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УДК 547.427.1+616-089.882+546.48
Г. М. Ерстенюк, Ю. І. Губський
СТАН ЕРИТРОЦИТАРНИХ МЕМБРАН ПРИ КО-

РЕКЦІЇ КАДМІЄВОЇ ІНТОКСИКАЦІЇ УНІТІОЛОМ
Досліджували параметри кислотних еритрограм щурів

при експериментальній кадмієвій інтоксикації (1200 мкг
хлориду кадмію (СdCl2) на 1 кг маси тіла протягом 10 днів).
Матеріал для дослідження забирали на 14-ту добу після
завершення введення СdCl2. Дослідження показали, що при
кадмієвій інтоксикації порушуються параметри кислот-
них еритрограм, підвищується кислотна резистентність
плазматичної мембрани еритроцитів. Газохроматографіч-
ний аналіз ліпідів еритроцитів вказує на порушення жир-
нокислотного складу еритроцитів. Застосування унітіолу
зумовлює часткову нормалізацію досліджуваних показ-
ників, що дозволяє використовувати унітіол для корекції
кадмієвої інтоксикації.

Ключові слова: кадмієва інтоксикація, еритроцити, кис-
лотний гемоліз, газохроматографічний аналіз, унітіол.
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THE STATE OF ERYTHROCYTE MEMBRANES AFTER

CORRECTION OF CADMIUM INTOXICATION WITH
UNITIOL

The parameters of acid erytrograms were studied in rats
under experimental cadmium intoxication (1200 mkg of cad-
mium chloride per 1 kg of body mass were injected during 10
days). The material for the investigation was taken on the 14th
day after the last injection of CdCl

2
. It has been established

that in the result of cadmium intoxication the parameters of
acid erytrograms are broken and acid resistance of erythro-
cytes plasmic membrane increases. Gasochromatographic
analysis of the erythrocyte lipids has indicated the disturbance
of fat — acid composition of the erythrocytes. The use of Uni-
tiol leads to the partial normalisation of the indexes under in-
vestigation that proves its application for correction of cadmi-
um intoxication.

Key words: cadmium intoxication, erythrocytes, acid hemo-
lysis, gasochromatographic analysis, unitiol.

Мікро- та макроангіопатії,
які розвиваються при цукрово-
му діабеті (ЦД), поряд із при-
скореним  прогресуванням
атеросклерозу супроводжу-
ються порушенням кровообігу
та підвищеним ризиком тром-
бозу і можуть бути причиною
раптової смерті. Найважливі-
шими функціональними зміна-
ми, що спричинюють ангіопа-
тії, є підвищення проникності
судинної стінки, гемодинаміч-
ні розлади, зміни  в’язкості
крові та порушення адгезив-
ної й агрегаційної здатності
тромбоцитів, які залежать від
їх морфофункціонального ста-
ну.
Доведено незаперечну роль

гіперглікемії у розвитку діабе-
тичних судинних ускладнень.
Ушкоджуючу дію гіпергліке-
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мії, як правило, пов’язують з
активацією певних біохіміч-
них процесів: неферментатив-
не глікозилування білків, полі-
оловий шлях метаболізму глю-
кози, пряма глюкотоксичність
[1].
Неферментативне глікози-

лування білків — це реакція
між глюкозою і залишками
лізину циркулюючих або струк-
турних білків, що не потре-
бує присутності специфічних
ферментів [2]. Глікозильовані
білки і субстрати стають більш
чутливими до впливу на них
вільних радикалів, які утво-
рюються внаслідок окисню-
вального стресу, що виникає
при ЦД. Для припинення ре-
акції неферментативного глі-
козилування  в експеримен-
тальних дослідженнях з кінця

80-х років минулого століття
з  успіхом  використовують
препарт аміногуанідин (AG),
який  необоротно  реагує  з
карбоксильними групами зво-
ротних продуктів глікозилу-
вання (шифові основи та про-
дукти Амадорі), чим, власне,
і зупиняє цей процес.
У публікаціях останніх ро-

ків є повідомлення про те, що
AG має протекторну дію при
розвитку нефропатії при стреп-
тозотоциновому діабеті [3], а
також може виступати у ролі
фармакологічного інгібітора
ретинопатії за умов алокса-
нового діабету [4]. У деяких
наукових працях аміногуані-
дину надається статус анти-
оксиданта [5]. Але AG ціка-
вий ще й тим, що він є селектив-
ним інгібітором індуцибель-
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ної NO-синтази  — однієї  з
ізоформ сім’ї синтаз оксиду
азоту (NOS).
Оксид  азоту  (NO) є  уні-

кальною сигнальною молеку-
лою, яка може виступати як
внутрішньоклітинний, так і по-
заклітинний месенджер, взає-
модіяти з клітинами-мішенями.
Він бере участь у реалізації ба-
гатьох важливих фізіологічних
функцій, таких як вазодилата-
ція, нейротрансмісія, зниження
агрегації тромбоцитів, реакції
імунної системи, регуляція то-
нусу гладких м’язів, стан па-
м’яті та ін., а також відіграє
значну роль при деяких пато-
логічних процесах [6]. Оксид
азоту синтезується з L-аргіні-
ну за участі ферменту NO-
синтази, який може бути пред-
ставлений у вигляді трьох ізо-
форм (нейрональна — nNOS I,
індуцибельна — iNOS II та ен-
дотеліальна — eNOS III). Ці
ферменти експресуються як
продукти різних генів у трьох
окремих хромосомах. Нейро-
нальна та ендотеліальна NOS
— конститутивні форми, а
індуцибельна NOS синтезу-
ється у клітині лише після впли-
ву на неї імуномодулюючих
або прозапальних факторів.
NO-синтази — багатофункціо-
нальні ферменти. В умовах не-
стачі основного субстрату —
L-аргініну — фермент почи-
нає відновлювати кисень до
супероксидного аніон-радика-
ла (О·-

2) та перекису водню.
Більшість типів клітин орга-
нізму людини мають у своєму
складі одну або кілька ізо-
форм NO-синтази. При вико-
ристанні вестерну блотингу та
методу флуоресцентної імуно-
цитохімії було виявлено ендо-
теліальну конститутивну й ін-
дуцибельну ізоформи цього
ферменту у тромбоцитах лю-
дини [7].
Рівень експресії, регуляція

активності та функціональна
роль кожної ізоформи NOS у
різних тканинах і біологічних
процесах є предметом актив-

них досліджень. Синтез NO є
регульованим процесом і може
гальмуватися різними анало-
гами L-аргініну, які є конку-
рентними інгібіторами NOS.
Аміногуанідин є селективним
інгібітором іNOS, а такі струк-
турні аналоги аргініну, як Nω-
нітро-монометил-L-аргінін (L-
NММА) та Nω-нітро-L-ар-
гінін-метиловий ефір (L-NАМЕ)
здатні пригнічувати продук-
цію NO обома ізоферментами.
Мета даної роботи — до-

слідження впливу L-аргініну
та інгібіторів NO-синтази на
морфофункціональний стан
тромбоцитів за умов інсуліно-
залежного цукрового діабету.

Матеріали та методи
дослідження

Вплив L-аргініну, L-NMMA,
L-NAME та AG на морфо-
функціональний стан тромбо-
цитів оцінювали in vitro — при
інкубації периферичної крові
людей з цими речовинами та
in vivo — при введенні цих ре-
човин per os з питною водою
щурам.
Взяття крові проводили зран-

ку (до прийому інсуліну та їжі)
у силіконізовані конічні цент-
рифужні пробірки. Кров змі-
шували з 1,5 од/мл апірази
(„Sigma gradeV”) з антикоагу-
лянтом, в якості якого викорис-
товували 3,8%-й розчин цитра-
ту натрію у співвідношенні 9:1.
У дослідженнях in vitro про-

би інкубувалися 10 хв при
37 °С з L-аргініном — субстра-
том досліджуваного ферменту,
а також з інгібіторами: з L-
NMMA, L-NAME та з аміно-
гуанідином. Кінцева концент-
рація всіх речовин, використа-
них для інкубації, становить
10 мкМ.
В експериментах in vivo ін-

сулінозалежний цукровий діа-
бет спричинювали введенням
щурам стрептозотоцину дозою
70 мг на 1 кг маси тіла. Почи-
наючи з моменту введення
стрептозотоцину, тваринам per
os вводилися досліджувані ре-

човини з питною водою: L-
аргінін концентрацією 1,25 г/л
протягом 14 днів; L-NMMA та
L-NAME — концентрацією
70 мг/л протягом 14 днів; AG —
концентрацією 1 г/л протягом
30 днів. Дослідження проводи-
лися у таких групах: 1 — кон-
троль (К); 2 — К + L-аргінін;
3 — К + L-NAME; 4 — К + L-
NMMA; 5 — К + AG; 6 — діа-
бет (Д); 7 — Д + L-аргінін; 8 —
Д + L-NAME; 9 — Д + L-
NMMA; 10 — Д + AG.
Для отримання плазми, зба-

гаченої тромбоцитами, кров
центрифугували протягом 10 хв
при 500 g. Зі збагаченої тром-
боцитами плазми відбирали
аліквоту для дослідження агре-
гаційної здатності кров’яних
пластинок, а решту переноси-
ли в іншу силіконізовану про-
бірку і центрифугували протя-
гом 20 хв при 4000 g для отри-
мання осаду тромбоцитів.
Дослідження агрегації тром-

боцитів виконували на лазер-
ному аналізаторі «Біола» (Ро-
сія), індуктор агрегації — AДФ
(5 мкМ). Активність NO-синта-
зи опосередковано контролю-
вали за вмістом кінцевих про-
дуктів обміну NO: нітритів за
методом Гріса [8], нітратів за
методом Коза [8]. Глікозильо-
ваний гемоглобін визначали
колориметричним методом [9].
Дослідження ультратонкої
структури тромбоцитів вико-
нували за методом трансмі-
сійної електронної мікроскопії
на зрізах за допомогою елект-
ронного мікроскопа ПЕМ-100.
Виділення, відмивання та
фіксацію тромбоцитів для
електронної мікроскопії вико-
нували за методикою Васильє-
вої і Баркагана [10]. Концент-
рацію глюкози визначали глю-
козооксидазним методом [11].

Результати дослідження
та їх обговорення

У табл. 1 подано досліджені
in vitro зведені показники агре-
гаційної здатності тромбоци-
тів та суми вмісту кінцевих
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Таблиця 1

Зміни досліджуваних показників in vitro при інкубації периферичної
крові людей з L-аргініном, L-NMMA, L-NAME й аміногуанідином

в нормі і при цукровому діабеті І типу, М±m, n=11

Показники
Групи NO2

- + NO3
-, Ступінь агрегації, Час агрегації,

мкM/л ум. од. с

К 18,7±0,8 23,9±2,5 220,1±20,4

К + L-арг 25,9±2,5* 9,7±0,9* 100,5±10,0*

К + L-NAME 15,6±1,1* 59,4±1,5* 144,0±15,0*

К+ L-NMМА 13,4±1,1* 57,1±2,4* 150,0±12,0*

К + AG 19,7±1,2 20,3±1,15 118,3±10,0*

Д 29,7±2,9* 45,8±2,5* 54,0±5,0*

Д + L-арг 34,4±1,5** 39,4±2,1** 80,0±7,0**

Д + L-NAME 18,4±1,1** 64,1±1,1** 66,5±6,0**

Д+ L-NMМА 20,7±1,2** 65,2±1,5** 120,0±8,0**

Д + AG 26,9±1,3** 43,5±1,2 43,5±1,5**

Примітка. * — Відмінності вірогідні порівняно з контролем, Р<0,05;
** — відмінності вірогідні порівняно із діабетом І типу, Р<0,05.

продуктів метаболізму оксиду
азоту: нітритів — NO2

– та
нітратів — NO3

– у збагаченій
тромбоцитами плазмі, адже
саме цей показник є індексом
продукції NO. Аналізуючи
дані табл. 1, слід зазначити, що
агрегаційна здатність тромбо-
цитів здорових донорів після
інкубації з L-аргініном значно
знижується, а при інкубації з
неселективними інгібіторами
NOS зростає порівняно з кон-
тролем. Aміногуанідин не ви-
явив інгібуючої дії на продук-
цію оксиду азоту. При дода-
ванні L-аргініну генерується
додаткова кількість NO, про
що свідчить збільшення вміс-
ту нітритів і нітратів. Агрега-
ційна здатність знижується че-
рез те, що NO взаємодіє з Fe2+

гему розчинної гуанілатцик-

Рис. 1. Ультраструктура тромбоцитів здорових
донорів і людей, хворих на цукровий діабет І типу:
1 — контроль (К); 2 — К + L-аргінін; 3 — К + L-
NAMЕ; 4 — К + L-NMMA; 5 — К + AG; 6 — діабет
(Д); 7 — Д + L-аргінін; 8 — Д + L-NAME; 9 — Д + L-
NMMA; 10 — Д + AG
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лази, утворюючи комплекс —
«нітрозил-гем», який є активато-
ром цього ферменту. У тромбо-
цитах цГМФ  знижує концен-
трацію іонів кальцію, що, влас-
не, і є сигналом до дезагрега-
ції кров’яних пластинок. Інку-
бація з L-NMMA та L-NAME
спричинює пригнічення синте-
зу оксиду азоту і внаслідок
цього підвищує агрегаційну
здатність тромбоцитів, при цьо-
му реєструється вірогідне зни-
ження вмісту кінцевих про-
дуктів метаболізму NO. Той
факт, що AG не підвищував
агрегації кров’яних пластинок,
свідчить, що нами інгібувала-
ся лише ендотеліальна кон-
ститутивна ізоформа NOS, а
iNOS не бере участі у регу-
ляції морфофункціонального
стану тромбоцитів у нормі.
Подібна динаміка змін до-

сліджуваних показників спо-
стерігалася і після інкубації
крові хворих на ЦД І типу, але
зниження агрегаційної здат-
ності тромбоцитів після інку-
бації з L-аргініном було не та-
ким стрімким, як у здорових
донорів. Незначний дезагрегу-
ючий вплив AG на кров’яні
пластинки як у нормі, так і за
умов ЦД І типу in vitro може
бути зумовлений специфічною
взаємодією цієї речовини, яка
характеризується різнонаправ-
леною дією, з рецепторним апа-
ратом тромбоцитів. На рис. 1
подано результати досліджень
ультраструктури кров’яних
пластинок у всіх досліджува-
них групах.
Наступним етапом наших

досліджень були експерименти
із введенням досліджуваних ре-
човин per os контрольним тва-
ринам і на фоні стрептозотоци-
нового діабету (табл. 2, рис. 2).
У нормі введення L-аргініну
здійснює свій коригувальний
вплив: знижується агрегаційна
здатність тромбоцитів і збіль-
шується час агрегації. Під-
твердженням дії конкурентних
інгібіторів у контрольній групі
тварин є вірогідне зниження

продукції оксиду азоту, що
відповідно призводило до зро-
стання агрегації тромбоцитів
більше ніж удвічі і до скоро-
чення часу агрегації порівняно
з контролем. Незначне інгібу-
вання продукції NO аміногуані-
дином свідчить про невеликий
вклад iNOS у здійснення фізіо-
логічної регуляторної функції
цією ізоформою у нормі.
При введенні L-аргініну, L-

NMMA та L-NAME тваринам
із експериментальним діабетом
ми не спостерігали яскраво ви-
раженого регуляторного впли-
ву NO на агрегаційну здатність
тромбоцитів. Основний і вирі-
шальний внесок у продукцію
NO за умов інсулінозалежно-
го цукрового діабету має амі-
ногуанідинозалежний синтез
оксиду азоту, тобто синтез за
участі iNOS. Слід зазначити,
що при введенні L-аргініну
відчутно зростав рівень глю-
кози у крові тварин, тобто
тяжчав їх патологічний стан.
Електронограма тромбоцитів
цієї досліджуваної групи (рис.
2, 7) наочно демонструє значні
ушкодження кров’яних пласти-
нок. Введення AG знижувало
рівень глюкози в крові та вміст
глікозильованого гемоглобіну за
рахунок пригнічення нефер-
ментативного глікозилування
білків, що, безперечно, має
протекторний вплив на весь
організм за умов даної патології.
Отримані дані, на нашу дум-

ку, свідчать не просто про зміну
рівня продукції NO у тромбо-
цитах, а про перерозподіл вне-
ску у цей синтез різних ізо-
форм NOS при інсулінозалеж-
ному ЦД, а також про зміну
шляху його утилізації.
У нормі основну роль у про-

дукції NO відіграє еNOS. Це
кальцій-кальмодулін (Са2+-
СаМ)-залежна ізоформа, кот-
рій притаманна фізіологічно-
регуляторна функція, яку во-
на здійснює через продукцію
помірних кількостей оксиду
азоту (пікомолі). За умов гі-
перглікемії, яка супроводжує

ЦД, глікозилування СаМ є од-
нією з причин зниження актив-
ності еNOS. Додатковим фак-
тором зниження активності
цього ферменту є розвиток
гіпоксичного стану, властиво-
го для ЦД, оскільки утворен-
ня оксиду азоту з L-аргініну
за участі цієї ізоформи відбу-
вається у присутності кисню.
У наших попередніх роботах

показано, що у тромбоцитах за
умов ЦД І типу відбувається
значне посилення експресії іNOS
[12; 13]. Індуцибельній ізоформі
NO-синтази властива висока
продуктивність оксиду азоту
(наномолі), а також О·–

2. Взаємо-
дія цих двох радикалів призво-
дить до утворення нового, по-
тужного оксиданта — перокси-
нітриту (ONOО-), і таким чи-
ном виключається сигнальна
функція нестійкого оксиду азо-
ту. В нормі нейтралізація
ONOО- відбувається завдяки
зв’язуванню його з тіолвмісними
сполуками, такими як глута-
тіон. При цукровому діабеті
вміст глутатіону в тромбоцитах
знижується. Оскільки пероксині-
трит є високореактивною сполу-
кою, він бере участь у внутріш-
ньотромбоцитарних ушкоджен-
нях білків, плазматичних мемб-
ран, ДНК, порушуючи тим са-
мим функцію кров’яних пласти-
нок. При патологічній гіпергене-
рації NO- імовірність утворення
ONOО- збільшується через те,
що оксид азоту — це єдина мо-
лекула, яка конкурує із суперок-
сиддисмутазою (СОД) за О·–

2.
Відомо, що активність СОД при
інсулінозалежному ЦД зменшу-
ється. У цих умовах NO з фак-
тора регуляції перетворюється
у ланку патогенезу.
Таким чином, у наших дослі-

дженнях показано, що інгібітори
NO-синтази не виявляють анти-
агрегаційного впливу на кров’-
яні пластинки, але мають про-
текторний вплив на структуру
тромбоцитів за умов інсуліноза-
лежного ЦД. Найбільш яскраво
протекторну дію виявляв AG.
Вплив L-аргініну мав проти-
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лежну спрямованість: він ха-
рактеризувався зниженням аг-
регаційної здатності тромбо-
цитів, але мав посилюючу

патологічну дію на структуру
цих клітин за рахунок підвищен-
ня продукції NO індуцибель-
ною ізоформою NO-синтази.
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Таблиця 2
Зміни досліджуваних показників in vivo при введенні L-аргініну, L-NMMA, L-NAME й аміногуанідину

щурам у нормі і при стрептозотоциновому діабеті, М±m, n=14

Показники
Групи NO2

- + NO3
-, Вміст Hb A1c, Ступінь агре- Час агрегації, Рівень глюкози

мкM/л  % гації, ум. од.  с в крові, ммоль/л

К 23,25±0,45 4,53±0,05 24,80±0,42 192,5±5,4 5,6±0,5
К + L-арг 27,42±0,51* 4,47±0,11 21,16±0,30* 206,75±9,40* 5,8±0,6

К + L-NAME 19,65±0,44* 4,60±0,12 50,46±0,7* 51,2±4,3* 6,9±0,7*

К + L-NMМА 14,53±0,62* 4,39±0,23 48,70±0,23* 48,5±3,4* 5,8±0,4
К + AG 21,70±0,51 4,49±0,07 30,8±1,2* 120,3±6,8* 5,16±0,9

Д 32,6±0,6* 8,81±0,41* 61,7±1,5* 62,3±3,2* 12,5±0,5*

Д + L-арг 29,3±0,4** 9,92±0,63** 55,4±1,2** 89,5±4,1** 14,2±1,1**

Д + L-NAME 13,5±0,7** 8,01±0,47 58,2±0,9 49,8±2,2** 12,2±0,4
Д + L-NMМА 10,7±0,6** 7,92±0,39 59,5±1,1 43,1±2,1** 11,9±0,5

Д + AG 24,8±0,8** 6,03±0,28** 67,6±1,5** 46,4±4,2** 8,6±0,4**

Примітка. * — Відмінності вірогідні порівняно з контролем, Р<0,05; ** — відмінності вірогідні порівняно із стреп-
тозотоциновим діабетом, Р<0,05.
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ВПЛИВ L-АРГІНІНУ ТА ІНГІБІТОРІВ NO-СИНТАЗИ

НА МОРФОФУНКЦІОНАЛЬНИЙ СТАН ТРОМБОЦИТІВ
ПРИ ІНСУЛІНОЗАЛЕЖНОМУ ЦУКРОВОМУ ДІАБЕТІ

Досліджено вплив L-аргініну — основного субстрату
NO-синтази, Nw-нітро-монометил-L-аргініну (L-NММА)
та Nw-нітро-L-аргінін-метилового ефіру (L-NАМЕ) — не-
селективних інгібіторів усіх ізоферментів NO-синтази, а
також селективного інгібітора індуцибельної ізоформи
— аміногуанідину — на агрегаційну здатність і ультра-
тонку структуру тромбоцитів у дослідах in vitro та in vivo
у нормі та при цукровому діабеті. Показано, що анти-
агрегаційний вплив L-аргініну виявляється більшою
мірою in vitro. Відмічено протекторний вплив AG на струк-
туру тромбоцитів при інсулінозалежному цукровому діа-
беті.

Ключові слова: тромбоцити, NO-синтаза, агрегація,
структура, інсулінозалежний цукровий діабет.

UDC 616.379-008.64-07:616.155.2-008.1-07
N. O. Sybirna, O. R. Kulachkovsky
THE EFFECT OF L-ARGININE AND NO-SYNTHASE

INНIBITORS ON THE MORPHOFUNCTIONAL CHARAC-
TERISTICS OF PLATELETS IN INSULIN-DEPENDENT
DIABETES MELLITUS

The effect of L-arginine, the main substrate of NO syn-
thase, Nw-nitro-monomethyl-L-arginine (L-NMMA) and Nw-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) — the non-selective
inhibitors of all NO-synthase isozymes, as well as selective
inhibitor of the inducible form, aminoguanidine, on aggre-
gation and ultrastructural characteristics of the platelets in
vitro and in vivo were studied in the normal state and in diabe-
tes mellitus. The anti-aggregation effect of L-arginine was
found to be stronger in vitro. The protective effect of amino-
guanidine on the platelet structure under insulin-dependent
diabetes mellitus was observed.

Key words: platelets, NO-synthase, aggregation, structure,
insulin-dependent diabetes mellitus.
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