13]. Стан антиоксидантної системи 
оцінювали за активністю каталази, супероксиддис-
мутази, параоксонази-1 [14–16], а також за рівнем 
відновленого глутатіону в сироватці крові [17]. 

Для оцінки наявності та активності системної 
імунозапальної реакції у сироватці крові методом 
імуноферментного аналізу з використання тест-
систем визначали рівень прозапальних цитокінів – 
інтерлейкіну-6 (IL-6) (Labsystems iEMS, Фінляндія) 
та фактора некрозу пухлин-α (ФНП-α) (Labsystems 
iEMS, Фінляндія). Функціональний стан імунокомпе-
тентних клітин (моноцитів) оцінювали за їх здатністю 
до відновлення нітросинього тетразолію (НСТ-тест) 
в спонтанному тесті, а також при індукуванні піроге-
налом із визначенням резервних можливостей клі-
тин. Результати НСТ-тесту оцінювали морфологічно 
у мазках. Вміст білка гострої фази запалення церу-
лоплазміну визначали за методом [18]; активність 
ферменту мієлопероксидази вимірювали спектро-
фотометрично за методом [19]. Активність ізофер-
менту іNOS визначали за запропонованою нами 
методикою [20], сутність якої полягає в тому, що 
після отримання популяції мононуклеарних клітин 
периферійної крові в стерильні флакони з інкуба-
ційним середовищем вносять 1 мл клітинної суміші 
з розрахунку 3·109 клітин та інкубують протягом 24 
год при температурі 37 °С. Після центрифугування 
інкубованої суміші в супернатанті спектрофотоме-
трично визначають вміст цитруліну [21].

Статистичну обробку результатів проводили за 
допомогою пакету прикладних програм Statistica for 
Windows. Достовірність відмінностей між кількісни-
ми ознаками із нормальним розподілом проводили 
за допомогою непарного t-критерію Стьюдента. При 
порівнянні двох незалежних груп використовувався 
критерій Манна – Уїтні (U) та критерій Вілкоксона 
(W) для двох залежних груп, якщо розподіл показ-
ника не відповідав нормальному. Різницю вважали 
статистично достовірною при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ 
Як показали проведені дослідження (табл. 1), 

за ХСН спостерігається формування оксидативного 
стресу, при цьому вільнорадикальному окисненню 
піддаються не тільки ліпіди, але й білки сироватки 
крові та ліпопротеїнів. Вміст ДК та ТБК-ПП в сиро-
ватці крові при ХСН виявились достовірно вищими 
на 64 та 59 % відповідно порівняно з контролем. На 
46 % підвищений вміст кінцевих продуктів вільно-
радикального окиснення білків. Вільнорадикальній 
окиснювальній модифікації піддаються також ЛПНГ 
та ЛПДНГ. На це вказує збільшення вмісту ПВРОБ у 
сумарній фракції ЛПНГ+ЛПДНГ на 49 % порівняно 
з контрольною групою. У результаті переокиснен-
ня ліпідних та білкових компонентів ліпопротеїнів 
крові ступінь їх перекисної модифікації достовірно 
збільшується з 2,41±0,70 до 3,78±0,11 (р<0,05). Це 
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вказує на зростання атерогенного потенціалу крові 
при ХСН, яке може відігравати ключову роль у про-
гресуванні основного захворювання та розвитку 
життєво небезпечних ускладнень. 

Інтенсифікація вільнорадикальних окиснюваль-
них процесів відбувається на фоні значного пригні-
чення активності антиоксидантних систем захисту 
– каталази (на 37 %) та СОД (на 50 %) порівняно з 
контрольною групою. Звертає увагу також зниження 
рівня відновленого глутатіону на 34 % і активності 
одного з найважливіших антиоксидантних фер-
ментів – параоксонази-1 на 38 % порівняно з конт
рольною групою. Відомо, що параоксоназа-1 бере 
участь у регуляції метаболізму ліпідів, підтриманні 
структурної стабільності та захисті ЛПВГ та ЛПНГ 
від переокиснення, таким чином, зменшуючи ризик 
розвитку та прогресування ушкоджень судинної стін-
ки. Параоксоназа-1 здатна руйнувати холестеринові 
та фосфоліпідні ефіри у складі окиснених ліпопро-
теїнів, виявляючи антиоксидантні властивості [22]. 

Показано, що зниження активності параоксона-
зи-1 в сироватці крові супроводжується інтенсифіка-
цією оксидативного стресу, а зростання активності 
цього ферменту асоціюється зі зниженням ризику 
розвитку оксидативного стресу та загрози розвитку 

та прогресування серцево-судинних захворювань. 
На наявність імунозапальної активації (табл. 

2) вказувало зростання в 2 рази вмісту в сироватці 
крові вмісту білка гострої фази запалення церуло-
плазміну та прозапальних цитокінів IЛ-6 та ФНП-α 
відповідно на 41 та 59 % порівняно з контрольною 
групою.

Результати НСТ-тесту з імунокомпетентними 
клітинами, що характеризує інтенсивність вну-
трішньоклітинних кисенезалежних окиснювальних 
процесів з утворенням вільних радикалів, свідчить 
про збільшення фагоцитарної активності клітин на 
40 % в умовах системної запальної реакції. Підви-
щення активності ферменту мієлопероксидази в 2 
рази в крові обстежуваних пацієнтів також слугує 
доказом активності нейтрофілів та моноцитів в 
умовах системної запальної реакції та посиленого 
вивільнення в кровотік ферменту мієлопероксидази 
з азурофільних гранул імунокомпетентних клітин.

Вказані зміни імуно-біохімічних показників су-
проводжувались підвищенням загального вмісту 
цитруліну в сироватці крові в два та більше разів 
порівняно з контрольною групою. Це може бути 
результатом надмірної активації індуцибельної ізо-
форми NO-синтази в умовах запальної реакції та під 

Таблиця 1. Показники інтенсивності вільнорадикальних окиснювальних реакцій та системного антиоксидантного 
захисту при хронічній серцевій недостатності, M±m

Показник Контрольна група (n=20) Хронічна серцева недостатність 
(n=120)

Дієнові кон’югати, Од/л 1,78±0,13 2,80±0,23*
ТБК-ПП, Од/л 5,11±0,21 8,12±0,63*
ПВРОБ у сироватці крові, ум. од./мл 4,13±0,16 6,01±0,19*
ПВРОБ в ЛПНГ+ЛПДНГ, ум.од./мг ліпідів 0,57±0,05 0,86±0,04*
Індекс перекисної модифікації 
ЛПНГ+ЛПДНГ, ум. од./мг ліпідів

2,41±0,70 3,78±0,11*

Активність каталази, Од/л 12,43±1,30 8,99±0,60*
Активність СОД, Од/л 1457,34±113,54 975,56±103,38*
Активність параоксонази-1, кU/л 5,66±0,93 3,50±0,41*
Відновлений глутатіон, мкмоль/л 6,75±0,79 4,61±0,52*

Примітка: * – різниця достовірна порівняно з контрольною групою (р<0,05).

Таблиця 2. Показники імунозапальної активації та стану NO-синтазних систем при хронічній серцевій недостатності, 
M±m

Показник Контрольна група (n=20) Хронічна серцева недостатність 
(n=120)

ІЛ-6, пг/мл 8,02±0,65 11,34±1,11*
ФНП-α, пг/мл 42,08±5,10 67,52±0,81*
НСТ спонт., % 8,50±0,78 17,01±1,60*
НСТ індук., % 16,12±0,48 19,24±2,12*
Активність мієлопероксидази, ум. од./хв 0,00242±0,0006 0,0057±0,0006*
Цитрулін у сироватці крові, мкмоль/л 21,14±2,63 49,06±5,60*
Активність iNOS, мкмоль/109 клітин/год 41,14±0,53 123, 26±13,20*
Церулоплазмін, мг/л 23,63±1,90 49,62±4,13*

Примітка. * – різниця достовірна порівняно з контрольною групою (р<0,05).
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впливом підвищеного рівня прозапальних цитокінів 
[23]. Активність ізоформи іNOS в цих умовах вияви-
лася підвищеною в 3 рази порівняно з контрольним 
показником. Значне підвищення рівня цитруліну в 
сироватці крові та приріст активності іNOS в іму-
нокомпетентних клітинах при їх активації узгоджу-
ються з існуючими даними літератури, які свідчать 
про потенційну здатність цієї ізоформи ферменту 
до багатократної активації в умовах імунозапальної 
реакції під впливом прозапальних цитокінів [1, 3, 23].

Таким чином, активація імунокомпетентних 
клітин в умовах оксидативного стресу при ХСН су-
проводжується інтенсифікацією вільнорадикальних 
окиснювальних процесів у них на фоні пригнічення 
активності антиоксидантних систем захисту та на-
копиченням в крові активних форм кисню, продуктів 
вільнорадикальної модифікації ліпідів, білків, фер-
ментів та кінцевих продуктів ферментних реакцій, у 
т. ч. кінцевого продукту іNOS-реакції – цитруліну [24]. 
Значний приріст рівня цитруліну в крові при ХСН 
унаслідок активації іNOS може свідчити про одно-
часне посилене утворення в клітинах також іншого 
кінцевого продукту іNOS – оксиду азоту, підвищена 
концентрація якого в цих умовах може спричиняти 

цитотоксичну та імуногенну дію, викликати різку 
вазодилатацію з підвищенням проникності судин-
ної стінки, формуванням набрякового синдрому та 
прогресуванням патологічного процесу в клітинах 
серця та судин при ХСН [23]. 

ВИСНОВКИ 
Системна імунозапальна активація та форму-

вання оксидативного стресу тісно взаємопов’язані: 
імунне запалення може як ініціювати формування 
оксидативного стресу, так і сприяти інтенсифікації 
вже існуючого на фоні основного захворювання 
оксидативного стресу, прогресуванню ХСН із роз-
витком тяжких ускладнень, що загрожують життю.

У взаємозв’язку між системною імунною ак-
тивацією та інтенсивністю оксидативного стресу 
важливою зв’язувальною ланкою можна вважати 
активацію іNOS у клітинах крові та серцево-судинної 
системи. У зв’язку з цим активність іNOS та підви-
щення рівня цитруліну в циркулюючій крові можуть 
вважатися маркерами наявності імунної активації 
та оксидативного стресу, які зумовлюють прогресу-
вання основного серцево-судинного захворювання 
та ХСН.
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