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    І. В. Данова
ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Обґрунтування вибору теми дослідження. За статистичними даними ВООЗ інфаркт міокарда є одним з лідерів у структурі захворюваності та смертності в усьому світі. Він супроводжується високою смертністю, призводить до тимчасової (часткової або повної), а інколи й постійної втрати працездатності, знижуючи трудові резерви суспільства (Yusuf S., 2014; Chen W.Y., 2017).
Нині в арсеналі сучасної медицини існують багато лікарських засобів, що застосовуються в гострому періоді інфаркту міокарда. Проте більшість з них впливає на перед- або пост-навантаження та не діє на метаболізм у клітині, існуючі метаболічні препарати не показали своєї ефективності в першу добу даної патології, їхній ефект настає через 8-10 діб. Водночас за даними низки експериментальних досліджень, важливим завданням корекції гіпоксичних станів є відновлення молекулярно-біохімічних реакцій у клітині, що спрямовані на синтез функціонально-активних молекул, що сприяє відновленню компенсаторних реакцій у клітині (Chen H., 2014; Супрун Є.В., 2017; Aquilar M., 2018). У зв’язку з вищенаведеним подальший пошук нових кардіопротективних лікарських засобів залишається доцільним та актуальним (Коваленко В.М., 2015; Сіренко Ю.М., 2016).

Згідно з літературними даними, нині перспективним напрямом у створенні нових цитопротекторних препаратів, що застосовуються при гіпоксичному ураженні клітин, є пошук сполук, здатних індукувати фактори ендогенної цитопротекції (HSP-білки, HIF-білки, транскрипційно активний комплекс HIF, NO тощо) (Жаринова В.Ю., 2015). Експериментальні дослідження останнього десятиріччя, що проводилися в цьому напрямі, дозволили виявити низку факторів, здатних індукувати експресію шаперонів, а саме прекондиціювання, тепловий стрес, магнітне поле та лікарські засоби (антиоксиданти, тритерпенові сполуки, аримокломол, аденозин, нітрати, кислота вальпроєва, естрогени тощо) (Ватутин Н.Т., 2015; Мохорт Н.А., 2016; Серединська Н.М., 2016). Серед них на особливу увагу заслуговують естрогени. Історично склалося, що дослідження естрогенів проводилися стосовно їхнього впливу на вторинні статеві ознаки в самок, мітотичну активність у міометрії, проліферацію фолікулярних гранульозних клітин яєчників тощо. Проте виявлення великої кількості естрогенових рецепторів у тканинах, які не є класичними мішенями естрогенів, причому в осіб жіночої та чоловічої статі, свідчить про те, що вони регулюють не тільки репродуктивні процеси. Низкою експериментальних досліджень було продемонстровано захисні властивості естрогенів щодо кісткової тканини, серцево-судинної та центральної нервової систем (Hussaine Y., 2015; Павлов С.В., 2015; Morselli E., 2017).

Все це зумовлює перспективність подальшого вивчення кардіопротективних властивостей естрогенів. Проте впровадження в клініку естрогенів як кардіопротективних препаратів обмежується їхньою прямою гормональною активністю, а також неоднозначним впливом на систему згортання крові.

У зв’язку з цим цікавим і перспективним напрямом є застосування в якості агоністів естрогенових рецепторів так званих селективних модуляторів естрогенових рецепторів (SERM). Селективні модулятори естрогенових рецепторів – це хімічні сполуки, що мають вибіркові естроген-агоністичний та естроген-антагоністичний впливи на різні органи та тканини, що залежать від дози та типу ER-рецепторів (Bellanti F., 2013; Hussain Y., 2015). Ці речовини за хімічною будовою не належать до естрогенів. Проте завдяки особливостям своєї молекулярної структури та фізико-хімічним властивостям вони здатні взаємодіяти з естрогеновими рецепторами.
Унікальність фармакології SERM може бути пояснена декількома взаємодіючими механізмами: 1) диференціальною експресією естрогенових рецепторів у певних тканинах-мішенях; 2) диференційною конформацією естрогенового рецептора при зв’язуванні з лігандом; 3) диференційною експресією та зв’язуванням з естрогеновим рецептором корегуляторних білків. Вважають, що відносні рівні експресії двох ізоформ естрогенових рецепторів (ЕРα й ЕРβ) впливають на клітинну відповідь на естрогени. SERM можуть функціонувати як повні антагоністи, діючи через ЕРβ на гени, що містять відповідні елементи, але також можуть грати роль часткових агоністів, діючи через ЕРα (Cheng S.B., 2014).

Вищезазначене визначає наукову та практичну значущість досліджень кардіопротекторних ефектів SERM.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана згідно з планом науково-дослідних робіт кафедри клінічної лабораторної діагностики Запорізького державного медичного університету (ЗДМУ) та є фрагментом НДР кафедри клінічної лабораторної діагностики ЗДМУ “Розробка нових ефективних шляхів діагностики та ендогенної цитопротекції ішемічних пошкоджень коронарного та церебрального кровообігу” (№ державної реєстрації 0118U004369).
Мета дослідження. Експериментальне обґрунтування доцільності використання селективних модуляторів естрогенових рецепторів у якості кардіопротекторних лікарських засобів в умовах експериментального інфаркту міокарда.

Завдання дослідження:
1. У дослідах in vitro (моделювання МФП-індукованої (розрізнювач тканинного дихання – 1-метил-4-феніл-1,2,3,6-тетрагідропіридин-1-метил-4-феніл-1,2,3,6-тетрагідропіридил) гіпоксії в суспензії кардіоміоцитів) встановити здатність SERM (тамоксифену цитрату, тореміфену, лівіалу та референс-препарату – естрадіолу валеріату) впливати на показники оксидативного та нітрозуючого стресів, енергетичний метаболізм кардіоміоцитів.

2. Провести аналіз ультраструктурних змін кардіоміоцитів в умовах МФП-індукованої гіпоксії in vitro та на тлі внесення в інкубаційне середовище SERM, естрадіолу валеріату.
3. У дослідах in vivo (на моделі гострого інфаркту міокарда (ГІМ)) встановити ED50 SERM тамоксифену цитрату, тореміфену та референс-препаратів капікор і тіотриазолін за показниками концентрації нітротирозину (НТЗ), енергетичного заряду кардіоміоцитів, концентрації ST2-маркера в плазмі крові, кількості тварин, які вижили на 4 добу ГІМ.
4. Вивчити вплив SERM тамоксифену цитрату та тореміфену порівняно з референс-препаратами тіотриазолін і капікор в умовах експериментального ГІМ на електрокардіографічні зміни серця, концентрацію маркерів пошкодження міокарда (тропонін І, ST2), реологічні властивості крові та кількість тварин, які вижили.

5. Оцінити терапевтичну ефективність тамоксифену цитрату, тореміфену та референс-препаратів капікор і тіотриазолін в умовах ГІМ за їхньою здатністю впливати на патобіохімічні зміни (маркери оксидативного та нітрозуючого стресів, стан енергетичного обміну; експресію та синтез HSP70-білків, eNOS) серцевої тканини, що викликані експериментальним інфарктом міокарда (ІМ).

Об’єкт дослідження: селективні модулятори естрогенових рецепторів за умов ГІМ.

Предмет дослідження: вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів на показники антиоксидантного та нітротирозуючого стресів, енергетичний обмін, ЕКГ, реологічні властивості крові, морфофункціональні зміни в клітинах, вміст та експресію HSP-білків і eNOS.

Методи дослідження: фармакологічні, загальноклінічні, фізіологічні, біохімічні, морфологічні, статистичні.
Наукова новизна отриманих результатів. Вперше в дослідах in vivo й in vitro були встановлені кардіопротективні властивості селективних модуляторів естрогенових рецепторів. В умовах моделювання гіпоксії кардіоміоцитів in vitro вперше була визначена здатність SERM позитивно впливати на ультраструктурні зміни в цих клітинах. В умовах моделювання гіпоксії кардіоміоцитів in vivo й in vitro були встановлені їхні антиоксидантні й енерготропні властивості. Визначено, що в умовах ГІМ SERM модулюють експресію та концентрацію в кардіоміоцитах HSP70-білків і eNOS.

Вперше на моделі ГІМ встановлена здатність SERM зменшувати вміст у плазмі крові маркерів пошкодження кардіоміоцитів (тропонін І, ST2). Кардіопротективна дія в умовах ГІМ виявлялася в здатності SERM підвищувати кількість тварин, які вижили на 4 добу інфаркту міокарда. Отримані дані стали теоретичним та експериментальним обґрунтуванням доцільності використання SERM у комплексному лікуванні ГІМ.
Практичне значення отриманих результатів. У дисертаційній роботі наведені експериментально-теоретичне узагальнення та розв’язання наукового завдання, що полягало в оцінці кардіопротекторних властивостей SERM в умовах моделювання гіпоксії in vitro й in vivo. Результати роботи дозволяють розширити уявлення щодо розвитку молекулярно-біохімічних змін кардіоміоцитів в умовах їхнього гіпоксичного пошкодження in vitro й in vivo. Встановлені кардіопротекторні ефекти SERM (тамоксифену цитрат, тореміфен, лівіал), що полягають в їхніх антиоксидантних та енерготропних властивостях; вони мають модулюючий вплив на експресію та концентрацію HSP70-білків і eNOS, здатні зменшувати вміст маркерів пошкодження кардіоміоцитів. Отримані дані є теоретичним підґрунтям для подальшого поглибленого дослідження кардіопротективних властивостей і молекулярних механізмів дії SERM.
Результати дисертаційної роботи впроваджені в науково-педагогічний процес кафедр фармакології та клінічної лабораторної діагностики медичних вищих навчальних закладів України.

Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійною науковою працею здобувача. Автором самостійно проведені інформаційний пошук та аналіз літератури за тематикою дисертаційної роботи. Спільно з науковим керівником сформульовані тема, мета та завдання дисертаційної роботи, визначені методи дослідження. Дисертантом самостійно опрацьовані моделі та методи досліджень, відповідно до яких виконані експерименти, оброблені отримані результати, проведені їхні аналіз та узагальнення. За участі наукового керівника сформульовані висновки та підготовлені публікації. У роботах, опублікованих у співавторстві, дисертанту належить фактичний матеріал: результати власних експериментальних досліджень, участь в аналізі й узагальненні отриманих даних, підготовка статей до друку. Оформлення дисертаційної роботи й автореферату здійснене здобувачем самостійно.

Робота виконана на кафедрі клінічної лабораторної діагностики ЗДМУ. Біохімічні та фізіологічні дослідження проведені в Навчальному медико-лабораторному центрі (НМЛЦ) ЗДМУ за консультативної допомоги д. мед. н., професора А.В. Абрамова, молекулярно-генетичні дослідження здійснені в НМЛЦ ЗДМУ за консультативної допомоги д. мед. н., професора А.М. Камишного, фармакологічні дослідження проведені на кафедрі фармакології та медичної рецептури за консультативної допомоги д. біол. н., професора І.Ф. Бєленічева.
Апробація матеріалів дисертації. Дисертаційна робота апробована на наукових конференціях і засіданнях кафедри клінічної лабораторної діагностики ЗДМУ. Основні фрагменти дисертаційного дослідження доповідалися на: Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю “Сучасні аспекти медицини і фармації – 2016” (м. Запоріжжя, 12-13 травня 2016 р.); науково-практичній конференції з міжнародною участю “Теорія та практика сучасної морфології” (м. Дніпропетровськ, 5-7 жовтня 2016 р.); Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю “Фундаментальні та клінічні аспекти фармакології” (м. Запоріжжя, 24-25 листопада 2016 р.); I міжнародній науково-практичній конференції “Ліки – людині. Сучасні проблеми фармакотерапії і призначення лікарських засобів. Сучасна фармакотерапія хронічної обструктивної патології легень і бронхіальної астми” (м. Харків, 30-31 березня 2017 р.); Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю “Сучасні аспекти медицини і фармації – 2017” (м. Запоріжжя, 11-12 травня 2017 р.); V Національному з’їзді фармакологів України (м. Запоріжжя, 18-20 жовтня 2017 р.); Всеукраїнській науково-практичній конференції “Впровадження наукових досягнень університетських клінік в практику охорони здоров’я” (м. Запоріжжя, 26-27 жовтня 2017 р.); Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих учених “Медична наука в практику охорони здоров’я” (м. Полтава, 17 листопада 2017 р.).
Публікації. За матеріалами дисертаційної роботи опубліковані 13 наукових праць, з них 6 статей у фахових журналах, 7 тез доповідей у матеріалах науково-практичних конференцій і з’їздів.

Структура та обсяг дисертації. Дисертацію викладено українською мовою на 185 сторінках комп’ютерного тексту. Робота складається зі вступу, огляду літературних джерел, матеріалів та методів дослідження, розділу власних досліджень, аналізу й узагальнення результатів, висновків, списку використаних джерел, додатків. Дисертація ілюстрована 22 таблицями, 8 рисунками. Список використаної літератури містить 244 джерела, зокрема 113 – кирилицею, 131 – латиницею.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали та методи дослідження. Експериментальна частина роботи була виконана на 250 статевозрілих щурах-самцях масою 190-230 г. Дослідження виконувалося в 2 етапи.
Перший етап in vitro: гіпоксію in vitro моделювали шляхом внесення в суспензію кардіоміоцитів розрізнювача тканинного дихання (1-метил-4-феніл-1,2,3,6-тетрагідропіридин-1-метил-4-феніл-1,2,3,6тетрагідропіридил) у концентрації 0,6 мкМ. Досліджувані препарати (селективні модулятори естрогенових рецепторів – тамоксифену цитрат (“ЕБЕВЕ”, Австрія), тореміфен (“ORIONPHARMA”, Фінляндія), лівіал (N.V. Organon, Швейцарія) та референс-препарат естрадіолу валеріат (“BAYER”, Франція)) вносили в інкубаційне середовище в ЕС50 – 10-7 М. Були виділені 6 серій суспензій: 1 – інтактна (n=10); 2 – контрольна (120-хв інкубація з МФП) (n=10); 3 – МФП гіпоксія з додаванням тамоксифену цитрату (120-хв інкубація з МФП з додаванням 10-7 тамоксифену) (n=10); 4 – МФП гіпоксія з додаванням тореміфену (120-хв інкубація з МФП з додаванням 10-7 тореміфену) (n=10); 5 – МФП гіпоксія з додаванням лівіалу (120-хв інкубація з МФП з додаванням 10-7 лівіалу) (n=10); 6 – МФП гіпоксія з додаванням естрадіолу валеріату (120-хв інкубація з МФП з додаванням 10-7 естрадіолу валеріату) (n=10).

Методом регресивного аналізу з використанням 3D-моделі для дослідження in vivo були визначені ефективні дози SERM (тамоксифену цитрат (0,1 мг/кг), тореміфен (0,1 мг/кг)) і референс-препаратів (тіотриазолін (50 мг/кг), капікор (6 мг/кг)).

Другий етап in vivo: ГІМ моделювали шляхом введення впродовж 4 діб коронароспазмуючого агента вазопресину (1 од/кг підшкірно) та β1,2,3-адреноміметика ізопреналіну (200 мг/кг внутрішньом’язово). Досліджувані препарати (тамоксифену цитрат (0,1 мг/кг), тореміфен (0,1 мг/кг), тіотриазолін (50 мг/кг), капікор (6 мг/кг)) уводили внутрішньочеревно через 20 хв після введення ізадрину протягом 4 днів 1 раз на добу. Всі тварини були розподілені на 6 груп, у кожній по 10 щурів: 1 – інтактні; 2 – ІМ (без лікування, контроль); 3 – ІМ з введенням тамоксифену цитрату в дозі 0,1 мг/кг (“ЕБЕВЕ”, Австрія); 4 – ІМ з введенням тореміфену в дозі 0,1 мг/кг (“ORIONPHARMA”, Фінляндія); 5 – ІМ з введенням референс-препарату капікор у дозі 6 мг/кг (препарат порівняння, АТ “Олайнфарм”, Латвія); 6 – ІМ з введенням референс-препарату тіотриазолін у дозі 50 мг/кг (препарат порівняння, АО “Галичфарм”, розробка НПО “Фарматрон”, Україна).
Тварин виводили з експерименту на 4-ту добу. В якості групи порівняння використовувалися тварини з ГІМ. Для найкращої відтворюваності результатів підбиралися експериментальні тварини однієї вікової та вагової категорії, які знаходилися в однакових умовах.
Наявність ІМ підтверджували підвищенням маркерів пошкодження кардіоміоцитів МВ-КФК, тропоніну І та ЕКГ-змінами.

Вплив препаратів в умовах ГІМ на систему згортання крові оцінювали за визначенням агрегаційної здатності тромбоцитів, протромбінового індексу та МНВ.
Ефективність лікування оцінювали за станом антиоксидантної системи, енергеричного метаболізму, вмістом та експресією HSP70-білків та eNOS, концентрацією ST2-маркера та морфологічними змінами кардіоміоцитів.
У дисертаційній роботі були використані фармакологічні, загальноклінічні, біохімічні, фізіологічні, морфологічні та статистичні методи досліджень.

Ефективні дози препаратів, що вивчалися на моделі ГІМ, обчислювали за допомогою ядерної оцінки регресії з використанням 3D-моделі.

Вплив препаратів в умовах ГІМ на систему згортання крові оцінювали за визначенням агрегаційної здатності тромбоцитів, протромбінового індексу та МНВ.
За допомогою імуноферментного аналізу вивчали концентрацію в гомогенаті серця НТЗ, гомоцистеїну (ГЦ), eNOS і HSP70-білків, плазмі крові – тропоніну, ST2-маркера.

Із застосуванням спектрофометричних і хроматографічних методів дослідження визначали рівні активності каталази (КАТ), супероксиддисмутази (СОД), глутатіонредуктази, цитохром-С-оксидази, малатдегідрогенази, креатинфосфокінази, концентрації АТФ, АДФ, АМФ та лактату, пірувату, малату, ізоцитрату. За концентраціями АТФ, АДФ, АМФ обчислювали енергетичний заряд (ЕЗ), енергетичний потенціал (ЕП), термодинамічний контроль дихання (ТКД).
Вивчення морфологічної структури кардіоміоцитів у дослідах in vitro проводили електронно-мікроскопічним методом. Матеріалом для морфологічного дослідження були тканини серцевого м’яза щурів усіх досліджуваних груп. Серійні ультратонкі зрізи готували на ультрамікротомі LKB-III та забарвлювали свинцем за Рейнольдсом. Отримані препарати переглядали та фотографували в електронному мікроскопі.

Аналіз ЕКГ щурів з ГІМ проводився на комп’ютерному аналізаторі Cardio Com-2000 plus (ХАІ Медика, Україна). В якості електрокардіографічного критерію ефективності протиішемічної дії препаратів застосовувався метод ЕКГ-картування з розрахунком показників сумарного ступеня зміщення сегмента SТ відносно ізолінії (ΣΔST).

Статистичну обробку даних здійснювали з використанням стандартного пакету програм статистичної обробки результатів: Microsoft Office Excel 2003, STATISTICA® for Windows 6.0 (StatSoft Inc., № AXXR712D833214FAN5). Для кожної досліджуваної величини визначали показники середнього арифметичного (М) і стандартної помилки репрезентативності середнього арифметичного (m). Нормальність розподілу оцінювали за критеріями Колмогорова-Смирнова (D), Ліллієфорса, Шапіро-Уілка (W). У випадку розподілу, що відрізняється від нормального, або аналізу порядкових змінних використовували критерій Манна-Уїтні (U) для 2-х непов’язаних вибірок, для більшої кількості вибірок – Крускала-Волліса (H) з подальшим порівнянням за Ґеймсом-Говелом. Порівняння груп за якісною ознакою проводили за допомогою критерію χ² з аналізом таблиць спряженості. Дані були представлені у вигляді середнього арифметичного та стандартної помилки репрезентативності середнього значення. Взаємозв’язок між досліджуваними змінними проводили, використовуючи процедуру бінарного регресійного аналізу. Для всіх видів аналізу статистично значущими вважали відмінності при рівні значущості менше 0,05.

Результати дослідження та їх обговорення. Аналіз показників оксидативного стресу, енергетичного метаболізму та морфофункціональної структури в дослідах in vitro в умовах моделювання МФП-індукованої гіпоксії. Моделювання МФП-індукованої гіпоксії кардіоміоцитів in vitro призводило до розвитку в інкубаційному середовищі оксидативного стресу та стійкого енергодефіциту. На 120-ту хвилину гіпоксії в кардіоміоцитах відбувалася інтенсифікація процесів вільнорадикального окиснення, внаслідок чого реєструвалося накопичення цитотоксичних маркерів окисного стресу – НТЗ (підвищення на 62 % відносно інтакту) та ГЦ (збільшення на 83 % відносно інтакту). Важливо зазначити, що ці процеси спостерігалися на тлі значного (більш ніж на 63 %) падіння активності ключового ензиму антиоксидантного захисту – КАТ (табл. 1).

Таблиця 1

Вплив SERM та естрадіолу валеріату на показники оксидативного стресу й енергообміну кардіоміоцитів на 120 хвилину гіпоксії in vitro (M±m, n=10)
	Серії суспензій кардіоміоцитів 
	ГЦ,
ммоль/л 
	НТЗ,

у. о./г білка
	КАТ,

у. о./мг білка/хв 
	ЕЗ
	ЕП
	ТКД

	Інтактна суспензія
	0,81±0,07
	0,47±0,02
	38,50±2,44
	0,83±
0,10
	3,45±
0,04
	8,50±
0,02

	Контрольна суспензія
	4,76±0,21*
	1,50±0,21*
	14,80±1,20*
	0,62±
0,04*
	1,92±
0,02*
	0,35±
0,01*

	МФП-гіпоксія+естрадіол валеріат, 10-7
	1,66±0,18#
	0,73±0,04#
	19,40±0,62#
	0,68±
0,08#
	2,50±
0,03#
	1,69±
0,04#

	МФП-гіпоксія+
тамоксифен,
10-7
	1,96±0,18#
	0,74±0,04#
	23,10±1,84#
	0,80±
0,05#
	2,78±
0,04#
	1,71±
0,02#

	МФП-гіпоксія+
тореміфен, 10-7
	1,24±0,17#
	0,69±0,03#
	28,20±2,14#
	0,82±
0,03#
	3,22±
0,02#
	3,42±
0,03#

	МФП-гіпоксія+
лівіал, 10-7
	3,10±0,23#
	0,97±0,11#
	17,10±0,84#
	0,68±
0,04#
	2,42±
0,03#
	0,83±
0,04#


Примітка. * – p≤0,05 по відношенню до інтактної суспензії; # – p≤0,05 по відношенню до контрольної суспензії.
На тлі цих процесів відбувався розвиток енергодефіциту, що є невід’ємною частиною гіпоксії, оскільки виникає внаслідок порушення трофіки тканин. Він виявлявся дисбалансом вмісту макроергічних фосфатів у клітинах, а саме статистично вірогідним зменшенням концентрації АТФ на 40,7 %, АДФ – 70 % на тлі збільшення вмісту АМФ на 91 %. Крім того, внаслідок гальмування аеробного окиснення виникали компенсаторна активація гліколізу та порушення функціонування циклу Кребса, що спричиняло значні зміни перерозподілу його проміжних продуктів. Результатом цих процесів було зареєстроване значне падіння вмісту піровиноградної кислоти та малату на тлі великого накопичення концентрації лактату як “тупикового” продукту в енергетичному метаболізмі кардіоміоцитів. Патобіохімічні зміни в суспензії кардіоміоцитів також призводили до порушення функціональної активності мітохондрій і розвитку мітохондріальної дисфункції. Починаючи з 30 хвилини інкубації, спостерігалося поступове падіння ЕЗ, ЕП, ТКД на 25 %, 44 % та 96 % відповідно відносно групи інтакту.

Внесення до інкубаційного середовища SERM та естрадіолу валеріату призводило до зниження інтенсивності оксидативного стресу, що виявлялося зменшенням вмісту в суспензії кардіоміоцитів НТЗ (в середньому на 65 %), ГЦ (в середньому на 52 %) відносно суспензії з МФП-індукованої гіпоксії, паралельно рівень КАТ підвищувався на 44 % та відновлювався енергетичний метаболізм клітини, що виражалося збільшенням ЕЗ (в середньому на 24 %), ЕП (на 46 %), ТКД (на 94 %), особливо на тлі внесення тамоксифену.

Досліджувані препарати були односпрямовані й ідентичні за силою дії з естрадіолом валеріатом.
Цитопротективна дія SERM також була підтверджена морфологічними дослідженнями. На 120-ту хвилину гіпоксії in vitro кардіоміоцити вміщували багато органел, пошкоджених за вакуолярно-літичним типом (рис. 1).
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Рис. 1. А – ділянка кардіоміоциту з МФП-індукованою гіпоксією in vitro, 120 хвилина. Електронограма х6000; Б – ділянка кардіоміоциту з МФП-індукованою гіпоксією in vitro з внесенням тамоксифену цитрату (107 М), 120 хвилина. Електронограма х12000; В – ділянка кардіоміоциту з МФП-індукованою гіпоксією in vitro з внесенням тореміфену (107 М), 120 хвилина. Електронограма х25000.
Органели парануклеарної локалізації були представлені низькоенергетичними мітохондріями невеликого розміру зі світлим матриксом і невпорядкованими кристами. Серед змінених органел зустрічалися мітохондрії з ознаками перевантаження: ділянки нерівномірного просвітлення матриксу, явища руйнування крист. Основна частина мітохондрій була представлена органелами з незворотними пошкодженнями, явищами перевантаження. Іноді зустрічалися мітохондрії гігантських розмірів за рахунок різкого набряку матриксу. Крім того, було зареєстровано невелику кількість міжмітохондріальних контактів протяжністю від 50 до 150 нм.

На тлі внесення в суспензію кардіоміоцитів естрадіолу валеріату та SERM були зафіксовані мітохондрії з вакуолярним типом пошкодження, без ознак руйнування зовнішніх мембран, помірним кристолізисом та електронно-світлим матриксом. Паралельно було зареєстроване значно активніше, ніж у серії з МФП-індукованою гіпоксією in vitro, новоутворення мікромітохондрій. У структурі зовнішньої мембрани пошкоджень не спостерігалося. Крім того, була виявлена невелика кількість набряклих мітохондрій зі зруйнованими кристами та зонами просвітлення матриксу. Органели клітин мали помірний електронно-щільний матрикс. Міжмітохондріальні контакти виявлялися в значній кількості. Важливо зазначити, що при внесенні в суспензію кардіоміоцитів тореміфену спостерігалася велика кількість мікромітохондрій високоенергетичного типу, на відміну від серії кардіоміоцитів з внесенням естрадіолу, в якій реєструвалися виключно низькоенергетичні новоутворені органели.
Отже, проведеними експериментальними дослідженнями була встановлена кардіопротекторна дія естрадіолу валеріату та селективних модуляторів естрогенових рецепторів в умовах МФП-індукованої гіпоксії in vitro, що проявлялася їхньою здатністю обмежувати розвиток оксидативного стресу та нормалізувати енергетичний обмін клітин. Найактивнішими виявилися селективні модулятори естрогенових рецепторів тамоксифену цитрат і тореміфен, препарат лівіал статистично достовірно значущих ефектів не проявив.

Для подальших досліджень in vivo в умовах моделювання ГІМ були відібрані модулятори естрогенових рецепторів тамоксифену цитрат і тореміфен.
З метою вивчення кардіопротекторних властивостей селективних модуляторів естрогенових рецепторів порівняно з референс-препаратами в умовах ГІМ були встановлені їхні ефективні дози методом ядерної оцінки регресії з використанням 3D-моделі. У тіотриазоліну ефективна доза становила 50 мг/кг, капікору – 6 мг/кг, тамоксифену цитрату та тореміфену – 0,1 мг/кг.
Аналіз ЕКГ показників, показників маркерів пошкодження кардіоміоцитів, реологічних властивостей крові, маркерів оксидативного стресу, енергетичного метаболізму та вплив на HSP70-білки, eNOS у дослідах in vivo в умовах моделювання ГІМ. Моделювання ГІМ призводило до збільшення біологічних маркерів пошкодження кардіоміоцитів, було зареєстроване зростання концентрації тропоніну I на 85,8 %, МВ-КФК – 72,3 % (рис. 2).
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Примітка. # – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; * – p≤0,05 відносно контрольної групи тварин.

Рис. 2. Вплив досліджуваних препаратів на активність у плазмі крові ферменту серцевого ізоензиму креатинфосфокінази МВ фракція та вміст тропоніну І у щурів з експериментальним інфарктом міокарда.

Паралельно в даних тварин були зареєстровані електрокардіографічні зміни, що характерні для ішемії міокарда. Експериментальний ГІМ в тварин характеризувався збільшенням ЧСС до 541 уд./хв порівняно з інтактною групою (норма – 380-450 уд./хв). Водночас, враховуючи особливості експериментальної моделі та дифузний характер ішемічного пошкодження міокарда, було виявлено збільшення сегмента ST від ізолінії, депресію амплітуди зубця Т, а також зубець QS, що притаманно ГІМ.

Курсове призначення досліджуваних препаратів у встановлених ефективних дозах виявилося їхньою здатністю зменшувати гіперферментемію МВ-КФК у середньому на 58 %, маркера пошкодження кардіоміоцитів тропоніну І – 46 %.
Експериментальна терапія ГІМ досліджуваними препаратами призводила до зниження ЧСС у середньому на 34 %, зменшення відхилення ST від ізолінії в середньому на 0,048 мВ порівняно з групою контролю, сприяла відновленню до контрольного рівня амплітуди зубця Т, що свідчить про їхню протиішемічну дію.
При визначенні функціонального стану тромбоцитарно-судинного гемостазу в умовах експериментального ІМ було виявлено типові для цієї групи препаратів процеси, а саме розвиток тромбоцитозу, скорочення часу та зростання ступеня агрегації. У групі контролю було відмічено збільшення кількості тромбоцитів на 37,1 %, час агрегації скорочувався на 32,4 % з паралельним зростанням ступеня агрегації на 53,8 %. Отримані дані свідчать про активацію тромбоцитарної ланки гемостазу при розвитку патобіохімічних реакцій, що запускаються в умовах розвитку ІМ. Введення досліджуваних препаратів сприяло поліпшенню показників, як-от ступінь і час агрегації, кількість тромбоцитів. Найбільш активним відносно нормалізації функціонального стану тромбоцитів був капікор. За рахунок ендотеліотропного впливу цей препарат знижував ступінь і підвищував час агрегації тромбоцитів на 29,9 % і 30,8 % відповідно. Введення SERM також викликало нормалізацію досліджуваних показників. Тореміфен зменшував ступінь агрегації на 18,9 %, час агрегації подовжувався на 15,1 % з паралельним зниженням кількості тромбоцитів на 20,3 %. Тамоксифен також викликав подібні зміни, проте подовжував час агрегації на 33,5 %.

Отже, було встановлено, що SERM у дозі 0,1 мг/кг не призводить до активації тромбоцитарно-судинного гемостазу в експериментальних тварин з ГІМ. Введення вказаних препаратів сприяє незначній нормалізації показників коагуляційного та судинно-тромбоцитарного гемостазу. Найбільш активними з цього боку були тореміфен і референс-препарат капікор.

У дослідах in vivo біологічні ефекти досліджуваних SERM були односпрямовані з ефектами, які вони продемонстрували в дослідах in vitro. При моделюванні ГІМ в тканинах серця тварин був зареєстрований розвиток оксидативного стресу. На 4 добу ГІМ було зафіксовано падіння активності ключового ферменту антиоксидантного захисту (супероксиддисмутази (СОД)) на 58,9 %, ферменту тіол-дисульфідної системи (глутатіонредуктази (ГР)) – 58,7 %, КАТ – 54 % при паралельному накопиченні цитотоксичної сполуки ГЦ на 89 %, маркера окисної деструкції білкових молекул (НТЗ) – 89,2 %. Також було зареєстроване падіння ЕЗ на 24 %, ЕП – 45 %, ТКД – 96 % (табл. 2).

Таблиця 2

Вплив тамоксифену цитрату, тореміфену, тіотриазоліну, капікору на активність супероксиддисмутази, глутатіонредуктази, каталази, нітротирозину та гомоцистеїну в гомогенаті серця щурів з експериментальним гострим інфарктом міокарда (M±m, n=10)
	Групи тварин 
	СОД,
у. о./мг білка/хв
	ГР,
у. о./мг білка/хв
	КАТ,
у. о./мг білка/хв
	НТЗ,
у. о./г білка
	ГЦ,
ммоль/л

	Інтактна група
	165,10±
  2,37
	24,70±
0,72
	20,20±
0,24
	0,14±
0,03
	0,40±
0,11

	Контрольна група (ГІМ)
	 67,80±
  1,41#
	10,20±
0,68#
	9,20±
0,17#
	1,30±
0,27#
	3,70±
0,88#

	ІМ+тамоксифену цитрат (0,1 мг/кг)
	120,71±
    2,28*
	16,70±
0,37*
	13,80±
0,33*
	0,57±
0,11*
	2,20±
0,12*

	ІМ+тореміфен 
(0,1 мг/кг)
	138,40±
    2,07*
	18,90±
0,57*
	17,90±
0,24*
	0,52±
0,12*
	1,10±
0,10*

	ІМ+тіотриазолін (50 мг/кг)
	126,20±
    2,40*
	17,80±
0,36*
	14,80±
0,14*
	0,78±
0,09*
	0,90±
0,08*

	ІМ+капікор 
(6 мг/кг)
	94,20±
  1,20*
	14,80±
0,59*
	11,20±
0,13*
	0,68±
0,11*
	2,90±
0,12*


Примітка. # – p≤0,05 по відношенню до інтактної групи тварин; * – p≤0,05 по відношенню до контрольної групи тварин.
Введення досліджуваних препаратів тамоксифену цитрату, тореміфену та референс-препаратів тіотриазолін і капікор призводило до нормалізації показників антиоксидантної системи. Тамоксифену цитрат підвищував активність СОД на 44 %, ГР – 38,9 %, КАТ – 50 %; тореміфен – 51 %, 46 % і 94,5 %; тіотриазолін – 46 %, 43 % та 60,9 %; капікор – 28 %, 31 % і 21,7 % відповідно. Отже, найбільш активними виявилися селективні модулятори естрогенових рецепторів та антиоксидант тіотриазолін. Капікор за своїм впливом на показники антиоксидантної системи був найменш активним.
Також був відмічений позитивний вплив досліджуваних препаратів на вміст маркерних продуктів оксидативного стресу. Усі досліджувані препарати зменшували концентрацію НТЗ та ГЦ в гомогенаті серця. Дія досліджуваних препаратів була односпрямована, проте мала різні ступені вираженості. Найбільш активними за своїм впливом на показники оксидативного стресу виявилися селективний модулятор естрогенових рецепторів тореміфену цитрат і антиоксидантний референс-препарат тіотриазолін, які в середньому знижували концентрацію НТЗ та ГЦ на 60 % і 70 %. Найменш активним був капікор, який зменшував концентрацію НТЗ на 47,7 %, ГЦ – 22 %. Важливо зазначити, що антиоксидантні властивості SERM були односпрямовані в дослідах in vitro й in vivo.

Отже, в умовах моделювання ГІМ SERM спричиняли комплексну антиоксидантну дію, на тлі нормалізації активності ключових ферментів антиоксидантного захисту досліджувані препарати знижували накопичення цитотоксичних продуктів оксидативного та нітрозуючого стресів – НТЗ та ГЦ.

Завдяки вираженій антиоксидантній активності вони позитивно впливали на енергообмін, обмежуючи лактат ацидоз, покращуючи всі функціональні показники. Найбільш активним виявився тореміфен, що підвищував ЕЗ на 23 %, ЕП – 43 %, ТКД – 92 % (табл. 3).

Таблиця 3

Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів на функціональні показники енергообміну серцевого м’язу на 4 добу гострого інфаркту міокарда (M±m, n=10)
	Експериментальні групи тварин 
	ЕЗ
	ЕП
	ТКД

	Інтактна група
	0,87±0,10
	4,31±0,04
	9,10±0,02

	ГІМ, 4 доба (контрольна група)
	0,64±0,04#
	2,02±0,02#
	0,36±0,01#

	ГІМ+тамоксифену цитрат (0,1 мг/кг)
	0,75±0,05*
	3,56±0,04*
	1,80±0,02*

	ГІМ+тореміфен (0,1 мг/кг)
	0,83±0,03*
	3,88±0,02*
	3,52±0,03*

	ГІМ+тіотриазолін (50 мг/кг)
	0,74±0,06*
	2,80±0,02*
	1,40±0,02**

	ГІМ+капікор (6 мг/кг)
	0,77±0,08*
	3,13±0,03*
	1,17±0,04*


Примітка. # – p≤0,05 по відношенню до інтактної групи тварин; * – p≤0,05 по відношенню до контрольної групи тварин.

Отже, було визначено, що досліджувані препарати мали комплексний позитивний вплив на енергетичний метаболізм у кардіоміоцитах. Вони підвищували ЕЗ у середньому на 24 %, ЕП – 42 %, ТКД – 87 %.

На сьогодні велику увагу приділяють HSP-білкам, що відіграють значну роль у підвищенні стійкості клітинного апарату біосинтезу білка до пошкоджуючих факторів, як-от ішемія. Відомо, що в умовах стресу загальний біосинтез білка знижується, а синтез HSP70 різко збільшується. При ГІМ відбувалося порушення експресії та синтезу факторів ендогенної цитопротекції, як-от HSP-білків та eNOS. При дослідженні характеру експресії та синтезу HSP70-білків у кардіоміоцитах було зафіксовано різноспрямований характер експресії та синтезу цього білка (рис. 3).
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Примітка. # – p≤0,05 по відношенню до інтактної групи тварин; * – p≤0,05 по відношенню до щурів з ГІМ; 
Рис. 3. Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів на експресію та синтез білків теплового шоку 70 (А) й ендотеліальної ізоформи NO-синтази (Б) у кардіоміоцитах щурів з гострим інфарктом міокарда.
На 4 добу ГІМ в щурів контрольної групи було зареєстроване підвищення експресії mRNA більш ніж на 90 %. Проте при аналізі концентрації HSP70-білка в кардіоміоцитах було зафіксоване падіння його вмісту більш ніж на 74 %, що, на нашу думку, пов’язано зі зривом компенсаторно-адаптаційних реакцій клітини у відповідь на гіпоксію та нездатність білок-синтезуючого апарата клітини реалізувати продукцію HSP70.

Водночас курсове призначення тамоксифену цитрату, тореміфену та капікору тваринам з ГІМ призводило до модулюючого ефекту щодо характеру експресії та синтезу HSP70-білка.

Аналіз даних експресивної активності mRNA HSP70 показав, що SERM і референс-препарат капікор здатні в умовах гіпоксії модулювати експресію HSP70. Тобто в умовах ГІМ досліджувані препарати не стимулювали та
не підвищували експресію HSP70, а, навпаки, викликали її нормалізацію.
Ці процеси відбувалися на тлі збільшення відносно контрольної групи
тварин вмісту HSP70-білків в кардіоміоцитах на 4 добу ІМ. На нашу
думку, подібна дія препаратів є ключовим механізмом їхньої кардіопротективної дії.

Комплексна цитопротективна дія також включала в себе здатність SERM регулювати експресію eNOS за рахунок антиоксидантних властивостей, а також HSP-тропної дії. SERM нормалізували експресивну активність eNOS при паралельному відновленні її концентрації в клітині (тамоксифен – на 85,5 %, тореміфен – 91 %) порівняно з контрольною групою тварин. Також відомо, що агрегуючі тромбоцити вивільняють АДФ, що активує eNOS. Утворений ендотеліальний NO попереджає агрегацію тромбоцитів і протидіє вазоконстрикторному ефекту тромбоксану А2 та серотоніну, що продукуються тромбоцитами. В умовах дефіциту ендотеліальної NO цей захисний механізм не працює та, відповідно, створюються умови, що сприяють вазоконстрикції, тромбозу й ішемії. Зі свого боку, SERM за рахунок нормалізації експресії eNOS, можливо, підвищують біодоступність оксиду азоту, у такий спосіб знижуючи агрегацію тромбоцитів.

В останні роки експериментальними та клінічними дослідженнями було показано, що з метою фармакологічної оцінки моніторингу ефективності кардіопротективних лікарських засобів, діагностики та лікування кардіоваскулярних захворювань доцільно використовувати визначення біомаркера ST2.

При вивченні концентрації ST2 в плазмі крові тварин з експериментальною терапією ІМ були отримані наступні дані: SERM, а особливо тореміфен, призводили до зниження ST2 в плазмі експериментальних
тварин, що зі свого боку веде до підвищення біодоступності ІL33 та HSP-білків, що підтверджується даними багатьох експериментальних і клінічних досліджень.
У зв’язку з цим виявлена здатність препаратів знижувати концентрацію ST2, а також здійснювати моделюючий вплив на HSP-білки призводить до активації процесів швидкої клітинної адаптації в умовах гіпоксії. Встановлені кардіопротективні ефекти SERM виявлялися їхньою здатністю збільшувати відсоток тварин, які вижили на 4 добу модельованої патології (табл. 4).

Таблиця 4

Вплив досліджуваних препаратів на вміст маркера прогнозу кардіоваскулярних захворювань у тварин з гострим інфарктом міокарда 
(M±m, n=10)
	Групи тварин 
	ST2, нг/мл
	% тварин, які вижили

	Інтактна група
	11,40±1,59
	-

	Контрольна група (ГІМ)
	47,20±6,47#
	40

	ГІМ+тамоксифену цитрат (0,1 мг/кг)
	27,70±4,20*
	70

	ГІМ+тореміфен (0,1 мг/кг)
	22,70±3,72*
	80

	ГІМ+тіотриазолін (50 мг/кг)
	36,80±4,12*
	50

	ГІМ+капікор (6 мг/кг)
	32,20±3,41*
	60


Примітка. # – p≤0,05 по відношенню до інтактної групи тварин; * – p≤0,05 по відношенню до контрольної групи тварин.
Отже, механізм кардіопротективної дії SERM в умовах ГІМ обумовлений їхніми антиоксидантними властивостями, регулюючим впливом на ST2-маркер і модулюючою дією на експресію та синтез фактора ендогенної цитопротекції (HSP70-білка).

На підставі проведених експериментальних досліджень була обґрунтована кардіо- та цитопротекторна дія селективних модуляторів естрогенових рецепторів. Доведено, що їхній механізм дії в умовах ГІМ обумовлений антиоксидантними властивостями, модулюючим впливом на експресію та синтез факторів ендогенної цитопротекції, як-от HSP70-білок та eNOS. Отримані дані є теоретичним обґрунтуванням перспективності застосування даної групи препаратів як кардіопротекторів гострого періоду ІМ та пошуку нових високоефективних кардіо- та цитопротекторів серед селективних модуляторів естрогенових рецепторів.

ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі, присвяченій актуальній задачі сучасної фармакології – пошуку нових високоефективних кардіопротекторних лікарських засобів, у дослідах in vitro й in vivo експериментально обґрунтоване використання селективних модуляторів естрогенових рецепторів як кардіопротекторів в умовах моделювання гострого інфаркту міокарда.

1. Селективні модулятори естрогенових рецепторів тамоксифен, тореміфен і лівіал суттєво (р<0,05) обмежують розвиток оксидативного стресу шляхом зменшення концентрації нітротирозину в середньому на 59 %, гомоцистеїну – 46 %, нормалізації активності каталази на 32 %, а також сприяють відновленню енергетичного метаболізму, про що свідчить підвищення енергетичного заряду на 24 %, енергетичного потенціалу – 46 %, термодинамічного контролю дихання – 94 % на тлі МФП-індукованої гіпоксії, покращують морфофункціональний стан кардіоміоцитів. Спрямованість і сила дії селективних модуляторів естрогенових рецепторів аналогічна дії препарату порівняння – естрадіолу валеріату.
2. Для селективних модуляторів естрогенових рецепторів і референc-препаратів при моделюванні гострого інфаркту міокарда були встановлені ED50 (внутрішньочеревне введення) за їхньою здатністю впливати на зменшення концентрації нітротирозину, маркера прогнозу кардіоваскулярних захворювань, збільшення енергетичного заряду кардіоміоцитів у співвідношенні до кількості тварин, які вижили на 4 добу гострого інфаркту міокарда. ED50 для тореміфену, тамоксифену становлять 0,1 мг/кг, тіотриазоліну – 50 мг/кг, капікору – 6 мг/кг.
3. За умов моделювання гострого інфаркту міокарда селективні модулятори естрогенових рецепторів суттєво знижували рівень тропонінів на 45 %, маркер прогнозу кардіоваскулярних захворювань в плазмі крові тварин – 28 %, а також обмежували розвиток оксидативного стресу, зменшуючи концентрацію нітротирозину на 58 %, гомоцистеїну – 55 %, що відбувалося на тлі нормалізації активності каталази на 72 % та відновлення енергетичного метаболізму, про що свідчило підвищення енергетичного заряду на 24 %, енергетичного потенціалу – 42 %, термодинамічного контролю дихання – 81 %. Зазначені ефекти селективних модуляторів естрогенових рецепторів супроводжувалися нормалізацією електрофізіологічних показників (зниження частоти серцевих скорочень на 24 %, зменшення відхилення ST від ізолінії на 16,5 %).
4. Тореміфен і референс-препарати, особливо капікор, більшою мірою модулювали експресію гена білків теплового шоку й ендотеліальної ізоформи NO-синтази, що призводило до нормалізації концентрації білків теплового шоку й ендотеліальної ізоформи NO-синтази в кардіоміоцитах щурів з гострим інфарктом міокарда. Кардіопротекторна дія селективних модуляторів естрогенових рецепторів підтверджувалася зростанням виживання тварин у середньому на 65 %.
5. Механізм кардіопротекторної дії селективних модуляторів естрогенових рецепторів в умовах гострого інфаркту міокарда зумовлений їхніми антиоксидантними властивостями, регулюючим впливом на маркер прогнозу кардіоваскулярних захворювань і модулюючою дією на експресію та синтез фактора ендогенної цитопротекції (білка теплового шоку 70). Отримані дані є теоретичним обґрунтуванням перспективності застосування селективних модуляторів естрогенових рецепторів як кардіопротекторів у гострий період інфаркту міокарда та пошуку нових високоефективних кардіо- та цитопротекторів серед селективних модуляторів естрогенових рецепторів.
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Дисертаційна робота присвячена дослідженню кардіопротективних властивостей селективних модуляторів естрогенових рецепторів в умовах експериментального інфаркту міокарда.

У результаті експериментальних досліджень встановлено, що досліджувані препарати в дослідах in vitro й in vivo мали односпрямований ефект. Тобто знижували концентрацію маркерів антиоксидантної системи (нітротирозину, гомоцистеїну), нормалізовували активність каталази та супероксиддисмутази, позитивно впливали на енергообмін, обмежуючи лактат ацидоз.
З’ясовано, що комплексна цитопротективна дія включала в себе здатність SERM регулювати характер експресії та синтезу HSP70-білків та eNOS, досліджувані препарати не стимулювали та не підвищували експресію HSP70, а викликали її нормалізацію та збільшували процент тварин, які вижили.
Експериментально доведено, що механізм кардіопротективної дії SERM в умовах гострого інфаркту міокарда обумовлений їхніми антиоксидантними властивостями, регулюючим впливом на ST2-маркер і модулюючою дією на експресію та синтез фактора ендогенної цитопротекції (HSP70-білка).

Ключові слова: гострий інфаркт міокарда, кардіопротекція, селективні модулятори естрогенових рецепторів, антиоксидантна система, HSP70-білки, ST2-маркер.

SUMMARY

Levchenko K.V. Cardioprotective properties of selective modulators of estrogen receptors in conditions of experimental myocardial infarction". – Qualifying scientific work on the rights of the manuscript.
Dissertation for a scientific degree of candidate of medical sciences in speciality 14.03.05 “Pharmacolgy”. – State Institution “Institute of Pharmacology and Toxicology of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine”, Kyiv, 2018 
Dissertation is devoted to the study of cardioprotective properties of selective estrogen receptor modulators in conditions of experimental myocardial infarction.

It was found in the course of experimental studies that thein vitro modeling of MFP-induced cardiomyocyte hypoxia led to the development of an oxidative stress and a stable energy deficit in the incubation environment. The drugs we studied had auni directional effect with estradiol and were compared by efficiency.

The cytoprotective effect of SERM wasalso confirmed by morphological studies.In the modeling of in vitro hypoxia, many mitochondria with irreversible damage were identified, as well as with overload phenomena, that is, with uneven matrix illumination areas, and the crust destruction phenomena.

Introducing SERM into the incubation medium led to the improvement of cardiomyocite morphological properties. No damage was observed in the outer membranestructure, there was a large number of high-energy micromitohondrias, while the amount of the mitochondria with crumbled crystals and thematrix illuminationareas was small. Tamoxifen citrate and toremifene appeared to be the most active among the SERM and were selected for the in vivo study.

The myocardial infarction simulation resulted in the increase of the troponin Icardiomyocyte damagebiological marker, as well as to typical ECG changes (Q-tooth), which is pathogenic for this pathology.

In the in vivo experiments, the biological effects of the SERM under study were unidirectional and had the same effects they had demonstrated in vitro. All of the studied drugs reduced nitrotirosin and homocysteine concentration, and normalized catalase and superoxide dismutase activity.

Due to their expressed antioxidant effect, SERM positively influenced the energy metabolism by restricting the lactate acidosis. SERM improved all the energy exchange figures. The most active was toremifene. 

In the MI conditions, there was a violation of expression and synthesis of endogenous cytoprotectionfactors, such as HSP-proteins and eNOS. While investigating the nature of the HSP70-proteins expression and synthesis in cardiomyocytes, we recorded a multi-directional pattern of expression and synthesis of this protein. Thus, on the 4th day of AMI in the test grouprats, we registered the increase in them RNA expression. However, when analyzing the HSP70-protein concentration in the cardiomyocytes, we detected a fall in its content, which in our opinion was due to the disruption of the cell’s compensatory and adaptive reactions in response to hypoxia and disability of the cell’s protein-synthesizing apparatus to produce HSP70.

There with, a course administration of tamoxifen citrate, toremifene and Capicor to the animals with AMI resulted in a modulating impact on the nature of the expression and synthesis of HSP70-protein. The expression of the mRNA HSP70 data analysis showed that the SERM and the Capicor reference drug were able to modulate the HSP70 expression under hypoxia. That is, under the AMI conditions, the experimental drugs neither stimulatednor increased the HSP70 expression, but on the contrary, caused its normalization. These processes occurred in an increase of the HSP70-proteins content in cardiomyocyteson the 4th day of MI in the test group of animals. In our opinion, such an effect of the drugs is a key mechanism of their cardioprotective action.

An integrated cytoprotective action also included the SERM ability to regulate the eNOSexpression due to its antioxidant properties, as well as HSP-tropic action. SERM normalized the expressive activity of eNOS by simultaneously restoring the eNOS concentration in the cell. While studying the ST2 concentration in blood plasma of animals with experimental therapy of myocardial infarction, we obtained the following data: SERM, and especially toremipfen, led to a decrease of ST2 in the plasma of experimental animals, which in turn led to an increase of the IL33 and HSP-proteins bioavailability, which is confirmed by the data of many experimental and clinical studies. In this regard, the drugsability to reduce the ST2 concentration, as well as to make a modeling impact on the HSP-proteins, leads to the activation of rapid cellular adaptation processes in hypoxia. The established cardioprotective effects of SERM were demonstrated by their ability to increase the percentage of animals surviving on the 4th day of simulated pathology.

Thus, the mechanism of SERM cardioprotective action in acute myocardial infarction is preconditioned by the antioxidant properties that regulate the effect on the ST2 marker and the modulating effect on the expression and synthesis of the endogenous cytoprotection factor of  the HSP70-protein.

The cardioprotective and cytoprotective effect of selective estrogen receptor modulators was grounded on the basis of experimental studies. It was displayed that their mechanism of action in AMI conditions is based onthe antioxidant properties and modulating effects on the expression and synthesis of endogenous cytoprotection factors such as HSP70-protein and eNOS. The obtained data act as a theoretical basis for the prospective use of this group of drugs as cardioprotectors.

Key words: acute myocardial infarction, cardioprotection, selective estrogen receptor modulators, antioxidant systems, HSP70-proteins, ST2-marker.

АННОТАЦИЯ

Левченко К.В. Кардиопротекторные свойства селективных модуляторов эстрогеновых рецепторов в условиях экспериментального инфаркта миокарда. – Квалификационная научная работа на правах рукописи.
Диссертация на соискание ученой степени кандидата медицинских наук по специальности 14.03.05 “Фармакология”. – ГУ “Институт фармакологии и токсикологии НАМН Украины”, Киев, 2018.

Диссертационная работа посвящена исследованию кардиопротективных свойств селективных модуляторов эстрогеновых рецепторов в условиях экспериментального инфаркта миокарда.

В результате экспериментальных исследований установлено, что исследуемые препараты в опытах in vitro и in vivo имели однонаправленный характер действия. То есть снижали концентрацию маркеров антиоксидантной системы (нитротирозина, гомоцистеина), нормализововывали активность каталазы и супероксиддисмутазы, положительно влияли на энергообмен, ограничивая лактат ацидоз.

Установлено, что комплексное цитопротективное действие включало в себя способность SERM регулировать характер экспрессии и синтеза HSP70-белков и eNOS, исследуемые препараты не стимулировали и не повышали экспрессию HSP70, а вызывали ее нормализацию и увеличивали процент выживших животных.

Экспериментально доказано, что механизм кардиопротективного действия SERM в условиях острого инфаркта миокарда обусловлен их антиоксидантными свойствами, регулирующим влиянием на ST2-маркер и модулирующим действием на экспрессию и синтез фактора эндогенной цитопротекции (HSP70-белка).

Ключевые слова: острый инфаркт миокарда, кардиопротекция, селективные модуляторы эстрогеновых рецепторов, антиоксидантная система, HSP70-белки, ST2-маркер.

ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
	АДФ 
	-аденозиндифосфат

	АМФ
	-аденозинмонофосфат

	АТФ
	-аденозинтрифосфат

	ВООЗ
	-Всесвітня організація охорони здоров’я

	ГІМ
	-гострий інфаркт міокарда

	ГР
	-глутатіонредуктаза

	ГЦ
	-гомоцистеїн

	ЕЗ
	-енергетичний заряд

	ЕКГ
	-електрокардіограма

	ЕП
	-енергетичний потенціал

	ЕР
	-естрогеновий рецептор

	ЗДМУ
	-Запорізький державний медичний університет

	ІМ
	-інфаркт міокарда

	КАТ
	-каталаза

	МВ-КФК
	-фермент серцевого ізоензиму креатинфосфокінази МВ фракція

	МНВ
	-міжнародне нормалізоване відношення

	МФП
	-розрізнювач тканинного дихання – 1-метил-4-феніл-1,2,3,6-тетрагідропіридин-1-метил-4-феніл-1,2,3,6-тетрагідропіридил

	НТЗ
	-нітротирозин

	СОД
	-супероксиддисмутаза

	ТКД
	-термодинамічний контроль дихання

	ЧСС
	-частота серцевих скорочень

	NOS
	-NO-синтаза

	eNOS
	-ендотеліальна ізоформа NO-синтази

	HSP
	-білки теплового шоку

	HIF
	-гіпоксії індуцибельний фактор

	SERM
	-селективні модулятори естрогенових рецепторів

	ST2
	-маркер прогнозу кардіоваскулярних захворювань
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