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A considerable decrease of constitutive NO-syntase activity (cNOS) in blood thrombocytes of
patients with idiopathic pulmonary hypertension (IPH) is shown. This is the evidence of a
decrease of NO synthesis with vaso-dilating properties and an increase of inducible NO-syntase
activity (iNOS), that is accompanied by increase of the pool of nitrate-anions (NO−

3 ) and
promotes the activation of lipids peroxidation. Activity of Ca2+ — dependent cNOS in blood
thrombocytes of patients with IPH increases, and the part of NO−

2 of the stable metabolites
pool increases under treatment with diltiazem. This is the evidence of the activation of NO pool
production with vaso-dilating properties. Treatment with diltiazem doesn’t influence the activity
Ca2+ — independent iNOS and the NO−

3 pool.

Iдiопатична легенева гiпертензiя (IЛГ) є рiдкiсним захворюванням, що уражає переважно
осiб молодого вiку i швидко прогресує, призводячи до iнвалiдностi та смертi хворих через
декiлька рокiв пiсля появи перших симптомiв [1]. Причину IЛГ ще досi не встановлено.
Деякi вченi вважають, що важливим фактором патогенезу IЛГ є дисфункцiя ендотелiю
судин легень. Як фактори, що ушкоджують ендотелiй, обговорюються вiруснi аутоантитiла,
хiмiчнi речовини, лiкарськi засоби тощо [1, 2]. Багато прихильникiв має вазоконстрикторна
теорiя, згiдно з якою початок IЛГ дає спазм легеневих артерiй м’язового типу.

Ендотелiй судин вiдiграє провiдну роль у регуляцiї кровообiгу шляхом секрецiї низки
фiзiологiчно активних речовин, найважливiшим з яких є ендотелiальний фактор розсла-
блення, iдентифiкований як оксид азоту (NO) [2]. Порушення функцiї ендотелiю, що вияв-
ляється у погiршеннi ендотелiйзалежного розслаблення, в основному внаслiдок зменшення
синтезу NO, при збереженнi або збiльшеннi продукцiї ендотелiйзалежних вазоконстрикто-
рiв, передусiм ендотелiну, доведено при iшемiчнiй хворобi серця i атеросклерозi [3]. Як
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надмiр, так i нестача NO можуть вiдiгравати значну роль у патогенезi багатьох захворю-
вань i патологiчних станiв. Нами виявлено зниження базального рiвня NO в плазмi кровi
при гiпертонiчнiй хворобi та цукровому дiабетi, i навпаки, його збiльшення при гiпоксiї та
iшемiчнiй хворобi серця.

Iснують поодинокi вказiвки на збiльшення у частини хворих з васкулярною легеневою
гiпертензiєю сироваткового вмiсту ендотелiну-1 [4], однак стан NO-системи при цьому за-
хворюваннi ранiше не вивчався.

У зв’язку з популярнiстю вазоконстрикторної теорiї в терапiї хворих на IЛГ широко
використовуються периферiйнi вазодилататори, у першу чергу блокатори кальцiєвих кана-
лiв (БКК), якi здатнi знижувати тиск у легеневiй артерiї, стабiлiзувати та певною мiрою
покращувати стан хворих. У той же час вплив БКК на метаболiзм NO та активнiсть рiзних
iзоформ NOS в тромбоцитах кровi у хворих на IЛГ практично не вивченi.

Зважаючи на вищесказане, метою нашого дослiдження була оцiнка стану NO-системи
в тромбоцитах кровi хворих на IЛГ та його змiни в умовах тривалого лiкування БКК
дилтiаземом.

Матерiалом для дослiджень були тромбоцити 10 хворих на IЛГ з серцевою недостат-
нiстю III–IV класу за класифiкацiєю Нью-Йоркської асоцiацiї кардiологiв (NYHA). Хворi
знаходилися на лiкуваннi в кардiологiчному центрi центральної мiської клiнiчної лiкарнi
м. Києва. Бiльшiсть хворих (8 осiб) були жiночої статi. Вiк хворих коливався вiд 16 до 26
рокiв i становив у середньому (21,4 ± 4,8) роки. Дiагноз IЛГ ставили на основi клiнiчних
та iнструментальних (ЕКГ у 12 вiдведеннях, рентгенографiя органiв грудної порожнини,
доплер-ехокардiографiя) даних пiсля виключення вiдомих причин легеневої гiпертензiї. Си-
столiчний тиск у легеневiй артерiї за даними доплерiвського дослiдження транстрикуспi-
дального кровотоку [5] коливався вiд 89 до 107 мм рт. ст. i становив у середньому (98±9) мм
рт. ст. Хворi отримували загальноприйняте лiкування аспiрином (100 мг на добу) або непря-
мими антикоагулянтами, кисневу терапiю, при ознаках затримки рiдини — дiуретики, до
якого пiсля первинного обстеження та стабiлiзацiї стану додавали дилтiазем (“Дiакордин”,
Leciva, Чехiя). Його прийом починали з 90 мг 1 раз на добу з поступовим пiдвищенням дози
протягом 7 дiб до максимально переносимої пiд ретельним контролем з урахуванням арте-
рiального тиску та частоти серцевих скорочень — 180–360 мг, у середньому (270±90) мг на
добу. Iстотних побiчних ефектiв (запаморочень, артерiальної гiпотензiї, брадикардiї та iн.)
не виявлено. У першi два тижнi лiкування вiдмiчали зменшення системного систолiчно-
го артерiального тиску на (10 ± 2) мм рт. ст. та частоти серцевих скорочень на (11 ± 3)
ударiв/хв, що не вимагало вiдмiни препарату.

Забiр кровi проводили в клiнiцi з дотриманням вiдповiдних правил. Видiляли тромбо-
цити кровi в градiєнтi щiльностi альбумiну в модифiкацiї [6]. Альбумiн зводить до мiнiмуму
механiчну травму тромбоцитiв, запобiгає тiсному контакту їх один з одним та з поверхнею
центрифугальної пробiрки в процесi центрифугування. Для стабiлiзацiї кровi як антикоагу-
лянт використовували не цитрат натрiю, а трилон В та аскорбiнову кислоту, кров помiща-
ли в пластмасовi пробiрки, щоб не ушкодити клiтини. З метою вивчення стану NO-системи
в тромбоцитах кровi визначали вмiст його стабiльних метаболiтiв: нiтрит-анiона (NO−

2
) — за

допомогою реактиву Грiса в колориметричнiй реакцiї [7], нiтрат-анiона (NO−

3
) — спектрофо-

тометричним методом [7] у модифiкацiї, де замiсть стрихнiну використовували його гiдро-
ксильоване похiдне — бруцин. Активнiсть NO-синтаз (Ca2+-залежної — cNOS та Ca2+-не-
залежної — iNOS) визначали спектрофотометричним методом [8]. Паралельно в тромбо-
цитах кровi визначали вмiст пероксиду водню методом [9], активнiсть аргiнази оцiнювали
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за утворенням сечовини [10]. Кiлькiсть бiлка розраховували за Бредфордом. Лабораторнi
обстеження хворих проводили двiчi: на час включення в обстеження та пiсля 6 мiс. лiкуван-
ня з використанням дилтiазему. Нормативнi величини показникiв, що вивчались, отриманi
при дослiдженнi тромбоцитiв кровi 10 практично здорових осiб, якi вiдповiдали за стат-
тю (10 осiб жiночої статi) та вiком (вiд 18 до 23 рокiв, у середньому (20,5 ± 2,5) роки)
обстежуваним хворим на IЛГ.

Данi обробляли за допомогою непараметричної статистики з використанням критерiїв
Вiлкоксона.

На кiнець спостереження у 9 iз 10 хворих, що отримували дилтiазем, вiдзначено певне
полiпшення самопочуття (зменшення задишки, слабкостi), стан одного хворого залишився
без змiн. Зменшення класу NYHA на один вiдмiчено у одного хворого. У 9 хворих динамiка
класу NYHA була вiдсутня.

Згiдно з результатами дослiдження (табл. 1), у тромбоцитах кровi хворих на IЛГ вiдбу-
валось зниження активностi cNOS у 2,5 раза порiвняно з контрольною групою (p < 0,05).
Це свiдчить про зниження синтезу ендогенного NO, який є сильним вазодилататором i iн-
гiбiтором агрегацiї тромбоцитiв завдяки прямiй стимуляцiї розчинної гуанiлатциклази за
гемзалежним механiзмом i накопиченню цГМФ, який спричиняє також розслаблення глад-
ких м’язiв судин [2]. Нами також виявлено пiдвищення агрегацiї тромбоцитiв у хворих
на IЛГ. В ендотелiї судин синтез NO здiйснюється в основному ендотелiальною iзофор-
мою cNOS (еNOS). Тромбоцити в процесi агрегацiї, яка регулюється АДФ, тромбоксаном
А2 та серотонiном, звiльняють NO. Продукти, якi видiляються тромбоцитами — серотонiн
i АДФ, зменшують видiлення NO ендотелiоцитами [2]. Вченими показано, що NO, синте-
зований еNOS, iнгiбує агрегацiю тромбоцитiв, адгезiю моноцитiв до ендотелiю та пролiфе-
рацiю гладеньком’язових клiтин при атеросклерозi. Загальновiдомо, що активнiсть cNOS,
у тому числi еNOS, залежить вiд концентрацiї iонiв кальцiю в клiтинi. Пiдвищення вмiсту
цитозольного Ca2+ спричиняє пригнiчення синтезу NO iз L-аргiнiну за дiї еNOS. Iснує при-
пущення [6], що пiдвищений рiвень ендотелiну в ендотелiоцитах також може обумовлювати
пiдвищення рiвня iонiв кальцiю в клiтинах, прямо дiючи на L-типи кальцiєвих каналiв. За
допомогою флуоресцентного барвника guin 2 показано [11], що збiльшення концентрацiї iо-
нiв кальцiю в цитоплазмi тромбоцитiв при дiї тромбiну, фактора активацiї тромбоцитiв та
АДФ вiдбувається за рахунок вiдкриття рецепторзалежних Ca2+ каналiв. БКК верапамiл
у концентрацiї 10−4 М повнiстю блокував дiю фактора агрегацiї тромбоцитiв на вмiст iонiв
кальцiю [11].

Спочатку збiльшення концентрацiї iонiв кальцiю в клiтинi сричиняє активацiю cNOS,
але при високих концентрацiях iонiв кальцiю в клiтинах активнiсть cNOS знижується, що
ми i спостерiгали в тромбоцитах кровi хворих на IЛГ, i це приводить до зменшення рiвня
“корисного” NO.

Активнiсть Ca2+-незалежного iзоферменту iNOS в тромбоцитах кровi хворих на IЛГ
була збiльшена в 3,6 раза порiвняно з нормою (див. табл. 1, p < 0,05). Активацiя
iNOS може виникати внаслiдок активацiї цитокiнiв, вiльнорадикальних процесiв i при-
гнiчення активностi антиоксидантних ферментiв супероксиддисмутази i глутатiонперокси-
дази. Так, нами вiдмiчено значне пiдвищення вмiсту в кровi хворих на синдром Ей-
зенменгера протизапальних цитокiнiв IЛ 1β та IЛ-6 [12]. iNOS спричинює надлишко-
ву продукцiю вiльних радикалiв, зокрема “шкiдливого” NO, який бере участь в актива-
цiї процесiв пероксидного окиснення лiпiдiв (ПОЛ), призводить до ушкодження клiтин,
а також до накопичення супероксидного анiон-радикала (О−

2
). Супероксидний анiон-ра-
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Таблиця 1. Показники NO-системи в тромбоцитах кровi хворих на iдiопатичну легеневу гiпертензiю та їх змiни в умовах лiкування дилтiаземом
(M ± m)

Група
обстежуваних

iNOS, пмоль/
(хв · мг бiлка)

сNOS, пмоль/
(хв · мг бiлка)

NO−

2 , пмоль/
мг бiлка

NO−

3 , нмоль/
мг бiлка

iNOS/ cNOS,
ум. од.

NO
−

2

NO
−

2 + NO
−

3

, %

Здоровi особи 1,68 ± 0,31 1,49 ± 0,26 176,1 ± 89,2 6,9 ± 0,8 1,13 ± 0,06 2,49 ± 0,08

Хворi на IЛГ
до лiкування 6,11 ± 0,52

∗

0,59 ± 0,08
∗

438,2 ± 139,1 45,5 ± 9,8
∗

10,36 ± 0,51
∗

0,95 ± 0,10
∗

на фонi лiкування 6,06 ± 1,43
∗

5,36 ± 1,71
∗,∗∗

731,8 ± 156,3
∗

45,5 ± 10,8
∗

1,13 ± 0,23
∗∗

1,58 ± 0,07
∗,∗∗

∗Рiзниця достовiрна порiвняно з даними у здорових осiб, p < 0,05.
∗∗ Рiзниця достовiрна порiвняно з даними у хворих на IЛГ до лiкування, p < 0,05.
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дикал взаємодiє з NO з подальшим утворенням пероксинiтриту (ONOO−) — радикала,
що виявляє деструктивний ефект вiдносно тромбоцитiв [2]. Активацiя ПОЛ в еритроци-
тах та плазмi кровi хворих на IЛГ вперше показана нами в роботi [13]. Виявлене на-
ми зменшення активностi cNOS в тромбоцитах кровi хворих на IЛГ може вiдбувати-
ся не тiльки за рахунок зростання концентрацiї iонiв кальцiю, але i внаслiдок високого
рiвня “шкiдливого” NO, що продукуються iNOS. Вiдношення iNOS до cNOS в тромбо-
цитах кровi в умовах IЛГ значно зростало (в 9,2 раза, p < 0,05), що зумовлено змен-
шенням активностi cNOS, яка продукує “корисний” NO, що бере участь у регуляцiї су-
динного тонусу, i збiльшенням активностi iNOS, яка бере участь у синтезi “шкiдливого”
NO.

У хворих на IЛГ в тромбоцитах кровi вмiст кiнцевих продуктiв метаболiзму NO — нiт-
рит-анiона (NO−

2
) та нiтрат-анiона (NO−

3
) зростав порiвняно з таким у контрольнiй групi

вiдповiдно в 2,5 i в 6,6 раза (p < 0,05, див. табл. 1), що свiдчить про збiльшене утворення
тромбоцитарного та ендотелiального NO, в основному за рахунок дiї iNOS. При цьому част-
ка NO−

2
в загальному пулi (NO−

2
+ NO−

3
) стабiльних метаболiтiв NO в тромбоцитах хворих

на IЛГ зменшувалась у 2,5 раза порiвняно з контролем (p < 0,05, див. табл. 1).
Як показали отриманi нами результати (табл. 2), у тромбоцитах кровi хворих на IЛГ зро-

стала активнiсть неокисного аргiназного шляху обмiну L-аргiнiну (L-аргiнiн → L-орнiтин+
+ карбамiд), на що вказувала активацiя аргiнази (у 6,3 раза порiвняно з контрольною гру-
пою, p < 0,05). Рiвень карбамiду значно збiльшувався (у 3,2 раза порiвняно з контролем,
p < 0,05) як за рахунок збiльшення активностi аргiнази, так i, можливо, за рахунок пору-
шення його виведення в умовах серцевої недостатностi. Активацiя неокисного аргiназного
шляху обмiну аргiнiну, вiрогiдно, має компенсаторне значення, яке полягає в обмеженнi
доступностi аргiнiну як субстрату для синтезу “шкiдливого” NO за умов патологiї. Тром-
боцити кровi хворих на IЛГ знаходилися в станi оксидативного стресу, на що вказувало
значне зростання (у 8,3 раза порiвняно з контрольною групою, p < 0,05) вмiсту стабiльно-
го метаболiту активного кисню — пероксиду водню (див. табл. 2). Цi данi пiдтверджують
активацiю процесiв ПОЛ у хворих на IЛГ.

За умов лiкування БКК дилтiаземом активнiсть cNOS в тромбоцитах кровi значно пiд-
вищувалася (у 9 разiв, p < 0,05) i навiть перевищувала нормальнi величини (p < 0,05,
див. табл. 1). Цi данi свiдчать про активацiю синтезу “корисного” NO в тромбоцитах, а мож-
ливо, i в ендотелiоцитах. Пул нiтрит-анiона (NO−

2
) залишався на високому рiвнi. Активнiсть

iNOS i пул нiтрат-анiона (NO−

3
) залишалися пiдвищеними у порiвняннi з нормальними вели-

чинами (p < 0,05) без iстотних змiн (див. табл. 1). Цi данi пiдтверджують припущення, що
в умовах лiкування дилтiаземом NO, який утворюється завдяки iNOS, переважно фермен-

Таблиця 2. Активнiсть ферменту аргiнази та вмiст пероксиду водню та карбамiду в тромбоцитах кровi
хворих на IЛГ та їх змiни в умовах лiкування дилтiаземом (M ± m)

Група
обстежуваних

H2O2, пмоль/мг
бiлка

Аргiназа, нмоль/
(хв · мг бiлка)

Карбамiд,
нмоль/мг бiлка

Здоровi особи 42,0 ± 11,1 0,91 ± 0,09 177,3 ± 23,8

Хворi на IЛГ
до лiкування 349,4 ± 88,9

∗

5,70 ± 0,85
∗

572,7 ± 109,8
∗

на фонi лiкування 373,6 ± 118,1
∗

13,77 ± 2,60
∗,∗∗

740,7 ± 115,8
∗

∗Рiзниця достовiрна порiвняно з даними у здорових осiб, p < 0,05.
∗∗Рiзниця достовiрна порiвняно з даними у хворих на IЛГ до лiкування, p < 0,05.

ISSN 1025-6415 Доповiдi Нацiональної академiї наук України, 2007, №8 187



тативно окиснюється до нiтрат-анiона (NO−

3
). Оскiльки в умовах лiкування дилтiаземом

в тромбоцитах кровi хворих на IЛГ активнiсть iNOS залишалася високою, а активнiсть
cNOS значно пiдвищувалася (вище норми), вiдношення iNOS/cNOS також нормалiзувало-
ся (див. табл. 1).

Вмiст пероксиду водню в тромбоцитах при лiкуваннi дилтiаземом залишався без iстот-
них змiн (p > 0,05) на високому рiвнi (див. табл. 2). Це може бути частково обумовлено пере-
творенням супероксидних анiон-радикалiв ферментом супероксиддисмутазою в стабiльний
H2O2, активнiсть якої за дiї дилтiазему, як показали нашi дослiдження [14], iстотно зростає.
Оскiльки в умовах лiкування дилтiаземом в тромбоцитах кровi збiльшувалася продукцiя
“корисного” NO внаслiдок активацiї cNOS, можна припустити, що синтезований NO знижує
ефективнiсть дiї H2O2 навiть при його надлишковiй кiлькостi, що було показано на куль-
турi ендотелiальних клiтин легеневої артерiї [15]. Активнiсть аргiнази ще бiльше зростала
(p < 0,05, див. табл. 2), а вмiст карбамiду в тромбоцитах кровi залишався пiдвищеним
у порiвняннi з нормою (p < 0,05, див. табл. 2), що має важливе значення для обмежен-
ня синтезу “шкiдливого” NO ферментом iNOS, активнiсть якої при лiкуваннi залишалася
високою (див. табл. 1).

Отже, як нами показано, у тромбоцитах кровi хворих на IЛГ знижувалася активнiсть
cNOS i, як наслiдок, продукцiя “корисного” NO, що може частково зумовлювати пiдви-
щення легеневого судинного тонусу i агрегацiї тромбоцитiв — важливих ланок патогенезу
цiєї патологiї. Зниження активностi сNOS може вiдбуватися за рахунок як високої внутрi-
шньоклiтинної концентрацiї iонiв кальцiю, так i збiльшення пулу NO, який синтезується
iNOS. Активнiсть iNOS в тромбоцитах кровi хворих на IЛГ значно пiдвищувалася, про що
також свiдчило збiльшення спiввiдношення iNOS/cNOS. NO, який синтезується за допомо-
гою iNOS, переважно бере участь у вiльнорадикальних реакцiях окиснення [2]. У тромбо-
цитах кровi хворих на IЛГ значно зростали пули NO−

2
та NO−

3
. Це вказує на те, що значна

частина синтезованого de novo NO окиснювалася:

NO → NO−

2
→ NO−

3
.

Значно зростав також неокисний аргiназний шлях обмiну L-аргiнiну, про що свiдчить
iстотна активацiя аргiнази i накопичення карбамiду, та вмiст стабiльного метаболiту актив-
ного кисню — пероксиду водню, що свiдчить про те, що тромбоцити знаходяться в станi
оксидативного стресу.

В умовах лiкування БКК дилтiаземом активнiсть cNOS в тромбоцитах кровi значно пiд-
вищувалася (навiть вище норми). Цi данi свiдчать про активацiю синтезу “корисного” NO
в тромбоцитах, а можливо, i в ендотелiоцитах. Частка NO−

2
в пулi стабiльних метаболiтiв

NO пiдвищувалася майже в 2 рази. Активнiсть iNOS i пул NO−

3
залишалися високими без

iстотних змiн, але вiдношення iNOS/cNOS повнiстю нормалiзувалося. Вмiст пероксиду во-
дню залишався на високому рiвнi. Це може, однак, обумовлюватись перетворенням суперо-
ксидних анiон-радикалiв ферментом супероксиддисмутазою у стабiльний H2O2. Активнiсть
компенсаторного неокисного шляху обмiну аргiнiну зростала, про що свiдчить пiдвищення
активностi аргiнази в тромбоцитах кровi.

Таким чином, в патогенезi IЛГ важливу роль вiдiграє порушення функцiї судинного ен-
дотелiю, а також i тромбоцитiв, значне пiдвищення синтезу токсичного NO в тромбоцитах
кровi i, можливо, в ендотелiоцитах. При лiкуваннi дилтiаземом активнiсть cNOS пiдвищу-
ється, що сприяє збiльшенню продукцiї функцiонально активного NO, що може позитивно
впливати на функцiю ендотелiю.
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За результатами дослiджень можна зробити такi висновки. В тромбоцитах кровi хворих
на IЛГ вiдбувається iстотне зниження активностi cNOS, що свiдчить про зменшення синте-
зу NO з вазодилататорними властивостями. Пiдвищення активностi iNOS супроводжується
збiльшенням пулу NO−

3
i сприяє активацiї процесiв пероксидного окиснення лiпiдiв, про що

свiдчить збiльшення вмiсту H2O2. Активацiя неокисного шляху обмiну аргiнiну вiдбуває-
ться за рахунок активацiї фермента аргiнази та збiльшення рiвня карбамiду. Вiрогiдно, це
має компенсаторне значення для зменшення продукцiї “шкiдливого” NO. За умов лiкування
блокатором кальцiєвих каналiв дилтiаземом активнiсть Ca2+-залежної cNOS в тромбоци-
тах кровi хворих на IЛГ пiдвищується i зростає частка NO−

2
в пулi стабiльних метаболiтiв,

що свiдчить про активацiю утворення пулу NO з вазодилататорними властивостями. При
цьому дилтiазем не справляє впливу на активнiсть Ca2+-незалежної iNOS та пул NO−

3
. При

застосуваннi дилтiазему активнiсть неокисного шляху обмiну аргiнiну в тромбоцитах кровi
зростає.
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