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Особливості запальних процесів оксидативного  
і нітрозативного стресу в разі L-орнітин- 
індукованого гострого панкреатиту 

Вступ. У 70,0–80,0 % хворих на гострий панкреа­
тит (ГП) спостерігається легкий перебіг, але у 20,0–30,0 
% хвороба перебігає тяжко, з істотною смертністю 
до 30,0–40,0 % [4]. Орґанна недостатність є провідним 
чинником, що визначає тяжкість і стає основною при­
чиною ранньої смертності, тоді як вторинні інфекції, 
зокрема, інфікований панкреонекроз і сепсис, відпо­
відають  за пізні смертельні випадки [6]. 

Патоґенез ГП і досі загадка для вчених. Проте знач­
ні досягнення в галузі фундаментальних досліджень 
в останнє десятиріччя збагатили відомості про пато­
фізіолоґічні процеси в разі захворювання на ГП. Ци­
токіни [20], вільні радикали оксиґену та нітроґену 
[3], Ca2+ [21], стрес ендоплазматичного ретикулуму 
[27], нейтрофіли [18], автофаґія [28], DAMP (pathogen-
associated molecular pattern) [12], металопротеїнази 
[17], адипокіни [15], ядерний фактор NF-κB [14], мо­
лекули адгезії [13], мітохондріальна дисфункція [8], 
ішемія підшлункової залози (ПЗ) [26] були визначені 
як важливі чинники в патоґенезі ГП та його систем­
них ускладнень. Але попри проґрес у розумінні ран­
ніх подій за ГП потрібні дослідження для швидкого 
й точного проґнозування тяжкого перебігу хвороби, 
а також оптимального лікування. Незамінною підмо­
гою у цьому питанні є вивчення патоґенезу ГП в екс­
перименті на лабораторних тваринах.

Мета дослідження. Визначити особливості запаль­
них процесів, оксидативного і нітрозативного стресу 
в разі L-орнітин-індукованого гострого панкреатиту. 

Матеріали й методи дослідження. Експеримент 
був проведений на 32 білих щурах лінії Wistar масою 
200,0–250,0 ґ відповідно до Європейських рекоменда­
цій для роботи з лабораторними тваринами (Guide for 
the Care and Use of Laboratory Animals). Щурів поділи­
ли на дві ґрупи: перша – з індукованим гострим некро­
тичним панкреатитом (16 щурів), друга – контрольна 
(16 інтактних щурів). Гострий панкреатит провокували 
інтраперитонеальною ін’єкцією L-орнітину (3,0 ґ/кґ) 

[22]. У цьому випадку виникав тяжкий панкреатит, що 
важливо для вивчення ураження віддалених орґанів за 
цього ураження. Через п’ять діб тварин виводили з 
експерименту декапітацією під анестезією.

Проводили біохімічне дослідження, а також визна­
чали показники запалення, оксидативного і нітроза­
тивного стресу в сироватці крові й тканині ПЗ. Вміст 
у сироватці крові Р-амілази визначали на біохімічно­
му аналізаторі Cobas e 411 (Roche Diagnostics Ltd., 
Швейцарія). Концентрацію H2S визначали за методом 
A. Svenson [24], використовуючи дипіридилдисульфат 
(N, N-DPD, Sigma, США). Активність мієлоперокси­
дази (МПО) в тканині ПЗ вимірювали за методом  
P. P. Bradley і співавторів [7]. Для з’ясування актив­
ності NO-синтази (Ca2+-залежної і Ca2+-незалежної) 
застосовували комбінацію класичного методу [23] і 
сучасну його модифікацію [10], пристосовану для 
спектрофотометричного вимірювання одного з про­
дуктів реакції – L-цитруліну. Активність iNOS визна­
чали за методикою, аналоґічною до попередньої з 
деякими відмінностями: для визначення активності 
Ca2+-незалежної NOS у інкубаційну суміш замість 
CaCl2 додавали 2,0 мкмоль ЕДТА. Сумарну активність 
cNOS (eNOS + nNOS) обчислювали, віднімаючи від 
сумарної активності NOS активність iNOS. Активність 
ферментів виражали в наномолях новоутвореного 
L-цитруліну за 1 хв в розрахунку на 1,0 мґ загально­
го білка в пробі.

Статистичне обчислення показників проводили 
непараметричними методами за допомогою стандарт­
них комп’ютерних проґрам (Statistica Version 6, Stat­
Soft, Inc.; SPSS Statistics 17.0, IBM) із визначенням 
середнього арифметичного (М), стандартного відхи­
лення (SD). Різницю між незалежними ґрупами об­
числювали за H. B. Mann – D. R. Whitney. Різницю 
вважали істотною за р < 0,05. Проводили також ко­
реляційний аналіз C. E. Spearman із обчисленням  
R, K. Pearson із визначенням коефіцієнта кореляції r.
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Результати дослідження та їх обговорення. Од­
ним із проявів запалення є накопичення нейтрофілів 
у паренхімі орґанів. Міґрація лейкоцитів до вогнища 
запалення – одна з перших ланок у патоґенезі ГП. 
Нейтрофіли відрізняються високою рухливістю і 
чутливістю до різних хемотактичних і активувальних 
чинників. Саме це забезпечує їм роль наймобільні­
ших клітин крові, які передусім потрапляють у вог­
нище запалення і залучаються до запальних проце­
сів. Нейтрофільну секвестрацію в запалених 
тканинах можна визначити кількісно, вимірюючи 
активність тканинної МПО [19]. Мієлопероксидаза 
є гемопротеїном, який зберігається в азурофільних 
ґранулах поліморфно-ядерних нейтрофілів і макро­
фаґів. Вона каталізує перетворення хлориду та пе­
роксиду водню на гіпохлорит і секретується акти­
вованими нейтрофілами під час запального стану. 
Мієлопероксидаза характеризується сильними 
окиснювальними і прозапальними властивостями. 
Під час запалення МПО, що виділяється нейтрофі­
лами, акумулюється в субендотеліальному матрик­
сі зв’язуванням і трансцитозом через судинний ен­
дотелій. Оксидаційні реакції, що каталізуються МПО, 
яка розташована в субендотелії, спричинюють ен­
дотеліальну дисфункцію [5].

У разі експериментального ГП у щурів у тканині 
ПЗ істотно, в середньому в 2,99 разу, зростала актив­
ність МПО (Z = -4,82418, p = 0,000001). Водночас 
вміст Р-амілази в сироватці крові щурів із ГП збіль­
шився на 270,45 % (Z = -4,82418, p = 0,000001) (див. 
таблицю).

Показники запалення і нітрозативного стресу  
в підшлунковій залозі, Р-амілаза і сульфід нітроґену  
в сироватці крові щурів із L-орнітин-індукованим  

гострим панкреатитом (М ± SD)

Показники
Щурі  

з панкреатитом 
(n = 16)

Контрольна 
ґрупа  

(n = 16)

МПО, МО/мґ 
білка 13,23 ± 2,63* 4,43 ± 1,39

P-амілаза, МО/л 6879,96 ± 2596,42* 1857,19 ± 587,69

cNOS, нмоль/хв/
мґ білка

372,55 ± 92,98  
(n = 11)

378,75 ± 87,06 
(n = 11)

iNOS, нмоль/хв/мґ 
білка

668,74 ± 272,64* 
(n = 11)

352,07 ± 65,10 
(n = 11)

% cNOS 37,38 ± 5,85*  
(n = 11)

51,78 ± 4,38  
(n = 11)

H2S, мкмоль/л 71,71 ± 7,83* 91,98 ± 3,22

Примітка. * – істотність різниці порівняно з контролем  
(р < 0,001).

Зауважено, що активність МПО у тканині ПЗ щурів 
вірогідно прямо корелювала з концентрацією Р-амі­
лази в сироватці крові (R = 0,586087, p = 0,002616; r 
= 0,56, p < 0,05) (рис. 1).

Рис. 1. Кореляційна залежність активності мієлопероксидази  
у тканині підшлункової залози з умістом Р-амілази  
в сироватці крові у щурів із L-орнітин-індукованим  

гострим панкреатитом.

Участь нейтрофілів у запальній відповіді почина­
ється зі зростання їх концентрації в ділянці ушкоджен­
ня, де відбувається їх адгезія з клітинами ендотелію 
посткапілярних венул. Здатність активованих нейтро­
філів ушкоджувати клітини ґрунтується на двох ме­
ханізмах: утворювати активні метаболіти кисню і 
вивільняти протеолітичні ферменти – еластазу, b-ґлю­
коронідазу, катепресин В і МПО. Унаслідок активу­
вання нейтрофілів може виникнути оксидативний 
стрес. Найнебезпечніша складова оксидативного стре­
су – утворення активних форм кисню (АФК) (reactive 
oxygen species, ROS). АФК включають високоактивний 
гідроксильний радикал (•OH), супероксидний радикал 
(O2•–), іон гіпохлориту (OCl•–) і пероксид водню (H2O2). 
ДНК, ліпіди та білки клітин є мішенями окисного 
ушкодження АФК. Кожний вільний радикал, що утво­
рився в орґанізмі, може ініціювати серію ланцюгових 
реакцій, які відбуваються доти, доки не будуть вида­
лені вільні радикали. Крім цього, МПО взаємодіє із 
тромбоцитами й активує їх набагато сильніше, ніж 
класичні активатори тромбоцитів [16]. Під дією цьо­
го ферменту посилюється експресія Р-селектину на 
поверхні тромбоцитів і суттєво збільшується форму­
вання ними кисневих радикалів.

Незначні ушкодження наявні навіть у нормальних 
клітинах. АФК, що утворюються як побічні продук­
ти нормального клітинного метаболізму (переважно 
внаслідок невеликого витоку електронів у дихально­
му ланцюзі мітохондрій, а також інших реакцій у 
цитоплазмі), не провокують ушкодження клітини. 
Проте вміст АФК, що перевищує захисні можливості 
клітини, викликає серйозні клітинні порушення (на­
приклад, виснаження аденозинтрифосфату) і, як на­
слідок, руйнування клітини. Залежно від сили стресу 
клітини можуть загинути в результаті апоптозу, коли 
внутрішній вміст клітини встигає деґрадувати до не­
токсичних продуктів, або в результаті некрозу, коли 
сила оксидативного стресу занадто велика. За некро­
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зу клітинна мембрана порушується, і вміст клітини 
вивільняється в навколишнє середовище, ушкоджу­
ючи прилеглі клітини і тканини. 

Останнім часом з’явилося багато підтверджень 
тісного взаємозв’язку продукції вільних радикалів 
кисню та NO [2]. Оксид нітроґену є одним із універ­
сальних реґуляторів фізіолоґічних функцій орґанізму 
з досить широким спектром біолоґічної дії і в опти­
мальних концентраціях, звичайно, діє позитивно, 
зокрема, спроможний пригнічувати каспази, індукцію 
апоптозу [1]. 

Проте синтез NO в концентраціях, що перевищують 
допустимі базові показники, може бути причиною 
виникнення нітрозативного стресу, зумовленого утво­
ренням активних форм нітроґену (АФН), насамперед, 
пероксинітриту і продукту його деґрадації діоксиду 
нітроґену. Як один із маркерів нітрозаційного стресу 
розглядається утворення низькомолекулярних і ви­
сокомолекулярних нітрозотіолів, зокрема, продуктів 
нітрозилювання протеїнів.

Як показали результати досліджень (див. таблицю), 
у щурів із ГП зростає активність індуцибельного (каль­
ційнезалежного) de novo синтезу NO – у 1,9 разу по­
рівняно з ґрупою інтактних щурів (Z = -3,31608,  
p = 0,000913). Водночас активність кальційзалежної 
NO-синтази у тканині ПЗ майже не змінювалася. Ві­
домо, що іNOS може активувати процеси пероксид­
ного окиснення ліпідів. Посилений синтез NO, спри­
чинений індукцією іNOS, призводить до непрямого 
механізму дії NO. Непряма дія NO опосередковуєть­
ся через його реактивні форми, які є продуктом реак­
ції NО з О2, О2- або Н2О2, і поєднується з посиленим 
утворенням реактивних форм кисню [25]. Індуцібель­
на NOS, яка представлена NOS-2, з’являється у клі­
тинах лише після індукції їх бактеріальними ендо­
токсинами і деякими медіаторами запалення. Зокрема, 
цей процес можуть провокувати цитокіни, зокрема, 
інтерлейкіни (ІЛ)-1, ІЛ-2, фактор некрозу пухлин (ФНП). 
У патоґенез пізньої фази запалення робить внесок 
лише NO, що продукується за допомогою iNOS, ло­
калізованої в лейкоцитах. На цій стадії запального 
процесу NO стимулює синтез і вивільнення проза­
пальних цитокінів – ІЛ-1, ІЛ-2, ІЛ-3, ІЛ-6, лейкотріє­
нів, хемокінів, які своєю чергою стимулюють міґрацію 
лейкоцитів у вогнище запалення. іNOS контролює 
також біосинтез ІЛ-4, ІЛ-10, ІЛ-11 та ІЛ-13, які нале­
жать до протизапальних цитокінів [11]. Пролонґована 
в часі висока концентрація може призвести до пору­
шення балансу активності внутрішньоклітинних си­
ґнальних шляхів. Активні радикали азоту активують 
або пригнічують білки іонних каналів, ядерні факто­
ри транскрипції, кінази, каспази, металопротеїнази, 
метилтрансферази, фосфодіестерази.

Частка показника фізіолоґічного конститутивного 
синтезу NO (окисного метаболізму L-арґініну за від­
сотком сNOS) у ПЗ хворих на ГП виразно знизила- 
ся – до 37,38 ± 5,85 % (Z = 3,710073, p = 0,000207) 
порівняно з практично здоровими щурами (51,78 ± 
4,38 %) (див. таблицю).

За результатами експериментальних досліджень, 
активність МПО у ПЗ істотно прямо корелювала з 
активністю іNOS (R = 0,625071, p = 0,001868; r = 0,49, 
p < 0,05) (рис. 2) і зворотно – з часткою сNOS  
(R = -0,731225, p = 0,000111; r = -0,77, p < 0,05)  
(рис. 3), що свідчить про інтенсифікацію синтезу па­
толоґічного NO в разі посилення запального процесу 
у щурів із ГП.

Рис. 2. Кореляційна залежність активності мієлопероксидази з 
активністю іNOS у тканині підшлункової залози щурів  

із L-орнітин-індукованим гострим панкреатитом. 

Рис. 3. Кореляційна залежність активності мієлопероксидази з 
часткою сNOS у тканині підшлункової залози щурів  

із L-орнітин-індукованим гострим панкреатитом. 

Водночас майже така ж кореляційна залежність 
визначена між вмістом Р-амілази в сироватці крові 
щурів із активністю іNOS (R = 0,704122, p = 0,000255) 
і часткою сNOS (R = -0,785432, p = 0,000015) у тканині 
ПЗ (рис. 4).
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Рис. 4. Кореляційна залежність вмісту Р-амілази в сироватці 
крові з часткою сNOS і активністю іNOS у тканині 

підшлункової залози щурів із L-орнітин-індукованим  
гострим панкреатитом. 

Останнім часом увага прикута до H2S – одного з 
ґазотрансмітерів. Доведена його протизапальна і ци­
топротективна роль, включаючи блокування індуци­
бельної NOS. Сульфід гідроґену може бути прямим 
скавенджером OH• радикала або запобігати його 
продукції. Проте часто звертають увагу і на патоло­
ґічний вплив H2S за наявності гострих і хронічних 
запальних процесів. Сульфід гідроґену має виражені 
протизапальні властивості. Він пригнічує адгезію 
лейкоцитів до ендотелію судин і їх міґрацію до су­
бендотеліального простору, зменшуючи утворення 
набряку. H2S також послаблює експресію прозапаль­
них медіаторів за допомогою зниження експресії NF-
ĸB. Він сприяє відновленню тканин, має судинороз­
ширювальну дію, посилює продукцію АТФ [9].

Показник H2S вірогідно зменшувався у щурів із 
L-орнітин-індукованим панкреатитом до 71,71 ± 7,83 
мкмоль/л (у інтактних щурів 91,98 ± 3,22 мкмоль/л) 
(Z = 4,598048, p = 0,000004) (див. таблицю). За такої 
умови вміст H2S достовірно зворотно корелював із 
активністю у тканині ПЗ МПО (R = -0,645262, p = 
0,000005) і iNOS (R = -0,679286, p = 0,000098), вміс­
том Р-амілази в сироватці крові (R = -0,712917, p = 
0,000001) (рис. 5). Зі зменшенням показника H2S у 
сироватці крові зменшувалася також частка фізіоло­
ґічного конститутивного синтезу NO у ПЗ (R = 0,724089, 
p = 0,000139) (рис. 5). 

Рис. 5. Кореляційна залежність концентрації H2S у сироватці 
крові з часткою сNOS, активністю іNOS і мієлопероксидази  

у тканині підшлункової залози і вмістом Р-амілази  
у сироватці крові щурів із L-орнітин-індукованим  

гострим панкреатитом.

Отже, отримані результати свідчать, що з посилен­
ням запалення у ПЗ вміст H2S у сироватці крові щурів 
зменшується. Можливо, у випадку  експерименталь­
ного ГП H2S має протизапальну дію, а його недостат­
ній синтез підсилює патолоґічний процес.

Висновки. Результати експерименту свідчать про 
вагоме значення у патоґенезі гострого панкреатиту 
оксидативного і нітрозативного стресу (рис. 6), не­
достатності синтезу фізіолоґічних ґазотрансмітерів. 
Це може бути підґрунтям для вивчення лікарських 
засобів, які збільшують вміст фізіолоґічного оксиду 
нітроґену і H2S.

Рис. 6. Роль АФК/АФН в ураженні клітин  
за гострого панкреатиту. 
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Особливості запальних процесів оксидативного і нітрозативного стресу  
в разі L-орнітин-індукованого гострого панкреатиту

С. М. Чуклін, С. С. Чуклін, Г. В. Шершень

Вступ. Незважаючи на проґрес у розумінні ранніх подій у разі гострого панкреатиту (ГП), необхідні до­
даткові дослідження для швидшого й точного проґнозування тяжкого перебігу хвороби, а також оптималь­
ного лікування. 
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Мета. Визначити особливості запальних процесів, оксидативного і нітрозативного стресу в разі L-орні­
тин-індукованого гострого панкреатиту.

Матеріали й методи. Експеримент був проведений на 32 білих щурах лінії Wistar. Щурів поділили на дві 
ґрупи: перша – з індукованим гострим некротичним панкреатитом (16 щурів), друга – контрольна (16 інтак­
тних щурів). Проводили біохімічне дослідження, а також визначали показники запалення, оксидативного і 
нітрозативного стресу в сироватці крові й тканині підшлункової залози (ПЗ). 

Результати. У щурів із експериментальним ГП у тканині ПЗ істотно, в середньому в 2,99 разу, підвищу­
валася активність мієлопероксидази (МПО). Активність МПО у тканині ПЗ щурів вірогідно прямо корелю­
вала з концентрацією Р-амілази в сироватці крові. У щурів із гострим панкреатитом зростала активність 
індуцибельного (кальційнезалежного) de novo синтезу NO – у 1,9 разу порівняно з ґрупою інтактних щурів. 
Водночас активність кальційзалежної NO-синтази у тканині ПЗ майже не змінювалася. За результатами 
експериментів визначено, що активність МПО у ПЗ істотно прямо корелювала з активністю іNOS і зворот­
но – з часткою сNOS. Майже така ж кореляційна залежність визначена між вмістом Р-амілази в сироватці 
крові щурів із активністю іNOS і часткою сNOS у тканині ПЗ. Показник H2S вірогідно зменшувався у щурів 
із L-орнітин-індукованим панкреатитом. За такої умови вміст H2S достовірно зворотно корелював з актив­
ністю у тканині ПЗ МПО та iNOS, вмістом Р-амілази в сироватці крові. Зі зменшенням показника H2S у 
сироватці крові зменшувалася і частка фізіолоґічного конститутивного синтезу NO у ПЗ.

Висновки. Отримані результати експерименту свідчать про вагоме значення у патоґенезі гострого пан­
креатиту оксидативного і нітрозативного стресу, недостатності синтезу фізіолоґічних ґазотрансмітерів.

Ключові слова: гострий панкреатит, запалення, оксидативний і нітрозативний стрес.

Peculiarities of Inflammation, Oxidative/Nitrosative Stress  
in L-Ornithine-Induced Acute Pancreatitis

S. Chooklin, S. Chuklin, G. Shershen
Introduction. The pathogenesis of acute pancreatitis (AP) continues to be a mystery to scientists. However, signif­

icant achievements in the field of fundamental research in the last decade have improved the information on patho­
physiological processes in the AP. However, despite the progress in understanding early events in AP, additional research 
is needed to quickly and accurately predict the severe course of the disease, as well as more specific and purposeful 
treatment. Indispensable help in this issue is to study the pathogenesis of AP in an experiment in laboratory animals.

The aim of the study. Determine the features of inflammatory processes, oxidative and nitrosative stress in 
L-ornithine-induced acute pancreatitis.

Materials and methods. Experiment was conducted on 32 white rats of the Wistar line. Rats were divided into 
two groups: 1 - with induced acute necrotizing pancreatitis (16 rats), 2 - control (16 intact animals). Acute pancre­
atitis was caused by intraperitoneal injection of L-ornithine (3 g/kg). They conducted a biochemical study, as well 
as determination of indicators of inflammation, oxidative/nitrosative stress in blood serum and pancreatic tissue. 
The statistical calculation of the indicators was carried out using nonparametric methods.

Results. At experimental AP in rats in the tissue of software significantly (an average of 2.99 times) increased 
activity of myeloperoxidase (MPO). In this case, the level of P-amylase in serum of blood rats with AP increased by 
270.45 %. It was noted that the activity of MPO in the rat’s soft tissue was probably correlated with the concentration 
of P-amylase in serum. In rats with acute pancreatitis, the activity of inducible (calcium-independent) de novo synthesis 
of NO increased by 1.9 times compared with the group of intact rats (p = 0.000913). At the same time, activity of 
calcium-dependent NO-synthase in the tissue of software practically did not change. The proportion of physiological 
constitutive synthesis of NO (oxidic metabolism of L-arginine by percentage of cNOS) in the diet of practically 
healthy rats was, on average, 51.78 ± 4.38 %, whereas in rats with AP, there was a marked decrease of this indicator 
- up to 37.38 ± 5.85 %. According to the results of experimental data, it was determined that the activity of MPO in 
the software substantially correlated with the activity of iNOS and inversely with the proportion of cNOS, which 
indicates an increase in the synthesis of pathological NO in the intensification of the inflammatory process in rats at 
the AP. At the same time, almost the same correlation is determined between the level of P-amylase in blood serum 
of rats with activity of iNOS (p = 0.000255) and the share of cNOS (p = 0.000015) in the tissue of the software.

H2S significantly lowered in L-ornithine-induced pancreatitis in rats to 71.71 ± 7.83 mmol/L (in intact rats 91.98 
± 3.22 mmol/L) (p = 0.000004). At the same time, the concentration of H2S significantly correlated inversely with 
MPO activity in the tissue (p = 0.000005) and iNOS (p = 0.000098), serum P-amylase concentration (p = 0.000001). 
With the decrease in the level of H2S in serum, the proportion of physiological constitutive synthesis of NO in the 
software decreased (p = 0.000139).

Conclusions. The obtained results of the experiment indicate a significant importance in the pathogenesis of AP 
oxidative and nitrosative stress, lack of synthesis of physiological gasotransmitters.

Keywords: acute pancreatitis, inflammation, oxidative/nitrosative stress.


