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Показано, що в еритроцитах хворих на апластичну анемію спостерігаються зміни у системі синтезу 
оксиду азоту, які ведуть до переваги неокисного, аргіназного метаболізму над окисним, NO-синтазним 
метаболізмом L-аргініну і до обмеження накопичення NO-аніонів. 
Разом із тим, простежується збільшення вмісту в еритроцитах високомолекулярних продуктів 
нітрозилювання, що може мати певний вплив на структурно-функціональний стан еритроцитарних 
протеїнів. 
Ключові слова: еритроцити, система синтезу оксиду азоту, аргіназа, NO-синтази, NO-аніони, 
низькомолекулярні і високомолекулярні продукти нітрозилювання, апластична анемія. 
 

ВСТУП 

За багатьох захворюваннях відбувається посилення перебігу вільно-
радикальних реакцій, що призводить до розвитку оксидативного стресу, залежного 
від активних форм кисню [1-3]. 

Разом із тим, за останні роки накопичилося багато даних щодо тісної взаємодії 
продукції вільних радикалів кисню та оксиду азоту [4]. Дослідження останнього 
десятиріччя показали, що оксид азоту (NO) є одним із універсальних регуляторів 
фізіологічних функцій організму з надзвичайно широким спектром біологічної дії 
[5]. Зокрема, відомо, що в оптимальних концентраціях NO поліпшує ендотеліальну 
функцію периферичних судин, позитивно впливає на активність деяких 
протеїнкіназ, а також може бути інгібітором каспаз, пригнічувати індукцію 
апоптозу [6, 7]. Але синтез оксиду азоту у надмірних концентраціях може бути 
причиною нітрозативного стресу, що викликається активними формами азоту, перш 
за все, пероксинітритом і продуктом його деградації діоксидом азоту [4]. 

Певним маркером нітрозативного стресу вважається також утворення 
нітрозотіолів, зокрема, продуктів нітрозилювання протеїнів [4]. 

Все це свідчить про доцільність вивчення процесів, які стосуються метаболізму 
оксиду азоту, його синтезу і використання в клітинах різного типу як за умов норми, 
так й за умов патології. 

Оскільки за рядом захворювань в патологічний процес залучаються еритроцити 
[8, 9], метою цієї роботи було вивчення окремих показників системи синтезу оксиду 



 
 
 Йолкіна Н.М., Коношенко С.В., Коцюруба А.В., Добровольський Ф.В. 
 

78 

азоту і процесів нітрозилювання в еритроцитах хворих на апластичну анемію 
(аплазію кісткового мозку). 

 
МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

Матеріалом для досліджень слугували еритроцити практично здорових людей 
(25 донорів станції переливання крові) та хворих на апластичну анемію (11 осіб, 
середній вік 56,0 років). У кожній групі співвідношення чоловіків та жінок було 
приблизно однаковим. Кров брали на базі Кримського онкологічного центру при їх 
вступі до стаціонару, перед початком лікування. 

Гемоліз еритроцитів здійснювали у рівному об’ємі дистильованої води, взяв за 
основу метод Драбкіна [10]. 

Стан системи синтезу оксиду азоту оцінювали, вивчаючи показники 
гемолізатів, що характеризують інтенсивність неокисного (аргіназного) та окисного 
(NO-синтазного) метаболізму L-аргініну. 

Інтенсивність неокисного метаболізму L-аргініну оцінювали, визначаючи 
активність аргінази [11]. Інтенсивність окисного перетворення L-аргініну, що 
супроводжується синтезом оксиду азоту de novo, оцінювали за активністю 
ізоферментів NO-синтаз – кальцій-залежної, конститутивної (сNOS) і кальцій-
незалежної індуцибельної (iNOS) синтази [12]. 

Відсоткову долю активності с NOS (% сNOS) відповідно сумарної активності 
NO-синтаз визначали за формулою: 

NOSàêòèâí³ñòüñóìàðíà/%cNOScNOS% 100⋅= . 
Поряд із цим, в гемолізатах еритроцитів визначали вміст стабільних метаболітів 

оксиду азоту – нітрит-аніонів ( −
2NO ) і нітрат-аніонів ( −

3NO ) [13]. 

Для оцінки процесів нітрозилювання визначали вміст низькомолекулярних і 
високомолекулярних нітрозотіолів [14]. 

В усіх дослідах використовували спектрофотометричні методи біохімічного 
аналізу. 

Одержані експериментальні дані обробляли статистично з використанням 
t-критерію Стьюдента. 

 
РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

З літератури відомо [4], що при різних патологіях активність кальцій-залежної, 
конститутивної синтази оксиду азоту (сNOS) є порівняно низькою, але зростає 
активність кальцій-незалежної, індуцибельної синтази (іNOS), яка в багатьох 
клітинах індукується запальними цитокінами, інтерлейкіном β, інтерфероном γ. 
Активація конститутивної NOS здійснюється підвищенням внутрішньоклітинного 
вмісту Ca2+ і конститутивно протеїнкіназою В, яка знаходиться під контролем 
інсулінової сигнальної системи чи сфінгомієлінового сигнального каскаду [4, 15]. 

Як показали результати наших досліджень, в еритроцитах хворих на 
апластичну анемію суттєво знижується інтенсивність конститутивного синтезу 
оксиду азоту. 
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Активність кальцій-залежної конститутивної синтази оксиду азоту визначена на 
43% меншою порівняно з контрольною групою донорів (таблиця). Водночас, 
інтенсивність індуцибельного синтезу оксиду азоту значно зростає. Активність 
кальцій-незалежної синтази оксиду азоту збільшувалась у 3,2 разу порівняно з 
контрольною групою. 

Доля фізіологічного конститутивного синтезу оксиду азоту в еритроцитах 
практично здорових людей складала, в середньому, 66% від сумарного синтезу 
оксиду азоту, тоді як у хворих на апластичну анемію спостерігалося виражене 
зниження даного показника – до 26,0% від показника контрольної групи. 

Оскільки субстратом для NO-синтаз є L-аргінін було важливим дати оцінку 
неокисного метаболізму цієї амінокислоти, здатної перетворюватися ферментом 
аргіназою до сечовини та орнітину. Було встановлено, що активність аргінази в 
еритроцитах хворих на апластичну анемію достовірно зростає: у 2,0 рази порівняно 
з контрольною групою, що свідчить про активізацію неокисного, аргіназного 
метаболізму, який конкурує з окисним NO-синтазним метаболізмом L-аргініну. 
Співвідношення неокисного та окисного метаболізму L-аргініну (Arg/NOS) 
достовірно зростало в еритроцитах хворих: у 1,5 разу порівняно з контрольною 
групою. 
 

Таблиця 
Показники системи синтезу оксиду азоту і процесів нітрозилювання в 
еритроцитах хворих на апластичну анемію (відсоткова доля відносно 

показника контрольної групи*); M ± m 
 

Обстежені групи Показники 
Контрольна група Хворі на апластичну анемію 

cNOS 100 ± 15,0 57,0 ± 4,5** 

iNOS 100 ± 16,4 320,0 ± 45,0** 

% c NOS 66,3 ± 6,4 26,0 ± 3,5** 

Аргіназа 100 ± 8,0 214,7 ± 36,0** 

Arg/NOS 100 ± 17,0 154,0 ± 15,0** 

−
2NO  100 ± 18,0 120,0 ± 20,0 
−
3NO  100 ± 16,0 77,0 ± 11,0 

НМНТ 100 ± 11,3 93,0 ± 11,5 
ВМНТ 100 ± 13,5 390,0 ± 55,0** 

* – контроль – 100%; 
**  – вірогідність відміни показника відносно контрольної групи (p < 0,05). 
 

Вивчення пулів стабільних метаболітів оксиду азоту (нітрит- і нітрат-аніонів) 
показало, що їх вміст зазнає незначні зміни, які простежуються на рівні тенденції. 
Практично вміст −

2NO  і −
3NO в еритроцитах хворих залишався на рівні контрольної 

групи. Це може свідчити або про гальмування процесів окиснення NO (на тлі 
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достатньо високої активності індуцибельної синтази оксиду азоту), або про більш 
активне використання NO в інших реакціях метаболізму оксиду азоту, зокрема, в 
реакціях утворення нітрозотіолів. 

Вивчення вмісту в еритроцитах низькомолекулярних і високомолекулярних 
продуктів нітрозилювання показало, що у хворих на апластичну анемію 
спостерігається суттєве зростання рівня високомолекулярних нітрозотіолів (ВМНТ): 
у 3,9 разу порівняно з контрольною групою (таблиця). Вміст низькомолекулярних 
нітрозотіолів (НМНТ) практично не змінювався. 

Оскільки головним представником низькомолекулярних нітрозотіолів є 
нітрозоглутатіон [4], можна допустити можливість вивільнення глутатіону з 
процесів нітрозилювання для більш активного його використання еритроцитами за 
умов патології у відновлювальних реакціях. 

Разом із тим, досить виражене збільшення вмісту в еритроцитах хворих 
високомолекулярних нітрозотіолів свідчить про активний перебіг процесів, що 
ведуть до утворення різних продуктів хімічної модифікації протеїнів, головним 
чином, гемоглобіну. Нітрозилювання гемоглобіну можна було б оцінювати як один 
з механізмів регуляції його спорідненості до кисню, утворення оксигенованої 
форми (за умов нітрозилювання по залізу гемової групи). 

Отже, одержані дані свідчать про те, що за апластичній анемії в еритроцитах 
відбуваються метаболічні перебудови, які пов’язані з системою синтезу оксиду 
азоту і ведуть до переваги інтенсивності неокисного, аргіназного метаболізму над 
інтенсивністю окисного, NO-синтазного метаболізму L-аргініну. Зміни у системі 
синтезу оксиду азоту разом із відповідними особливостями в утворенні 
низькомолекулярних і високомолекулярних продуктів нітрозилювання можуть мати 
певне значення, впливаючи на генерування в еритроцитах хворих активних форм 
азоту, на рівень відновлювальних еквівалентів у формі глутатіону, а також, що 
цілком імовірно, на функціональний стан окремих протеїнів, зокрема, гемоглобіну. 

 
ВИСНОВКИ 

1. В еритроцитах хворих на апластичну анемію відбуваються зміни у системі 
синтезу оксиду азоту, що ведуть до переваги неокисного, аргіназного 
метаболізму над окисним, NO-синтазним метаболізмом L-аргініну, а також до 
обмеження накопичення NO-аніонів. 

2. За апластичній анемії в еритроцитах змінюється співвідношення 
низькомолекулярних і високомолекулярних продуктів нітрозилювання: суттєво 
збільшується вміст високомолекулярних нітрозотіолів, що може вплинути на 
структурно-функціональний стан еритроцитарних протеїнів. 

3. Зміни у системі синтезу оксиду азоту, які простежуються в еритроцитах хворих 
на апластичну анемію, можуть мати певне компенсаторне значення, впливаючи 
на генерування активних форм азоту і підтримку рівня відновлювальних 
еквівалентів у формі глутатіону. 
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Ёлкина Н.М. Процессы синтеза оксида азота и нитрозилирования в эритроцитах больных 
апластической анемией / Н.М. Ёлкина, С.В. Коношенко, А.В. Коцюруба, В.Ф. Сагач, 
Ф.В. Добровольский // Ученые записки Таврического национального университета 
им. В.И. Вернадского. Серия «Биология, химия». – 2013. – Т. 26 (65), № 3. – С.77-83. 
Показано, что в эритроцитах больных апластической анемией наблюдаются изменения в системе 
синтеза оксида азота, которые ведут к преобладанию неокислительного, аргиназного метаболизма над 
окислительным, NO-синтазным метаболизмом L-аргинина и к ограничению накопления NO-анионов. 
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Вместе с этим, прослеживается увеличение содержания в эритроцитах высокомолекулярных 
продуктов нитрозилирования, что может влиять на структурно-функциональное состояние 
эритроцитарных протеинов. 
Ключевые слова: эритроциты, система синтеза оксида азота, аргиназа, NO-синтазы, NO-анионы, 
низкомолекулярные и высокомолекулярные продукты нитрозилирования, апластическая анемия. 
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Elucidation of the molecular basis of various diseases and pathological states of 
human organism is one of the most significant problems of medicine and biology [1-3]. It 
is known, that the ways of production of free radicals of oxygen and nitric oxide are 
closely binded [4]. The synthesis of nitric oxide over standard level may causes nitrosative 
stress, that is binded with active forms of nitric oxide, for example, peroxinitrite and nitric 
dioxide [4]. The formation of nitrosothiols is one of the markers of nitrosative stress also 
[4, 5]. Given that in some diseases erythrocytes are involved in pathological process [6, 7], 
the aim the present work was to study the indexes of the system of nitric oxide synthesis 
and nitrosylation in erythrocytes under aplastic anemia. The materials for the study were 
the erythrocytes of healthy subjects (control group) and patients with aplastic anemia. The 
erythrocytes were hemolisated by distilled water. In hemolisates of erythrocytes was 

determined the content of NO-anions ( −
2NO  and −

3NO ) [8], low-molecular and high-

molecular products of nitrosylation [9] and the activity of arginase [10], cNOS and iNOS 
[11]. It has been shown, that in erythrocytes of patients with aplastic anemia the system of 
nitric oxide synthesis is changed. The metabolism of L-arginine by arginase prevailes over 
oxidative metabolism with NO synthesis (was 54% higher when compared to control 
group). The activity of Ca2+-dependent NO-synthase was 43% less when compared to 
control group. The activity of Ca2+-independent nitric oxide synthase was rised (22% 
higher when compared to control group). The activity of arginase was rised also (100% 
higher when compared to control group). The accumulation of NO-anions in erythrocytes 
of patients was limited. The level of low-molecular products of nitrosylation was not 
changed. It is known that nitrosoglutatione is one of the main low-molecular products of 
nitrosylation [4]. The lowring of the content of low-molecular products in erythrocytes of 
patients with aplastic anemia may be as index of releasing of glutatione from processes of 
nitrosylation for it more active utilization in reductative reactions. At the same time, the 
content of high-molecular products of nitrosylation was rised (290% higher when 
compared to control group). So far as the high-molecular products of nitrosylation are, in 
the main, nitrosylated proteins [4], these changes in erythrocytes of patients with aplastic 
anemia may have certain influence on structural-functional state of erythrocyte proteins; 
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in particular, of haemoglobin. The changes that are observed in the system of nitric oxide 
synthesis in erythrocytes may have influence on generation of nitric active forms and level 
of reductated glutatione also. 
Thus, under aplastic anemia the metabolic changes are realized in erythrocytes, the 
development of nitrosative stress is accompanied by realization of some compensative 
reactions. 
Key words: erythrocytes, system of nitric oxide synthesis, arginase, NO-synthases, NO-
anions, low-molecular and high-molecular products of nitrosylation, aplastic anemia. 
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