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АНОТАЦІЯ

Джигалюк О.В. Кардіопротекторні властивості  похідних 4-оксо(аміно-) хіназоліну при експериментальній ішемії міокарда. Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису. 
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.05 - фармакологія – Вінницький національний медичний університет імені М.І. Пирогова (виконання роботи), м. Вінниця; ДУ «Інститут  фармакології та токсикології НАМН України» (захист), Київ, 2019.
Дисертація присвячена актуальній проблемі експериментальної фармакології – пошуку та вивченню речовин із захисною дією на ішемізо-ване серце, перспективних для створення нового кардіопротекторного засо-бу, конкурентоспроможного із сучасними аналогами. 

Сучасні лікарські препарати (нітрати, бета-адреноблокатори, блокатори кальцієвих каналів, вазодилятатори та ін.), які використовуються при ІХС, не завжди задовольняють клініцистів як через недостатню ефективність, так і через наявність різноманітних побічних реакцій, які обмежують їх широке застосування. Тому сьогодні ведеться активний пошук нових молекул із захисною дією на ішемізований міокард, придатних для створення на їх основі більш ефективного та безпечного кардіопротектора.

У цьому плані перспективними можуть бути похідні 4-оксо(аміно-) хіназоліну, яким, за даними літератури, притаманні антистресова, церебро- та актопротекторна, протигіпоксична, антиоксидантна дії, нормалізуючий вплив на метаболічні процеси та ін., що і слугувало підгрунтям для проведення даного дослідження.

У даній дисертації вперше теоретично обгрунтовано та експерименталь-но доведено, що похідні 4-оксо(аміно-)хіназоліну є носіями кардіо-протекторної активності, яка у найбільшій мірі притаманна сполукам, які містять у положенні 3 4-оксихіназолінового циклу n-карбоксифенільний (ПК-66) або етоксикарбоксилфенілацильний (ПК-32) залишки, і, що суттєво для останнього, важливим є наявність нітрогрупи у положенні 6 молекули. Найбільша за величиною захисна дія на ішемізоване серце виявлена у 4-[4-оксо-4Н-хіназолін-3-іл] бензойної кислоти (сполуки ПК-66), яка не поступалась, а подекуди і перевершувала за ефективністю аміодарон, мексидол та тіотриазолін. 

Скринінг кардіопротекторної активності у ряду 10 похідних   4-оксо (аміно-)хіназоліну проведено на моделі гострого діатермо-                   коагуляційного інфаркту міокарда ЕІМ у щурів при різних режимах введення в організм у емпірично взятій дозі (10 мг/кг, в/о). У ході проведеного дослідження встановлено, що курсове профілактичне введення щурам ЕІМ з досліджуваних сполук, як і препаратів-порівняння аміодарону (10 мг/кг, в/о), мексидолу (100 мг/кг, в/о) та тіотриазоліну (100 мг/кг, в/о), викликало зменшення величини показника летальності тварин у критичний період експерименту (4 год) та подовження тривалості їх життя, що вказувало на наявність кардіопротекторної дії. Найбільшу ефективність проявила сполука ПК-66: під її впливом як і на фоні аміодарону, летальність у критичний період експерименту становила 20,0% проти 60,0% у щурів.

ПК-66 була також найбільш ефективною і при введенні з лікувальною метою щурам з ЕІМ: показник летальності тварин у критичний період експерименту  (12 год), як і на фоні аміодарону,  становив 20,0% проти 54,0% у нелікованих щурів.

Збільшення, як і зменшення, дози ПК-66 не вплинуло суттєво на ступінь захисного ефекту цієї сполуки. Тому дозу (10 мг/кг) сполуки-лідера ПК-66 визнано оптимальною і обрано її для поглибленого  вивчення кардіопротек-торних властивостей. Про достатньо виразну  кардіопротекторну дію ПК-66 в умовах ЕІМ як і аміодарону, свідчили також позитивні зміни на ЕКГ, зокрема вірогідне зниження амплітуди (висоти) ST відносно ізоелектричної лінії, а також відновлення фізичної витривалості тварин, на що вказувало вірогідне зростання показника плавального тесту.

Захисна дія ПК-66 на ішемізоване серце відмічена також на моделях міокардіодистрофій, викликаних у щурів токсичними дозами катехоламінів.

Встановлено, що превентивно-лікувальне введення тваринам ПК-66, як і аміодарону (10 мг/кг, в/о), сприяло вірогідному зниженню показника летальності щурів з моделлю адреналінової міокардіодистрофії (АМД) відповідно до 12,0% та 16,0% проти 44,0% у контролі. Зниження показника летальності щурів в умовах АМД корелювало із підвищенням фізичної витривалості тварин, а також з позитивною динамікою показників ЕКГ.

Позитивна динаміка клінічних показників (летальність, плавальний тест, ЕКГ) на тлі ПК-66 та аміодарону в умовах АМД співставлялась із сприятливими змінами біохімічних даних. У першу чергу, це стосувалось активності  маркерів ішемії креатинфосфокінази та аспартатамінотранс-ферази у крові: починаючи з 2-ої доби експерименту зафіксоване вірогідне зниження підвищеної активності вказаних ензимів, рівень яких у кінці експерименту (8 доба) практично не відрізнявся від аналогічних показників інтактних тварин, що вказувало на протиішемічну дію обох речовин. На користь останнього свідчило також відновлення в ушкодженому адреналіном міокарді активності NO-синтази.

Захисна дія ПК-66 та аміодарону на серце в умовах АМД проявилась  також послабленням дисбалансу у складі аденілових нуклеотидів. При цьому, в кінці експерименту рівень АТФ в ішемізованому серці був вірогідно вищим від показника у групі нелікованих тварин відповідно на 52,9% та 34,0%.  Це корелювало із вірогідним зростанням енергетичного заряду серця. При цьому за ефективністю ПК-66 вірогідно переважала аміодарон. 

Поруч з цим мало місце усунення порушень вуглеводного обміну в ішемізованому серці. На це вказувало, в першу чергу, усунення дефіциту глікогену, рівень якого у кінці експерименту під дією ПК-66 та аміодарону виріс відповідно на 88,7% та 84,3% (р ≤ 0,05) відносно нелікованих тварин. Водночас при застосуванні ПК-66, як і аміодарону, мало місце послаблення лактатацидозу у міокарді при одночасному збільшенні концентрації пірувату, що  супроводжувалось вірогідним зниженням співвідношення лактат-піруват. Це може бути ознакою спроможності обох речовин відновлювати баланс між анаеробними та аеробними процесами метаболізму глюкози в умовах АМД.

Водночас ПК-66 та аміодарон сприяли нормалізації прооксидантно-антиоксидантної рівноваги в умовах АМД. На це вказувало вірогідне зниження у міокарді вмісту малонового диальдегіду при збільшенні активності СОД та глутатіонпероксидази.

Відновлення на тлі ПК-66, як і аміодарону, порушених метаболічних процесів в ішемізованому серці, згідно з даними літератури, можна віднести на рахунок механізмів їх кардіопротекторного ефекту.

Позитивні зміни метаболічних процесів у міокарді щурів з моделлю АМД, лікованих окремо ПК-66 або аміодароном, співставлялися із позитивною динамікою морфологічної картини серця.

Виразна захисна дія ПК-66 на ішемізоване серце була зареєстрована також на моделі норадреналінової  міокардіодистрофії (НАМД). Це проявилось вірогідним зменшенням у 3,5 рази показника летальності тварин з НАМД, підвищенням їх фізичної витривалості за плавальним тестом та нормалізацією морфологічної картини ушкодженого міокарда. При цьому, за ефективністю, ПК-66 співставлялась з аміодароном. 

Одним із важливих механізмів захисної дії ПК-66 на серце є нормалізуючий вплив на кардіальну та системну гемодинаміку. Профілактичне введення ПК-66 кролям з моделлю адреналін-кофеїнового інфаркту міокарда сприяло послабленню розладів кардіальної та системної гемодинаміки. При цьому за ефективністю ПК-66 не поступалась аміодарону, а часом і переважала останній, зокрема за спроможністю знижувати показник максимального тиску у лівому шлуночку та загального периферичного опору судин.

Таким чином, похідні 4оксо(аміно-) хіназоліну являються перспектив-ним класом хімічних сполук для пошуку речовин із кардіопротекторною дією. Сполука-лідер 4-[4-оксо-4Н-хіназолін-3-іл] бензойної кислоти (ПК-66), кардіопртекторний ефект якої вдало поєднується з наявністю у неї захисної дії на ішемізований мозок та центральний знеболюючий ефект, заслуговує на подальше вивчення її ефективності та безпечності як потенційного кардіопротекторного засобу. У цьому полягає основне практичне значення отриманих результатів проведеного дослідження.

Ключові слова: похідні 4-оксо (аміно-)хіназоліну, 4-[4-оксо-4Н-хіна-золін-3-іл] бензойної кислоти, аміодарон, мексидол, тіотриазолін, кардіопротекція.   
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In the dissertation work the results of the experimental complex study of cardioprotective properties of the derivative 4-oxo (amino) quinazoline (PK-66 compounds), in acute cardiac ischemia are presented. The study screened cardioprotective properties of new derivatives of 4-oxo (amino-) quinazoline on models of acute myocardial ischemia, the "structure-effect" dependency was established and the most active PK-66 compound was found to be suitable for further study. The evaluation of the therapeutic effect of the most effective compounds with their course introduction in acute cardiac ischemia (according to the dynamics of electrocardiographic changes, indicators of mortality and physical endurance) was found. The PK-66 leader compound was identified for in-depth study of its cardioprotective properties.

The compound leader, PK-66, possesses a sufficiently pronounced cardioprotective effect in the EIM environment. At the same time, the amount of protective effect on ischemic heart indicated compound in the optimal dose of 10 mg / kg w / eye as in preventive and therapeutic administration in the body is comparable to amiodarone (10 mg / kg w / oz), mexidolum (100 mg / kg w / oz) and thiotriazolinum (100 mg / kg, w / oz). The most protective effect on the ischemic heart manifested itself in the course of preventive introduction to the rats PK-66 compound - under its influence, the mortality rate of animals with EIM decreased 3 times in relation to control. The results of the study indicate the expediency of in-depth study of cardioprotective properties of PK-66.

A study was conducted to investigate the effect of PK-66 leader compound on myocardial hemodynamic and electrocardiographic parameters.

Acute myocardial ischemia in rabbits is characterized by an increase in the main indicators of hemodynamics: the general peripheral vascular resistance, a decrease in the minute volume of blood and systolic blood pressure, and changes in the heart rate index, the Q-T interval. The use of PK-66 also reduces the manifestations of changes in the maximum pressure in the left ventricle, observed immediately after the simulation of AMI, with subsequent decrease in this parameter in 15 minutes. and normalization after 30 minutes.

In the prophylactic use of PK-66, during the experiment, the Q-T interval did not differ from the original value obtained on the intact myocardium before the introduction of the substance. At the same time, PK-66 potentiates the decrease of the voltage of the tooth R in acute myocardial infarction (30 min) by 63.6% compared to the norm. The prophylactic introduction of PK-66 by rabbit resulted in a significant reduction of the Q-T interval by 34% and an increase in the voltage of the S-thanteresis S by 49%, respectively, as compared to the amiodarone.
Preventive introduction of PK-66 leads to the normalization of the parameters of general hemodynamics of the total, minute volume, systolic blood pressure and a number of ECG indices (Q-T interval, tensile strength T), with acute myocardial infarction without compromising on the effectiveness of the comparison of the cordarone. Against the background of use PK-66 compounds are marked by a significant increase in heart rate by 25% compared to the amiodarone.
At the morphological level, the use of PK-66, as well as reference drugs, contributed to the reduction of the degree and prevalence of pathological changes in the myocardium caused by experimental ischemia.

The greatest tread effect is noted in the case of the use of PK-66. By the end of the experiment in animals receiving PK-66, changes in the myocardium were minimal, and the histological structure of the cardiac muscle was close to that in the intact group. There are no signs of inflammation and severe circulatory disorders. In comparison with the intact myocardium, there is a small increase in the parameters of the width of stromal spaces and the diameter of cardiomyocytes, indicating the preservation of intercellular and intracellular edema, but the pathomorphological changes in interstitium and cardiomyocytes were not of an alterational nature, which was observed in other experimental groups. In addition, the swelling of single cardiomyocytes with eosinophilia and homogenization of the cytoplasm and nucleus nucleus remained. But these changes were determined only in the subendocardial zone and were mosaic (irregular) in nature.

The use of the PK-66 compound provided a credible cardioprotective effect, which was compared with that in the amiodarone, at different stages of the formation of myocardial infarction.

Mechanisms of cardioprotective action of the PK-66 compound can be realized through the stabilization of cellular and subcellular membranes (as evidenced by the dynamics of marker enzymes, the cytolysis of cardiomyocytes in blood serum, the decrease in the content of TBC-active products in the myocardium), increasing the efficiency of aerobic energy supplying processes (this indicates an increase in the content of ATP and energy charge, increasing the content of glycogen and pyruvate, reducing lactic acidosis in the myocardium), increasing the effectiveness of the antioxidant system and correcting cellular rarities -buferu (as evidenced by the increasing pool of reduced glutathione, glutathione peroxidase activity and increase SOD) and antiischemic effect associated with modulation of the activity of endothelial NO-synthase in cardiac myazi. The use of PK-66 prevented the suppression of myocardial products NO. At the same time, the indicated compound was not inferior to the effectiveness of the cordarone: at 2 nd and 8 th day, the activity of the NO-synthase in the myocardium in the group using PK-66 was 40.3 and 60.4% higher, respectively, than in the control. The introduction of the compound PK-66 also believed to inhibit the development of the hypopoietic state in the event of damage to the myocardium and was not inferior to the use of the cordarone. Thus, in rats in the group using PK-66 at the 2nd and 8th day, the myocardial ATP content was higher by 35.3% and 67.1%, while the ADP content was lower by 28.6% and 39.1% , and AMF - by 28.6 and 24.5%, respectively, than in the control group rats. The introduction of the compound PK-66, as well as the amiodarone, caused an almost equivalent increase (by 19,5 and 20,2%) of energy charge in a myocardium as the 2 nd day.

The presence of polyfactory cardioprotective properties in PK-66 compounds demonstrates the promising use of it for the purpose of cardioprotection at various pathological conditions.

Key words: derivatives of 4-oxo (amino) quinazoline, cardioprotection, morphological and biochemical research, hemodynamic parameters.
СПИСОК ПРАЦЬ, ОПУБЛІКОВАНИХ ЗА ТЕМОЮ ДИСЕРТАЦІЇ
1. Джигалюк О. В.  Порівняльна оцінка величини кардіопротекторної дії у похідного 4-оксо(аміно-)хіназоліну (сполуки ПК-66), кордарону, мексидолу та тіотріазоліну в умовах гострої кардіальної ішемії / О.В. Джигалюк,         Г.І. Степанюк, О.А. Ходаківський, С.І. Коваленко // Вісник морфології. - 2010. - № З (16). - С. 554-558. 
 2. Джигалюк О.В. Морфологічні зміни міокарда при експери-ментальній ішемії в умовах застосування кардіопротекторів / Г.І. Степанюк, О.В. Джигалюк, С.В. Вернигородський // Вісник морфології. - 2016. - № 1 (22). - С. 19-25.
 3. Джигалюк О.В.  Характеристика впливу 4-[4-оксо-4Н-хіназолін-3-іл] бензойної кислоти (ПК-66) на перебіг адреналінової міокардіодистрофії в щурів за даними біохімічних досліджень. / Г.І. Степанюк, О. В. Джигалюк, Н. В. Заічко, С.І. Коваленко, К.П. Шабельник // Медична та клінічна хімія. - 2016. - Т.18,  №4. – С.16-21. 

 4. Джигалюк О.В. Вплив 4-[4-оксо-4Н-хіназолін-3-іл] бензойної кислоти (ПК-66) на стан біоенергетичних процесів у міокарді щурів за адреналінової міокардіодистрофії / Г.І. Степанюк, О.В. Джигалюк, Н.В. Заічко,                  С.І. Коваленко, К.П. Шабельник // Фармакологія та лікарська токсикологія. - 2016. - №6 (51). – С. 39-46.

 5. Джигалюк О.В. Гемодинаміка при експериментальній гострій ішемії міокарда на тлі застосування субстанції ПК-66 у порівнянні з кордароном / Г.І. Степанюк, О.В. Джигалюк, Д.А. Лисенко // Актуальні питання фармацевтичної і медичної науки та практики.-2018.-Т.11, - №2 (27). – С. 210-214. 

6. Джигалюк О.В. Кардіопротекторна активність і скринінг в ряду n-заміщенних хіназолінів-4 (3H)-онов / Г.І. Степанюк, О. В. Джигалюк, С.І. Ко-валенко, К.П. Шабельник, О.С. Пашинська // Запоріжський медичний журнал. - 2019. - Т.21, №1 (112). – С. 112-117.

7. Джигалюк О.В. Дослідження кардіопротекторної дії у похідного         4-оксо(аміно-)хіназоліну (сполуки ПК-66) в умовах кардіогенного шоку /       О. В. Джигалюк, Г. І. Степанюк, О.А. Ходаківський // Тези доповідей VII Національного з'їзду фармацевтів України, (15-17 вересня 2010 р., м.Харків). - Харків, 2010. - Т. 2 - С. 42. 

8. Джигалюк О.В. Характеристика кардіопротекторної дії нового похідного 4-оксо(аміно-)хіназоліну (сполуки ПВ-41) за динамікою електрокардіографічних змін в умовах діатермокоагуляційного некрозу міокарда / Г.І. Степанюк, О.В. Джигалюк, О.А. Ходаківський, С.І. Коваленко // Клінічна та експериментальна фармакологія метаболічних коректорів, органонротекція, доказова медицина: VI Українська науково - практична конференція з міжнародною участю з клінічної фармакології, присвяченої 90- річчю проф. О.О. Столярчука. (10-11 листопада 2010 р., м.Вінниця). - Вінниця, 2010. - С. 371-373.

9. Джигалюк О.В. Оцінка кардіопротекторної дії нового похідного  4-оксо(аміно-)хіназоліну за динамікою електрокардіографічних змін в умовах діатермокоагуляційного наркозу міокарда / Г.І. Степанюк, О.В. Джигалюк, О.А. Ходаківський // Матеріали VIII Міжнародної студентської наукової конференції «Перший крок в науку-2011», (17-18 березня 2011,Вінниця).  -  Вінниця. - 2011. - С. 134.

10. Джигалюк О.В. Порівняльна характеристика величини антиангі-нальної активності перлінганіту та похідного 4-оксо(аміно-)хіназоліну (сполуки ПК-66) в експерименті / Г.І. Степанюк, О.В. Джигалюк, О.А. Хо-даківський // Матеріали науково-практичної конференції студентів та молодих вчених, присвячені пам'яті М.О. Валяшко ( 21 -22 квітня 2011 р.,    м. Харків). -  Харків, 2011. - С. 282.

11. Джигалюк О.В. Характеристика кардіопротекторних властивостей похідного 4-оксо-(аміно-)хіназоліну (сполуки ПК-66) за умов гострої коронарної ішемії: тези доповідей на IV Національному з'їзді фармакологів України / О. В. Джигалюк, Г. І. Степанюк, С. І. Коваленко // Фармакологія та лікарська токсикологія. – 2011. – № 5 (24). – С. 97–98.

12. Джигалюк О.В. Характеристика кардіопротекторної дії 4-[4-оксо-4Н-хіназолін-3-іл] бензойної кислоти, кордарону, мексидолу та тіотріазоліну на моделі гострого інфаркту міокарда / Г.І. Степанюк, О.В. Джигалюк // Матеріали VI міжнародної нуково - практичної конференції молодих вчених, (15 травня 2015р., м. Вінниця). - Вінниця, 2015 - С.77-78.

13. Джигалюк О.В. Дослідження кардіопротекторної дії 4-|4-оксо-41І-хіназолін-З-іл] бензойної кислоти, кордарону, мексидолу в умовах гострої кардіальної ішемії /  Г.І. Степанюк, О.В. Джигалюк // Досягнення клінічної фармакології та фармакотерапії на шляхах доказової медицини. Матеріали VIII Всеукраїнської нуково-практичної конференції з міжнародною участю.   ( 9-10 листопада 2015р., м.Вінниця).  - Вінниця, 2015. - С. 117.

14. Джигалюк О.В. Вплив сполуки ПК-66 на біоенергетичні процеси в ушкодженому адреналіном міокарді щурів / Г.І. Степанюк, О. В. Джигалюк, С.І. Коваленко // Матеріали VII Національного з'їзду фармацевтів України, (13-16 вересня 2016 р., м.Хароків). - Харків, 2016 - С. 10 .

15. Джигалюк О.В. Пошук речовин з кардіопротекторною дією серед   похідних 4-оксо(аміно)хіназоліну / Г.І. Степанюк, О.В.Джигалюк, М.І. Та-нанчук, С.І. Коваленко, К.П. Шабельнік // Матеріали ІХ Всеукраїнської науково-практичної конференції з міжнародною участю, (16-17 листопада 2017 р., м. Вінниця). - Вінниця, 2017. - С. 163-164.
16. Джигалюк О.В. Пошук  та скринінг кардіопротекторної активності нових сполук / О.В. Джигалюк // Сучасні проблеми світової медицини та її роль у забезпеченні здоров’я світового співтовариства: Матеріали міжнародної науково-практичної конференції, (15-16 лютого 2019р.,              м. Одеса). - Одеса, 2019. - С. 6-8.
ЗМІСТ

АНОТАЦІЯ…………………………………………………………………2
ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ…………………………………....17
ВСТУП.  Актуальність теми   ……………………………………………18
РОЗДІЛ 1. СУЧАСНІ ПІДХОДИ ДО ФАРМАКОТЕРАПІЇ  ГОСТРОЇ ІШЕМІЇ МІОКАРДА ТА ПЕРСПЕКТИВИ  ВИКОРИСТАННЯ  ПОХІДНИХ  4-ОКСО(АМІНО-)ХІНАЗОЛІНУ (огляд літератури)………………………..25
1.1. Сучасні погляди на патофізіологічні механізми перебігу ішемії  міокарда………………………………………………………………………….25
1.2.  Новітні підходи до створення сучасних кардіопротекторів……..32
1.3. Перспективи використання похідних 4-оксо(аміно-)хіназоліну в якості кардіопротекторних засобів…………………………………………....43 
РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ………………47
2.1. Характеристика досліджуваних похідних 4-оксо(аміно-)хіназо-ліну……………………………………………………………………………….47
2.2. Характеристика лабораторних тварин………………………………47
2.3. Експериментальні моделі гострої ішемії міокарда…………………49
2.4. Схеми введення та дози досліджуваних сполук……………………53
2.5. Методи біохімічного дослідження…………………………………..55
2.6. Морфологічні методи дослідження………………………………….57
2.7. Статистичні методи дослідження……………………………………57
РОЗДІЛ 3. СКРИНІНГ КАРДІОПРОТЕКТОРНОЇ ДІЇ У РЯДУ ПОХІД-НИХ  4-ОКСО(АМІНО-)ХІНАЗОЛІНУ……………………………………....59
3.1. Оцінка ефективності досліджуваних сполук при профілактичному введенні щурам з ЕІМ…………………………………………………………..59
3.2.  Характеристика кардіопртекторної дії найбільш ефективних сполук при лікувальному введенні щурам з ЕІМ……………………………………..63
3.3. Вибір сполуки-лідера………………………………………………….65  

3.4. Характеристика кардіопротекторної дії сполуки-лідера при ЕІМ за динамікою висоти сегменту ST на ЕКГ…………………………………….....65
3.5. Вплив сполуки-лідера на фізичну витривалість організму в умовах ЕІМ………………………………………………………………………………..69
 РОЗДІЛ 4. ХАРАКТЕРИСТИКА ЕФЕКТИВНОСТІ СПОЛУКИ ПК-66 НА МОДЕЛЯХ АДРЕНАЛІНОВОЇ ТА НОРАДРЕНАЛОВОЇ МІОКАРДІО-ДИСТРОФІЇ  У ЩУРІВ………………………………………………………….73
4.1. Вплив ПК-66 на показники летальності тварин в умовах АМД та НАМД………………………………………………………………………….....74
4.2. Вплив ПК-66 на фізичну витривалість тварин в умовах АМД та НАМД…………………………………………………………………………….76
4.3. Вплив ПК-66 на електрокардіографічні показники в умовах АМД……………………………………………………………………………....80
4.4. Вплив ПК-66 на динаміку біохімічних показників ішемізованого серця в умовах АМД……………………………………………………………..82
4.4.1. Вплив на показники маркерів ішемії міокарда в умовах АМД…..82
4.4.2. Вплив на біоенергетичні процеси в умовах АМД…………………86
4.4.3. Вплив на оксидантно-антиоксидантний гомеостаз в умовах АМД………………………………………………………………………………92
РОЗДІЛ 5. ОЦІНКА ЕФЕКТИВНОСТІ ПК-66 ЗА ЙОГО ВПЛИВОМ НА МОРФОЛОГІЧНУ КАРТИНУ ІШЕМІЗОВАНОГО СЕРЦЯ НА ТЛІ АДРЕНАЛОВОЇ ТА НОРАДРЕНАЛОВОЇ МІОКАРДІОДИСТРОФІЇ У ЩУРІВ……………………………………………………………………………97
РОЗДІЛ 6. ВПЛИВ ПК-66 НА ОСНОВНІ ПОКАЗНИКИ КАРДІАЛЬНОЇ ТА ЦЕНТРАЛЬНОЇ ГЕМОДИНАМІКИ У КРОЛІВ З МОДЕЛЛЮ ГОСТРОЇ ІШЕМІЇ МІОКАРДА…………………………………………………………...120 
РОЗДІЛ 7. АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ПРОВЕДЕ-НИХ ДОСЛІДЖЕНЬ…………………………………………………………...128
ВИСНОВКИ……………………………………………………………….147
СПИСОК ВИКОРИСТАНИХ ДЖЕРЕЛ………………………………...149
ДОДАТКИ…………………………………………………………………171
ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
GSН –  відновлений глутатіон 

NOS – NO- синтаза 

АМД – адреналінова міокардіодистрофія

АДФ –  аденозиндифосфат
АМФ – аденозинмонофосфат
АСТ – аспартатамінотрансфераза

АТ – артеріальний тиск  

АТФ – аденозинтрифосфат
АУМ – адреналінове ушкодження міокарда
в/о – внутрішньоочеревинно
в/в – внутрішньовенно

ДТК – ІМ – діатермокоагуляційний інфаркт міокарда
ЕКГ – електрокардіограма

ЕІМ – експериментальний інфаркт міокарда
ІПРК –  ішемічне прекондиціювання 

ІХС – ішемічна хвороба серця

ЗПОС – загальний периферичний опір судин
ГІМ – гострий інфаркт міокарда
ІМ – інфаркт міокарда
КФК – креатинфосфокіна́за
MЦР – мікорциркуляторне русло
САТ – систолічний артеріальний тиск 

ССС – серцево-судинна система

ХОК – хвилинний об’єм крові
ЦВТ – центральний венозний тиск

ЦТ– центральний тиск
НАМД – норадреналінова міокардіодистрофія
ЧСС – частота серцевих скорочень
ВСТУП

Актуальність теми. В Україні хвороби серцево-судинної системи (ССС) займають чільне місце в структурі захворюваності, і є однією з основних причин смертності та інвалідизації працездатного населення [15, 31, 52, 59]. Протягом останнього десятиріччя захворюваність на ішемічну хворобу серця (ІХС) в нашій державі збільшилась більш ніж удвічі, а летальність від хвороб серця щороку зростає приблизно на 2 % [37, 68]. Не зважаючи на те, що пріоритетним питанням системи охорони здоров'я країни залишається проблема створення та оптимізації можливих шляхів лікування ІХС, включаючи такі важкі її наслідки, як інфаркт міокарда (ІМ), за даними ВООЗ (2009 рік) за показниками летальності, причиною якої була гостра ішемія міокарда, Україна займає перше місце серед європейських країн [31]. Переважна більшість хворих, які страждають на ІХС, або перенесли ІМ, повністю, або частково втрачають працездатність. Наслідком цього є величезні економічні втрати, які за деякими оцінками складають 5 % бюджету охорони здоров'я країни [33].
Своєчасне проведення механічної реваскуляризації та тромболітичної терапії ІМ в межах терапевтичного вікна (до 4 годин), дають можливість попередити розвиток некрозу міокарда та значно знизити показники летальності та покращити якість життя хворих з ІМ [86, 167]. На жаль,  більшість пацієнтів з різних причин не має можливості застосування цих методів лікування ІМ через такі причини: 1) низьку доступність для населення України; 2) надмірну вартість; 3) пізню діагностику і вихід з меж терапевтичного вікна; 4) наявність протипоказів [57]. Але навіть  проведення вчасної ревасуляризації та тромболізису не захищає від розвитку наступного ушкодження міокарда, що спонукає до пошуку нових засобів кардіопротекції.

У зв'язку з цим, постає проблема розробки інших альтернативних методів, спрямованих на захист клітин міокарда від дії ішемічного чинника. Одним із можливих варіантів вирішення цього питання є внесення до схем інтенсивної терапії препаратів із кардіопротекторними властивостями. Незважаючи на постійне розширення арсеналу лікарських засобів за рахунок нових препаратів із захисною дією на ішемізований міокард (тіотріазолін, корвітин, мексикор та ін.), які здатні впливати на різні етапи розвитку ішемічного каскаду, на сьогодні не існує еталонного кардіопротектора для лікування гострої ішемії. Лише β-адреноблокатори з позицій доказової медицини можна розглядати як ефективні кардіопротектори в умовах інфаркту міокарда [100].

Все це обумовлює призначення додаткових лікарських засобів, яким в тій, чи іншій мірі, притаманна кардіопротекторна дія, що формує явище поліпрагмазії. Остання призводить до підвищення ризику їх небажаної медикаментозної взаємодії та зростання кількості побічних реакцій [55, 123]. Природною альтернативою поліпрагмазії є створення та використання препаратів із політропними фармакологічними ефектами, які гармонійно співставляються з патогенезом кардіальної ішемії [64, 70, 126]. Оптимальним вирішенням проблеми поліпрагмазії у даному випадку, на нашу думку, є створення лікарського засобу, який би поєднував у собі низку фармакологічних ефектів, що гармонійно доповнюють один одного.

Саме тому сьогодні актуальною задачею фармакології є інтенсивний пошук нових речовин із кардіопротекторними властивостями, які б могли стати основою для створення нового більш ефективного та безпечного вітчизняного лікарського засобу, що є актуальною задачею фармакології [13, 29, 71].

У цьому плані нашу увагу привернули синтезовані на кафедрі органічної та біоорганічної хімії Запорізького державного медичного університету нові похідні 4-оксо(аміно-)хіназоліну, серед яких виявлені речовини із актопротекторною, антистресовою активністю та захисною дією на ішемізований головний мозок [4, 51, 61]. Доведено, що церебропротекторні ефекти та стимулююча дія на фізичну витривалість в екстремальних умовах, головним чином, пов'язана із спроможністю найбільш активних похідних хіназоліну покращувати перебіг біоенергетичних процесів, нормалізувати показники оксидантно- антиоксидантної системи організму та наявністю антигіпоксичного та цитопротекторного ефектів.

Наведені дані дають підставу розраховувати на наявність кардіо-протекторних властивостей у похідних цього класу хімічних сполук, що і стало підгрунтям для проведення даного дослідження.

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами 
Дисертаційна робота виконана відповідно до плану наукових досліджень  Вінницького національного  медичного університету ім. М.І. Пирогова і є фрагментом науково-дослідної роботи кафедри фармакології «Пошук та розробка нових шляхів фармакологічної корекції порушень при ішемічному ушкодженні мозку та серця в експерименті» (№ держ. реєстрації 0112U0001939). Дисертант була співвиконавцем даної НДР.
Мета і завдання дослідження:

Мета роботи - встановити наявність та ступінь  кардіопротекторного ефекту в ряду похідних 4-оксо(аміно-)хіназоліну в умовах ішемічного пошкодження міокарда та виявити сполуку-лідера, конкурентоспроможну із сучасними аналогами.

У зв’язку з цим вирішувались такі завдання:

1. Провести скринінг кардіопротекторної активності серед похідних      4-оксо(аміно-)хіназоліну у порівнянні з аміодароном, мексидолом та тіотриазоліном на моделі гострого діатермокоагуляційного інфаркту міокарда у щурів,  встановити залежність «структура-дія», виявити найбільш ефективну сполуку із захисною дією на ішемізоване серце, придатну для поглибленого вивчення.

2. Оцінити кардіопротекторні властивості сполуки–лідера в умовах  моделювання адреналінового та норадреналового ушкодження міокарда у щурів за динамікою клінічних (летальність, ЕКГ, плавальний тест),  біохімічних (вміст аденілових нуклеотидів, глікогену, лактату, пірувату, МДА, відновленого глутатіону, активність СОД, NOS, КФК, АСТ) показників .
3. В умовах моделювання адреналінового та норадреналового ушкод-ження міокарда у щурів встановити вплив сполуки-лідера на морфологічні показники ішемізованого серця.
4. Дослідити гемодинамічні ефекти сполуки-лідера у тварин з моделлю гострої адреналін-кофеїнової ішемії міокарда.

5. На підставі отриманих результатів та літературних даних встановити гіпотетичний механізм кардіопротекторної дії та оцінити перспективність поглибленого вивчення фактичних властивостей сполуки-лідера як потенційного кардіопротекторного засобу, конкурентоспроможного з сучасними аналогами. 

Об'єкт дослідження: патологічні процеси в серці на тлі його ішемічного ураження.

 Предмет дослідження: кардіопротекторні властивості похідних           4-оксо(аміно-)хіназоліну.

Методи дослідження: патофізіологічні, фармакологічні, біохімічні, морфологічні, статистичні.

Наукова новизна отриманих результатів 
У роботі вперше теоретично обґрунтовано та експериментально доведено, що похідні 4-оксо(аміно-)хіназоліну є носіями кардіопротекторної активності, яка в найбільшій мірі, притаманна сполукам, що містять у положенні 3 4-оксихіназалінового циклу n-карбоксифенільний (ПК-66) або етоксикарбоксилфенілацильний (ПК-32) залишки, і, що суттєво для останнього, важливим є наявність нітрогрупи у положенні 6 молекули. 

За величиною захисного ефекту на ішемізоване серце сполукою – лідером є 4[4-оксо-4H-хіназолін-3-іл] бензойної кислоти (ПК-66), профілактичне або лікувальне введення якої групам щурів із діатермокоагуляційним інфарктом міокарда в оптимальній дозі 10 мг/кг в/оч, як і аміодарону (10 мг/кг), сприяє зменшенню у 3 рази величини показника летальності тварин у критичні періоди експерименту, що супроводжується зниженням висоти сегмента S-T на ЕКГ.

Встановлена захисна дія ПК-66 в умовах адреналінової та норадреналінової міокардіодистрофій. На моделі адреналінового пошкодження серця кардіопротекторна дія ПК-66, як і аміодарону, проявилась зниженням показників летальності, підвищенням фізичної витривалості тварин, відновленням функціонального стану серця на ЕКГ, а також нормалізацією в міокарді біоенергетичних (вміст аденілових нуклеотидів, глікогену, лактату, пірувату), прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу (вміст МДА, глутатіонпероксидази, активності відновленого глутатіону та СОД), показників маркерів ішемічного ушкодження серця (активності АСТ, КФК, NOS), що співставлялось із позитивними змінами морфологічної картини ішемізованого серця.

На захисну дію ПК-66 в умовах норадреналінової міокардіодистрофії у щурів вказувало зменшення показників летальності, підвищення фізичної витривалості тварин та зниження дистрофічних та деструктивних змін в ішемізованому серці.

Доведено, що кардіопротекторний ефект, певною мірою, обумовлений здатністю ПК-66 нормалізувати показники кардіальної та системної гемодинаміки в умовах гострої ішемії міокарда.
Практичне значення отриманих результатів
Розширено та поглиблено уявлення про фармакодинаміку похідних       4–оксо(аміно)-хіназоліну. Експериментально обґрунтовано доцільність поглибленого вивчення фармакологічних властивостей 4[4-оксо-4H- хіназолін-3-іл ] бензойної кислоти  (сполука ПК-66) на предмет створення на її основі нового кардіопротекторного засобу, конкурентоспроможного із сучасними аналогами. Встановлення залежності «структура-дія» в ряду похідних 4 оксо-(аміно-)хіназоліну сприятиме цілеспрямованому синтезу нових сполук із кардіопротекторним ефектом. 
Результати проведеного дослідження впроваджено у науково-педагогічний процес кафедр фармакології  Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова, Одеського та Івано-Франківського національних медичних університетів, Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця, Тернопільського державного медичного університету ім. І.Я. Горбачевського, ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України». 

Особистий внесок дисертанта
 Дисертація є особистою науковою працею автора. Безпосередньо автором здійснено: інформаційний пошук та аналіз літературних даних за темою дисертації. Опрацьовані різні методичні підходи оцінки кардіопротекторного ефекту, згідно з якими самостійно проведено експериментальні дослідження. Самостійно проведена статистична обробка даних, результати якої наведено у таблицях та рисунках, описані результати дослідження, оформлено дисертаційну роботу. Морфологічна оцінка ефективності сполуки-лідера на фоні адреналінової та норадреналінової міокардіодистрофії проведена при консультативній допомозі доцента кафедри гістології ВНМУ А.П. Короля та професора кафедри патанатомії ВНМУ С.В. Вернигородського. Біохімічні дослідження виконані при консультативній допомозі зав. кафедри біохімії та загальної хімії, проф.    Н.В. Заічко, за що автор роботи їм щиро вдячна.  Разом з науковим керівником сформульовано висновки.
Апробація результатів дисертації
Основні положення дисертаційної роботи оприлюднено та обговорено на VII національному з'їзді фармацевтів України (м. Харків, 2010);                VI Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю з клінічної фармакології (м. Вінниця, 2010); VIII міжнародній студентській науковій конференції «Перший крок у науку - 2011» (Вінниця 2011);            IV Національному з'їзді фармакологів України (Київ, 2011), науково-практичній конференції студентів та молодих вчених Харківського національного фармацевтичного університету, присвяченій памяті проф.    М.О. Валяшка «Актуальні питання створення нових лікарських засобів» (Харків, 2011); 6-й Міжнародній науково-практичній конференції молодих вчених (Вінниця, 2015); VIII Всеукраїнській науково-практичної конференції з міжнародною участю «Досягнення клінічної фармакології та фармакотерапії на шляхах доказової медицини (Вінниця, 2015); VIII Національному з'їзді фармацевтів України (Харків, 2016); IV Національному з'їзді фармакологів України (Київ., 2011), IX Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Сучасні аспекти клінічної фармакології на тлі досягнення доказової медицини» (Вінниця, 2017); Міжнародній конференції «Сучасні проблеми світової медицини та її роль у забезпеченні здоров’я світового співтовариства» (Одеса, 2019).
Публікації. За темою дисертаційної роботи опубліковано 16 наукових робіт, у тому числі 6 статей у фахових журналах, рекомендованих МОН України (2 публікації в індексованих міжнародних базах даних) та 10 тез-доповідей у матеріалах з'їздів та  конференцій.

Обсяг і структура дисертації
Дисертаційна робота викладена на 182 сторінках машинописного тексту, складається з анотацій українською та англійською мовами, вступу, розділу «Матеріали та методи дослідження», 4-х розділів власних досліджень, розділу «Аналіз та узагальнення результатів проведеного дослідження», висновків, списку використаних джерел та додатків. Робота ілюстрована 25 таблицями, 16 рисунками та 3 схемами. Список використаних джерел містить 223 найменувань, з них 79 кирилицею та 144 латиницею.
РОЗДІЛ 1

Сучасні ПІдходи ДО ФАРМАКОТЕРАПІЇ ГОСТРОЇ ішемії міокарда та перспективи використання похідних 4-оксо(аміно-)хіназоліну (огляд літератури)
1.1. Сучасні погляди на патофізіологічні механізми перебігу ішемії міокарда.

Ішемічна хвороба серця (ІХС) і, особливо інфаркт міокарда (ІМ),  залишається актуальним питанням медицини, враховуючи цілий ряд факторів-зростання чисельності пацієнтів хворих на ІХС, як у розвинутих країнах, так і в Україні [15,31,52 ], великий внесок ІМ у смертність населення працездатного віку, значну інвалідізацію в постінфартний період, суттєві  економічні втрати на лікування даної категорії пацієнтів. За останні десятиліття зафіксовано значний прогрес у лікуванні ІМ, зумовлений раннім відновленням кровотоку хірургічним або медикаментозним шляхом, який рекомендується міжнародними та національними клінічними протоколами    [45, 81]. Враховуючи, що одностадійна повна черезшкірна реваскуляризація  призводить до зменшення смертності та віддалених наслідків і ускладнень, її рекомендують як основний метод втручання при гострому коронарному синдромі [91]. Однак при широкому використанні даної методики не зникає питання зменшення реперфузійного пошкодження міокарда, як основного фактору ризику функціонування міокарда і розвитку серцевої недостатності (СН) та інших фатальних ускладнень [149]. Тому сьогодні активно вивчається питання фармакологічної кардіопротекції, ефективність якої пов’язують із поглибленим дослідженням тригерів та ефекторів патологічного процесу ушкодження міокарда. А з’ясування патогенетичних механізмів розвитку ішемії міокарда дозволить розробити і випробувати нові засоби медикаментозної терапії.

Класична модель ушкодження міокарда на фоні ІХС передбачає наявність дисбалансу між доставкою кисню та потребою в кисні міокарда [92]. Однак за останні 30 років відбулася зміна парадигми сприйняття розвитку ушкодження міокарда на фоні ІХС [167]. Існування лінійного зв’язку між реґіонарними кровоносними потоками в міокарді і серцевими скороченнями доповнюється додатковими факторами. Показано [171], що існує метаболічне самокерування, яке на фоні стенозу коронарних судин зменшує потребу міокарда і регулює його скорочення.  Встановлено [129], що при відсутності достатнього кровопостачання із вичерпаним коронарним регуляторним резервом включається доступ енергії від гідролізу АТФ, що підтримує енергоємні процеси. Сучасні погляди на ішемію міокарда розглядають відновлення кровообігу як основний механізм терапії, а потім виникає необхідність у відновленні скорочувальної функції та споживання кисню серцевим м’язом [86].

 Однак як найбільш потужний фактор впливу на зменшення об’єму ІМ, тобто феномену кондиціонування, є активація молекулярних кардіо-протекторних сигнальних програм, а не покращення кровообігу або споживання кисню міокардом [1, 123]. Саме зменшення об’єму ушкодження міокарда призводить до зростання ризику незворотного реперфузійного ураження кардіоміоцитів, що вимагає активного терапевтичного втручання. Отже розмір ушкодження міокарда є результатом як ішемії, так і реперфузії, що вважається [89] одним із важливих факторів прогнозу виживання пацієнтів у постінфарктний період, і саме запобігання ушкодження міокарда є необхідним чинником кардіопротекції. 

Важливо відмітити, що суттєву роль у пошкодженні міокарда і розвитку ішемії відіграють катехоламіни : адреналін та норадреналін. Відомо [136], що гіперадреналінемія у хворих з ІМ створює атерогенний потенціал, який сприяє проліферації фібробластів у коронарних  судинах. Пошкодження ендотелія коронарних судин, супроводжується активацією тромбоцитів за діянням субендотелію, колагенових і фібріллярних структур для забезпечення адгезії і агрегації, що, на думку дослідників, свідчить про взаємозв'язок між активністю симпатичної нервової системи і станом судинно-тромбоцитарної ланки гемостазу. Також вважається [84, 128], що адреналін і норадреналін можуть розглядатися як захисники, так і молекулярні мішені окислювального стресу.

Відомо більше 100 субстанцій, що верифіковані як сигнальні протеїни  та молекули, задіяні у механізмах кондиціонування в різних експериментальних умовах на молекулярному, субклітинному рівні, клітинних культурах і на органному рівні [43]. Запропоновано [127] схему тригерів ішемії міокарда для ІХС, що дозволяє структурувати дані речовини відносно їх послідовності включення. 
Тригер запускається під час попереднього циклу ішемії-реперфузії та діє як стимул активації посередника для передачі кардіопротекторного сигналу під час стійкої ішемії на ефектор, що в кінцевому рахунку ослаблює незворотні пошкодження під час стійкої ішемії або ранній реперфузії [128]. Встановлено[146], що кардіоміоцит піддається впливу позаклітинних три-герних молекул, які надходять із різних клітин (кардіоміоцити, нейрони, ендотеліоцити, запальні клітини та ін.) і активують цитозолі. 

Захист міокарда від ішемії-реперфузії забезпечується ішемічною попередньою підготовкою та реалізується і в інших органах та тканинах внаслідок активації гуморальних факторів [156]. Однак, які саме пептиди забезпечують кардіопротекцію на фоні ішемії та реперфузії залишається відкритим питанням [123]. 

Хімічними ефекторами кардіопротекції, на сьогодні, вважають іони кальцію, активні форми кисню, азоту, сірководень та інші класичні ліганди, які активують сарколемальні рецептори [218]. Іони кальцію можуть бути активаторами аденозину та протеїнкінази, але їх роль в ішемічних процесах ймовірно є незначною [212]. Активні сполуки кисню мають подвійну роль у процесі кондиціонування, оскільки їх надмірна концентрація сприяє незворотньому ушкодженню міокарда, а невелика кількість цих сполук, у відповідь на активацію мітохондріальної АТФ, сприяють активації захисту від ішемії шляхом окиснення захисних цитолізних кіназ [213]. Тобто перекисні сполуки кисню відіграють амбівалентну роль або фактора захисту, або індуктора глибокого пошкодження в процесі ішемії – реперфузії. Подібні ролі відіграють і сполуки азоту. 

Одним із відомих патогенетичних механізмів ішемічного ушкодження міокарда є пригнічення ендотеліальної продукції нітроген монооксиду (NO) [128]. У той же час, підвищення експресії еNOS та збільшення біодоступності ендотеліального NO, що асоціюється із протиішемічним, кардіо-протекторним та ендотеліотропним ефектами [140]. Ендотеліальна NO-синтаза активується після активації з G-білково-зв'язуваним рецептором через послідовність сигналів, що включають фосфоінозитид залежну кіназу та протеїнкіназу B [185], яка потім фосфорилює та активує ендотеліальний NO. Отриманий NO активує розчинну гуанілатциклазу з утворенням cGMP, і наступною активацією протеїнкінази G (PKG). 

Зокрема, оксид азоту (NO) у малій концентрації покращує роботу шлуночків та відновлення балансу між споживанням кисню і потребою в ньому, а висока концентрація цієї ж речовини знижує скорочувальну функцію міокарда. NO продукується як із специфічних ферментів, так і в результаті неспецифічного утворення під час ішемії [202]. Шлях утворення даної сполуки відіграє важливу роль у кардіопротекції. Екзогенний NO може викликати попереднє кондиціонування, однак ендогенний NO, мабуть, не є необхідним для ІХС у його гострій формі [87]. Навпаки, ендогенний NO, генерований з ендотеліальної системи, не тільки викликає, але також генерується з індукованими медіаторами захисту від ІХС [85]. Ендогенний NO також є причинно пов'язаним з активними сполуками кисню. Інші газоподібні молекули (сірководень та окис вуглецю), крім NO, також виявили  кардіопротекторні ефекти. Доведено, що обидві знижують ішемічне пошкодження [185].

Сульфід водню синтезується цистатіонін-β-синтазою, цистатіонін-γ-ліазою та 3-меркаптопіруват-сульфертрансферазою і є мішенню різних сигнальних білків кардіопротекції [155]. Сульфід водню сприяє зниженню  ішемії міокарда. Окис вуглецю синтезується гем-оксигеназою, орієнтується на кілька кардіопротекторних сигнальних білків та зменшує ішемію міокарда при екзогенному введенні [113]. Існують дані, що фізіологічно активні речовини, такі як аденозин і брадикінін, вивільняються  кардіоміоцитами, ендотеліоцитами і інтерстиціальними клітинами під час циклу конди-ціонування  ішемії-реперфузії [145].

Брадикінін утворюється з кініногену із попередників у інтерстиції і катаболізується через ангіотензин-перетворючий фермент у судинній системі, а також нейтралізується ендопептидазою в інтерстиціумі. Під час кондиціонування ішемії-реперфузії, інтерстиціальні концентрації бради-кініну швидко збільшуються, і це активує брадикінін-рецептори підтипу 2 на кардіоміоцитах, які з'єднуються з G- білками і активують ендотеліоцити [145]. Брадикінін також активує циклооксигенази (ЦОГ) і синтез простацикліну, а зменшення активації рецептору брадикініну скасовує захист від ішемічного ушкодження [128]. Встановлено, що інгібітори ангіотензин-перетворюючого ферменту та блокатори рецептора  ангіотензину-1 збільшують концентрацію брадикініну та сприяють додатковій кардіопротекціії [130].

Наступними факторами кардіопротекції вважаються нейротрансмітери та гормони, такі як ацетилхолін, ангіотензин, катехоламіни, ендотелін та опіоїди, які можуть індукувати кардіозахист, а при екзогенному введенні при активації їх відповідних рецепторів катехоламіни діють за допомогою активації α- та β-адренорецепторів [104, 209]. Однак, тільки активація           α-адренорецепторів є причинно пов'язаною з явищами кондиціонування шляхом утворення аденозину та активації захисту при ІХС, та підвищення регуляції індукованих сполук азоту та кисню [192]. Фактори росту, такі як інсуліноподібний фактор росту-1 або фактор росту фібробластів -1 та фактор росту фібробластів-2, зменшують розміри ІМ при екзогенному введенні [101].

На відміну від пептидних гормонів та факторів росту, цитокіни/ хемокіни мають причинну роль у розвитку ІХС та ІМ. Цитокін TNFα знижує не тільки ураження міокарда при екзогенному введенні, але є обов'язковим для кардіопротекції [131, 181]. Захист здійснюється через активацію TNFα  рецептора 2, STAT 3 і мітохондріальних KATP-каналів. Інтерлейкін 6 з подальшою передачею STAT 3 є обов'язковим для формування захисту міокарда, як і інтерлейкін [90].

Внутрішньоклітинні медіатори кондиціонування на сьогодні розглядаються як основні фактори впливу на ішемію-реперфузію.  Протеїнкіназа С - це перший цитозольний медіатор, що був ідентифікований  у механізмі захисту від ішемічного пошкодження міокарда [216]. Однак його роль досить суперечлива. Вважається [205], що протеїнкіназа С взаємодіє з іншими цитозольними протеїнкіназами і має кілька різнофункціональних лізоформ і має значення, де саме у момент ушкодження перебуває форма даного ферменту – внутрішньо- чи езоклітинно. Показано [153], що активність протеїнкінази  р38 посилюється після ішемії, а її інгібіція зменшує ареал ушкодження міокарда. Також існують ізоформи p38 α та β, яким притаманні протилежні функції, і вони активуються у різних випадках ішемії. Активація p38α під час попередніх циклів є причиною розширення ураження при ішемії міокарда [118], а підвищена активність p38ß при стійкій ішемії пов'язана із зменшенням ІМ у свиней, що проходять активацію p38 посткондиціюванням [205]. 
Існує однозначний консенсус щодо того, що мітохондрії є найважливішим ефектором захисту від кондиціонування [206]. Мітохондрії є вирішальним фактором для клітинного виживання або смерті. Ключову роль у патогенезі ураження міокарда при ішемії -реперфузії та формуванні кардіоміопатій відіграє мітохондріальна дисфункція [198]. В умовах ішемії у міокарді порушується нормальний перебіг енергопостачаючих процесів: за кисневої депривації, що асоціюється із порушенням чисельних енергозалежних процесів, і, в першу чергу, скоротливості та мембранного транспорту [195]. 

У патогенезі ІМ чільну роль відіграють процеси вільно-радикального окиснення та тіол-дисульфідного обміну і система глутатіону. Відновлений глутатіон  не лише виступає кофактором в глутатіонпероксидазній реакції і перешкоджає накопиченню Н2О2 у клітинах, а й регулює функціональний стан редокс-чутливих ензимів та протеїнів: відновлює дисульфідні зв’язки, підтримує тіолові групи у відновленому стані, вступає в реакції                       S-глутатіонування з утворенням змішаних дисульфідів [124]. Як відомо, порушення у системі глутатіону є вагомою ланкою патогенезу ураження міокарда в умовах гіпоксії та ішемії [95 ].

Важливо відзначити існування так званого фактору RISK - системи кіназ, що запобігають реперфузійній травмі, що були виявлені при ранній реперфузії, як реакцію на активацію екзогенних агоністів кардіопротекції    [184, 203]. Фактично на сьогодні саме активація RISK (фосфоіно-зитидзалежної кінази, глікогенсинтазина кінази 3β  та інших) вважається обов’язковим елементом захисту від ушкодження на фоні ІМ [139]. 

Окремим механізмом кардіопротекції є комплекс SAFE, що включає фактор некрозу пухлини альфа (TNF-α) та перетворювач сигналу транскрипційного фактора та активатор транскрипції-3 (STAT-3) [147, 203].  Продемонстровано [126], що дані фактори виконують захисну функцію і в гострій фазі ІМ для поліпшення мітохондріального дихання і ослаблення апоптозу кардіоміоцитів [218].

Білкові кінази, як свідчать поодинокі дослідження [218], теж приймають участь у кардіопротекції, активізуючи ендотеліальну NO, покращують надходження глюкози, зменшуючи частоту серцевих скорочень і обмежуючи вогнища ушкодження. Індукований гіпоксією фактор-1α є головним регулятором клітинного гомеостазу кисню і є необхідним для формування міохондріальних форм кисню  та зниження площі ІМ [115]. МікроРНК є важливими сигнальними молекулами не лише у розвитку та диференціюванні серцево-судинних систем, а й у ішемії -реперфузії міокарда [220]. 

Важливим фактором захисту міокарда при реперфузії є ацидоз, що доводиться зняттям захисту введенням бікарбонату натрію [183]. Подібним чином, захист вимагає підтримки ацидозу при швидкій реперфузії, і навпаки, кислотна реперфузія знижує ішемію міокарда [172]. Також доведена передача кардіопротекторного сигналу з периферичного органу (головного мозку, нирок, скелетних м'язів, шкіри) до серця, що є результатом складної нейрогуморальної взаємодії [112], індукованої активацією сенсорних волокон у периферичному органі, що активізують вегетативну іннервацію серця через центральну нервову систему і  виділяють ще невідомий гуморальний фактор. 

Цілком очевидно, що потенційні кардіопротектори повинні впливати на різні ланки патогенезу ушкодження міокарда при ішемії-реперфузії, особливо на процеси мітохондріальної енергопродукції та вільно-радикального окиснення. Тобто кардіопротектор має зменшувати не лише один із численних факторів ушкодження, а повинен мати поліфакторний вплив на головні чинники ушкодження міокарда [29, 123].
1.2. Новітні підходи до створення сучасних кардіопротекторів
Кардіопротектори, за сучасними уявленнями [29, 88], – це лікарські засоби, яким притаманна захисна дія на кардіоміоцити в умовах ішемії-реперфузії і завдяки чому виникають позитивні зміни гемодинаміки та обмінних процесів у міокарді [123]. Сучасні можливості кардіопротекції при ІМ є досить обмеженими, а запропоновані медикаментозні засоби є не завжди достатньо ефективними [126]. 

На сьогодні [108] ішемічна посткондифікація розглядається як шанс для зменшення пошкодження міокарда при ранній модифікованій реперфузії особливо при застосуванні кардіопротекції. Існують математичні розрахунки щодо оптимуму реперфузії як для міокарда, так і для інших паренхіматозних органів, що суттєво покращує виживання органу і зменшує травму ішемії- реперфузії [117]. Для клінічного застосування даної методики необхідне більш глибоке розуміння молекулярних та біохімічних механізмів ішемії міокарда та реперфузії, зокрема і можливість терапевтичного управління. Для цього твердження існує експериментальне та клінічне підґрунтя у вигляді численних наукових робіт про вплив реперфузії на міокард та наступне виживання та відновлення [218, 223].  
Запропоноване поняття ішемічної попередньої підготовки, що свідчить про існування підвищеної стійкості міокарда після проведення реперфузій. Особливо посилювався такий ефект при попередній фармакологічній корекції і пов’язувався він із сповільненим енергетичним обміном, зокрема встановлена роль аденозину як сигнальної події для розвитку ішемічної прекондиції. Було виявлено [219], що на фоні ІХС розвивається ураження міокарда в двох формах і відповідно існує два захисні механізми. У гострій формі існує негайний захист, що має короткотривалий ефект, а також відстрочена форма, що має слабшу дію, але розвивається через 24-48 годин.

На відміну від позитивних клінічних досліджень із стратегіями механічного кондиціонування, дослідження, які намагалися використовувати кардіопротекторні сигнали фармакологічно, переважно зазнали невдачі, у тому числі коли призначався  аденозин [190], проводилась інгібіція PKCδ [153] і внутрішньовенний нітрит, який біологічно перетворюється в NO [197]. Еритропоетин не зменшив ішемію міокарда у 2-х дослідженнях [170, 178], але досі не було доказів того, що еритропоетин брав участь у процесах кондиціонування. Одне з досліджень, присвячених предсердному натрій-уретичному пептиду, продемонструвало незначне зниження пошкодження міокарда, але атрибутний натрійуретичний пептид насправді не є ендогенним тригером або посередником кондиціонування [144]. Екзенатит інгібує катаболізм глюкагоноподібного пептиду 1, і він знижує розміри ІМ у 2 останніх дослідженнях у пацієнтів з реперфузією гострого ІМ [154, 210], але, подібно до передсердного натрійуретичного пептиду, глюкагоноподібний пептид 1 не є тригером або посередником кондиціонування. Єдине дослідження, яке успішно виявило встановлений кардіопротекторний сигнал, - це дослідження, проведене Овізе та його співавторами, які продемон-стрували зниження ішемічного ушкодження внутрішньовенним болюсом циклоспорину А безпосередньо перед реперфузією [177]. 
Чільне місце в кардіопротекторній терапії ІМ посідають бета-адреноблокатори, що є доведеним фактом [137], вони знижують потребу ішемізованого міокарда в кисні за рахунок зменшення навантаження і активності скорочень. Метопролол [135] при безпосередній реперфузії зменшував ділянку ушкодження міокарда, але його відношення до ендогенної кардіопротекторної сигналізації незрозуміле. Причини на сьогоднішній день невтішного переходу від дослідження складу кардіопротекторної сигналізації до фармакологічного застосування у пацієнтів з ІМ полягає у недостатньому розумінні молекулярних механізмів ішемії міокарда. Також невідповідні попередні експериментальні дані, слабкий дизайн досліджень, але також змішані змінні, які часто не враховуються в експериментальних дослідженнях, такі як вік, супутні захворювання [127]. Доведено [204], що скорочувальна функція і енергетичні процеси в міокарді зберігаються протягом кількох годин за рахунок оптимізації функціонування міокарда у пацієнтів з гострим ІМ до 24 годин після гострої ішемії. На підтвердження даної гіпотези вказує позитивний вплив бета-адреноблокаторів, що знижують частоту серцевих скорочень, подовжують діастолу, що свідчить про їх властивість покращувати скорочувальну функцію нормоперфузійного міокарда і покращувати метаболізм [100]. Тобто бета-адреноблокатори збільшують реґіонарний кровотік і опосередковано прокрашують скорочувальну функцію ішемізованого міокарда і в даному випадку спостерігається перерозподіл кровотоку до ішемізованої ділянки. Подібно до цього інші антиішемічні засоби сприяють позитивному балансу регіонального кровотоку та скорочувальної функції міокарда [122]. Однак кардіопротекторні властивості бета-адреноблокаторів при ІМ в клінічних умовах часто лімітуються приналежністю пацієнта до певної групи ризику, є досить індивідуальними і залежать від кількості рецепторів у певного пацієнта, має також індивідуальний  метаболізм і концентрацію, шо змушує вдаватись до титрування препаратів, також відсутні дані про індивідуальну тривалість терапії [109].

Також широко при ІХС та ІМ рекомендується і використовується аміодарон [80, 81]. Встановлено, що аміодарон  сприяє нормалізації енергопостачаючих процесів при ішемії-реперфузії міокарда [112, 160]. Кардіопротекторний ефект аміодарону при ІХС реалізується через стабілізацію мітохондріальної пори, інгібування кальцій-залежного набухання мітохондрій та стимуляцію  комплексу дихального ланцюга [122, 160]. В умовах in vitro здатність аміодарону інгібувати кальцій-залежне набухання мітохондрій кардіоміоцитів спостерігається лише у діапазоні низьких концентрацій (IC50=3,9±0,8 мкM), у той час як за високих концентрацій виникає ефект роз’єднання тканинного дихання та оксидного фосфорилування, а за надвисоких концентрацій – ефект інгібування дихального ланцюга мітохондрій [214].

Здатність аміодарону зменшувати оксидативний стрес та обмежувати ушкодження  кардіоміоцитів (із зниженням активності КФК, вмісту тропоніну-І у сироватці крові, підвищенням вмісту GSH у кардіоміоцитах) відмічалась при ізопротеренол-індукованому пошкодженні міокарда у щурів [83]. Була відмічена здатність аміодарону коригувати рівень GSH, підвищувати активність СОД та глутатіонпероксидази в тканинах при інших патологічних станах [99]. В умовах in vitro аміодарон пригнічував формування супероксид-аніону та на 70% зменшував ліпопероксидацію мембран мітохондрій гепатоцитів [121].

Доведено, що eкспресія eNOS та біодоступність ендотеліального NO є важливим молекулярним механізмом, який детермінує резистентність міокарда до ішемічного ушкодження [202]. Пригнічення експресії еNOS при ішемії-реперфузії міокарда відмічалось у багатьох експериментальних дослідженнях [187]. Активність та експресія eNOS суттєво модифікується в умовах оксидативного стресу, особливо на тлі дефіциту глутатіону в клітинах. В умовах оксидативного стресу саме S-глутатіонування еNOS запобігає гіперпродукції реакційноздатного пероксинітриту (ONOO-) і розвитку нітрозативного стресу [114]. Так, у культурі ендотеліальних клітин аміодарон у терапевтичному діапазоні концентрацій підвищував експресію eNOS та підвищував продукцію NO без токсичного та проапотичного ефекту [142]. 

У дослідженнях in vitro було засвідчено, що аміодарон чинить вазодилятуючий ефект через модуляцію ендотеліальної продукції NO у судинах, у тому числі в коронарних артеріях [199]. Також аміодарон підвищував ендотелій-залежну вазодилятацію периферійних судин у клінічних  умовах [138].
Виходячи із вищезазначеного, цілком обгрунтованим є вибір аміодарону у якості препарата-порівняння при дослідженнях нових кардіопротективних лікарських засобів
Однак такі загальновідомі [28, 55] серйозні побічні дії аміодарону, як -от: інтерстіціальне ураження легень, їх фіброз, порушення ритму серця, функції щитоподібної залози обмежують використання даного препарату у досить значної частини пацієнтів з ІХС. 

У клінічному дослідженні [69] у 12 хворих на ІХС (середній вік 51,7 ± 2,5 року) зі стенокардією напруги II-III функціонального класу (ФК) за класифікацією Канадської асоціації кардіологів оцінювався вплив дипіридамолу на феномен ішемічного прекондиціонування (ІПРК). До і після прийому дипіридамолу відзначалися достовірні зміни показників, що характеризують підвищення ішемічного порога при проведенні повторної проби. Це проявилося збільшенням тривалості навантаження, максимальної частоти серцевих скорочень (ЧСС), підвищенням систолічного артеріального тиску (САТ), зменшенням максимальної депресії сегмента ST і кількості відведень електрокардіограми (ЕКГ) з депресією сегмента ST>1 мм, що характеризувало наявність феномена ІПРК при проведенні першої і другої пари навантажувальних проб. Однак додатковий прийом дипіридамолу збільшував потужність виконаної навантаження з 82,4 ± 10,5 до 96,4 ± 10,1 Вт (р = 0,033) і приросту тривалості навантаження з 34 ± 15 до 81 ± 17 с        (р = 0,034), зменшення часу відновлення сегмента ST до вихідного рівня з 367 ± 45 до 254 ± 30 с (р = 0,032). Отримані результати свідчать про підвищення толерантності міокарда до ішемії при повторних ВЕМ-пробах, проведених на тлі прийому дипіридамолу, і характеризують потенціюючий вплив цього препарату на феномен ІПРК у обстежених хворих на ІХС. Цей ефект може бути обумовлений збільшенням ендогенного накопичення аденозину, який сприяє активації внутрішньоклітинних механізмів розвитку феномена фармакологічного ІПРК у хворих на ІХС. Однак, зауважимо, що саме використання дипірідамолу може призвести до гіпотонії, загострення ІХС та інших побічних дій [55].

В іншому дослідженні тих же авторів [69] вивчався вплив нітрогліцерину (Нг) на феномен ішемічного прекондиціонування у 20 хворих на ІХС зі стабільною стенокардією II-III ФК при проведенні парних навантажувальних проб на тредмілі. При сублінгвальному прийомі Нг відзначалися достовірні зміни параметрів, що характеризувалося підвищенням толерантності міокарда до ішемії. Однак лише початково, на чистому тлі, при проведенні другої проби навантаження на тредмілі в порівнянні з першою виявлено наступне: достовірне збільшення ДП і числа метаболічних одиниць (МО), вірогідне зменшення максимальної депресії сегмента ST і часу відновлення до початкового рівня. Відзначалася також тенденція до збільшення тривалості навантаження і часу досягнення максимальної депресії сегмента ST. При порівнянні тих же показників парного навантажувального тесту на тлі прийому нітрогліцерину (параметри 3-го і 4-го тестів) достовірні відмінності були відсутні. На думку авторів, Нг, може сприяти зниженню рівня природної адаптації міокарда до ішемії, що змушує більш стримано ставитися до рекомендацій щодо профілактичного сублінгвального прийому препарату. Однак як прийом простої форми НГ, так і пролонгованих форм (ізосорбіт динітрат та ін.) може супроводжуватись як недостатньою ефективністю, так і небажаними побічними діями, що можуть вплинути на комплаєнс пацієнтів [55]. 

Клінічно показано [124], що напади стенокардії, які передували розвитку ІМ (передінфарктна стенокардія) можуть надати протективну дію на міокард, якщо вони виникають протягом 24-48 год перед ГІМ, що вельми нагадує кардіопротекторний ефект віддаленого ІПРК в експериментах на тваринах. Кардіопротекторна роль передінфарктної стенокардії, крім міокардіального ІПРК, може пояснюватися і іншими механізмами, зокрема, розкриттям колатералей для циркуляції в них крові і підвищеною чутливістю до тромболізису[127].

У лікуванні стабільної стенокардії останнім часом вивчаються препарати-активатори калієвих каналів. Нікорандил–активатор АТФ-залежних калієвих каналів, має виражену антиангінальну та вазоділатаційну дію, що дозволяє застосовувати його в клініці для корекції порушень у ішемізованому міокарді [222]. 

Препарату притаманна кардіопротекторна дія за типом ІПРК [222]. Він знижує тромбоутворення в коронарних судинах, відкриває АТФ-залежні калієві канали, повністю відтворюючи захисний ефект ІПРК, готує серце до ішемії: сприяє енергозбереженню серцевого м'яза, запобігає незворотним клітинним зміни в ній. Для профілактики стенокардії нікорандил зазвичай призначають у дозі 20 мг 2 рази на добу. Перехресна толерантність з нітратами відсутня. Практично нікорандил не впливає на ЧСС, систему проведення і скоротливу здатність міокарда, на ліпідний обмін і метаболізм глюкози. Вважають, що крім антиангінальних властивостей, нікорандил володіє кардіопротекторною активністю. Порівняльний аналіз нікорандилу і ізосорбіду мононітрату виявив приблизно рівну ефективність зазначених лікарських препаратів. Однак зберігається ризик гіпотензії, аритмогенного ефекту та виникнення алергічних реакцій на фоні використання нікорадилу [211]. 

Статини, що щироко використовуються при ІХС теж проявили кардіопротекторні властивості. У метааналізі Navarese (20 рандомізованих контрольованих випробувань, 8750 пацієнтів з гострим коронарним синдромом) продемонстровано [94] достовірно нижчу частоту виникнення ІМ через 30 діб після тромболізису у хворих з попередньою терапією статинами у навантажувальній дозі. Кардіопротекторний ефект статинів, окрім основної ліпідознижувальної дії, обумовлений наявністю інших плейотропних ефектів (поліпшення ендотеліальної функції, зниження оксидантного стресу, зменшення адгезії тромбоцитів, а також підвищення стабільності атеросклеротичної бляшки [179]. 
Основні механізми захисту міокарда за допомогою цього феномену пов'язані з регулюванням швидкостей метаболічних реакцій, які використовують АТФ, і підтримкою іонного гомеостазу в ішемізованих кардіоміоцитах. Вони запускаються за допомогою специфічних тригерів на рецептори кардіоміоцитів або медіатори ІПСК, які активізують проведення внутрішньоклітинного сигналу [133].

Також досить широко при ІХС використовується триметазидин, який теж виявив властивості кардіопротектора [40, 48 ]. Y.D. Chen та співавтори [111] зазначили, що введення триметазидину в дозі 20 мг тричі на добу протягом (5±2) доби до коронарографії з подальшою навантажувальною дозою (60 мг) за 30 хв до ПКВ зумовлює достовірно меншу кількість нападів стенокардії (0 проти 25,5 %, Р<0,001) під час процедури та вищу фракцію викиду лівого шлуночка за даними ехокардіографії через 4 тижні (Р=0,03) порівняно з контрольною групою. Вказується [200], що призначення триметазидину в дозі 70 мг/добу в когорті пацієнтів із ЦД за 72 год до ПКВ приводить до достовірного зниження рівня тропоніну І через 6; 12 та 24 год після процедури (всі Р<0,001). Триметазидин має здатність вибірково блокувати останній етап 4-ступінчастого ланцюга реакцій бета-окиснення жирних кислот, сприяє також зниженню інтенсивності перетворення ацетил-КоА, зменшує інгібування активності піруватдегідрогенази, внаслідок чого зростає аеробний шлях окиснення глюкози і збільшується синтез АТФ. Оскільки окиснення глюкози вимагає менше молекул кисню, ніж окиснення жирних кислот, створюються передумови для зростання енергетичної стійкості клітини до умов ішемії [29]. 
Вітчизняними вченими показано [63], що найбільш ефективним терапевтичним підходом, спрямованим на захист міокарда під час інтервенційного втручання, є використання комбінації розувастатину та триметазидину в навантажувальній дозі, оскільки лише у пацієнтів цієї групи констатовано зниження рівня тропоніну І у динаміці після ПКВ. Однак досліджень порівняння кардіопротекторних властивостей триметазидину із доведеними кардіопротекторами (наприклад бета-адреноблокаторами) нами не виявлено.

Схожий механізм дії має препарат мілдронат (мельдоній), здатний шляхом блокування переносу через мембрани мітохондрій знижувати їх окиснення, стимулюючи окиснення глюкози [96]. Додавання мельдонію до комплексної терапії хворих зі стабільною стенокардією напруження та серцевою недостатністю після нещодавно (до 6 міс) перенесеного ІМ сприяє зниженню добової тривалості міокардіальної ішемії, насамперед за рахунок зменшення тривалості безбольових епізодів, підвищенню толерантності до фізичного навантаження та покращанню систолічної функції ЛШ [29]. Однак також відсутні дані щодо порівняння даного препарату із іншими кардіопротекторами.
Нещодавно на фармацевтичному ринку з’явився новий кардіо-протекторний засіб ранолазин, дія якого [188] частково зумовлена інгібіцією низьких токів натрію в кардіоміоцитах, що, в свою чергу, зменшує надмірне накопичення кальцію в клітинах. Ранолазин частково блокує окиснення жирних кислот, також стимулює гліколіз, викликає селективну інгібіцію пізнього натрієвого потоку, знижує індуковану ішемією перевантаження клітини натрієм і кальцієм, і тим самим покращує перфузію і функціональні можливості міокарда [188]. Ефективність ранолазину підтверджена результатами досліджень MARISA (в якості монотерапії) і CARISA (в комбінації з бета-блокаторами [93]. Висока антиішемічна ефективність ранолазину у хворих з гострим коронарним синдромом без підйому сегмента ST була підтверджена в дослідженні MERLIN-TIMI 36, що також виявила не тільки антиішемічну, а й достатню антиаритмічну активність[163]. Однак ранолазин має обмежені покази щодо застосування при ІМ, у зв’язку із низькою доказовою базою [186].
На сьогодні досить широко як у клінічній та експериментальній медицині застосовуються антиоксиданті лікарські засоби (тіотриазолін, мексидол, емоксипін та інші). Механізм їх кардіопротекторної дії пов'язаний безпосердньо зі здатністю останнього стабілізувати функціонально активні макромолекули кардіоміоцитів, зменшувати явища окисного стресу та нормалізувати енергообмін клітин. Дослідженнями останнього десятиріччя встановлена провідна роль оксидативного стресу в деструктивних процесах в клітинах за умов їх ішемічного пошкодження, а саме  - гіперпродукція АФК, інтенсифікація процесів перекисного окиснення білків, ліпідів. Відомо, що головним джерелом АФК є мітохондрії. В фізіологічних умовах 96% кисень використовується для окиснення субстратів з подальшим утворенням АФК та 2% - для синтезу АФК (в нормі відіграють роль сигнальних молекул). В умовах ішемії клітин цей відсоток має тенденцію до значного збільшення [14, 34]. Вищенаведене свідчить про доцільність застосування у комплексної терапії ішемії серцевого м`яза антиоксидантів.
Багатьма вітчизняними та закордонними дослідженнями встановлені протекторні ефекти антиоксидантів тіотриазолін та мексидол продемонстрували здатність до біохімічної корекції тканевого транспорту кисню та наслідків гіпоксичних порушень. Призначення лабораторним тваринам з ішемією міокарда мексидола призводило до збільшення тварин, що вижили, гальмувало накопичення цитотоксичних деріватів вільнорадикального окислення, нормалізувало активність антиоксидантних ензимів та зменшувало зону некрозу. З іншого боку, експериментальними та клінічними дослідженнями встановлена здатність підвищувати біодоступність оксиду азоту, завдяки наявністю вільних SH-груп. Цей механізм дії тіотриазоліну досить важливий, оскільки, сприяє підвищенню доступу кисню до серцевого м`язу [39, 47].
Разом з цим антиоксидантні властивості вищенаведених лікарських засобів не завжди реалізуються при ішемічних станах та мають побічну дію, яка притаманна усім антиоксидантним лікарським засобам.
Наведені обставини дозволяють застосувати тіотриазолін та мексидол у якості препаратів порівняння при дослідженні кардіопротективних властивостей похідних 4-оксо(аміно-)хіназоліну.
Аналізуючи вищевикладене, можливо зробити висновки що на сьогодні є численні підтвердження кардіопротекторних властивостей різних лікарських засобів, що впливають на процес ішемії-реперфузії, які використовуються в клінічних дослідженнях у пацієнті з ІХС: поліпшення функції серця після ішемії, зменшення виникнення аритмій і судинної дисфункції при реперфузії та інших станах [129]. На сьогодні з метою кардіопротекції успішно застосовують широкий перелік лікарських засобів, зокрема, нітрати, кверцетин, тіотриазолін, L-аргініну моногідрат, церулоплазмін, магнію глюконат, таурин, мельдоній, натрію аденозин- трифосфат, левокарнітин (L-карнітин), триметилгідразинію пропіонат, триметазидину гідрохлорид, ранолазин, нікорандил та ін.[29, 157, 159]. Проте жоден з них не здатен повною мірою задовольнити потреби клініцистів як через недостатню ефективність, так і через наявність низки побічних ефектів. Проводиться пошук шодо можливості модуляції молекулярно-біохімічних реакцій у міокардіоцитах, системі шаперонів, однак більшість даних досліджень є експериментальними і на рівні in vitro [120]. Це вказує на те, що  арсенал препаратів із кардіопротекторними властивостями є досить  лімітованим щодо токсичності та побічних (небажаних) ефектів, що спонукає до пошуку нових сполук із захисною дією на ішемізоване серце.

1.3. Перспективи використання похідних 4-оксо(аміно-)хіназоліну в якості кардіопротекторних засобів.

Недостатня ефективність та наявність побічних реакцій у сучасних кардіопротекторних засобів спонукає до пошуку нових молекул із вказаною дією, перспективних для створення на їх основі більш ефективних та безпечних препаратів. У цьому плані заслуговують на увагу похідні 4-оксо(аміно-)хіназоліну (4-ОАХ) як речовини з поліфункціональними ефектами, в т.ч. протиішемічним [4], що дає підставу сподіватись на наявність у цих речовин  захисної дії на ішемізоване серце. Перспективною видається поліфакторність впливу цих сполук, яка доведена у попередніх дослідженнях [61,65]  що співпадає із наведеними вище можливими кардіопротекторними ланками і тригерами. За даними літератури, вказаним сполукам притаманні також церебро- та актопротекторні властивості, до того ж речовини цього класу мають доведену низьку токсичність [51, 71].
Доведена наявність у 4-[4-оксо-3(4H)-хіназолін] бензойної кислоти (сполуки ПК-66) захисної дії на ішемізований головний мозок та актопротекторних властивостей у ряді робіт О.А. Ходаківського, яка супроводжується протекторною дією на біохімічному та гістологічному рівнях [72]. Нейропротекторна дія 4-[оксо-3(4Н)-хіназолін] бензойної кислоти (сполуки ПК-66) пов’язана з її здатністю стимулювати церебральну гемодинаміку, нормалізувати метаболічні процеси в ішемізованому мозку та наявністю у неї протигіпоксичного і цитопротекторного ефектів [70]. За властивістю попереджати проліферацію нейроглії 4-[оксо-3(4Н)-хіназолін] бензойна кислота не поступалась мексидолу, а здатністю зменшувати щільність деструктивно змінених нейронів у відновлювальний період (21-а доба гострого порушення мозкового кровообігу) переважала мексидол. Автор вважає, що зазначена дія ПК-66, є проявом її мембранопротекторного ефекту. Також вказана сполука спроможна нормалізувати стан оксидантно-антиоксидантної рівноваги та зменшувати процеси окиснення.  У дослідженнях показано, що її захисна дія на головний мозок в умовах гострого порушення мозкового кровообігу, обумовлена, в першу чергу, спроможністю усувати енергодефіцит в клітинах ішемізованого мозку та усувати метаболічний ацидоз. Зроблено висновок, що механізм церебропротекторної дії ПК-66 пов'язаний з її стимулюючим впливом на мозковий кровотік, здатністю усувати енергодефіцит та порушення оксидантно-антиоксидантного гомеостазу, наявністю цитопро-текторного та антигіпоксичного ефектів [76].
Крім того, за рахунок пептидергічних звязків у молекули ПК-66 у неї присутня досить потужна антиоксидантна дія та здатність підвищувати біодоступність оксиду азота, а також обмежувати цитотоксичність деріватів оксиду азота [70, 71].
В експериментах на щурах на моделі імобілізаційного стресу виявлено, що механізм церебропротективної дії  4-[оксо-3(4Н)-хіназолін] бензойної кислоти (сполуки ПК 66), ймовірно, обумовлений її здатністю інгібувати утворення АФК, збільшувати активність антиоксидантних ферментів, позитивно впливати на продукцію енергії, що збільшує, тим самим, спроможність до виживання нейронів та збереження когнітивних функцій головного мозку [4]. Також встановлено [7, 51], що курсове призначення семаксу та ПК-66 знижувало ступінь енергодефіциту, зменшувало активність анаеробного гліколізу. ПК-66 за своїм впливом на досліджувані показники статистично вірогідно перевищувало показники ефектів семаксу. Автори зазначають, що в умовах антиоксидантної недостатності, що розвивається при ішемії судин, ПК-66 знижувала ступінь окисмодифікації білків та концентрацію стабільних метаболітів NO. Введення ПК-66 змінювало у щурів вираженність експрессії раннього гену c-Fos в нейронах паравентрикулярного ядра гіпоталамуса [7]. В окремих експериментальних роботах [76]  встановлено, що лікування сполукою ПК-66, як і диклофенаком натрію, щурів з артритом, супроводжуються достатньо виразними протинабряковим та знеболюючим ефектами. При цьому, за ступенем протизапальної дії, ПК-66 дещо поступається диклофенаку, переважаючи його в 1,6 раз за показником аналгетичного ефекту [76]. 
Разом з тим, сполука ПК-66 виявилася більш безпечною речовиною, ніж диклофенак натрію щодо впливу на слизову оболонку шлунку [150]. Встановлено, що сполука ПК-66 за показниками гастротоксичності є більш безпечною речовиною, ніж диклофенак натрію та кеторолак. Дана властивість видається важливою, враховуючи високий ризик утворення виразок на фоні розвитку ІМ, що поглиблює загальне ушкодження організму [117]. В основі безпечності ПК-66 щодо СОШ лежить відсутність у неї, на відміну від диклофенаку натрію, інгібуючого впливу на продукцію вазодилатуючих молекул в СОШ [76].
Привертає увагу цикл робіт [4, 65, 66], де було встановлено сприятливий вплив ПК-66, на фізичну витривалість щурів, стресованих гіпокінезією, що корелювало із позитивними змінами морфологічної картини печінки, серця, наднирникових залоз, нирок та скелетних м’язів лабораторних тварин, в порівнянні з контролем. Аналіз змін структури органів «гіпокінетичних» щурів під впливом сполуки ПК-66 свідчить про наявність протекторної дії на клітини паренхіми органів, що вивчались, можливого мембрано-протекторного та білоксинтезуючого ефектів, що сприяло послабленню деструктивних та дегенеративних змін цих органів та оптимізації адаптаційних процесів. Авторами показано, що стимуляція фізичної витривалості організму обумовлена, в першу чергу, спроможністю усувати енергодефіцит у скелетних м’язах та метаболічний ацидоз, причому, за цими властивостями вказана сполука ПК-66 не поступалась еталонному актопротектору. Також доведено [76], що сполуці 4-[4-оксо-(4H)-хіназолін-3-іл] бензойної кислоти притаманні властивості  засобу з центральною знеболюючою дією, що в перспективі може послабити больове подразнення і рефлекторний спазм у коронарних артерій на фоні ІМ. 

Таким чином наведені дані свідчать про наявність у похідних 4-[4-оксо-(4H)-хіназолін-3-іл] бензойної кислоти поліфункціональних фармакологічних властивостей (протигіпоксина, протиішемічна, антиоксидантна, протиза-пальна та знеболююча), які добре співставляються з патогенезом ІХС, що вказує на перспективність вивчення кардіопротекторних властивостей вказаної групи речовин, що і лягло в основу нашого дослідження. 

Висновки до розділу 1.

Аналіз даних літератури надав змогу зробити наступні узагальнення:
1. Ушкодження міокарда є поліфакторним процесом, що зумовлений низкою чинників, яким притаманні як ушкоджуючі, так і протективні властивості.

2. Існуючі на сьогодні медикаментозні засоби кардіопротекції не є асбсолютно прийнятними та задовільними за результатами їх впливу та побічними ефектами. 

3. Похідні 4-оксо(аміно-)хіназоліну мають поліфакторний вплив на потенційні чинники ушкодження міокарда на фоні ішемії. На наш погляд, є перспективним подальше вивчення кардіопротекторного  ефекту даної групи сполук.
РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Характеристика досліджуваних похідних 4-оксо(аміно-)хіна-золіну

Для дослідження кардіопротекторних властивостей нами було обрано 10 оригінальних похідних 4-оксо(аміно-)хіназоліну (див. додаток 1), синте-зованих під керівництвом проф. С.І. Коваленко на кафедрі органічної та біоорганічної хімії Запорізького державного медичного університету. Субстанціями вказаних сполук є порошки від білого до світло-жовтого кольору, погано розчинні у воді, добре розчинні у трісамінометановому буфері.  

2.2. Характеристика лабораторних тварин 


Експериментальні дослідження проведені на 430 нелінійних щурах обох статей, масою 160-240 г та 21 кролеві обох статей, масою 2,5 - 3,5 кг, отриманих із віваріїв ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМНУ», Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця (кролі) та Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова.

Всі тварини утримувались на стандартному водно-харчовому раціоні при вільному доступі до їжі і води. Тривалість карантину тварин складала 14 діб. Протягом даного періоду за тваринами щоденно спостерігали (поведінка і загальний режим). Клітки з тваринами розміщені в окремих кімнатах, світловий режим  12 годин. Температура повітря підтримувалась в  інтервалі 20-25˚, відносна вологість – 50-70 %. Температура та вологість реєструвались щоденно. Щурі знаходились у стандартних клітках, по 7 тварин у кожній. Режим харчування – фуражне зерно, хліб, коренеплоди (буряк, морква) [46,78]. Перед початком дослідження тварини, які відповідали критеріям включення в експеримент, були розподілені у групи методом рандомізації [46]. Тварини, що не відповідали цим критеріям, виключені із експерименту. Маніпуляції проводилися згідно вимог про використання тварин у біомедичних дослідженнях (Наказ МОЗ України № 949).

Дослідження проводились в лабораторії кафедри фармакології ВНМУ, атестованій комісією МОЗ України (свідоцтво про атестацію №023/13 від 05.03.2013 р.) та ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМНУ» з урахуванням вимог належної лабораторної практики (GLP) згідно з Методичними рекомендаціями ДЕЦ МОЗУ [46], Національними «Загальними етичними принципами експериментів на тваринах» (Україна, 2001).

Евтаназію тварин проводили передозуванням ефіру. Дотримання біоетичних норм засвідчено висновком комітету з біоетики ВНМУ               ім. М.І. Пирогова (протокол № 7 ) від 21.09.2018 р.
З метою вирішення завдань дослідження нами був розроблений 3  етапний дизайн експериментального дослідження (рис. 2.1)
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Рис. 2.1. Дизайн дисертаційного дослідження
Розподіл тварин за дослідними групами наведено в табл. 2.2
Таблиця 2.2

Розподіл тварин за дослідними групами

	Групи тварин
	Щурі
	Кролі

	1) скринінг кардіопротекторної дії на моделі діатермокоугаляційного ГІМ

- профілактичне введення сполук в організм

- лікувальне введення сполук в організм
	160

140
	

	
	
	

	
	
	

	2) оцінка кардіопротекторного ефекту ПК-66 та препаратів-порівняння  на моделі адреналінової та норадреналової міокардіодистрофії 
	130

	

	3) характеристика гемодинамічних ефектів ПК-66 та аміодарону:

вплив на основні показники  кардіаль-ної та центральної гемодинаміки в умовах адреналін-кофеїнового ГІМ
	
	21

	Всього
	430
	21


2.3. Експериментальні моделі гострої ішемії міокарда 

Для дослідження кардіопротекторних властивостей похідних                  4-оксо(аміно-)хіназоліну нами обрано чотири моделі гострої ішемії серця: діатермокоагуляційний інфаркт міокарда (ДТК-ІМ), адреналінова міокардіодистрофія (АМД), норадреналінова міокардіодистрофія (НАМД), та адреналін-кофеїновий інфаркт міокарда. Вибір набору даних моделей зумовлений складним патогенезом розвитку ІМ і неможливістю відтворення на одній моделі повного комплексу чинників, які задіяні в розвитку патологічного процесу, такий підхід є загальноприйнятим і часто використовується в експериментальній кардіології [56, 62, 71, 88, 132].
Діатермокоагуляційний інфаркт міокарда моделювали за методикою Ю.Й. Гумінського та співавт. [17] за допомогою високочастотного електрохірургічного приладу (рис. 2.1), створеного в Науково-дослідному інституті прикладної електроніки (свідоцтво про державну реєстрацію         № 13225/2013) Національного технічного університету України «Київський політехнічний інститут». [А.с. 1651315 СССР. Способ моделирования инфаркта миокарда / Ю.И.Гуминский, О.Ю.Роменский, Л.В.Фомина, И.Ф.Семененко (СССР). — 1991. — Бюл. №19.].
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Рис. 2.1. Апарат високочастотний електрохірургічний ЕХВА-350М/120Б "НАДІЯ-2" (модель ЕХВЧ-50РХ) радіохвильовий.
У режимі «Коагуляція» за допомогою моноактивного голкового електроду через прокол шкіри в IV міжребер’ї проходили м’які тканини на  2-3 мм зліва від грудини, занурювали електрод в середостіння перпендикулярно до хребтового стовпа, потрапляючи в порожнину перикарду. Положення серця контролювали пальпаторно за верхівковим поштовхом. Спеціальний електрод занурювали на необхідну глибину, розташовували латерально для поперекового положення відносно маргінальної гілки лівої коронарної артерії. Пасивний пластинчатий електрод накладали на праву половину грудної клітки. 

 Вигнутий кінець електрода розміщували оберненим до лівого краю серця, після чого вільний кінець нахиляли в протилежний бік від грудини на 10-15º для забезпечення щільного контакту з поверхнею лівого шлуночка та поперечного розташування по відношенню до судин. Пасивний електрод розміщували на правій ділянці грудної клітки щура. Діатермокоагуляційний ланцюг замикали 3-4 рази на 0,3-0,5 с. після чого виймали електрод. Пошкодження поверхневого шару міокарда та облітерація гілок вінцевих артерій у верхній третині призводило до формування еквівалентної вогнищевому інфаркту міокарда модельної патології. До та після виконання маніпуляції проводили запис ЕКГ у ІІ стандартному відведенні одноканальним електрокардіографом «МИДАС-ЭК1Т». 

Ефективність терапії оцінювали на 4 та 8 добу після моделювання патологічного стану за динамікою амплітуди (висоти) ST (мВ) відносно ізоелектричної лінії ЕКГ, яку знімали у наркотизованих щурів у ІІ стандартному відведенні за допомогою електрокардіографа "Малыш". Тварин фіксували лямками до дощечки на животі, ЕКГ знімали через 2-3 хв. після заспокоювання тварин у такі терміни: перед моделюванням (фоновий показник) та одразу після моделювання ЕІМ, далі на 4-ту та 8-му добу експерименту
Адреналінову міокардіодистрофію (АМД) моделювали за методикою О.О. Маркової [78] шляхом одноразового внутрішньом’язового (в/м) введення 0,18% розчину адреналіну тартрату (ПрАТ «Фармацевтична фірма «Дарниця», м. Київ) в дозі 1 мг/кг маси тіла.  Дослідження проведено на 75 нелінійних щурах обох статей, масою тіла 165-220 г, розбитих на чотири групи по 25 тварин в кожній: 1 – інтактні щури; 2 -  щури з моделлю АМД без лікування (контроль); 3 – щури  з АМД, ліковані аміодароном (10 мг/кг, в/оч); 4 – щури з АМД, ліковані сполукою ПК-66 (10 мг/кг, в/оч).      Досліджувані речовини вводили групам тварин щоденно протягом 7 днів: перше введення – за 30 хв до моделювання АМД. Ефективність терапії оцінювали на 2 та 8 добу експерименту за динамікою клінічних (летальність, плавальний тест, ЕКГ), біохімічних (КФК, АСТ, NOS, аденілові нуклеотиди, енергетичний заряд, ТБК-активні продукти, відновлений глутаттіон, глутатіон-пероксидаза, СОД, глікоген, лактат, піруват) показників та  морфологічної картини ушкодженого серцевого м’яза. Друга доба – період, що відповідає максимуму процесів некрозоутворення. Тварин виводили із експерименту за допомогою передозування ефіру.

Норадреналінову міокардіодистрофію (НАМД) моделювали шляхом в/о введення щурам впродовж 7 діб норадреналіну гідрохлориду у зростаючих дозах: 1 доба – 2 мг/кг, 2 доба – 3 мг/кг, 3-7 день 4 мг/ кг [78]. Дослідження проведене на 35 нелінійних щурах-самцях, масою 150-220 г, розбитих на 5 груп по 7 тварин у кожній: 1-інтактних тварин, 2-щурі з експерименту (НАМД без лікування (контроль), 3-5 – щури з НАМД ліковані, відповідно ПК-66, аміодароном та мексидолом. Ефективність терапії в групах тварин оцінювали на 8 добу експерименту за показниками летальності щурів, фізичної витривалості організму (плавальний тест) та змінами у морфологічній картині ушкодженого міокарда.
Гострий адреналін-кофеїновий  інфаркт міокарда (ГІМ) моделювали шляхом в/в введення кролям адреналіну тартрату (Дарниця, Україна), дозою 0,2 мг/кг та кофеїну бензоату натрію з дозою 25 мг/кг [78]. Досліди проведено на 21 кролях, породи шиншила, масою 2,5 - 3,5 кг. Кролів отримували з росплідника віварію Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця. 
Тварини були розподілені на 3 групи: 1 - контрольна патологія без лікування, 2 - профілактичне введення аміодарону, 3 - профілактичне введення ПК-66.  
Для наркотизації тварин використовували уретан, який вводили в/в із розрахунку 1 г/кг, використовуючи в якості розчинника 0,9% розчин хлориду натрію. Перед введенням розчин нагрівали на водяній бані до температури  37 ⸰С. Синхронну реєстрацію показників проводили на комп'ютерному електрокардіографі Hp Viridia Component Monitoring System (Hewlett Packard, США). Системний тиск вимірювали методом електроманометрії, за допомогою поліетиленового катетера, введеного в праву сонну артерію, лівий шлуночок, ЕКГ реєстрували у другому стандартному відведенні. Усереднена ЧСС розраховувалася автоматично на комп'ютерному електрокардіографі. Також реєструвалися максимальний тиск в лівому шлуночку (МТЛШ), середній артеріальний тиск (САТ), загальний периферичний опір судин (ЗПОС), і хвилинний обсяг крові (ХОК) розраховувалися за стандартними формулами, а також параметри ЕКГ, включаючи ЧСС [88].

2.4. Схеми введення та дози досліджуваних сполук

Первинний скринінг кардіопротекторної активності похідних                 4-оксо(аміно-) хіназоліну проведено на моделі діатермокоагуляційного гострого інфаркту міокарда у щурів (n = 300). Ефективність похідних            4-оксо(аміно-)хіназоліну проведено в дозі 10 мг/кг в/оч, яка була запозичена з літератури [4]. Препаратами-порівняння слугували аміодарон (ТОВ «Санофі-Авентіс Україна», м. Київ, Україна), 10 мг/кг; мексидол (ТОВ Медичний центр "Еллара" для ТОВ "Науково-виробнича компанія "Фармасофт", Російська Федерація), 100 мг/кг; тіотриазолін (АТ "Галичфарм", м. Львів, Україна), 100 мг/кг, яким, за даними літератури, притаманний кардіопротекторний ефект в умовах ішеміко-гіпоксичного ураження і які рекомендуються до використання національними та міжнародними настановами при ІМ [29, 44]. Досліджувані речовини вводили тричі в профілактичному режимі перед моделюванням ЕІМ з інтервалом 24 год. Контрольним щурам аналогічно превентивно вводили 0,9 % розчин NаСІ (2 мл/кг).

При лікувальному введенні речовини вводили тваринам в/оч щоденно протягом 7 днів. У перший день – двічі: одразу після моделювання та через   6 год. Ефективність дії досліджуваних сполук та препаратів-порівняння оцінювали за динамікою летальності тварин протягом 72 годин після моделювання експериментальної ішемії міокарда, за даними електро-кардіографії та фізичної витривалості організму, яку оцінювали за тривалістю плавального тесту тварин у воді t˚ - 24-26 ˚C [30].

При вивченні фармакотерапевтичної ефективності сполуки-лідера ПК-66 (10 мг/кг, в/о) та аміодарону (10 мг/кг, в/о) на моделі адреналінової міокардіодистрофії досліджувані речовини вводили щоденно протягом          7 днів, перше введення – за 30 хв. до моделювання АМД. Тварини контрольної групи отримували еквіоб’ємну кількість 0,9% розчину натрію хлориду.
Ефективність терапії оцінювали на 2 та 8 добу експерименту за показниками летальності тварин, динамікою змін на ЕКГ та біохімічними маркерами пошкодження серцевого м’язу. Евтаназію тут і далі здійснювали шляхом дислокації шийних хребців під легким ефірним наркозом.
В умовах норадреналінової міокардіодистрофії досліджувані речовини ПК-66 (10 мг/кг), аміодарон (10 мг/кг), та мексидол (100 мг/кг) вводили тваринам щоденно превентивно за 35-45 хв до введення  норадреналіну. Щурі контрольної групи отримували еквіоб’ємну кількість  розчину 0,9 % NaCl.
На моделі адреналін-кофеїнового гострого інфаркту міокарда (ГІМ) досліджувані речовини вводили внутрішньовенно за 30 хв. до моделювання патології: аміодарон - 10 мг/кг, ПК-66 - 10 мг/кг. Реєструвалися вихідні значення досліджуваних параметрів, відразу після введення і через 30 хв. після введення досліджуваної речовини, а також через 15 і 30 хв. після моделювання патології.
Гемодинамічні ефекти ПК-66 на тлі ГІМ зрівнювали із дією аміодарону – лікарській формі розчину для ін'єкцій, у ампулах 150 мг / 3 мл (серія 4А027, виробництва Санофі-Авентіс, Україна, м. Київ, Україна). Досліджувані речо-вини вводили в/в в ушну вену кролів. ПК-66 вводили у вигляді емульсії, використовуючи у якості емульгатора Твін-80.
2.5. Методи біохімічного дослідження 

Для визначення рівня аденілових нуклеотидів проводили десмоліз тканини серця 30% розчином гідроксиду калію (КОН) із додаванням етилового спирту (С2Н5ОН); проби центрифугували 25 хв. при 1000 g. Вміст аденілових нуклеотидів визначали в депротеїнізованому трихлороцтовому супернатанті тканин серця 1:10 (10% розчин трихлороцтової кислоти) хроматографічним методом на пластинах «Silufol» [73]. Енергетичний заряд розраховували за формулою D. E. Atkinson (1968):

 
[image: image3.wmf]Åíåðãåòè÷íèé çàðÿä = 

 2ÀÒÔ + ÀÄÔ

2 (ÀÒÔ + ÀÄÔ+ÀÌÔ)


Для визначення вмісту глікогену проводили десмоліз тканини серця 30% розчином КОН із додаванням етилового спирту (С2Н5ОН). Проби центрифугували 25 хв. при 1000 g, осад глікогену гідролізували в кислому середовищі, після нейтралізації гідролізату концентрацію вільної глюкози визначали глюкозооксидазним методом за набором «Глюкоза-Ф» (Філісіт-Діагностика, Україна). Вміст глікогену в тканині серця розраховували як описано [М.И.Прохорова, 1982]: глікоген (мг/100 г) = А×V×0,927×100/V1×Р, де А – вміст глюкози в пробі (мг), V – об’єм гідролізату після нейтралізації (мл), V1 - об’єм гідролізату для фотометрії (мл), Р – наважка тканини серця (г). Вміст пірувату в тканинах серця визначали спектрофотометричним методом за реакцією з 2,4-динітрофенілгідразином, вміст лактату – за реакцією з n-оксидифенілом [73]. 

Вміст ТБК-активних продуктів в тканинах серця визначали за реакцією з тіобарбітуровою кислотою [73]. Вміст відновленого глутатіону (GSH) визначали у депротеїнізованому трихлороцтовому екстракті тканин серця за реакцією з 5,5′-дітіобіс(2-нітробензоатом) [73, 103]. 

Для інших біохімічних досліджень тканини серця гомогенізували при 3000 об/хв (тефлон-скло) в середовищі 1,15% розчину калію хлориду у співвідношенні 1:10 (маса/об’єм) при температурі 4-6oC. Гомогенат центрифугували 30 хв при 600 g, відбирали аліквоти постядерного супернатанту в мікропробірки Ерpendorf і до проведення досліджень зберігали при температурі -20оС. Активність супероксиддисмутази (СОД; КФ 1.15.1.1) оцінювали за відсотком гальмування окиснення кверцетину [32]. Активність глутатіонпероксидази  (КФ 1.11.1.9) визначали спектрофото-метричним методом за накопиченням окисненого глутатіону [11]. Активність NO-синтази (КФ 1.14.13.39) встановлювали за кількістю утвореного нітрит-аніону (NO2-) після інкубації постядерного супернатанту гомогенату міокарда протягом 60 хв в середовищі, 1 мл якого містив 50 мM KH2PO4-NaOH-буфер (pH 7,0), 1 мM MgCl2, 2 мM CaCl2, 1 мM НАДФН, 2,2 мM L-аргініну [16].
Активність аспартатамінотрасферази (АСТ, КФ 2.6.1.1) в сироватці крові визначали методом Райтмана-Френкеля за утворенням гідразонів піровиноградної кислоти в лужному середовищі за набором «АСТ» (Філісіт-Діагностика, Україна). Активність креатинфосфокінази (КФК, КФ 2.7.3.2) в сироватці крові визначали спектрофотометричним методом за швидкістю  утворення  НАДФН за набором «Креатинкіназа-кін.» (СпайнЛаб, Україна).
Всі травматичні маніпуляції на щурах виконували в умовах пропо-фолового наркозу ("Fresenius Kabi Austria GmbH", Австрія) 60 мг/кг, в/о. Евтаназію щурів здійснювали шляхом дислокації шийних хребців під легким ефірним наркозом. Видалене з грудної порожнини тварин серце відмивали від крові охолодженим 1,15% ізотонічним розчином калію хлориду (KCl) та висушували фільтрувальним папером. 

2.6. Морфологічні методи дослідження 

 Для оцінки морфологічних змін міокарда піддослідних тварин в умовах експериментальної ішемії при застосуванні сполуки ПК-66 та препаратів-порівняння шматочки серцевого м’яза фіксували в 10% розчині нейтрального формаліну. Мікропрепарати готували за стандартною методикою, гісто-логічні зрізи товщиною 5–7 мкм фарбували гематоксиліном і еозином, пікрофуксином за ван Гізоном, комбінацією ШИК-реакції з альціановим синім [2]. 

Мікроскопію і фотографування гістологічних препаратів проводили за допомогою світлового мікроскопа OLIMPUS BX 41 при збільшеннях у 40, 100, 200, 400 та 1000 разів. Отримували і обробляли знімки, проводили морфометрію та статистичну обробку за допомогою програми «Quick PHOTO MICRO 2.3». Вміст клітинних елементів визначали з розрахунку на одиницю умовної площі (1мм2). При виконанні морфометричних досліджень керувалися основними засадами, викладеними в керівництві Г.Г. Автанди-лова [3]. 
2.7. Статистичні методи дослідження
Статистичну обробку даних здійснювали з використанням стандартного пакету програм статистичної обробки результатів: Microsoft Office Excel 2003, STATISTICA® forWindows 6.0. 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 аналізів статистично значущими вважали відмінності приp ≤ 0,05 [35]. 

Для визначення взаємозв’язків показників, які могли мати нелінійний характер, також розраховували непараметричний критерій кореляції Кендала [35,67, 161].
РОЗДІЛ 3
Скринінг кардіопротекторної дії у ряду похідних 

4-оксо(аміно-)хіназоліну
 Дослідження проведено на щурах з експериментальною моделлю діатермокоагуляційного інфаркту міокарда (ЕІМ).
Мета дослідження: встановити наявність та ступінь кардіопротекторної дії у ряду похідних 4-оксо(аміно-)хіназоліну при різних режимах введення в організм у порівнянні з аміодароном, мексидолом та тіотриазоліном, виявити сполуку-лідера та встановити залежність "структура-дія".
3.1. Оцінка ефективності досліджуваних сполук при профілактич-ному введенні щурам з ЕІМ
Ефективність ПК-66 та препаратів-порівняння в умовах ЕІМ в першій серії експерименту оцінювали за динамікою показника летальності тварин протягом 72 год після моделювання патологічного стану (табл. 3.1).  

Проведене дослідження показало, що після моделювання у щурів діатермокоагуляційного ЕІМ в контролі мало місце прогресуюче зростання летальності тварин. 
Переважна більшість (60%) контрольних щурів з ЕІМ загинула через 4год. після моделювання патології, що можна вважати критичним періодом у розвитку гострої коронарної недостатності ( табл. 3.1). Це співпадає з даними інших дослідників [77, 88]. 
Таблиця 3.1

Вплив похідних 4-оксо(аміно-)хіназоліну, аміодарону, мексидолу та тіотриазоліну при профілактичному внутрішньоочеревинному введенні на летальність щурів (абс. знач.) з діатермокоагуляційним некрозом міокарда (n=20)

	Умови досліду
	Динаміка летальності щурів (%) через

	
	1 год.
	4 год.
	8 год.
	12 год.
	24 год.
	48 год.
	72 год.

	0,9 % NaCl (2 мл/кг) контроль
	8
	12
	14
	14
	16
	18
	18

	ПК-32 (10 мг/кг, в/о)
	4
	6*
	6*
	6*
	8*
	10*
	14

	ПК-51 (10 мг/кг, в/о)
	4
	6*
	6*
	8*
	12*
	14*
	14

	ПК-53 (10 мг/кг, в/о)
	4
	8
	10
	12
	12
	16
	20

	ПК-66 (5 мг/кг, в/о)
	4
	6*
	8*
	10
	10*
	12*
	14

	ПК-66 (10 мг/кг, в/о)
	4*
	4*
	4*
	6*
	8*
	8*
	10*

	ПК-66 (15 мг/кг, в/о)
	4
	8
	8*
	8*
	12
	12*
	14

	ПК-157 (10 мг/кг, в/о)
	6
	10
	10
	14
	14
	16
	20

	ПК-166 (10 мг/кг, в/о)
	6
	10
	12
	12
	14
	14
	18

	ПК-176 (10 мг/кг, в/о)
	4
	8
	10
	12
	12
	16
	20

	ПК-180 (10 мг/кг, в/о)
	6
	10
	10
	12
	16
	20
	20

	ПВ-41 (10 мг/кг, в/о)
	6
	10
	10
	12
	12
	16
	20

	ПВ-42 (10 мг/кг, в/о)
	6
	8
	12
	12
	12
	16
	20

	Аміодарон (10 мг/кг, в/о)
	4*
	4*
	4*
	8*
	10*
	12*
	12*

	Мексидол (100 мг/кг, в/о)
	4
	6*
	6*
	8*
	10*
	10*
	12*

	Тіотриазолін (100 мг/кг, в/о)
	4
	8
	8*
	8*
	10*
	12*
	10*


Примітка:

* - р ≤ 0,05 відносно показників тварин контрольної групи    

Профілактичне курсове введення щурам похідних 4 – оксо(аміно-) хіназоліну так само, як і окремо аміодарону, мексидолу та тіотриазоліну, сприяло зменшенню показника летальності щурів з ЕІМ у критичний період експерименту, що може бути ознакою наявності у досліджуваних сполук, як і у препаратів-порівняння, кардіопротекторного ефекту. Зазначена дія була статистично вірогідною на тлі сполук з лабораторними шифрами ПК-32,   ПК-51 та ПК-66, під впливом яких показник летальності тварин у критичний період експерименту становив відповідно 30%, 30% та 20% проти 60% у контролі.
Тобто, найкраще всього захисна дія на ішемізоване серце проявилась при курсовому превентивному введенні щурам сполуки ПК-66 – під її впливом показник летальності тварин з ЕІМ знизився відносно контролю у 3 рази. Разом з цим на тлі ПК-66 мало місце подовження тривалості життя щурів з ЕІМ після 72 год. експерименту. При цьому за ефективністю в критичний період експерименту (4 год) сполука ПК-66 співставлялась з аміодароном та мексидолом, дещо перевершуючи тіотриазолін (р>0.05).
Застосування сполуки ПК-66 як у більшій (15 мг/кг), так і меншій           (5 мг/кг, в/оч), не призвело до суттєвого зменшення показника летальності щурів з ЕІМ у критичний період експерименту. Це дає підставу вважати дозу 10 мг/кг в/оч оптимальною для сполуки ПК-66. У решти досліджуванних сполук, зокрема ПК-53, ПК-176, ПВ-42, кардіопротекторна дія була значно слабшою та статистично невірогідною, а у інших сполук цього ряду вона не проявилась у дозі 10 мг/кг, в/оч.
Оцінка значущості розбіжностей між групами (χ2) показала, що призначення тваринам ПК-32 (χ2=6,67, р<0,05), ПК-51 (χ2=5,32, р<0,05),   ПК-66 5 мг (χ2=1,9, р<0,05) и ПК-66 (10 мг) (χ2=6,67, р<0,05), аміодарону (10 мг/кг) (χ2=3,97, р<0,05), мексидолу (100 мг/кг) (χ2=3,97, р<0,05), тіотриазоліну (100 мг/кг) (χ2=3,97, р<0,05) призводить до статистично значущої різниці у порівнянні  з контрольною групою тварин вже у І добу експериментальної патології. Також була визначена асоціація летальності у І добу спостережень з призначенням вищеозначених сполук та препаратів порівняння (φ=0,167, φ=0,098, φ=0,167, φ=0,098 при р<0,05). Асоціацію летальності у І добу було також визначено у групі тварин з призначенням ПК-51 (φ=0,47, р<0,05), ПК-53 (φ=0,47, р<0,05), ПК-66 15 мг (φ=0,47, р<0,05), ПВ-41 (φ=0,47, р<0,05), ПВ-42 (φ=0,47, р<0,05). При порівнянні показників летальності на 2 добу експериментальної патології була виявлена статистично значуща різниця в експериментальних групах тварин, яким було призначено ПК-66 10 мг (χ2=7,62, р<0,05), аміодарон (10 мг/кг) (χ2=4,8, р<0,05), мексидол (100 мг/кг) (χ2=4,8, р<0,05) та тіотриазолін (100 мг/кг) (χ2=4,8, р<0,05). У динаміці аналіз летальності 2 доби спостережень продемонстрував асоціацію лише з ПК-66 10 мг (φ=0,19, р<0,05), аміодароном (10 мг/кг) (φ=0,12, р<0,05), мексидолом (100 мг/кг) (φ=0,12, р<0,05) та тіотриазоліном (100 мг/кг) (φ=0,12, р<0,05). Разом з цим, порівняння пов’язаних між собою груп тварин (критерій Вілкоксона) показало статистично значуще збільшення летальності експериментальних тварин за 2 доби спостережень на тлі експериментальної терапії ПК-53,     ПК-157, ПК-176, ПВ-41 и ПВ-42 (р<0,05).
Отже, результати проведеного дослідження показали, що похідні           4-оксо(аміно-)хіназоліну є носіями кардіопротекторної активності, яка у найбільшій мірі притаманна сполукам з лабораторними шифрами ПК-32,  ПК-51 та ПК-66. Саме ці речовини взято для подальшого дослідження їх захисної дії на ішемізоване серце, зокрема при лікувальному  введенні в організм. Характеризуючи залежність "структура-дія", можна зазначити що кардіопротекторна активність найбільш характерна для сполук, що містять у положенні 3  4-оксихіназолінового циклу n-карбоксифенільний (ПК-66), або етоксикарбоксил-фенілацильний (ПК-32) залишки, і що суттєво для останнього, важливим є наявність нітрогрупи в положенні 6 молекули.
3.2. Характеристика кардіопротекторної дії найбільш ефективних сполук при лікувальному введенні  щурам з ЕІМ

Для дослідження взято сполуки з лабораторними шифрами ПК-66,     ПК-32, ПК-51, які у попередньому дослідженні виявили найбільшу ефективність при превентивному введенні щурам з ЕІМ. Вказані похідні хіназоліну досліджували в дозах 10 мг/кг, в/оч. В якості препаратів-порівняння використано аміодарон, мексидол і тіотриазолін в тих же дозах (відповідно 10, 100 та 100 мг/кг).

Лікування проводили шляхом щоденного введення групам щурів (n=15) окремо досліджуваних сполук та препаратів порівняння протягом 7 днів. У перший день речовини вводили двічі: перше введення зразу після моделювання діатермокоагуляційного ІМ, друге – через 6 годин. Контрольна група щурів (n=50) отримувала аналогічно 0,9% розчин NaCl із розрахунку    2 мл/кг маси тіла тварини.

Ефективність терапії оцінювали за показником летальності тварин через 4, 12, 24 та 48 год, далі на 4 та 8 добу після моделювання патологічного стану (рис. 3.2).
Встановлено, що в контрольній групі тварин більше половини (27 із 50) щурів з ЕІМ, тобто 54,0%, загинуло на 12 год спостереження, що можна вважати критичним періодом експерименту. В кінці досліду (8 доба) показник летальності в контролі становив 80%.

Лікування щурів з ЕІМ за допомогою досліджуваних похідних хіназоліну, як і під впливом препаратів-порівняння, супроводжувалось зменшенням величини показника летальності тварин в критичний період експерименту, а заодно і подовженням тривалості життя щурів. Серед похідних хіназоліну в критичному періоді експерименту найбільш ефективною виявилась сполука ПК-66: під її дією показник летальності становив 20% проти 54% у контролі, тобто був вірогідно меншим від контрольного у 2,7 рази (р<0.05) (за Вілкоксоном). 
Таблиця 3.2
Вплив найбільш ефективних сполук на летальність (%) щурів з ЕІМ при лікувальному введенні в організм (n= 20).

	  Умови досліду
	Динаміка летальності (кількість тварин) 

	
	4 год.
	12 год.
	24 год. 
	48 год. 
	4 доба
	8 доба

	ЕІМ+0,9%         NaCl (контроль)
	8
	10
	12
	14
	14
	18

	ЕІМ+ПК-66    
 (10 мг/кг, в/о)
	4*
	4*
	5*
	6*
	8*
	8*

	ЕІМ+ПК-32     
(10 мг/кг, в/о)
	4*
	8*
	8
	8*
	12
	14

	ЕІМ+ ПК-51    
 (10 мг/кг, в/о) 
	4*
	8
	9
	9
	12
	14

	ЕІМ+ аміодарон 
(10 мг/кг, в/о)
	4*
	4*
	6*
	8*
	8*
	8*

	ЕІМ+мексидол 
(100 мг/кг, в/о) 
	40*
	5*
	8
	8*
	8*
	8*

	ЕІМ+ тіотриазолін  (100 мг/кг, в/о)
	4*
	4*
	8*
	8*
	10*
	10*


Примітка:

* - р ≤ 0,05 відносно контролю

При цьому за ступенем ефективності у зазначений термін досліду ПК-66 співставлялась з аміодароном дещо перевершуючи мексидол та тіотриазолін (р>0,05). Захисна дія на ішемізоване серце сполук ПК-32 та ПК-51 у критичний період експерименту  була вдвічі меншою, ніж у ПК-66. Отже, за ступенем кардіопротекторної дії при лікувальному введенні в організм досліджувані речовини можна розташувати у такий ряд: ПК-66 = аміодарон ≥  мексидол ≥ тіотриазолін > ПК-32 > ПК-51.
3.3. Вибір сполуки-лідера

За результатами проведеного дослідження кардіопротекторної дії в умовах ЕІМ як при профілактичному, так і при лікувальному введеннях в організм, сполукою-лідером в ряду досліджуваних похідних хіназоліну можна вважати сполуку ПК-66 в оптимальній дозі 10 мг/кг, в/оч. Саме в цій дозі вказана сполука виявила найбільшу захисну дію на щурів з ЕІМ в критичні періоди експерименту. При цьому за ступенем кардіопротекторного ефекту в зазначених умовах досліду ПК-66 в оптимальній дозі 10 мг/кг співставлялась з аміодароном та мексидолом, дещо перевершуючи тіотриазолін (р>0,05) при превентивному введенні в організм.

Сполуки ПК-32 та ПК-51 в дозах 10 мг/кг, в/оч за ефективністю в критичні періоди експерименту поступались ПК-66, особливо при лікувальному режимі введенні в організм щурам з ЕІМ ( табл. 3.2). У зв’язку з цим ПК-32 та ПК-51 вилучено із подальших досліджень.

На підставі наведених даних сполука ПК-66 в оптимальній дозі 10 мг/кг, в/оч обрана нами для поглибленого вивчення її фармакологічних власти-востей як потенційного кардіопротекторного засобу.
3.4. Характеристика кардіопротекторної дії сполуки-лідера при ЕІМ за динамікою висоти сегменту ST на ЕКГ

Дане дослідження є продовженням попереднього експерименту, в якому в лікувальному режимі групам щурів з діатермокоагуляційним ЕІМ протягом 7 діб вводили окремо ПК-66 в оптимальній дозі 10 мг/кг, в/оч, аміодарон (10 мг/кг, в/оч), мексидол (100 мг/кг, в/оч) та тіотриазолін (100 мг/кг, в/оч). Контрольна група щурів з ЕІМ отримувала внутрішньо-очеревинно 0,9% розчин NaCl по 2 мл/кг маси тіла. Отримані дані наведено у табл. 3.3.

Діатермокоагуляція лівої коронарної артерії у щурів спричиняла типові для інфаркту міокарда зміни ЕКГ. Так, одразу після моделювання експериментальної патології у 100% випадків відмічався підйом сегменту ST над ізоелектричною лінією та формування монофазної кривої, яка є ознакою масивної ішемії серцевого м"яза (табл. 3.3, рис. 3.1).
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Рис. 3.1. ЕКГ щурів до діатермокоагуляційного некрозу міокарда (А)

та одразу після моделювання патології (В)
Зважаючи на те, що високе стояння сегменту ST над ізолінією та його амплітуда є достовірними критеріями, які відображають ступінь та глибину ураження міокарда [5, 14, 53, 54] ми оцінювали динаміку зміни функціональ-ного стану серцевого м’яза саме за цим показником ЕКГ  (табл. 3.3, рис. 3.1).

Таблиця 3.3
Вплив лікувального введення ПК-66, аміодарону, мексидолу та тіотриазоліну на висоту сегмента ST (мВ) над ізоелектричною лінією ЕКГ щурів з ЕІМ (M± m)

	Умови досліду
	Доза мг/кг
	Фоновий показник, n=15
	Одразу після моделювання n=15
	4 доба після моделювання n=7
	8 доба після моделювання n=7

	0,9% NaCl (контроль)
	2,0 мл/кг
	0,21±0,03*

(100%)
	0,61±0,01*

(+190%)
	0,51±0,02*

(+143%)
	0,46±0,01*

(+119%)

	 ПК-66
	10,0
	0,23±0,02*
(100%)
	0,63±0,02*

(+174%)
	0,33±0,03*#
(+43%)
	0,28±0,017#

(+22%)

	Аміодарон
	10,0
	0,21±0,02*

(100%)
	0,64±0,02*

(+204%)
	0,33±0,02*#

(+57%)
	0,31±0,018*#

(+48%)

	Мексидол
	100,0
	0,22±0,018*

(100%)
	0,66±0,017*

(+200%)
	0,34±0,02*#

(+50%)
	0,30±0,027*#

(+36%)

	Тіотри-азолін
	100,0
	0,20±0,018*

(100%)
	0,71±0,02*

(+255%)
	0,35±0,02*#

(+60%)
	0,29±0,019*#

(+45%)


Примітки: 
1.* - p≤0,05 відносно відповідного фонового показника; 
2. # - p≤0,05 відносно контролю; відсотки в дужках означають зміну показника відносно фонового.
У групі контрольних тварин з ЕІМ спостерігалось вірогідне підвищення (на 190% від фону) сегменту ST над ізоелектричною лінією, що у найбільшій мірі проявилось одразу після моделювання патологічного стану. На 4 та 8 добу спостереження відмічена певна тенденція до поступового зниження висоти ST над ізолінією (табл. 3.3, рис.3.1). Курсове лікування щурів з ЕІМ сполукою ПК-66 подібно до препаратів-порівняння сприяло прискоренню зниження висоти ST над ізолінією в обидва терміни експерименту. Однак повної нормалізації амплітуди ST на 8 добу спостереження під впливом ПК-66, як і препаратів-порівняння, не було відмічено. При цьому за ефективністю досліджуване похідне хіназоліну як на 4-ту, так і на 8-му добу експерименту, практично співставлялось з препаратами-порівняння (див. табл. 3.3, рис. 3.2).
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Рис. 3.2. ЕКГ щурів з діатермокоагуляційним некрозом міокарда на 4-ту добу після моделювання патології на тлі превентивного в/о введення:            А – 0,9% NаСІ, В – аміодарону (10 мг/кг), Д – мексидолу (100 мг/кг),                Е – тіотріазоліну (100 мг/кг), Ж – сполуки ПК-66 (10 мг/кг), З – корвітину (10 мг/кг)

Таким чином, оцінюючи результати проведеного дослідження, можна зазначити, що курсове лікування ЕІМ у щурів за допомогою сполуки ПК-66 (10 мг/кг, в/оч) в такій же мірі як і аміодароном (10 мг/кг, в/оч), мексидолом (100 мг/кг, в/ос) та тіотриазоліном (100 мг/кг, в/оч) сприяє послабленню ознак ішемічного ушкодження серця. Свідченням  цього є позитивна динаміка на ЕКГ висоти інтервала ST, що може бути ознакою кардіопротекторної дії ПК-66 у заданих умовах експерименту.

3.5. Вплив сполуки-лідера на фізичну витривалість організму в умовах ЕІМ

Відомо, що толерантність до фізичного навантаження при ІМ чітко корелює з величиною зони некрозу та інтенсивністю репаративних процесів, що відбуваються в ішемізованому міокарді [41, 89]. Тому лікарські препарати, які позитивно впливають на перебіг ІМ, мають поліпшувати також загальну фізичну працездатність організму. Її оцінка є непрямим відображенням відновлення функціональних властивостей серцевого м’яза за рахунок його репарації [9, 79, 88]. 
Одним з найбільш доступних та легко створюваних видів фізичного навантаження в лабораторних тварин є плавання [30]. Саме тому, з метою оцінки фізичної витривалості щурів при ІМ, ми використовували плавальний тест. Тривалість плавання тварин враховувалась як показник їх толерантності до навантаження. 

У даному дослідженні використано щурів з діатермокоагуляційним ЕІМ із попереднього дослідження, у яких знімали ЕКГ. Плавальний тест проводили через 30-60 хв. після знімання ЕКГ у ті ж самі терміни експерименту. Отримані дані наведено у табл. 3.4.

Одразу після моделювання ЕІМ фізична витривалість нелікованих тварин знижувалась відносно фонового показника в середньому на 50% (P<0,05). У подальшому на 4 та 8 добу експерименту мало місце певне зростання тривалості плавання щурів з ЕІМ. Однак ці показники були вірогідно меншими від фонового відповідно на 48 та 39% ( табл. 3.4).

Таблиця 3.4   
 Вплив ПК-66 та препаратів-порівняння на тривалість плавального тесту у щурів з ЕІМ (M± m)
	Умови дослідження
	Тривалість плавального тесту (хв)

	
	Фоновий показник,

n=15
	Одразу після моделювання,

n=15
	4 доба,

n=7
	8 доба,

n=7

	ЕІМ +

0,9%NaCl (контроль)
	4,87±0,24
	2,14±0,12*

(-56%)
	2,52±0,12*

(-48%)
	2,94±0,13*

(-39%)

	ЕІМ+

ПК-66
	4,92±0,20
	2,26±0,18*

(-54%)
	3,48±0,22*#

(-29%)
	4,04±0,13*#

(-18%)

	ЕІМ+

аміодарон
	5,16±0,34
	2,90±0,16*

(-48%)
	3,86±0,24*#

(-23%)
	4,14±0,32*#

(-26%)

	ЕІМ+

мексидол
	5,72±0,36
	3,12±0,26*

(-45%)
	4,08±0,32*#

(-29%)
	4,86±0,32*#

(-15%)

	ЕІМ+

тіотриазолін
	4,88±0,34
	2,64±0,18*

(-46%)
	3,20±0,26*

(-34%)
	3,92±0,24*#

(-20%)


Примітки: 
1.* - p≤0,05 відносно фону; 
2. # - p≤0,05 відносно контролю; відсотки в дужках означають динаміку показника відносно фонового показника.

Курсове введення щурам з ЕІМ сполуки ПК-66, як і препаратів-порівнянння, сприяло підвищенню фізичної витривалості організму. На це вказувало зростання величини показника плавального тесту під дією досліджуваних речовин в обидва терміни спостереження. Однак повного відновлення тривалості плавального тесту на тлі ПК-66, як і препаратів- порівняння, на 8 добу експерименту не відмічено. При цьому за ефектив-ністю у зазначений період дослідження ПК-66 співставлялось із препаратами-порівняння, оскільки між показниками їх плавального тесту не виявлено статистично вірогідної різниці.

Оцінюючи результати проведеного дослідження, можна зазначити, що ПК-66 в дозі 10 мг/кг в/оч при курсовому лікувальному введенні щурам з ЕІМ в такій же мірі, як і аміодарон (10 мг/кг, в/оч), мексидол (100 мг/кг, в/оч) та тіотриазолін (100 мг/кг, в/оч), сприяє підвищенню фізичної витривалості тварин, що може бути ознакою кардіопротекторного ефекту у досліджу-ваного похідного хіназоліну.

Таким чином, сполука-лідер ПК-66 володіє достатньо виразною кардіопротекторною дією в умовах ЕІМ. При цьому за величиною захисного ефекту на ішемізоване серце вказана сполука в оптимальній дозі (10 мг/кг в/оч) як при превентивному, так і лікувальному введеннях в організм не поступається аміодарону (10 мг/кг в/оч), мексидолу (100 мг/кг в/оч) та тіотриазоліну (100 мг/кг, в/оч).

Результати проведеного дослідження вказують на доцільність проведення поглибленого вивчення кардіопротекторних властивостей ПК-66. 
ВИСНОВКИ до розділу 3
1. Трьохкратне профілактичне введення тваринам досліджуваних сполук в дозі 10 мг/кг, так само як і аміодарону (10 мг/кг); мексидолу (100 мг/кг) та тіотриазоліну (100 мг/кг), сприяло зменшеню показника летальності щурів у критичний період експерименту. Зазначена дія у найбільшій мірі проявилась на тлі призначення сполук з лабораторними шифрами ПК-32, ПК-51 та      ПК- 66.
2. Аналіз "структура - дія" показав, що кардіопротекторна активність вірогідніше притаманна сполукам, що містять у положенні 3 4-оксохіназолінового циклу n-карбоксифенільний (ПК-66), або етоксикарбоксил-фенілацильний (ПК-32) залишки, і, що суттєво для останнього, важливим є наявність нітрогрупи в положенні 6 молекули.
3. При лікувальному введенні в організм за ступенем кардіопротекторної дії (показником зниження летальності) досліджувані речовини розташовувались у такий ряд: ПК-66 = аміодарон ≥ мексидол > тіотриазолін > ПК-32 > ПК-51. Таким чином, за результатами обох досліджень в умовах ДТК-ІМ, сполукою-лідером визнано ПК-66.
РОЗДІЛ 4

ХАРАКТЕРИСТИКА ЕФЕКТИВНОСТІ СПОЛУКИ ПК-66 НА МОДЕЛЯХ АДРЕНАЛІНОВОЇ ТА НОРАДРЕНАЛІНОВОЇ МІОКАРДІОДИСТРОФІЇ У ЩУРІВ

Адреналінове ушкодження міокарда є важливим елементом патогенезу розвитку ІМ у людини, що може бути як індуктором патологічного процесу, так і частиною каскадного ушкодження серцевого м’язу. Встановлено [169], що  гострий інфаркт міокарда у людини викликає значну травму ендотелію, а також паралельне збільшення концентрації циркулюючих катехоламінів, і адреналіну зокрема. Також виявлено [143], що симпатоадреналова активація є стандартною відповіддю організму на ГІМ, однак вона може перетворитись із захисної реакції у дезадаптивну, що, в свою чергу, може сприяти ушкодженню міокарда із безпосереднім негативним впливом на ендотелій. Не викликає сумніву, що циркулюючі катехоламіни та ендотеліальні ушкодження взаємозв'язані та призводять до збільшення смертності після розвитку ІМ [136]. 
Разом з цим, відомо, що норадреналін також відіграє суттєву роль у розвитку ішемічного ушкодження міокарда, зокрема і ІМ, являючись як фактором захисту, так і ушкоджуючим патогенетичним чинником [8, 47]. Доведено, що під час ішемії міокарда відбувається значний викид норадреналіну, що, на сьогодні, розглядається як один із основних факторів ішемічного ушкодження міокарда, що може супроводжуватись підвищеним аритмогенезом і, відповідно, збільшенням летальності [148]. Одночасно не викликає сумніву участь норадреналіну в кардіопротекції, на що вказує здатність ендогенного норадреналіну імітувати ефекти ІПРК, а також розвиток ішемії при виснаженні його запасів в нервових закінченнях [50 ]. На біохімічному рівні показано, що токсична дія норадреналіну опосеред-ковується супероксидними аніонними радикалами, які запускають каскад механізмів ушкодження міокарда [191]. Встановлено апоптоз-індукуючий ефект на тканини міокарда норадреналіну, що вважається одним із основних механізмів ушкодження тканини при ІМ [208]. Враховуючи вищевикладене, з’ясування впливу ПК-66 на норадреналіновій моделі міокардіодистрофії (НАМД) доведе вплив кардіопротекторні властивості сполуки із враху-ванням одного із основних чинників ІМ.
Саме тому задля характеристики кардіопротекторної активності  сполуки ПК-66 нами обрані експериментальні моделі ішемії міокарда – адреналінова (АМД) за О.О. Марковою та норадреналова міокардіодистрофія (НАМД), що дозволить виявити вплив даної сполуки на адреналінове та норадреналове пошкодження міокарда.

4.1. Вплив ПК-66 на показники летальності тварин в умовах АМД та НАМД
Проведеними дослідженнями встановлено, що АМД викликала у контрольній групі (АМД + 0,9 % Na Cl) загибель 44 % тварин  протягом 24 годин після моделювання патологічного стану (табл. 4.1). Превентивне введення ПК-66, як і аміодарону та мексмдолу призвело до суттєвого зниження летальності в обох експериментальних групах в усі терміни експерименту – 1, 2 та 8 доба експерименту у порівнянні із показниками контрольної групи (р<0,05) (за Вілкоксоном). При цьому летальність в групі «АМД + ПК- 66» становила 12%, а у групі «ПК + аміодарон» – 16 % (р>0,05). Це дозволяє стверджувати, що за ступенем захисної дії на ушкоджене адреналіном серце за показником летальності щурів з АМД сполука ПК-66 (10 мг / кг) співставляється із аміодароном (10 мг /кг) . 
Таблиця 4.1 
Вплив ПК-66 та аміодарону при лікувально-профілактичному внутрішньоочеревинному введенні на летальність щурів з АМД ( %)

	Експериментальні групи
	n
	Динаміка летальності щурів

	
	
	0,5 год
	1 год
	4 год
	1 доба
	8 доба

	АМД + 0,9% NaCl
	25
	44
	44
	44
	44
	44,0

	АМД + ПК 66
	25
	12
	12
	12
	12
	12,0

	АМД + амиодарон
	25
	16
	16
	16
	16
	16

	АМД + мексидол
	25
	15
	15
	17
	17
	17,0


Примітка:

 * – p ≤ 0,05 відносно показників тварин контрольної групи
Моделювання НАМД продемонструвало односпрямованість патоло-гічного процесу з АМД, але призводило до меншої по кількості загибелі тварин (табл. 4.2). 
Таблиця 4.2

Вплив ПК-6, аміодарону та мексидолу на летальність ( %) у щурів у умовах НАМД

	Умови досліду
	n
	Летальність (%) , доба
	Всього

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	

	НАМД+

0,9% NaCl
(контроль)
	14
	0
	7,1
	14,2
	21,4
	50
	50
	50
	50
	50

	НАМД 

+ ПК-66
	14
	7,1
	7,1
	7.1
	7.1
	14,2*
	14,2*
	14,2*
	14,2*
	14,2 *

	НАМД 

+аміодарон
	14
	0
	0
	0
	7,1
	14.2*
	14,2*
	14,2*
	14,2*
	14,2 *

	НАМД

+ мексидол
	14
	0
	0
	0
	0*
	0*
	0*
	0*
	7,1*
	7,1 *


Примітка :

* - р≤0,05, у порівнянні з даними групи контролю (НАМД + 0,9% NaCl)

Експериментальная терапія ПК-66 та препаратами порівняння також призводило до обмеження кількості тварин що загинули. Так, отримані дані вказують на 50 % летальність, яку фіксували в групі НАМД + 0,9% NaCl, починаючи з 1 доби експерименту. Курсове призначення ПК-66, зменшувало загальну летальність, яка склала 14,2 відсотка і даний показник фіксувався починаючи з 1 доби дослідження. Тобто, показники летальності в групі НАМД + ПК-66, починаючи з 1 доби, суттєво відрізнялись від показників контрольної групи НАМД + 0,9% NaCl ( р≤0,05). Порівнюючи результати використання ПК-66 із застосуванням аміодарону та мексидолу при НАМД можемо відмітити, що показники летальності в цих трьох групах не відрізнялись в аналогічні періоди експериментального дослідження (р>0,05). Хоча найменші показники летальності були встановлені в групі НАМД + мексидол.
4.2. Вплив ПК-66 на фізичну витривалість тварин в умовах АМД та НАМД
Із даних, представлених в табл. 4.3  та 4.4, видно, що розвиток АМД та НАМД у нелікованих щурів (контрольна група) супроводжується виразним зменшенням величини показника тривалості плавального тесту в обидва терміни експерименту. 

Таблиця 4.3
Вплив ПК-66 та аміодарону на тривалість плавального тесту у щурів з моделлю АМД (M±m, n=7)

	Умови

досліду
	Тривалість плавання, сек

	
	фон
	2 доба
	8 доба


	Інтактні щурі
	366±24
	382±19
	372±21

	АМД + 0,9 % NaCl (контроль)
	408±32
	162±14#
(-57,6%)
	206±16#
(-44,6%)

	АМД + ПК -66
	388±22
	280±27*
(+ 42,1 %)
	322±21*
(+36%) к

	АМД + аміодарон
	372±18
	224±16*

(+ 27,6 %)і
	284±15*

(+37,9%)

	АМД + мексидол
	366±15
	244±15*

(+ 33,6 %)
	275±19*

(+25,1%)


Примітки: 

1. # – р ≤ 0,05 відносно інтактних щурів
2. * – р ≤ 0,05 відносно контрольних щурів,

Зазначена динаміка плавального тесту у групі контрольних щурів може бути віддзеркаленням зниження фізичної витривалості тварин внаслідок порушення насосної функції ішемізованого серця, викликаного токсичною дією адреналіну. Лікувально-профілактичне курсове (протягом 7 днів) введення щурам на тлі АМД сполуки ПК-66 в дозі (10 мг/кг в/о), як і аміодарону (10 мг/кг в/о) та мексидолу, сприяло відновленню фізичної витривалості щурів, що було помітно вже на 2 добу експерименту. Протягом даного терміну тривалість плавання тварин під дією вказаних речовин вірогідно зросла відносно нелікованих щурів відповідно на 72,8 % та 38,4 % в середньому.
На 8 добу експерименту зростання величини показника плавального тесту на тлі дії ПК-66, як і аміодарону та мексидолу, зберігалось в таких же показниках. При цьому ПК-66 діяла більш ефективно ніж референт-препарат: під її впливом тривалість плавального тесту майже досягала рівня інтактних тварин (р>0,05).
Таким чином, оцінюючи результати проведеного дослідження, можна зазначити, що сполука ПК-66, аміодарон та мексидол спроможна підвищувати фізичну витривалість щурів в умовах АМД, що проявляється зростанням тривалості плавального тесту і свідчить про наявність кардіопротекторного ефекту у цих речовин.
Протекторна дія ПК-66 та референс-препаратів була також зафіксована у тварин з норадреналіновою міокардіодістрофією. Так, з табл. 4.4 видно, що на 8 добу експерименту в групі контрольних щурів з НАМД фізична витривалість тварин вірогідно знизилась на 65,6% порівняно з інтактними щурами, на що вказувало зменшення тривалості показника плавального тесту. Це може бути ознакою погіршення норадреналіном насосної функції серця.  У протилежність цьому в групах щурів, які перед норадреналіном отримували сполуку ПК-66, або аміодарон чи мексидол, тривалість плавання тварин  зросла відносно контролю  відповідно на 98,0; 61,2 та 73,2% (р≤0,05). 
Таблиця 4.4
Вплив ПК-66, аміодарону та мексидолу на тривалість плавального тесту у щурів з моделлю НАМД на 8 добу експерименту (M±m, n=7)

	Умови досліду
	Тривалість плавального тесту

(сек.)

	Інтактні щури
	480,0 ± 60,5

	НАМД+

0,9%NaCl (контроль)
	165 ± 1,7#
(-65,6%)I

	НАМД +
 ПК-66
	326,6 ± 8,20*°

(+98,0%)к

	НАМД +

аміодарон
	266,8 ± 7,2*

(+61,2%)к

	НАМД+

мексидол
	285,7 ± 11,5*

(+73,2%)


Примітки :

1. # - р≤0,05,відносно групи інтактних тварин
2. -* р≤0,05 відносно контролю 
3. ˚ - р≤0,05 відносно аміодарону та мексидолу
Відсотки в дужках означають динаміку показника відносно інтакту (і) або контролю (к). 

Отримані дані можуть бути свідченням спроможності ПК-66, як і препаратів-порівняння, послаблювати кардіотоксичну дію норадреналіну, тобто відновлювати насосну функцію серця.  При цьому за ефективністю  ПК-66 вірогідно переважала аміодарон та мексидол: під її впливом тривалість плавального тесту щурів з НАМД практично сягала рівня  інтактних тварин в той час, як  аналогічні показники на тлі аміодарону та мексидолу статистично відрізнялись від інтакту. Отже, ПК-66 ліпше за аміодарон та мексидол зменшує кардіотоксичну дію норадреналіну.
4.3 Вплив ПК-66  на електрокардіографічні показники в умовах АМД
Враховуючи те, що патологічні зміни, що відбуваються на тлі АМД та НАМД, а також дія та вираженість ефектів ПК-66 були односпрямовані, для подальшого вивчення кардіопротекторних ефектів (електрофізіологічні та біохімічні дослідження) нами була обрана модель адреналінової міокардіодистрофії (АМД)
Загальновідомо, що зміни ЕКГ, є віддзеркаленням функціонального стану серцевого м’язу [134], тому метою даного дослідження було – дати порівняльну характеристику впливу ПК-66 та аміодарону на деякі параметри ЕКГ в умовах АМД для оцінки їх здатності відновлювати скоротливу функцію ішемізованого міокарда. Із даних, наведених в табл. 4.5. видно, що у тварин контрольної групи, зміни ЕКГ зареєстровані як на 2, так і на 8 добу експериментального дослідження, відповідно до вивчених джерел [134, 180], вказує на погіршення функціонального стану міокарда.
Таблиця 4.5
Вплив ПК -66 та аміодарону на деякі показники ЕКГ щурів з моделлю АМД (M±m, n=7)
	Показник
	Доба
	Групи тварин

	
	
	Інтактні щурі
	АМД +
0,9 % NaCl (контроль)
	АМД +
ПК -66
	АМД + аміодарон

	Інтервал 
R-R, с
	2
	0,117±0,004
	0,102±0,003*
	0,115±0,003#
	0,116±0,004#

	
	8
	0,118±0,003
	0,105±0,002*
	0,117±0,002#
	0,114±0,003#

	ЧСС,

уд/хв.
	2
	521±11,026
	591±10,803*
	524±12,320#
	528±10,623#

	
	8
	525±10,035
	578±11,023*
	522±11,723#
	523±10,079#


Продовження таблиці 4.5
	Інтервал QRST, с
	2
	0,0705±

0,0004
	0,0721±

0,004*
	0,0710±

0,0002#
	0,0711±

0,0003#

	
	8
	0,0701±

0,0003
	0,0719±

0,002*
	0,0704±

0,0003#
	0,706±

0,0004#

	Систолічний показник,
абс. вел.
	2
	60,99±0,282


	70,10±0,280*
	62,30±0,455#


	62,14±0,337#

	
	8
	62,30±0,455


	66,21±0,353*
	62,07±0,222#
	62,67±0,446#

	Висота зубця Т над ізолінією,

мв
	2
	0,161±0,023
	0,242±0,012*
	0.172±0,018#
	0.165±0,021#

	
	8
	0,156±0,034
	0,225±0,025*
	0,167±0,032#*
	0,166±0,027#*


Примітки:
1.* – p ≤  0,05 щодо групи інтактних шурів; 
2. # – p ≤ 0,05 щодо групи контрольних щурів (АМД + 0,9 %  NaCl).
У всіх досліджуваних параметрах ЕКГ нелікованих тварин тротягом двох термінів експерименту спостерігалися суттєві відмінності показників ЕКГ відносно  групи  інтактних щурів. Це свідчить про довготривале погіршення функціонального стану міокарда (збільшення систолічного показника), що супроводжується тахікардією (зменшення інтервалу R-R, підвищення ЧСС), трофічними змінами (зростанням висоти зубця Т над ізоелектричною лінією) (р< 0,05).

Лікувально-профілактичне введення ПК – 66 (10 мг/кг), як і аміодарону, (10 мг/кг) супроводжувалось покращенням скорочувальної здатності міокарда,  відновленням ЧСС – показники інтервалу R-R, інтервалу QRST набували значень, подібних до групи інтактних тварин і суттєво відрізнялися від показників групи контролю в аналогічні терміни дослідження. Також на фоні використання ПК-66, як і аміодарону, покращувались функціональні показники – скорочувальна здатність міокарда, що відповідала показникам групи інтактних тварин. Щодо відмінності в дії ПК- 66 та аміодарону нами не виявлено суттєвої  різниці у досліджуваних показниках протягом всього часу експериментального дослідження, що дозволяє констатувати їх аналогічний вплив на ЕКГ- показники, тобто на функціональний стан серця в умовах АМД. Отже, отримані дані свідчать про наявність позитивного впливу       ПК-66, як і аміодарону, на скорочувальну функцію міокарда на фоні АМД за показниками ЕКГ. 
4.4. Вплив ПК-66 на динаміку біохімічних показників ішемізованого серця в умовах АМД
4.4.1 Вплив на показники маркерів ішемії міокарда в умовах АМД
Додаткові докази кардіопротекторних властивостей сполуки ПК-66, як і препарату-порівняння аміодарону, були отримані при аналізі активності маркерних ензимів цитолізу кардіоміоцитів – креатинфосфокінази (КФК) та аспартатамінотрансферази  (АСТ) у сироватці крові (табл. 4.6). 
Таблиця 4.6
Вплив аміодарону та сполуки ПК-66 на активність КФК та АСТ в сироватці крові у щурів з АМД (М±m, n=7)

	№  групи
	Умови досліду
	Термін спостереження
	

	
	
	
	КФК,

од /л
	АСТ,

мкмоль / хв×л

	І
	Інтактні тварини
	2-а доба
	68,8±2,95
	37,1±1,00

	
	
	8-а доба
	67,4±3,14
	37,9±1,02

	ІІ
	АМД без лікуван-ня (контроль)
	2-а доба
	251,7±14,3 *
	78,7±3,02 *

	
	
	8-а доба
	79,1±5,37 *
	47,3±0,70 *


Продовження таблиці 4.6
	ІІІ
	АМД+ ПК-66 
(10 мг/кг, в/о)
	2-а доба
	125,9±
7,13 *,#
	49,2±1,89 *#

	
	
	8-а доба
	64,7±4,08 #
	37,7±2,06 #

	ІV
	АМД+ аміодарон 
(10 мг/кг, в/о)
	2-а доба
	188,8±

10,7 *#ᴼ
	57,5±4,60 *#ᴼ

	
	
	8-а доба
	63,3±4,60 #
	39,6±1,32 #


Примітки: 

1. * – p ≤  0,05 щодо групи інтактних шурів; 

2. # – p ≤ 0,05 щодо групи контрольних щурів;  

3. ᴼ – p ≤ 0,05 щодо групи щурів з адреналіновою міокардіодистрофією, лікованих аміодароном;
4. АМД - адреналінова міокардіодистрофія.
У нелікованих щурів зі змодельованою АМД відмічалось вірогідне підвищення активності вказаних ензимів у сироватці крові відповідно на 265,8 та 112,1% у перший термін спостереження. На 8-у добу експерименту активність КФК та АСТ в сироватці крові тварин групи контролю в 2-3 рази була нижчою порівняно із попереднім терміном, але при цьому залишалась вірогідно вищою (на 17,4 та 24,8%) за референтні показники інтактних тварин, що свідчить про деструктивні зміни в кардіоміоцитах.  

Застосування ПК-66, як і аміодарону, ефективно запобігало підвищенню активності КФК та АСТ в сироватці крові як у гострому періоді, так і у більш пізні терміни АМД. Так, на 2-у добу експерименту  у щурів в групах «АМД+аміодарон» та «АМД+ПК-66» активність КФК була нижчою відповідно на 25,0% та 50%, а АСТ відповідно на 26,9% та 37,5% порівняно із групою контролю. В кінці дослідження зазначена динаміка активності КФК та АСТ зберігалась. При цьому рівні вказаних маркерів ішемії на тлі дії обох речовин практично не відрізнялись від аналогічних показників інтактних тварин. Такі міжгрупові відмінності за показниками цитолізу у щурів з АМД можуть бути свідченням про стабілізацію мембраних структур кардіоміоцитів під впливом лікування сполукою ПК-66 та аміодароном у різні терміни експерименту ( табл. 4.6).

Відомо, що одним із патогенетичних механізмів ішемічного ушкодження міокарда є пригнічення ендотеліальної продукції нітроген монооксиду (NO) [8, 119]. В той же час, підвищення експресії eNOS та збільшення біодоступності ендотеліального NO асоціюється із протиішемічним, кардіопротекторним та ендотеліотропним ефектами [124]. Тому на наступному етапі ми оцінили, як впливають досліджувані засоби на загальну активність NO-синтази в тканинах серця щурів за умов АМД. Слід зазначити, що в міокарді найбільш активно експресується ендотеліальна ізоформа NO-синтази (eNOS) і внесок цього ензиму в загальну продукцію   NO є головним [44, 85].  Результати дослідження засвідчили, що за станом на 2-у та 8-у добу АМД у щурів контрольної групи активність NO-синтази в міокарді була вірогідно (p<0,05) нижчою відповідно на 49,2 та 41,4%, ніж у інтактних щурів, що свідчить про розвиток ішемічного ушкодження кардіоміоцитів (табл.4.7). 
Таблиця 4.7
Вплив сполуки ПК-66 та аміодарону на активність NO-синтази в тканинах серця у щурів з адреналіновим ушкодженням міокарда 

(М±m, n=7)

	№  групи
	Умови досліду
	Термін спостереження
	NO-синтаза,

пмоль / хв. на 1 мг протеїну

	
	
	
	

	І
	Інтактні тварини
	2-а доба
	9,46±0,42

	
	
	8-а доба
	9,55±0,51

	ІІ
	Адреналінова міокардіодистрофія 

без лікування (контроль)
	2-а доба
	4,81±0,36 *

	
	
	8-а доба
	5,60±0,39 *

	ІІІ
	Адреналінова міокардіодистрофія      
+ ПК-66 (10 мг/кг, в/о)
	2-а доба
	6,75±0,54 *#

	
	
	8-а доба
	8,98±0,31 #

	ІV
	Адреналінова міокардіодистрофія + аміодарон (10 мг/кг, в/о)
	2-а доба
	6,86±0,41 *#

	
	
	8-а доба
	8,63±0,40 #


Примітки:
1.   *  – p ≤  0,05 щодо групи інтактних шурів; 

2.  # – p ≤ 0,05 щодо групи контрольних щурів.

Застосування аміодарону вірогідно запобігало розвитку ішемічних порушень у різні терміни АМД: за станом на 2-у та 8-у добу активність      NO-синтази в міокарді щурів групи «АМД+аміодарон» була вірогідно вищою відповідно на 42,6 та 54,1%, ніж у нелікованих щурів. Застосування ПК-66 також запобігало пригніченню міокардіальної продукції NO і за ефективністю не поступалось аміодарону: на 2-у та 8-у добу активність NO-синтази в міокарді в групі «АМД+ПК-66» була відповідно  на 40,3 та 60,4% вищою, ніж в контролі ( табл. 4.7).

4.4.2. Вплив на біоенергетичні процеси в умовах АМД
Результати нашого дослідження засвідчили, що введення адреналіну викликало значні порушення енергетичного обміну в міокарді щурів у різні терміни  експерименту (табл. 4.6). Так, на 2-у добу (гострий період) у щурів групи контролю реєструвався значний дисбаланс в системі аденілових нуклеотидів в міокарді: вміст АТФ був нижчим на 62,3%, в той час як вміст АДФ та АМФ був вищим відповідно на 70,2 та 119,6% порівняно з інтактними тваринами. Виявлені зміни свідчать про розвиток мітохондріальної дисфункції із пригніченням  окисного фосфорилування та його супряження з тканинним диханням в міокарді щурів за умов АМД. Станом на 8-у добу АМД у щурів групи контролю ознаки енергодефіциту залишались досить виразними: вміст АТФ був на 52,9% меншим, а вміст АДФ та АМФ, відповідно, вищим на 81,3 та 96%, ніж у інтактних тварин. АМД асоціювалась із значним падінням енергетичного заряду серцевого м’язу у різні терміни експерименту: в групі контролю цей показник був вірогідно (р<0,05) нижчим на 33,9 та 27,8% станом на 2-у та 8-у добу, ніж у інтактних щурів.

Застосування аміодарону стримувало формування дисбалансу аденілових нуклеотидів в серцевому м’язі щурів за умов АМД: станом на 2-у добу вміст міокардиального АТФ виявився вірогідно (р<0,05) вищим на 47,8%, а АДФ та АМФ, навпаки, меншим на 26,0 та 22,3%, ніж у тварин групи контролю. Застосування аміодарону покращувало процеси окисного фосфорилування в міокарді і при подальшому спостереженні: станом на 8-у добу у щурів в групі «АМД + аміодарон» вміст АТФ був вищим на 34,1%, а вміст АДФ та АМФ – нижчим на 33,5 та 23,5%, ніж в групі контролю. 

Введення сполуки ПК-66, як і аміодарону, також вірогідно (р<0,05) стримувало розвиток гіпоенергетичного стану за умов АМД і за ефективністю не поступалось застосуванню препарату-порівняння. Так, у щурів в групі «АМД + ПК-66» станом на 2-у та 8-у добу міокардіальний вміст АТФ був вищим на 35,3 та 67,1%, а вміст АДФ був нижчим на 28,6 та 39,1%, а АМФ – на 28,6 та 24,5%, відповідно, ніж у щурів групи контролю. Разом з цим, введення сполуки ПК-66, як і аміодарону, викликало майже еквівалентне підвищення (відповідно на 19,5 та 20,2%) енергетичного заряду в міокарді станом на 2-у добу за АМД. Станом на 8-у добу приріст енергетичного заряду в групі «АМД+ПК-66» був більш виразним, ніж в групі «АМД + Аміодарон» – 24,7% проти 16,4%, відповідно (р≤0,05) (табл. 4.8).

Таким чином, характеризуючи результати проведеного дослідження, можна зазначити, що сполука ПК-66 ефективно покращує функціональний стан мітохондрій і за здатністю коригувати вміст аденілових нуклеотидів в міокарді не поступається аміодарону у гострому і, особливо, у підгострому періоді АМД. 

За даними літератури [10, 13, 89] в умовах гіпоксії та енергодефіциту в ішемізованих тканинах відбувається порушення вуглеводного обміну: пригнічуються аеробні шляхи окиснення глюкози, посилюється анаеробний гліколіз та глікогеноліз, накопичується лактат та інші недоокиснені еквіваленти, виникає ацидоз. 
Результати наших досліджень засвідчили, що на 2-у добу експерименту в міокарді у щурів групи контролю реєструвався значний дефіцит глікогену (-69,5%), який залишався досить виразним (-62,9%) і за станом на 8-у добу досліду  (табл. 4.7). 

Таблиця  4.8
Вплив ПК-66 аміодарону на вміст аденілових нуклеотидів в тканинах серця у щурів з адреналіновою міокардіодистрофією (АМД), М±m, n=7

	№

групи
	Умови досліду
	Термін спостереження
	Вміст аденілових нуклеотидів,

мкмоль/г сухої тканини
	Енергетич-
ний заряд

	
	
	
	АТФ
	АДФ
	АМФ
	

	І
	Інтактні тварини
	2-а доба
	3,61±0,09
	1,04±0,03
	0,51±0,02
	0,800±0,005

	
	
	8-а доба
	3,67±0,07
	1,07±0,05
	0,50±0,02
	0,803±0,004

	ІІ
	АМД без лікування (контроль)
	2-а доба
	1,36±0,05*
	1,77±0,16*
	1,12±0,04*
	0,529±0,010

	
	
	8-а доба
	1,73±0,10*
	1,94±0,18*
	0,98±0,05*
	0,580±0,009

	ІІІ
	АМД + ПК-66 
(10 мг/кг, в/о)
	2-а доба
	1,84±0,04*#ᴼ
	1,27±0,06*#
	0,80±0,03*#
	0,632±0,006*#

	
	
	8-а доба
	2,89±0,13*#ᴼ
	1,18±0,09*#
	0,74±0,03*#
	0,723±0,010*#ᴼ

	ІV
	АМД + аміодарон 
(10 мг/кг, в/о)
	2-а доба
	2,01±0,05*#
	1,31±0,08*#
	0,87±0,03*#
	0,636±0,008*#

	
	
	8-а доба
	2,32±0,24*#
	1,29±0,06*#
	0,75±0,03*#
	0,675±0,018*#


Примітки : 
1. * - p ≤  0,05 відносно групи інтактних шурів; 

2. # - p ≤  0,05 відносно групи контрольних щурів; 

3. ᴼ - p ≤ 0,05 відносно групи щурів з адреналіновою міокардіодистрофією, лікованих аміодароном.

Застосування ПК-66, як і аміодарону, стримувало індуковане адреналіном зниження вмісту глікогену в серцевому м’язі у різні терміни експерименту. Так, станом на 2-у та 8-у добу вміст  глікогену в міокарді щурів в групі «АМД + ПК-66» – був вірогідно  (р<0,05) вищим на 68,4 та 88,7%, а у щурів групи «АМД + аміодарон» на 78,4 та 84,3%, відповідно, ніж у щурів групи контролю (табл. 4.9).
Суттєве посилення анаеробного глікогенолізу та гліколізу в умовах АМД також засвідчили статистично значимі зміни вмісту лактату, пірувату і, особливо, їх співвідношення в міокарді тварин дослідних груп.  Так, у нелікованих щурів групи контролю, станом на 2-у добу вміст лактату був вищим на 237%, а пірувату, навпаки, нижчим на 63,4%, ніж у інтактних тварин. За умов АМД співвідношення лактат-піруват підвищилось в 9,42 рази.  Аналогічні, хоча і менш виразні зміни вуглеводного обміну, реєструвались і на 8-у добу АМД: у щурів групи контролю вміст пірувату був нижчим на 62,1%, лактату – вищим на 232%, відношення лактат-піруват зросло в 8,83 рази, порівняно з такими у інтактних тварин. 

Застосування аміодарону стримувало розвиток порушень вуглеводного обміну в серцевому м’язі щурів за умов АМД: станом на 2-у та 8-у добу вміст пірувату виявився вірогідно (р<0,05) вищим на 91,7 та 110,6%, а лактату, навпаки, меншим на 30,0 та 36,8%, ніж у тварин групи контролю. Введення сполуки ПК-66 також вірогідно (р<0,05) сповільнювало активацію анаеробних процесів та запобігало накопиченню лактату в тканинах серця, і за ефективністю не поступалось аміодарону. Так, у щурів в групі «АМД +     ПК-66» станом на 2-у та 8-у добу міокардиальний вміст пірувату – вищим на 67,9 та 98,2%, а лактату, навпаки, нижчим на 22,1 та 28,7%, відповідно, ніж у щурів групи контролю. 

Курсове лікування АМД у щурів сполукою ПК-66, як і аміодароном, сприяло відновленю балансу між анаеробними та аеробними етапами метаболізму глюкози, про що свідчило статистично значиме зниження співвідношення лактат-піруват станом на 2-у добу (відповідно на  54,1% та 63,5%) і, особливо на 8-у добу (відповідно на 64,1 та 70,0%), порівняно із групою контролю. 

Таким чином, курсове лікування експериментальної  АМД сполукою ПК-66 (10 мг/кг, в/о) подібно до аміодарону (10 мг/кг, в/о) сприяє відновленню порушеного біоенергетичного профілю серцевого м’язу щурів в умовах АМД, що, за даними літератури [12, 29,128], можна вважати одним із механізмів їх захисної дії на ішемізоване серце.

Таблиця 4.9
Вплив сполуки ПК-66 та аміодарону на вміст глікогену, пірувату та лактату в тканинах серця у щурів з адреналіновою міокардіодистрофією (АМД), М ± m, n = 7

	№

групи
	Умови досліду
	Термін спостере-ження
	Глікоген, мг/г сухої тканини
	Вміст метаболітів, мкмоль/г сухої тканини

	
	
	
	
	Лактат
	Піруват
	Лактат / Піруват

	І
	Інтактні тварини
	2-а доба
	12,2±0,96
	2,59±0,13
	0,301±0,012
	8,64±0,51

	
	
	8-а доба
	11,9±1,05
	2,55±0,22
	0,298±0,011
	8,58±0,74

	ІІ
	АМД без лікування (контроль)
	2-а доба
	3,71±0,28*
	8,73±0,22*
	0,109±0,007*
	81,4±3,45*

	
	
	8-а доба
	4,42±0,53*
	8,47±0,44*
	0,113±0,006*
	75,8±5,91*

	IІІ
	АМД + ПК-66 
(10 мг/кг, в/о)
	2-а доба
	6,25±0,32* 
	6,80±0,32*#
	0,183±0,004*#ᴼ
	37,3±2,21*#ᴼ

	
	
	8-а доба
	8,34±0,54 *#
	6,04±0,23*#ᴼ
	0,224±0,009*#
	27,2±1,44*#ᴼ

	ІV
	АМД+ аміодарон 
(10 мг/кг, в/о)
	2-а доба
	6,62±0,16*#
	6,11±0,33*#
	0,209±0,008*#
	29,7±2,50*#

	
	
	8-а доба
	8,15±0,47*#
	5,35±0,14*#
	0,238±0,009*#
	22,7±1,20*#


Примітки:
* - p ≤  0,05 відносно групи інтактних шурів (І); 
# - p ≤  0,05 відносно групи контрольних щурів (ІІ); 
ᴼ - p ≤ 0,05 відносно групи щурів з адреналіновою міокардіодистрофією, лікованих аміодароном (ІV).

4.4.3. Вплив на оксидантно-антиоксидантний гомеостаз в умовах АМД
Для уточнення механізмів впливу досліджуваних речовин на процеси вільнорадикального окиснення нами була досліджена активність ключових антиоксидантних ензимів – супероксиддисмутази (СОД) та глутатіон-пероксидази у різні терміни АМД. Як відомо [34], вказані ензими  перешкоджають накопиченню супероксид-аніону та Н2О2 в клітинних та субклітинних структурах і таким чином послаблюють їх руйнування. 
У ході проведеного дослідження нами встановлено, що у щурів контрольної групи відмічалось вірогідне (p<0,05) зниження активності вказаних ензимів в міокарді – на 54,1 та 46,0% за станом на 2-у добу та на 39,1 і 33,1% за станом на 8-у добу АМД, відповідно. Застосування ПК-66 та аміодарону ефективно сповільнювало індуковане адреналіном зниження активності антиоксидантних ензимів в міокарді як у гострому періоді, так і на більш віддаленному етапі АМД. Так, станом на 2-у добу у щурів в групах «АМД+аміодарон» та «АМД+ПК-66» активність СОД  була вищою на 40,9 та 46,9%, а глутатіонпероксидази – відповідно на 20,2 та 29,5% порівняно із групою контролю. В кінці експерименту зазначена динаміка змін вказаних ензимів на тлі дії обох речовин зберігались ( табл. 4.10).

Таким чином, сполука ПК-66, як і препарат-порівняння,  ефективно стримує розвиток оксидативного стресу в серцевому м’язі за умов АМД. Це дає підстави вважати, що кардіопротекторна дія ПК-66 реалізується через модуляцію рівня GSН та підвищення активності антиоксидантих ензимів на різних етапах розвитку АМД. Проведене дослідження показало, що за умов АМД в міокарді мають місце  ознаки оксидативного стресу. На це вказувало як зростання вмісту ТБК-активних продуктів, так і пригнічення системи антиоксидантного захисту (АОЗ) в обидва терміни дослідження. 

Таблиця 4.10
Вплив ПК-66 аміодарону на маркери оксидативного стресу та антиоксидантної системи в тканинах серця у щурів з АМД (М±m, n=7)

	№  групи
	Умови досліду
	Термін спостере-ження
	ТБК-активні продукти,

мкмоль/г тканини
	GSН,
мкмоль/г протеїну
	СОД,

ум. од.

на 1 мг протеїну
	Глутатіон-пероксидаза,

мкмоль / хв. на 1 мг протеїну

	І
	Інтактні тварини
	2-а доба
	11,4±0,49
	7,59±0,33
	5,53±0,22
	81,6±3,77

	
	
	8-а доба
	10,9±0,70
	7,26±0,29
	5,48±0,19
	84,7±1,77

	ІІ
	АМД без лікування (контроль)
	2-а доба
	24,6±1,55 *
	3,08±0,19 *
	2,54±0,20 *
	44,1±3,82 *

	
	
	8-а доба
	20,8±0,44 *
	3,96±0,53 *
	3,34±0,24 *
	56,6±3,81*

	ІІІ
	АМД + ПК-66 
(10 мг/кг, в/о)
	2-а доба
	16,8±0,61 *#
	4,97±0,22 *#
	3,73±0,23 *#
	57,1±3,61 *#

	
	
	8-а доба
	14,9±0,47 *#
	6,13±0,28 *#
	4,66±0,24 *#
	67,8±2,09 *#

	ІV
	АМД + аміодарон 
(10 мг/кг, в/о)
	2-а доба
	15,2±0,69 *#
	5,06±0,23 *#
	3,58±0,25 *#
	53,0±3,2 *

	
	
	8-а доба
	14,1±0,40 *#
	5,97±0,27 *#
	4,57±0,29 *#
	68,3±3,74 *#


Примітка. *  – p ≤  0,05 щодо групи інтактних шурів (І); # – p <0,05 щодо групи контрольних щурів (ІІ).

Так станом на 2-у та 8-у добу експерименту у щурів контрольної групи суттєво зменшувався вміст GSН: він був вірогідно (p<0,05) нижчим відповідно на 59,4 та 45,5%, ніж у інтактних щурів (табл. 4.9).
Введення аміодарону ефективно стримувало формування дефіциту GSН в міокарді: на 2-у та  8-у добу у щурів в групі «АМД+аміодарон» рівень цього трипептиду був вірогідно вищим відповідно на 64,3 та 50,8%, ніж в групі контролю. Сполука ПК-66 не поступалась аміодарону за здатністю підтримувати пул відновленого глутатіону в кардіоміоцитах у різні терміни АМД: на 2-у та 8-у добу вміст GSН в групі «АМД+ПК-66» був вірогідно вищим на 61,4 та 54,8%, ніж в групі контролю.

Таким чином, оцінюючи результати проведеного дослідження, можна зазначити, що курсове лікувально-профілактичне введення щурам з моделлю АМД сполука ПК-66 в дозі   10 мг/кг в/о, як і аміодарону (10 мг/кг, в/о), спряє відновленню в ушкодженому серцевому м’язі порушених показників прооксидантно-антиоксидантної рівноваги (вміст ТБК-активних продуктів, відновленого глутатіону, активності СОД, глутатіон редуктази). Це може бути ознакою наявності у них кардіопротекторного ефекту в умовах оксидативного стресу, а також одним із механізмів захисної дії на ішемізоване серце.

Разом з цим ПК-66 подібно до аміодарону в умовах АМД нормалізує активність АСТ та КФК – маркерів ішемічного пошкодження кардіоміоцитів, відновлює активність NO-синтази, що також свідчить на користь кардіопротекторних властивостей обох речовин.

Позитивні зміни досліджуваних показників, викликаних ПК-66 в умовах адреналінового пошкодження серцевого м’язу, можуть бути ознакою наявності у цієї сполуки, як і у аміодарону, захисної дії на ішемізований міокард, за величиною якої вона практично співставляється із препаратом-порівняння. Важливою перевагою ПК-66 над аміодароном є наявність у цієї сполуки центрального знеболюючого ефекту [76]. Наведені дані вказують на перспективність подальших досліджень фармакологічних властивостей ПК-66, як потенційного кардіопротекторного засобу. 

Відомо, що ключову роль в патогенезі ураження міокарда при ішемії- реперфузії та формуванні кардіоміопатій відіграє мітохондріальна дисфункція [213]. В умовах ішемії в міокарді порушується нормальний перебіг енергопостачаючих процесів: за кисневої депривації зменшується споживання жирних кислот – ключового субстрату тканинного дихання та окисного фосфорилування кардіоміоцитів, знижується вміст АТФ та фосфокреатину, що асоціюється із порушенням чисельних енергозалежних процесів, і в першу чергу, скоротливості та мембранного транспорту. Дисфункція мітохондрій асоціюється з посиленням вільно-радикальних процесів, накопиченням численних токсичних інтермедіатів, недоокисненних продуктів метаболізму, ацидозом, що викликає ушкодження кардіоміоцитів. Цілком очевидно, що потенційні кардіопротектори повинні впливати на різні ланки патогенезу ушкодження міокарда при ішемії-реперфузії, особливо на процеси міто-хондріальної енергопродукції та вільнорадикального окиснення [105].
ВИСНОВКИ до розділу 4

1. При лікувально-профілактичному введенні сполука ПК-66 здатна знижувати летальність щурів з АМД та НАМД в критичні періоди експерименту. Показники летальності в групі з курсовим призначенням ПК-66 суттєво відрізнялись від показників контрольних груп тварин та були подібними до зафіксованих у групах із використанням аміодарону та мексидолу при експериментальній  АМД та НАМД.
2. В умовах АМД сполука ПК-66 здатна нівелювати зміни на ЕКГ та відновлювати фізичну витривалість тварин у плавальному тесті, знижену на тлі розвитку міокардіодистрофії. Варто зазначити, що за динамікою змін ЕКГ та впливом на тривалість плавання щурів сполука ПК-66 (10 мг/кг) не поступається в активності широковживаному лікарському  засобу з доведеною кардіпротекторною активністю – аміодарону. 

3. Розвиток експериментальної АМД у щурів характеризувався посиленням процесів вільнорадикального окиснення, виснаженням системи антиоксидантного захисту (із зниженням вмісту GSH, активності СОД та глутатіонпероксидази), пригніченням продукції NO. Найбільш виразні метаболічні порушення реєструвались у гострому періоді АМД (за станом на    2 добу).

4. Механізми кардіопротекторної дії сполуки ПК-66 можуть реалізуватись через стабілізацію клітинних та субклітинних мембран (про що свідчить динаміка маркерних ензимів цитолізу кардіоміоцитів в сироватці крові та зменшення вмісту ТБК-активних продуктів в міокарді), підвищення ефективності антиоксидантної системи та корекцію клітинного редокс-буферу (про що свідчить підвищення пулу відновленого глутатіону, збільшення активності глутатіонпероксидази та СОД) та протиішемічну дію, асоційовану із модуляцією активності NO-синтази в серцевому м’язі.
РОЗДІЛ 5

ОЦІНКА ЕФЕКТИВНОСТІ ПК-66 ЗА ЙОГО ВПЛИВОМ НА МОРФОЛОГІЧНУ КАРТИНУ ІШЕМІЗОВАНОГО СЕРЦЯ НА ТЛІ АДРЕНАЛІНОВОЇ ТА НОРАДРЕНАЛІНОВОЇ 
МІОКАРДІОДИСТРОФІЇ У ЩУРІВ
Для повноти уявлень щодо спектру та напрямку кардіопротекторної дії ПК 66 були проведені дослідження щодо встановлення здатності дослідної сполуки обмежувати цитодеструктивні процеси кардіоміоцитів та здійснювати протекцію органел клітини в умовах дії цитотоксичних деріватів.

При мікроскопічному дослідженні міокарда, в групі інтактних тварин патологічні зміни не реєструвалися. Мало місце помірне кровонаповнення інтраміокардіальних судин гемомікроциркуляції, з деяким його переважанням з боку венозних судин (венул) і капілярів. Ендотелій судин зі сплощеними ядрами і, практично непомітним, вузьким обідком цитоплазми. Клітинна інфільтрація строми була відсутня. М'язові елементи міокарда були представлені цілісними функціональними волокнами з кардіоміоцитів. М'язові волокна рівномірно забарвлювалися фоновими барвниками, на поздовжніх зрізах їх вставні диски між кардіоміоцитами у вигляді поперечних оксифільних смужок чітко візуалізувалися. Поперечна посмугованість типових кардіо-міоцитів на всьому протязі також була виразною, а поздовжня менш чітко визначалася, а місцями і зовсім не розрізнялася. Товщина (діаметр) кардіоміоцитів в середньому склала 7,9 ± 0,314 мкм, площа поперечного їх перетину - 63,4 ± 0,763 мкм2. У центрі кардіоміоцитів розташовувалося одне (зрідка два) округло-овальне ядро з рівномірно розподіленим хроматином. Площа поперечного перетину ядер в середньому дорівнювала 28,1 ± 0,504 мкм2. Ширина зони перимізію складала в середньому 27 ± 0,614 мкм, ендомізію - 4,4 ± 0,339 мкм (рис 5.1).
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Рис. 5.1. Міокард інтактного щура. 1 - Кардіоміоцити з виразною попереч-ною посмугованістю; 2, 3 – ендомізій, перимізій; 4 - помірне кровонаповнення судин. Забарвлення гематоксиліном та еозином. х 400.  
Разом з цим, у контрольних  щурів в умовах дії кардіотоксичної дози адреналіну в міокарді лівого шлуночка на 2-у добу експерименту відбувається пошкодження стінок судин  кровоносного  мікроциркуляторного русла, які призводять до порушень гемодинаміки серця, а також розвитку зворотних і незворотних структурних змін кардіоміоцитів.  За дії кардіотоксичної дози адреналіну в міокарді лівого шлуночка щурів у зазначений термін експерименту просвіти артеріол повнокровні, містили пристінкові тромби. В стінках артеріол  ендотеліоцити у стані набряку та деструктивно змінені, не утворюють суцільного шару. В венулах просвіти розширені, різко  повнокровні. Ендотеліоцити  в їх стінках також дистрофічно та некробіотично змінені. Паралельно з цими змінами, відбувалось, крайове стояння та посилений діапедез лейкоцитів через стінки венул. У кровоносних капілярах порушений кровотік, стаз, еритроцити формують монетні стовпчики. В стінках капілярів  ендотеліоцити у стані набряку, дистрофічно  та некробіотично  змінені, не утворюють суцільного шару. Базальна мембрана неоднорідна за товщиною та  будовою, розпушена. Такі зміни сприяють підвищенню проникності стінок судин кровоносного мікроциркуляторного русла в міокарді лівих шлуночків щурів з розвитком навколо судинного набряку, крововиливів та гістіо-лейкоцитарної інфільтрації (рис.5.2). Зазначені зміни є наслідком токсичного впливу кардіотоксичної дози адреналіну  на ендотеліоцити в стінках крово-носних судин.
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Рис. 5.2. Фрагмент міокарда лівого шлуночка щура на тлі дії адреналіну,      2 доба (контроль). Забарвлення гематоксиліном та  еозином. Об’єктив х10.  Окуляр10.

Позначення: 1-пристінкові тромби в артеріолах; 2-периваскулярний набряк інтерстицію; 3-повнокровні просвіти венул; 4-лейкоцитарна інфільтрація.

На 8 добу експерименту за дії кардіотоксичної дози адреналіну морфологічні порушення в міокарді щурів були більш вираженими, ніж в попередній термін дослідження. У цей період дистрофічні, гіпертрофічні і некробіотичні процеси, що розвивалися в міокарді,  були незбалансованими та диспропорційними. Нами встановлено переважання дистрофічних змін в кардіоміоцитах. При гістологічних дослідженнях виявили у кардіоміоцитах  паренхіматозну дистрофію з пікнозом ядер. Навколо м’язових волокон наявна проліферація фібробластів, що вказує на  новоутворення сполучної тканини. Артеріоли в міокарді  мали ознаки спазму та лімфогістіоцитарної інфільтрації стінок. При цьому майже відсутніми були гіпертрофовані кардіоміоцити       (рис 5.3).
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Рис  5.3. Фрагмент міокарда  лівого шлуночка щура на тлі дії адреналіну на 8 добу (контроль). Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об’єктив х40.  Окуляр10.

Позначення:1-вогнищевий некроз кардіоміоцитів; 2-гістіолімфоцитарна інфільтрація; 3-розширені повнокровні просвіти кровоносних капілярів;           4- повнокровні просвіти венул.
Подібні зміни відбувались й на тлі введення норадреналіну. Так, у групі тварин, яким вводився норадреналін без корекції, відзначалися виражені зміни дисциркуляторного характеру у вигляді значного рівномірного розширення зони пери- і ендомізію (38,8 ± 0,489 мкм та 11,6 ± 0,371 мкм, відповідно), що свідчить про інтерстиціальний набряк міокарда. У судинах гемомікро-циркуляції (в основному в венулах та капілярах) спостерігали ознаки гіперемії - розширений просвіт судин з незміненою стінкою був виповнений вільно розташованим серед плазми еритроцитами, а також стазу-ендотелій судин набряклий, розширений просвіт самих судин був виповнений деформованими еритроцитами і невеликою кількістю плазми, розподіленої переважно по периферії судини.

Крім того, в частині венул спостерігався сладж-феномен. Також мали місце дрібновогнищеві діапедезні крововиливи в перимізій (рис. 5.4).
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Рис. 5.4. Міокард щура з НАМД без корекції на 8 добу експерименту.         1-набряклий ендотелій судин гемомікроциркуляторного русла; 2-повнокрів'я судин; 3-діапедезні крововиливи. Забарвлення гематоксиліном та еозином.         х 400.  
Спостерігалося також набухання ендотелію шлуночків, локальний субендотеліальний набряк. У стінці артеріол були ознаки плазморагіі. У стромі зрідка зустрічалися невеликі лімфо-гістіоцитарні інфільтрати з невеликим числом фібробластів, а іноді й ліпоцитів (рис. 5.5).
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 Рис. 5.5. Міокард щура з НАМД без корекції на 8 добу ксперименту.            1-вогнищеві лімфо-гістіоцитарні інфільтрати; 2-розширення інтерстицію. Забарвлення гематоксиліном та еозином. х 200.  

Середній діаметр кардіоміоцитів склав 12,4 ± 0,476 мкм, середня площа їх поперечного зрізу - 127,7 ±  0,760 мкм2. З боку значної частини кардіоміоцитів мало місце їх набухання з вираженою еозинофільною гомогенізацією саркоплазми, базофільними пікнотичними ядрами. При цьому більш ніж в 50% ядер збережених кардіоміоцитів встановлена конденсація хроматину у вигляді чітко вираженого його шару з нерівними обрисами біля стінки ядра, а також великих грудочок хроматину в центрі ядра. Площа поперечного зрізу ядер в середньому склала 38,0 ± 0,537 мкм2, фрагментації м'язових волокон не відзначалося. Виявлялися зони міофибрилярної дегенерації і ділянки з розволокненням і хвилеподібною звивистю як поодиноких, так і окремих груп м'язових волокон. А також відзначалася нерівномірність їх забарвлення фоновими барвниками, глибчастий розпад міофібрил кардіоміоцитів. Поряд з цим виявлялися клітини з посиленням анізотропії А-дисків міофібрил, що поєднувалися з укороченням (витонченням) ізотропних дисків, аж до їх повного злиття з утворенням суцільного анізотропного конгломерату, в якому не визначалася поперечна посмугованість (контрактурне пошкодження кардіо-міоцитів) (рис. 5.6).
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Рис. 5.6. Міокард щура з НАМД без корекції на 8 добу експерименту. 1 – контрактурне  пошкодження кардіоміоцитів. Забарвлення гематоксиліном та еозином. х 1000.  
Окремі групи кардіоміоцитів мали, навпаки, значно просвітлену саркоплазму (ознака міоцитолізу). Зустрічалися також поодинокі кардіоміоцити з різким послабленням тинкторіальних властивостей в центральній частині м'язового волокна і збереженням забарвлення саркоплазми в периферичних її зонах. Ядра в таких клітинах мали неправильно овальну форму. Виявлялися невеликі фокуси міокарда з виразною вакуолізацією кардіоміоцитів, їх розпаду без клітинної реакції. Найчастіше зазначені зміни спостерігали в м'язових волокнах, які розташовувалися безпосередньо під ендокардом або поблизу його (рис. 5.7).
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Рис.5.7. Міокард щура з НАМД без корекції на 8 добу експерименту. 1-вакуолізація кардіоміоцитів. Забарвлення гематоксиліном та еозином. х 1000.  
Отже, мікроскопічне дослідження показало,  що на тлі введення в організм щурів  кардіотоксичної дози адреналіну супроводжується суттєвими  змінами структури міокарда піддослідних тварин. А саме, на 2 добу спостереження в  стінках судин кровоносного мікроциркуляторного русла ендотеліоцити не утворюють суцільного шару, вони дистрофічно та некробіотично змінені, що  призводить  до розладів кардіальної гемодинаміки, виникнення крововиливів, периваскулярного набряку строми, та  гістіо- лейкоцитарної інфільтрації, а також  спричиняє появу в кардіоміоцитах  дистрофічних та некробіотичних  змін. 

У термін до 8-ї доби експерименту не відбувається повного відновлення  структури міокарда піддослідних щурів, дистрофічні та некробіотичні  зміни виявляли  як в кардіоміоцитах, так і в стінках судин кровоносного мікро-циркуляторного русла міокарда.
Подібної спрямованості патологічні процеси відбувались на 7 добу введення норадреналіну.
Експериментальна терапія аміодароном для корекції дії  адреналіну на міокард щурів патологічні зміни його структури виявились менш виражені, ніж у контрольних щурів, яким вводили адреналін без корекції. На 2 добу експерименту при мікроскопічному дослідженні виявляли кардіоміоцити, в яких відсутня поперечна посмугованість, а також  ділянки перескорочених кардіоміоцитів, однак такі вогнища менші, ніж у щурів, яким вводили адреналін без корекції.

На тлі дії аміодарону ділянки міокарда з ознаками альтерації кардіоміоцитів  виявлялись рідше, ніж у контрольних щурів. У більшій частині кардіоміоцитів поперечна посмугованість збережена, на відміну від щурів,  яким вводили адреналін без корекції. Вогнища некрозу кардіоміоцитів містили, як правило, одну клітину і виявлялись не у всіх полях зору. Навколо вогнищ некротично змінених кардіоміоцитів  розташовані гіпертрофовані кардіо-міоцити. Вогнища кардіоміоцитів з вакуолярною дистрофією цитоплазми, та з осередкованою гомогенізацією цитоплазми, а також  кардіоміоцити з гіперхромними, пікноморфними ядрами  та перинуклеарним набряком саркоплазми виявляли не у всіх полях зору. На тлі дії аміодарону судини кровоносного мікроциркуляторного русла міокарда були  помірно повнокровні. Просвіти артеріол не звужені,  пристінкові тромби в них менше виражені, ніж у щурів, яким вводили адреналін без корекції. Ендотеліальна  вистелка артеріол  суцільна. Периваскулярний набряк та лейкоцитарна інфільтрація інтерстицію були також менше виражені, ніж у тварин контрольної групи. 
Просвіти венул рівномірно розширені, помірно повнокровні. Ендо-теліальна вистелка венул суцільна. Адгезія та діапедез лейкоцитів через стінки венул  менше виражені, ніж у щурів, яким вводили адреналін без корекції.  Просвіти кровоносних капілярів розширені, помірно повнокровні, однак ендотеліальна вистелка капілярів цілісна. Базальна мембрана  в стінках кровоносних капілярів однорідна за товщиною та забарвленням. Водночас  не виявили діапедезних крововиливів. Інтерстицій навколо капілярів не розпушений, без ознак набряку і містив поодинокі лімфоцити (рис. 5.8).
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 Рис. 5.8. Фрагмент міокарда  лівого шлуночка щура, якому для  корекції дії  адреналіну вводили аміодарон, 2 доба. Забарвлення гематоксиліном та  еози-ном. Об’єктив х40. Окуляр х10.

Позначення: 1-некроз кардіоміоцита; 2-перескорочені кардіоміоцити;         3-розширені та повнокровні просвіти венул; 4-розширені просвіти крово-носних капілярів. 

На 8 добу експерименту у щурів, яким на тлі дії адреналіну вводили   аміодарон, ознаки дистрофічних і альтераційних змін в міокарді лівого шлуночка, як в кардіоміоцитах, так і в стінках судин кровоносного  мікроциркуляторного русла, були менш виражені, порівняно із щурами контрольної групи, в той же термін дослідження. Так, в більшій частині кардіоміоцитів щурів, яким на тлі дії адреналіну вводили аміодарон, наявна  поперечна посмугованість, а саркоплазма забарвлена помірно базофільно. Ендотеліальна вистелка в стінках артеріол і венул суцільна. Тромби в артеріолах і венулах виявляли рідше на відміну від щурів, яким вводили адреналін без корекції. Просвіти венул та кровоносних капілярів менш розширені та помірно повнокровні в порівнянні з такими у контрольних щурів (рис.5.9, 5.10). 
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Рис. 5.9. Фрагмент міокарда щура, якому для корекції дії адреналіну вводили аміодарон, 8 доба. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об’єктив х40.  Окуляр х10.

Позначення: 1- дистрофічно змінені кардіоміоцити; 2-м’язові посмуговані волокна; 3-помірно розширені просвіти кровоносних капілярів; 4-венули; 5-стаз та діапедез лейкоцитів через стінки венул.

У периваскулярних просторах ознаки набряку  менш виражені на відміну від  таких у щурів, яким вводили адреналін без корекції. Також зменшені прояви адгезії та діапедезу лейкоцитів через стінки судин кровоносного мікроциркуляторного русла, а також відсутні  діапедезні крововиливи, що може бути проявом кардіопротекторного ефекту  аміодарону на тлі дії токсичної дози  адреналіну.
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Рис.5.10. Фрагмент міокарда щура, якому для корекції дії адреналіну вводили аміодарон, 8 доба. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об’єктив х40. Окулярх10. 
Позначення:1-некротично змінені кардіоміоцити; 2-перескорочені м’язові волокна; 3-кровоносні капіляри; 4-фібробласти; 5-стаз  лейкоцитів. 
Таким чином, на підставі наведених даних можна зробити висновок, що на тлі дії аміодарону  поширеність і глибина структурних порушень у міокарді лівих шлуночків щурів з моделлю адреналінової міокардіодистрофії були менш вираженими в порівнянні з такими змінами  у тварин контрольної  групи, яким не проводили корекцію. Все це вказує на наявність у даного лікарського засобу кардіопротекторних властивостей в заданих умовах експерименту.

Протекторна дія аміодарону також проявлялась в умовах норадреналінової моделі кардіоміодистрофії. Морфологічними дослідженнями встановлено, що на тлі курсового призначення аміодарону в інтерстиціальних тканинах міокарда, прилеглих до судинної мережі, спостерігалася незначна вогнищева периваскулярна інфільтрація з нечисленними гістіоцитарними елементами і лімфоцитами (рис. 5.11).
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Рис. 5.11. Міокард щура з НАМД на 8 добу після застосування аміодарону. 1 - лімфо-гістіоцитарні елементи; 2 - повнокрів'я капілярів і венул. Забарвлення гематоксиліном та еозином. х 1000.  
Ширина зони перимізію складала в середньому 37,2 ± 0,785 мкм, ендомізію - 9,4 ± 0,635 мкм, тобто, стромальний набряк фіброзної тканини зберігався, але був виражений в меншій мірі. У венулах і капілярах були ознаки гіперемії, а також стазу, при одночасному недокрів'ї артеріол. Вогнищеві крововиливи не спостерігалися, хоча зберігалася дистонія кровоносних судин, переважно венозного компоненту з поодинокими еритроцитарними екстравазатами. Ендотелій судин і шлуночків мав сплощений вигляд (рис. 5.12).
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Рис.5.12. Міокард щура з НАМД  на 8 добу після застосування аміодарону.  Явища стазу (1) і повнокрів'я (2) в судинах гемомікроциркуляції. Забарвлення гематоксиліном та еозином. х 400.  
У той же час зберігалося набухання частини кардіоміоцитів з вираженою еозинофілією цитоплазми, без пікнозу ядер і глибчастого розпаду міофібрил. Товщина кардіоміоцитів в середньому склала 11,5 ± 0,5 мкм, площа поперечного їх перетину - 118,1 ± 0,795 мкм2, площа поперечного зрізу ядер - 34,3 ± 0,578 мкм2. У 30%  ядер збережених кардіоміоцитів виявлено пристінкове (переважно) і \ або центральне розташування ядерного хроматину у вигляді оптично щільних грудочок (його конденсація). Самі ядра в основному мали правильну округло-овальну форму. Фрагментації м'язових волокон на всьому протязі не відзначалося. Тим не менш, виявили ділянки міокарда, де поперечна смугастість м'язових клітин була змазана, спостерігалися зони її відсутності. Зберігалися ділянки контрактурного пошкодження кардіоміоцитів, але в меншій мірі, ніж в попередній групі експериментальних тварин. Також визначалися поодинокі хвилеподібно покручені м'язові волокна (рис. 5.13).
[image: image18.jpg]



Рис. 5.13. Міокард щура з НАМД на 8 добу після застосування аміодарону. 1- хвилеподібно покручені м'язові волокна. Забарвлення гематоксиліном та еозином. х 1000.  
Зазначені зміни в м'язових волокнах спостерігалися повсюдно, але частіше в тих, які розташовувалися в субендокардіальній зоні.     
На тлі застосування мексидолу ширина зони перимізія складала в середньому 35,3 ± 0,731 мкм, ендомізія - 7,6 ± 0,305 мкм. Товщина кардіоміоцитів в середньому дорівнювала 9,2 ± 0,442 мкм, площа поперечного їх перетину - 89,5 ± 1,536 мкм2. Тобто стромальний і клітинний набряк зберігався, але був помірним. З боку судин гемомікроциркуляції реєстрували незначну венулярно-капілярну гіперемію, в основному в субендокардіальній зоні. Крововиливів і еритроцитарних екстравазатів не виявлено (рис. 5.14).
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Рис. 5.14. Міокард щура з НАМД на 8 добу після застосування мексидолу.   1-помірний набряк інтерстицію; 2-повнокрів'я капілярів. Забарвлення гематоксиліном та еозином. х 200.  
Ендотелій судин і шлуночків серця мав звичайний вигляд. Клітинна інфільтрація строми була виражена незначно і представлена у вигляді поодиноких гістіоцитів, що нерегулярно визначаються. Фрагментації м'язових волокон на всьому протязі не спостерігалося, але зустрічалися поодинокі хвилеподібно покручені волокна. На більшому протязі поперечна посмугованість типових кардіоміоцитів була виразною, а поздовжня - не скрізь розрізнялася. При цьому також мало місце набухання одиночних кардіоміоцитів з гомогенною еозинофілією цитоплазми і пікнозом ядер, такі волокна визначалися в субендокардіальній зоні (рис. 5.15).
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Рис. 5.15. Міокард щура з НАМД на 8 добу після застосування мексидолу. 1- кардіоміоцити з гомогенізованою саркоплазмою. Забарвлення гематоксиліном та еозином. х 400.  

Площа поперечного зрізу ядер склала 29,3± 0,843 мкм2. Конденсація хроматину була виявлена менш, ніж в 25% ядер і мала в основному пристінкове розташування. 

Дослідження кардіотропних властивостей ПК-66 продемонструвало його здатність покращувати морфологічну картину кардіоміоцитів на тлі адреналінової та норадреналінової моделях міокардіодістрофії. При застосуванні сполуки ПК-66 для корекції токсичної дії адреналіну на міокард щурів в усі терміни дослідження  патологічні зміни  його структури менш виражені, ніж у щурів, яким вводили адреналін без корекції (рис.5.16, 5.17). 
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 Рис. 5.16. Фрагмент міокарда щура, якому для корекції дії адреналіну вводили  сполуку ПК-66, 2 доба. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об’єктив х40,  окуляр х10.

Позначення: 1-чітко контуровані ядра  кардіоміоцитів; 2-саркоплазма кардіоміоцитів; 3-фібробласти; 4-помірно розширені просвіти капілярів без стазів форменних елементів крові.

У більшій частині кардіоміоцитів поперечна посмугованість  збережена. Вогнища кардіоміоцитів, у саркоплазмі  яких  відсутня поперечна посмугованність, а також  ділянки перескорочених кардіоміоцитів,  менші, ніж у щурів яким вводили адреналін без корекції. Вогнища некрозу кардіоміоцитів містили, як правило, одну клітину і виявляли не у всіх полях зору. Навколо  некротично змінених кардіоміоцитів  розташовані гіпертрофовані кардіо-міоцити, однак їх чисельність була більшою,  ніж у щурів, яким вводили аміодарон для корекції дії адреналіну. Ділянки міокарда з ознаками дистрофії цитоплазми  та альтерації кардіоміоцитів, виявляли рідше, ніж у щурів, яким вводили адреналін без корекції.
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Рис. 5.17. Фрагмент міокарда щура, якому для корекції дії адреналіну вводили  сполуку ПК-66, 2 доба. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об’єктив х10,  окуляр х10.

Позначення: 1-вогнищевий некроз  кардіоміоцитів; 2- розширені просвіти венул; 3- незначно розширений та помірно повнокровний просвіт венули.

На 8 добу дослідження у щурів, яким на тлі дії адреналіну вводили   сполуку ПК-66,  ознаки дистрофічних і некробіотичних змін в міокарді лівого шлуночка, як в кардіоміоцитах, так і в стінках судин кровоносного  мікроциркуляторного  русла, були подібними до таких у щурів, яким для корекції кардіотоксичної дії адреналіну вводили аміодарон, та менше виражені, ніж у щурів, яким вводили адреналін без корекції  в той же термін дослідження.

Кардіоміоцити міокарда лівого шлуночка  мали   однаковий діаметр і форму. В саркоплазмі більшої частини кардіоміоцитів щурів, яким на тлі дії адреналіну вводили  сполуку ПК-66, наявна характерна поперечна посмугованість. Ядра в кардіоміоцитах  розташовані в центрі, овальної форми, хроматин в них просвітлений в центрі і конденсований по периферії.

Ендотеліальна вистелка в стінках артеріол і венул  суцільна. Тромби в артеріолах і венулах виявляли не у всіх полях зору на відміну від щурів, яким вводили адреналін без корекції. Просвіти венул та кровоносних капілярів  менш розширенні та помірно повнокровні в порівнянні з такими у контрольних щурів (рис 5.18). 
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Рис. 5.18. Фрагмент міокарда щура, якому для корекції дії адреналіну вводили  сполуку ПК-66, 8 доба. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Об’єктив х40, окуляр х10.

Позначення: 1-ядра кардіоміоцитів; 2-саркоплазма кардіоміоцитів;            3- проліферація фібробластів; 4-розширені просвіти капілярів; 5-розширені просвіти венул.

У периваскулярних просторах ознаки набряку  менше виражені  порівняно з такими у щурів, яким вводили адреналін  без корекції.  Також  зменшені прояви адгезії та діапедезу лейкоцитів через стінки судин кровоносного мікроциркуляторного русла, та  відсутні  діапедезні крововиливи, що може свідчити про кардіопротекторну дію сполуки ПК-66, як і аміодарону, на тлі токсичного  впливу адреналіну.
В умовах норадреналінової іноксикації дія ПК-66 була односпрямованою з дією на фоні цитотоксичної дії адреналіну. 

Так, при  застосуванні сполуки ПК-66 ширина зони перимізію складала в середньому 29,38 ± 1,265 мкм, ендомізію - 5,0 ± 0,333 мкм, і була близькою до показників у контролі. Товщина кардіоміоцитів в середньому дорівнювала 8,1 ± 0,546 мкм, площа поперечного їх перетину - 68,5 ± 2,0 мкм2. Були відсутні достовірні ознаки стромального і целюлярного набряку. З боку судин гемомікроциркуляції мало місце помірне, відносно рівномірне, їх крово-наповнення, без ознак дистонії та діапедезу еритроцитів. Ендотелій судин і шлуночків зберігав звичайну гістологічну будову. Клітинна інфільтрація строми була відсутня. Набухання поодиноких кардіоміоцитів з еозинофілією і гомогенізацією цитоплазми і пікнозом ядер визначалися лише в субендокардіальних відділах. В інших кардіоміоцитах чітко проглядалася поперечна посмугованість, ядра кардіоміоцитів мали правильну округло-овальну форму, площа поперечного перерізу їх в середньому дорівнювала 28,4  ± 0,777 мкм2. Конденсація хроматину виявлена менш, ніж у 15% ядер і мала в основному пристінкове розташування (рис. 5.19).

[image: image24.png]



Рис. 5.19. Міокард щура з НАМД  на 8 добу після застосування  ПК-66.      1-кардіоміоцити з виразною поперечною посмугованістю; 2-помірне повно-крів'я капілярів. Забарвлення гематоксиліном та еозином. х 1000.
Таким чином, аналіз гістологічних препаратів міокарда на світлооптичному рівні показав, що у всіх експериментальних групах у тварин мало місце пошкодження кардіоміоцитів, зміни судин гемомікроциркуляції і порушення кровопостачання серцевого м'яза. Однак виявлені патологічні зміни мали різну ступінь виразності і поширеності залежно від застосованого фармакологічного засобу. Найбільші зміни відбулися в міокарді тварин після введення одного норадреналіну без корекції, що підтверджувалося морфометричними даними: так, розширення зони пери- і ендомізію складало 38,8 ± 0,489 мкм та 11,6 ± 0,371 мкм в порівнянні з інтактною групою 27,0 ± 0,614 мкм і - 4,4 ± 0,339 мкм відповідно, p<0,001. В даному випадку зустрічалися ділянки міокарда з вираженою дистрофією, набряком і, навіть загибеллю окремих кардіоміоцитів, утворенням (у відповідь на альтерацію) невеликих вогнищ продуктивного запалення, що складалися головним чином з  макрофагів, лімфоцитів і невеликої кількості фібробластів. Характер запалення свідчить, що на 7 добу після застосування норадреналіну, в міокарді щурів ще не закінчилося ремоделювання пошкоджених ділянок, а також зберігалася проліферація фібробластів у зоні запалення. Застосування кардіопротекторів зменшило ступінь і поширеність патологічних змін в міокарді, викликаних експериментальною ішемією. При цьому, найменш вираженим захисний ефект спостерігався у разі застосування аміодарону. У міокарді зберігалися ознаки набряку, розлади кровообігу у вигляді стазу і ерітропедезу, мали місце осередки продуктивного запалення і значних дистрофічних змін кардіоміоцитів. При використанні мексидолу також виявлялися поодинокі патологічно змінені серцеві м'язові волокна, розсіяні гістіоцитарні елементи в стромі, однак розлади кровообігу і явища набряку (як стромального так і внутрішньоклітинного) були значно меншими. Найбільший протекторний ефект відзначений у разі застосування сполуки ПК-66. До кінця експерименту у тварин, які отримували ПК-66, зміни в міокарді мали мінімальний характер, гістологічна будова серцевого м'яза була близькою до такої в інтактній групі. Ознаки запалення і виражених розладів кровообігу відсутні. Зауважимо, що в порівнянні з інтактним міокардом, де мало місце деяке збільшення показників ширини стромальних просторів і діаметру кардіоміоцитів, що свідчить про збереження міжклітинного і внутрішньоклітинного набряку, проте зазначені патоморфологічні зміни інтерстицію та кардіоміоцитів не мали альтераційного характеру, що спостерігалося в інших експериментальних групах. Крім того, зберігалося набухання поодиноких кардіоміоцитів з еозинофілією і гомогенізацією цитоплазми, і пікнозом ядер. Але ці зміни визначалися лише в субендокардіальній зоні і мали мозаїчний (нерегулярний) характер.

Таким чином, результати проведеного дослідження показали, що курсове  внутрішньоочеревинне введення щурам сполуки ПК-66 в дозі 10 мг/кг в умовах адреналінової та норадреналінової міокардіодистрофії так само, як і  аміодарону (10 мг/кг в/оч), сприяє послабленню ознак дистрофічних та деструктивних процесів в ушкодженому серцевому м’язі, що може бути ознакою наявності  кардіопротекторної дії у досліджуваного похідного хіназоліну в заданих умовах експерименту. При цьому за ступенем захисного ефекту на міокард в умовах дії кардіотоксичної дози адреналіну сполука ПК-66 не поступалась препарату-порівняння.
ВИСНОВКИ до розділу 5 

1. На тлі введення в організм щурів  кардіотоксичної дози адреналіну та норадреналіну відбувається суттєва  зміна структури міокарда піддослідних тварин. В стінках судин кровоносного мікроциркуляторного русла ендотеліоцити не утворюють суцільного шару, вони дистрофічно та некробіотично змінені, що  призводить  до розладів кардіальної гемодинаміки, виникнення  крововиливів, периваскулярного набряку строми, та  гістіо- лейкоцитарної інфільтрації.
2. Виявлені патологічні зміни мали різний ступінь виразності і поши-реності в залежності від застосованого фармакологічного засобу. Найбільші зміни спостерігалися в мікроструктурі міокарда контрольних тварин після введення адреналіну та норадреналіну без корекції. Застосування ПК-66, як і препаратів-порівняння, сприяло зменшенню ступеня і поширеності патологічних змін.

3. Ввведення щурам сполуки ПК-66 (10 мг/кг, в/о) в умовах адреналінової та норадреналінової міокардіодистрофії так само, як і аміодарону (10 мг/кг, в/о), сприяло послабленню ознак дистрофічних та деструктивних процесів в ушкодженому серцевому м’язі, що може бути ознакою наявності  кардіопротекторної дії  у досліджуваного похідного хіназоліну в заданих умовах експерименту. При цьому за ступенем захисного ефекту на міокард в умовах дії кардіотоксичної дози адреналіну та норадреналіну сполука ПК-66 не поступалась препарату-порівняння.
РОЗДІЛ 6
Вплив ПК-66 на основні показники кардіальної та центральної гемодинаміки у кролів з моделлю гострої ішемії міокарда
Наступним етапом дослідження стало вивчення впливу сполуки-лідера ПК-66 на показники гемодинаміки  за умов експериментальної гострої ішемії міокарда (ГІМ) у кролів у порівнянні з аміодароном. Як відомо, одним із важливих показників функціонування міокарда є показники гемодинаміки, що дозволяють оцінити позитивний протекторний ефект речовин, які вивчаються на фоні ІМ в експериментальних дослідженнях [158]. Під впливом багатьох патогенетичних чинників при ІМ розвиваються  суттєві гемодинамічні порушення функціонування міокарда, що можуть призводити в клінічних умовах до летальних наслідків і є предикторами даних ускладнень [38, 92]. Гемодинамічні порушення є відображенням ступеню ушкодження міокарда при ІМ [158] і можуть бути не тільки діагностичними ознаками, а і критеріями ефективності застосованої терапії. За даними  досліджень [106, 182], саме показники гемодинаміки дозволяють оцінити площу ушкодження міокарда, спрогнозувати розвиток ускладнень та витоки патології. 

Тому дослідження гемодинамічних показників дії ПК-66 у порівнянні з аміодароном на фоні ішемії міокарда було наступним етапом нашого експерименту. 

Нами встановлено, що при моделюванні патології у нелікованих кролів з ІМ мала місце тенденція щодо зниження ЧСС (табл. 6.1), що ймовірно обумовлено здатністю адреналіну збуджувати центр вагуса [44]. 
Таблиця 6.1
Вплив ПК-66 та аміодарону на ЧСС (уд./хв) на моделі гострої ішемії міокарда у кролів (М±m, n=5)

	Групи тва-рин
	Ста-тист. показ-ник
	Вихідний контроль
	Введення
дослідної речовини
	30 хв
	А+К
	15 хв
	30 хв

	Кон-троль 
	M

±m
	283,20±8,10
	-

-
	-

-
	266,20±8,62
	269,80±8,44
	296,25±2,44

	
	%
	-
	-
	-
	-6,00
	-4,73
	4,60

	ПК-66
	M

±m
	269,00±17,00
	288,80±
10,21
	262,40±12,71
	257,00±12,32
	255,80±11,97
	256,75±13,17

	
	%
	-
	7,36
	-2,45
	-4,46
	-4,90
	-4,55

	Аміо-дарон
	M

±m
	260,4±

6,55
	257,2±

8,2
	239,80±7,18
	239,60±8,17
	218,00±11,76
	257,00±9,65

	
	%
	-
	-1,22
	-7,91
	-7,98
	-16,28*
	-1,30


Примітки:

1. * - р≤0,05, у порівнянні з даними вихідного контролю;
2. А+К – введення адреналіну та кофеїну. 

Профілактичне введення аміодарону викликало достовірне зниження на  16 % відносно фонового показника ЧСС через 15 хв  після моделювання ГІМ введення кофеїну і адреналіну з наступною його нормалізацією. Це відповідає даним літератури щодо ефективності застосування аміодарону [102] для корекції тахікардії при різноманітних ушкодженнях міокарда і ІМ, зокрема. Профілактичне введення тваринам ПК-66 вірогідно не впливало на ЧСС після моделювання ГІМ. 
Моделювання ГІМ у кролів, шляхом в/в введення кофеїну бензоату (кофеїну) і адреналіну гідрохлориду (адреналіну) без корекції, супровод-жувалось також вірогідним зменшенням хвилинного об’єму крові  (ХОК)   (табл. 6.2). 
Таблиця 6.2
Вплив ПК-66 та аміодарону на ХОК (л / хв.) на моделі гострої ішемії міокарда у кролів (М±m, n=5)

	Групи

 тварин
	Ста-тист. показ-ник
	Вихідний контроль
	Введен-ня дослід.
 р-ни
	30 хв
	А+К
	15 хв
	30 хв

	Кон-троль 
	M

±m
	0,994±
0,012
	
	
	0,904±
0,012
	0,914±
0,006
	0,905±
0,008

	
	%
	-
	-
	-
	-9,05*
	-8,04*
	-8,95*

	ПК-66
	M

±m
	0,982±
0,021
	0,992±
0,019
	0,96±

0,031
	0,958±
0,030
	0,93±
0,021
	0,935±
0,004

	
	%
	-
	+1,01
	-2,24
	-2,44
	-5,29
	-4,78

	Аміо-дарон
	M

±m
	0,992±

0,008
	1,004±

0,005
	0,956±

0,006
	0,936±

0,0109
	0,922±

0,013
	0,932±

0,014

	
	%
	-
	+1,20
	-3,62
	-5,64
	-7,05
	-5,99


Примітки :

1. * - р≤0,05, у порівнянні з даними вихідного контролю;
2. А+К – введення адреналіну та кофеїну. 

На думку багатьох дослідників, зменшення ХОК  обумовлене зменшенням скорочувальної активності міокарда, що пов'язують з розвитком ішемії [158 ]. У нелікованих тварин мало місце зниження ХОК вірогідне одразу після моделюванні ГІМ, а також на 15 та 30 хв експерименту відповідно на 9,05%, 8,04% та 8,95% від фонового показника. Сполука ПК-66, як і аміодарон, викликали односпрямовані зміни, помірно знижуючи ХОК при моделюванні даної патології (табл. 6.2).
Внаслідок вищезазначених змін у роботі серця, у нелікованих кролів з ГІМ спостерігалося також зниження САТ та суттєве збільшення  ЗПОС (табл. 6.4 та 6.5), яке обумовлено раптовим зменшенням ХОК і зниженням ЧСС, що активує синокаротидні і аортальні барорецептори [134], і викликає виділення в кров великої кількості адренергічних речовин, що, в свою чергу, викликає поширену вазоконстрикцію із вираженими гемодинамічними порушеннями [136]. Тому наступні зміни показників гемодинаміки (табл. 6.3 та 6.4) ймовірно обумовлені вазоконстрикцією, викликаною дією, в першу чергу, адреналіну. При експериментальній ГІМ без корекції спостерігалось значне зростання (на 24,5%) максимального тиску в лівому шлуночку (МТЛШ), з подальшим зниженням цього показника  на 16,4% відносно фону через 30 хв спостереження (табл. 6.3). 
Таблиця 6.3
Вплив ПК-66 та аміодарону  на МТЛШ (мм рт.ст.) на моделі гострої ішемії міокарда у кролів,  (М±m, n=5)

	Групи тварин
	Статистичний по-казник
	Вхідний конт-роль
	Введен-ня дослідж. речови-ни
	30 хв
	А+К
	15 хв
	30 хв

	Кон-троль
	M
	128,00±

4,07
	-


	-


	159,40±

9,62
	125,60±

8,39
	107,00±

2,93

	
	±m
	
	
	
	
	
	

	
	%
	-
	-
	-
	24,53*
	-1,87
	-16,40*

	ПК-66
	M

±m
	151,40±
7,35
	159,80±
5,12
	152,40±

4,43
	147,80±
5,37
	124,40±
6,55
	142,60±
6,97

	
	%
	-
	5,54
	0,66
	-2,37
	-17,83*#
	-5,81


Продовження таблиці 6.3
	Аміо-дарон
	M

±m
	162,80±

8,73
	183,80±
11,47
	172,80±

11,69
	163,80±

10,12
	161,60±

8,68
	166,80±

7,52

	
	%
	-
	12,89
	6,14
	0,61
	-0,73
	2,45


Примітки: 
1. * -  р≤0,05 у порівнянні з даними вихідного контролю,    
2. # p≤0,05 відносно аміодарону
3. А+К – введення адреналіну та кофеїну 
Профілактичне введення сполуки ПК-66 запобігало підвищенню МТЛШ зразу після  введення адреналіну та кофеїну, з подальшим зниженням показника (р<0,05) та його  нормалізацією на 30 хв спостереження. Введення аміодарону також вірогідно нівелювало зміни, що спостерігалися у тварин без корекції. Однак за ефективністю він поступався ПК-66 (p<0,05). В групі контрольних кролів одразу після моделювання ГІМ  мало місце короткочасне вірогідне підвищення САТ (на 7,58% порівняно з фоновим показником), з подальшим достовірним його зниженням, яке реєструвалося на 15 і 30 хв спостереження (табл.6.4).
Таблиця 6.4
Вплив ПК-66 та аміодарону на рівень САТ (мм рт.ст.) на моделі гострої ішемії міокарда у кролів, (М±m, n=5)

	Групи тварин
	Ста-тист. показ-ник
	Вхідний кон-троль
	Введення досліджу-ваної

речовини
	30 хв
	А+К
	15 хв
	30 хв

	Кон-троль 
	M

±m
	126,6±
2,57
	
	
	136,2±
2,53
	114,6±
2,84
	110±
3,55

	
	%
	-
	-
	-
	+7,58*
	-9,47*
	-13,11*

	ПК-66
	M

±m
	156,8±
3,10
	148,4±
4,27
	148,6±
4,56
	146,2±
2,35
	149±
3,94
	147,4±
1,59

	
	%
	-
	-5,35
	-5,22
	-6,76*
	-4,97
	-5,99

	Аміо-дарон
	M

±m
	149,6±
1,55
	145±3,83
	145,8±
3,88
	139,8±
3,50
	141,8±
2,89
	140,6±
3,53

	
	%
	-
	-3,07
	-2,54
	-6,55
	-5,21
	-6,01


Примітки:

1.  * -  р≤0,05, у порівнянні з даними вихідного контролю,

 2.  А+К – введення адреналіну та кофеїну 

Профілактичне введення  ПК-66, як  і аміодарону, протидіяло підвищенню САТ при ГІМ, зменшуючи  зміни САТ при даній патології. 

У контрольній групі кролів без корекції  спостерігалося також  достовірне збільшення ЗПОС, особливо одразу після моделювання ГІМ – на 30,08% відносно фонового показника (р< 0,05)  (табл. 6.5).
Таблиця 6.5
Вплив ПК-66 та аміодарону на ЗПОС (дин*с/см) на моделі гострої ішемії міокарда у кролів, (М±m, n=5)

	Групи тварин
	Ста-тист. показ-ник
	Вхідний кон-троль
	Введення дослідж.
речовини
	30 хв
	А+К
	15 хв
	30 хв

	Кон-троль 
	M±m
	9705,6

±281,6
	-

-
	-

-
	12625,6

±391,9
	11314,8

±122,5
	11259,5

±171,3

	
	%
	-
	-
	-
	+30,08*
	+16,5*
	+16,01*

	ПК-66
	M±m
	12980,8

±152,4
	11929,4

±146,6
	12422

±228,7
	12018,6

±319,7
	11705

±316,0
	12600
±200,5

	
	%
	-
	-8,09
	-4,30
	-7,4
	-9,82*#
	-2,69

	Аміо-дарон
	M±m
	11812,8

±85,5
	11566

±349,4
	12141,2

±258,9
	11600,8

±324,7
	11515

±181,6
	12196,5

±316,8

	
	%
	-
	-2,08
	2,78
	-1,79
	-2,52
	3,24


Примітки:

1. *-  р≤0,05, у порівнянні даними вихідного контролю;
2. # - p≤0,05 відносно аміодарону;
3. А+К – введення адреналіну та кофеїну. 
Превентивне введення  тваринам ПК-66, як і  аміодарону,  нівелювало зазначені  зміни ЗПОС при даній  патології,  знижуючи величину даного показника на 15 і 30 хв спостереження. При цьому дія ПК-66 на 15 хв експерименту була статистично вірогідною. За впливом на ЗПОС досліджувані речовини розташовуються в ряду наступним чином: ПК-66> аміодарон.
 Відомо [134, 152], що зростання  ЗПОС є предиктором розвитку кардіогенного шоку, що може призвести навіть до смерті пацієнта. Тому властивість сполуки ПК-66 в більшому ступені знижувати ЗОПС у порівнянні з аміодароном, вказує на її більшу потенційну кардіопротекторну ефективність при виникненні  ускладнень ІМ в клініці.

Отже, наведені дані свідчать про суттєвий позитивний вплив ПК-66 на основні гемодинамічні показники у кролів на фоні ГІМ. При цьому за ефективністю зазначена сполука не поступається, а подекуди і превалює над  аміодароном, зокрема, за спроможністю знижувати МТЛШ та ЗПОС. Наведені дані щодо здатності ПК-66 нормалізувати основні показники кардіальної та системної гемодинаміки у  кролів з експериментельною ГІМ вказують на доцільність подальшого вивчення досліджуваної субстанції з метою використання як кардіопротектора в умовах ішемічного ушкодження серцевого м’яза. 
ВИСНОВКИ до розділу 6
1. Моделювання патології у нелікованих кролів з ІМ призводило до зниження частоти сердцевих скорочень, зростанню максимального тиску в лівому шлуночку; підвищенню систоличного артеріального тиску та достовірного збільшення загального периферичного опору судин.
2. Профілактичне введення ПК-66 сприяло нормалізації показників загальної гемодинаміки (ЗПСС, ХОК та САТ) при ГІМ, не поступаючись за ефективністю препарату порівняння аміодарону, перевершуючи його за спроможністю знижувати ЗПОС та МТЛШ. 
РОЗДІЛ 7

Аналіз та узагальнення результатів проведених досліджень
Недостатня ефективність сучасних лікарських препаратів (нітратів, бета-адреноблокаторів, блокаторів кальцієвих каналів, вазодилятаторів та ін.), які використовуються при ІХС в якості кардіопротекторних засобів, а також наявність у них різноманітних побічних ефектів, що обмежує їх широке застосування у клініці [14, 42, 123, 157] спонукає до пошуку нових молекул із захисною дією на ішемізоване серце, перспективних для створення на їх основі більш ефективного та безпечного препарату із вказаною дією.

Тому сьогодні активно вивчається питання кардіопротекції і проводиться пошук нових засобів медикаментозної терапії із  кардіопротекторними властивостями. Одним із важливих показників функціонування міокарда є показники гемодинаміки, електрокардіографічні та біохімічні показники що дозволяють оцінити позитивний протекторний ефект субстанцій, які вивчаються на фоні ІМ і є еталоном в експериментальних дослідженнях [6, 102].


Кардіопротекція при ІМ залишається  актуальним питанням в медицині і в фармакології зокрема. Кардіопротекція при ІМ є досить суттєвим фактором що впливає на наслідки терапії і виживання пацієнтів не зважаючи на використання тромболізису [57, 116, 123, 193]. Недостатня ефективність і наявність побічних (негативних) реакцій у сучасних кардіопротекторних засобів спонукають до пошуку нових молекул з зазначеним дією, перспективних для створення на їх основі більш ефективних і безпечних лікарських препаратів  [49, 123, 199]. Пошук нових ліків проводиться у всьому світі і включає як вивчення протективних властивостей давно відомих субстанцій [135, 138, 174, 189, 190, 199] так і вивчення нових синтезованих речовин з потенційною протекторною активністю [194, 196]. На думку багатьох дослідників [88, 102] другий шлях є більш перспективним в науково-практичному плані.
У цьому плані  привертають увагу мало вивчені похідні 4-оксо(аміно-) хіназоліну і подібні до них сполуки, що володіють поліфункціональними фармакологічними властивостями (анальгетична, протизапальна, протигіпо-ксична, актопротекторна, стимулюча впливом на кровопостачання серця і мозку [4,65,66,70]. Це дає підставу сподіватися на наявність у речовин цього класу захисної дії на ішемізований міокард. Дана гіпотеза стала підставою для проведення даного експериментального дослідження.

Скринінг кардіопротекторної активності в ряду 10-и похідних 4-оксо(аміно-)хіназоліну проведено на моделі гострого діатермокоагуляційного інфаркту міокарда (ДТК-ІМ) у щурів при різних режимах введення в організм у емпірично взятій дозі 10 мг/кг в/о. Вказана доза досліджуваних речовин, за даними літератури [4, 71], проявляє виразну протигіпоксичну та протиішемічну дію в умовах гострого порушення мозкового кровотоку у щурів, що і визначало її вибір у скринінговому дослідженні.
У ході проведеного дослідження встановлено, що профілактичне курсове введення щурам  з ДТК-ІМ похідних 4-оксо(аміно-)хіназоліну так само, як препаратів-порівняння  аміодарону (10 мг/кг в/о), мексидолу (100 мг/кг в/о) або тіотриазоліну (100 мг/кг в/о), супроводжувалось зменшенням величини показника летальності тварин у критичний період експерименту. Така дія досліджуваних похідних хіназоліну, як і референс-препаратів у заданих умовах експерименту, свідчила про наявність у них кардіопротекторної дії. При цьому статистично вірогідний ефект відзначено на тлі дії сполук з лабораторними шифрами ПК-32, ПК-51 та ПК-66, під впливом яких показники летальності щурів з ДТК-ІМ у критичний період досліду (4 год) становили відповідно 30%, 30% та 20% проти 60% у контролі.

Тобто, найбільш ефективною була сполука ПК-66, яка за спроможністю знижувати летальність щурів з ДТК-ІМ співставлялась з аміодароном та мексидолом, дещо перевершуючи тіотриазолін (р > 0,05). Оскільки збільшення дози ПК-66 до 15 мг/кг, як і зменшення її до 5 мг/кг в/о не викликало суттєвого зниження показника летальності тварин у заданих умовах експерименту, можна вважати, що доза 10 мг/кг в/о є оптимальною для ПК-66.

Кардіопротекторна дія для решти досліджуваних похідних 4-оксо(аміно-) хіназоліну була статистично не вірогідною або зовсім не проявилась у дозі 10 мг/кг в/о. 

Отже, за результатами даного дослідження для подальшої оцінки кардіо-протекторних властивостей взято сполуки ПК-32, ПК-51 та ПК-66, які за величиною захисного ефекту на ішемізоване серце не поступились аміодарону та мексидолу, дещо перевершуючи тіотриазолін. 
Оцінюючи залежність "структура-дія" в ряду похідних 4-оксо(аміно-) хіназоліну, можна зазначити, що кардіопротекторний ефект  найбільшою мірою притаманний сполукам, які містять у положенні 3-и 4-оксихіназолінового циклу n - карбоксифенільний (ПК-66), або етокси-карбоксил-фенілацильний (ПК-32) залишок і, що суттєво для останнього, важливим є наявність нітрогрупи у положенні 6 молекули.

Кардіопротекторна дія  сполук ПК-32, ПК-51 та ПК-66, які були найбільш ефективними у першій серії експерименту, чітко проявилась і при їх лікувальному введенні щурам з ДТК-ІМ. На це вказувало зменшення під їх впливом, як і на тлі препаратів-порівняння, величини показника летальності тварин у критичний період експерименту (12 год), а також подовження тривалості життя щурів з моделлю ДТК-ІМ. При цьому, як і при профілактичному введенні в організм, найбільшу ефективність проявила сполука  ПК-66 (10 мг/кг), під впливом якої, як і на тлі аміодарону (10 мг/кг), показник летальності становив 20% проти 54% у групі нелікованих тварин з ЕІМ. Ефективність мексидолу (100 мг/кг) та тіотриазоліну (100 мг/кг) була дещо нижчою порівняно з ПК-66 та аміодароном (р > 0,05). 

Таким чином, за сукупністю результатів оцінки величини кардіопротекторного ефекту досліджуваних похідних хіназоліну в умовах  ДТК-ІМ у щурів, як при профілактичному, так і лікувальному введеннях в організм, сполукою-лідером визнано ПК-66: за спроможністю знижувати показник летальності тварин з моделлю ІМ вказана сполука в оптимальній дозі  10 мг/кг прирівнюється до аміодарону (10 мг/кг). 

Оцінюючи результати проведеного дослідження кардіопротекторну дію похідних 4-оксо(аміно-)хіназоліну при ЕІМ як при профілактичному, так і при лікувальному, введенні в організм, можна вважати, що сполукою-лідером є   ПК-66 в оптимальній дозі 10 мг/кг , в/о. Саме в цій дозі дана сполука  виявила найбільший ступінь захисної дії на щурів з ЕІМ в критичні періоди експерименту. При цьому за величиною кардіопротекторного ефекту в зазначених умовах експерименту ПК-66 в оптимальній дозі 10 мг / кг можна порівняти з аміодароном і мексидолом, (p> 0,05) [67] при превентивному введенні в організм. Кардіопротекція, ознаки якої виявлені при дослідженні сполуки ПК-66, є перспективним напрямком терапії ішемічної хвороби серця і відповідає  сучасному напряму в фармакотерапії даної патології [123, 151]. Зазначена властивість ПК-66 добре поєднується з наявністю у даної сполуки центрального анальгетічного і церебропротекторного ефектів [65, 66], що дозволяє припустити поліфакторний вплив субстанції. 

Зіставляючи отримані результати з подібними експериментальними роботами [ 155, 181, 190 ] присвяченими дослідженню кардіопротекції, можемо констатувати оригінальність отриманої сполуки і її потенційних властивостей. Також результати нашого дослідження порівнювалися з сучасними тенденціями в розробці нових терапевтичних агентів для лікування ІХС та інфаркту міокарда, зокрема [126, 129, 174] з направленістю на синтез нових хімічних сполук з кардіопротекторними властивостями. 

Підтвердженням наявності  кардіопротекторної дії у ПК-66 в умовах діатермокоагуляційного ІМ у щурів були також позитивні зміни на ЕКГ, зокрема вірогідне зниження амплітуди (висоти) ST відносно ізоелектричної лінії, що являється, згідно з даними літератури [ 5, 14, 26, 81], віддзеркаленням ступеню та глибини ураження серця. При цьому досліджуване похідне хіназоліну за ефективністю практично співставлялось з аміодароном, мексидолом, дещо переважаючи  тіотриазолін.  

Наведені дані про виразну захисну дію ПК-66 на ушкоджене інфарктом серце щурів порівнювали із відновленням зниженої фізичної витривалості тварин. На це вказувало викликане ПК-66, як і аміодароном, мексидолом та тіотриазоліном, зростання величини показника плавального тесту. При цьому за ефективністю на 8-у добу експерименту ПК-66 співставлялась з препаратами-порівняння.

Враховуючи літературні дані [30, 34, 83] про те, що толерантність до фізичного навантаження при ІМ чітко корелює з величиною зони некрозу та інтенсивністю репаративних процесів в ушкодженому міокарді, наведені дані щодо зростання показника плавального тесту щурів з ЕІМ на тлі ПК-66, можна оцінити як її спроможність подібно до препаратів-порівняння, відновлювати функціональні властивості серцевого м'яза за рахунок його репарації.

Таким чином, наведені показники дають підставу констатувати, що досліджувані похідні 4-оксо(аміно-)хіназоліну є носіями кардіопротекторної активності,  яка в умовах ЕІМ у щурів переважно притаманна сполуці-лідеру 4[4-оксо-4Н-хіназолін-3-іл] бензойній кислоті (ПК-66). За ступенем захисного ефекту на ушкоджений інфарктом серцевий м'яз вказана сполука у оптимальній дозі 10 мг/кг не поступається аміодарону (10 мг/кг), мексидолу (100 мг/кг) та тіотриазоліну (100 мг/кг).  

Кардіопротекторна дія ПК-66 відмічена також на моделях міокардіодистрофій, викликаних у щурів введенням токсичних доз катехоламінів. Дане дослідження є цілком обгрунтованим, враховуючи літературні дані [92, 128] про збільшення у крові рівня циркулюючих катехоламінів, при ІХС, у тому числі при ІМ, що сприяє зростанню показника летальності при даному патологічному стані [141, 152].

Проведене нами дослідження показало, що превентивне введення тваринам ПК-66 (10 мг/кг, в/о), як і аміодарону (10 мг/кг), сприяє вірогідному зниженню показника летальності тварин в умовах адреналінової міокардіодистрофії відповідно до 12% та 16% проти 44% у контролі.

Аналогічна картина мала місце на моделі норадренолінової міокардіодистрофії у щурів: під впливом ПК-66, як і аміодарону, показник летальності тварин знизився у 3,5 рази і становив відповідно 14,2% і 14,2% проти 50,0% у контролі.

Здатність ПК-66, такою ж мірою, як і аміодарону, знижувати показник летальності у щурів в умовах катехоламінового ураження серцевого м'яза є віддзеркаленням виразної захисної дії похідного хіназоліну на ішемізований міокард.

Підтвердженням цього може бути також відновлення на тлі дії ПК-66, як і аміодарону, зниженої в умовах катехоламінових міокардіодистрофій фізичної витривалості тварин, на що вказувало в обох дослідженнях збільшення тривалості плавального тесту. Оскільки плавальний тест, згідно з літературними даними [14, 30] певною мірою віддзеркалює стан насосної функції серця, можна стверджувати, що позитивна динаміка цього показника на тлі ПК-66, як і референс-препарату, вказує на здатність обох речовин відновлювати насосну функцію ішемізованого міокарда, що також підтверджує наявність у ПК-66 достатньо виразного кардіопротекторного ефекту.

Сприятливий вплив ПК-66, як і аміодарону, на показники летальності та фізичної витривалості щурів в умовах адреналінової міокардіодистрофії (АМД) корелював із позитивними змінами на ЕКГ: під впливом обох речовин зафіксовано практично повне відновлення ЧСС, тривалості інтервалів R-R та ORST, величини систолічного показника за Фогельсоном-Чорногоровим. Досить показовою була також динаміка висоти зубця Т над ізоелектричною лінією, який,  згідно з даними літератури  [86, 154] являється одним із головних показників ЕКГ, що віддзеркалює  ступінь ішемічного ушкодження міокарда. Так, якщо у нелікованих щурів у підгострому періоді АМД (8-а доба експерименту) мало місце вірогідне зростання цього показника на 44 % відносно інтактних тварин, то під дією курсової терапії сполукою ПК-66 (10 мг/кг), як і аміодарону (10 мг/кг) висота зубця Т у зазначений термін була відповідно на 25,8% та 26,2% вірогідно меншою порівняно з контролем, наближаючись до рівня інтактних тварин   (р < 0,05). 

Позитивні зміни зазначених клінічних (летальність, фізична витривалість, ЕКГ) показників кардіопротекторної дії ПК-66 в умовах АМД співставлялись з динамікою біохімічних даних у заданих умовах експерименту. Перш за все, це стосується змін активності маркерів ішемії міокарда креатинфосфокінази (КФК) та аспартатамінотрансферази (АСТ). 

Під впливом ПК-66, як і препарату-порівняння аміодарону, вже на 2-у добу експерименту  спостерігалось значне зниження підвищеної активності вказаних ензимів, рівень яких у кінці експерименту (8-а доба) практично не відрізнявся від аналогічних показників інтактних тварин. 

Нормалізація вказаних показників цитолізу у щурів з АМД може бути свідченням стабілізації мембранних структур кардіоміцитів на тлі лікування даного паталогічного стану сполукою ПК-66 та аміодароном, що у свою чергу вказує на їх протиішемічну дію. На користь останнього свідчить також позитивна динаміка активності NO-синтази у тканинах серця щурів з моделлю АМД під впливом ПК-66 та аміодарону. Зниження рівня NO-синтази у тканинах серця щурів з АМД, згідно даних літератури [27, 36, 49] є одним із патогенетичних механізмів ішемічного ушкодження міокарда. Тому відновлення активності  NO-синтази в міокарді щурів з АМД під впливом ПК-66, як і аміодарону, можна розглядати як наявність у них протиішемічних, кардіопротекторних та ендотеліотропних ефектів.

Кардіопротекторна дія ПК-66, як і аміодарону, в умовах АМД реалізувалась також шляхом нормалізуючого впливу на біоенергетичні процеси в ішемізованому міокарді. Терапія  АМД у щурів за допомогою ПК-66 (10 мг/кг, в/о) подібно до препарату-порівняння (10 мг/кг), супроводжувалась усуненням викликаного дією токсичної дози адреналіну дисбалансу у складі аденілових  нуклеотидів.  При цьому на 8-у добу експерименту рівень АТФ в ішемізованому міокарді був вірогідно вищим від показника у групі нелікованих тварин відповідно на 52,9% та 34,0%, наближаючись до рівня інтактних щурів. Позитивні зміни у складі аденіннуклеотидів на тлі ПК-66 та аміодарону корилювали з вірогідним збільшенням енергетичного заряду серця. При цьому за ефективністю у підгострому періоді АМД сполука ПК-66 вірогідно переважала препарат-порівняння.

Нормалізуючий вплив обох речовин на вміст аденілових нуклеотидів в ішемізованому міокарді супроводжувався усуненням порушень вуглеводного обміну в серцевому м'язі. На це вказувало, у першу чергу, усунення дефіциту глікогену, рівень якого у кінці експерименту  під впливом ПК-66 та аміодарону виріс на 88,7% та 84,3% відповідно порівняно із нелікованими тваринами.

Водночас введення ПК-66 щурам з моделлю АМД також вірогідно стримувало активацію анаеробних процесів та запобігало накопиченню лактату в ішемізованому серці. При цьому похідне хіназоліну за ефективністю не поступалось аміодарону. Разом з цим на тлі ПК-66, як і аміодарону, мало місце вірогідне зниження співвідношення лактат-піруват, особливо у кінці експерименту, що, згідно з літературними даними [14, 78, 102] може бути свідченням здатності обох речовин, відновлювати баланс між анаеробними та аеробними процесами метаболізму глюкози в умовах модельної АМД.  

Таким чином, на тлі курсового лікування експериментальної АМД у щурів за допомогою ПК-66 (10 мг/кг, в/о), як і аміодарону (10 мг/кг, в/о), має місце відновлення порушених біоенергетичних процесів у серцевому м'язі, що, за даними літератури [105, 201, 217], можна вважати одним із механізмів їх  захисної дії на ішемізоване серце. 

Ще одним важливим механізмом кардіопротекторної дії сполуки ПК-66, як і аміодарону, можна вважати її нормалізуючий вплив на прооксидантно-антиоксидантний гомеостаз в умовах АМД, зокрема знижувати у тканинах міокарда вміст ТБК – активних продуктів (МДА) та одночасно посилювати антиоксидантний захист шляхом збільшення активності СОД та глутатіон-пероксидази, а також рівня відновленого глутатіону.

Система глутатіону, як відомо [95, 183] відіграє важливу роль у регуляції процесів вільнорадикального окиснення та тіол-дисульфідного обміну. Відновлений глутатіон (GSH) не лише виступає кофактором у глутатіонпероксидазній реакції і перешкоджає накопиченню Н2О2 у клітинах, але і регулює функціональний стан редокс-чутливих ензимів та протеїнів: відновлює дисульфідні зв'язки, підтримує тіолові групи у відновленому стані, вступає у реакції S-глутатіонування з утворенням змішаних дисульфідів. У зв'язку з цим порушення у системі глутатіону є вагомою ланкою патогенезу ураження міокарда в умовах гіпоксії та ішемії. 
Важливим моментом у розкритті механізму протекторнії дії ПК-66 є отримані дані щодо взаємозв’язку рівня активності ключових ензимів антиоксидантного захисту - СОД та тіолдисульфідної системи ГПО з величиною енергетичного заряду. Аналіз кореляцій показав статистичу значущу позитивну кореляцію величини енергетичного заряду з рівнем активності СОД (r=0,88, p<0,05) та ГПО (r=0,8, p<0,05), що підтвердилося графічним аналізом даних із використанням 3Д-моделі (рис.7.1)
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Рис.7.1.  3D-модель співвідношення рівня активності СОД та ГПО з величиною енергетичного заряда у групі тварин на тлі призначення ПК-66  щурам з АМД.

Проведене дослідження показало, що за ступенем захисного ефекту в умовах експериментальної АМД за динамікою показників прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу сполука ПК-66 не поступалась аміодарону. Сприятливий вплив сполуки ПК-66, як і аміодарону, на порушені метаболічні процеси при АМД співставлявся із позитивними змінами морфологічної картини ушкодженого серця. Встановлено, що курсове введення щурам з модельованою АМД сполуки ПК-66 (10 мг/кг, в/о), як і препарату-порівняння  аміодарону  (10 мг/кг, в/о), сприяє зменшенню ознак дистрофічних та деструктивних процесів у ішемізованому серцевому м'язі.

Аналогічні позитивні зміни мікроструктури міокарда на тлі ПК-66 та аміодарону мали місце у щурів з моделлю норадреналінової міокардіодистрофії. При цьому на обох моделях катехоламінових міокардіодистрофій сполука ПК-66 за ступенем захисної дії не поступалась препарату-порівняння.

Отже, результати проведених досліджень свідчать про достатньо виразну кардіопротекторну дію 4-[4-оксо-4Н-хіназолін-3-іл] бензойної кислоти (ПК-66) на моделях міокардіодистрофій, викликаних у щурів токсичними дозами адреналіну та норадреналіну. Це проявилось позитивною динамікою клінічних (летальність, фізична витривалість тварин, ЕКГ), біохімічних та морфологічних показників ушкодженого серцевого м'яза.

Відомо [74, 84, 164], що стимулююча дія на серце адреналіну та норадреналіну опосередкована збудженням β1-адренорецепторів міокарда, що у кінцевому результаті призводить до збільшення входу іонів Са2+ у кардіоміоцити та збільшення сили скорочення серцевого м'яза, а заодно до зростання потреби у кисні.

Введення тваринам токсичних доз адреналіну або норадреналіну, які ми використовували для моделювання відповідних міокардіодистрофій, викликало, згідно з даними літератури [56, 71], своєрідний кардіогенний шок з високою летальністю (у наших дослідженнях вона становила відповідно 44 та 50%). Введення ПК-66, як і аміодарону, знижувало показник летальності у 3-4 рази, що може бути проявом їх протишокового ефекту в даних умовах. Стосовно  ПК-66, цьому сприяла також наявність у даної сполуки центрального анальгетичного ефекту [76]. Виразна захисна дія ПК-66 на ушкоджене катехоламінами серце, як і адреноблокатора  аміодарону, який має властивості змішаного ά- та β - блокатора [42, 173, 175], ймовірно також реалізується, у певній мірі, через вказані рецептори. Однак це потребує проведення додаткових досліджень.
Зазначені зміни ЕКГ, викликані ПК-66 у щурів з АМД, є ще одним доказом наявності у досліджуваного похідного хіназоліну достатньо виразної захисної дії на ішемізоване серце, за величиною якої вказана сполука не поступається аміодарону.

Відмічається [123]  зміна парадигми в терапії ІМ, зміщення фокусу терапії від атеросклеротичних змін в судинах до широкого спектру патофізіологічних чинників, які в підсумку призводять до ушкодження міокарда. Приділяється суттєва роль і судинному спазму, ендотеліальтній дисфункціїї міокарда, ступінь енергетичного дисбалансу в клітинах міокарда тощо[102, 165, 168]. Тобто на сьогодні активно вивчаються [58, 88] сполуки, що мають властивості корекції дисфункції ендотелію, антиоксидантів, мембрано протекторів, коректорів біологічно-активних речовин і т.д.
Саме сучасні уявлення про основні патофізіологічні прояви ішемічного ураження міокарда, особливо відкриття ролі реперфузійного пошкодження дозволило запропонувати якісно нові фармакологічні засоби корекції , які доповнили існуючі традиційні – бета-адреноблокатори, статини, глюкозо-інсуліно-калієва суміш [146, 162, 166].

Проведені дослідження [98, 178, 197, 199, 215] відносно кардіо-протективних властивостей циклоспорину, еритропоетину, ростових факторів, мелатоніну, аденозину та ін., які вказують на певну перспективність даного напрямку, однак існуючі небажані явища та недостатня ефективність змушують продовжувати пошуки нових засобів кардіопротекції. Тому наше дослідження відповідає загальносвітовим тенденціям пошуку кардіопротекторних сполук із поліфакторними властивостями. 

Сучасні дослідження доводять [88, 123], що більшість досліджуваних кардіопротекторів здебільше впливають лише на окремі ланки із численних факторів ушкодження міокарда і часто їх ефективність обмежується лише експериментальними результатами, які не підтверджуються в наступних клінічних дослідженнях. Припускають [72, 75, 215], що точкові кардіопротек-тори не можуть в повному обсязі забезпечити кардіопротекторний ефект при ішемічному ушкодженні.

Тому наше експериментальне дослідження щодо поліфакторних кардіо-протекторних властивостей сполуки ПК-66 є підставою, для подальшого вивчення даної субстанції. Отримані нами результати свідчать про існування саме поліфакторного впливу сполуки ПК-66 на основні ланки патогенезу ГІМ, які верифіковані при використанні різних моделей ішемії міокарда.

Поліфакторність впливу сполуки ПК-66 підтведжена на рівні гемоди-наміки, електрокардіографічних морфологічних та біохімічних змін.

Зокрема, встановлено суттєвий позитивний вплив досліджуваної субстанції ПК-66 на основні гемодинамічні показники у кролів на фоні ГІМ. Позитивний вплив даної субстанції полягає у зменшенні ознак порушень функціонування міокарда, що опосередковано може зменшити вогнище ураження даного органу, як було доведено при застосуванні аміодарону [160]. Враховуючи, що отримані показники гемодинаміки при застосуванні субстанції ПК-66 були на рівні показників групи де застосовувався аміодарон, можемо відмітити перспективність подальшого вивчення досліджуваної субстанції з метою використання як кардіопротектора на фоні ішемії міокарда.

Також при дослідженні ЕКГ встановлено, що профілактичне введення    ПК-66 приводить до нормалізації низки показників ЕКГ (інтервал Q-Т, вольтаж зубця Т), не поступаючись за терапевтичною активністю препарату-порівняння аміодарону. У даному випадку аміодарон є еталонним препаратом, враховуючи його доведений кардіопротекторний вплив на фоні ІМ [100] і стандартизоване використання згідно міжнародними та національними рекомендаціями.
Застосування ПК-66, як і препарату-порівняння сприяло зменшенню ступіню і поширеності патологічних змін в міокарді, викликаних експериментальною ішемією. На сьогодні відомо [29], що оптимізація енергетичного метаболізму міокарда базується на підвищенні окиснення глюкози міокардом, що підсилює функціональну спроможність серця та захищає міокард від ішемічних і реперфузійних пошкоджень. За умов гіпоперфузії використання глюкози міокардом може покращуватися при модуляції метаболізму вільних жирних кислот не без допомоги препаратів, що інгібують їх окиснення [49]. Ремоделювання міокарда, що відбувається після епізоду ішемічного ушкодження, має один дуже важливий аспект - перебудову сполучнотканинного каркаса. При цьому розвивається ферментативне розщеплення сполучнотканинних волокон (переважно колагену) і синтез проміжної речовини, згідно з новими умовами механічних навантажень органу. Найбільшу роль у цьому процесі відводять ферментам групи металопротеаз [207]. 
У нашому дослідженні зміни, які ми реєстрували в ендомізії, опосередковано можуть свідчити про ступінь дезорганізації міокардіального матриксу. В даному контексті система МЦР відіграє важливу роль, так як за її участі здійснюються всі обмінні процеси, що визначають характер і рівень пластичного і енергетичного забезпечення органів і тканин організму. Порушення кровообігу в судинах МЦР серця відіграють важливу роль у патогенезі різних захворювань при дії несприятливих факторів і можуть бути виділені як окремий тип ішемії - мікросудинна ішемія [221]. У ході нашого дослідження встановлено, що ступінь виразності дисциркуляторних змін та проміжної речовини залежала від типу кардіопротектора. Так під дією аміодарону зареєстрований менш виразний захисний ефект на ушкоджений серцевий м’яз, ніж під впливом ПК-66 та мексидолу. 
На тлі застосування аміодарону у міокарді зберігалися ознаки набряку, розлади кровообігу у вигляді стазу і еритродіапедезу, мали місце осередки продуктивного запалення і значних дистрофічних змін кардіоміоцитів. При використанні мексидолу також виявлялися поодинокі патологічно змінені серцеві м'язові волокна, розсіяні гістіоцитарні елементи в стромі, однак розлади кровообігу і явища набряку (як стромального так і внутрішньоклітинного) були значно меншими. Найбільший протекторний ефект, щодо пошкоджуючої дії на міокард норадреналіну, відзначений у разі застосування сполуки ПК-66. 
До кінця експерименту у тварин, які отримували ПК-66, зміни в міокарді мали мінімальний характер, гістологічна будова серцевого м'яза була близькою до такої в інтактній групі. Ознаки запалення і виражених розладів кровообігу були відсутні. Зауважимо, що в порівнянні з інтактним міокардом де мало місце деяке збільшення показників ширини стромальних просторів і діаметру кардіоміоцитів, що свідчить про повне збереження міжклітинного і внутрішньоклітинного набряку, проте зазначені патоморфологічні зміни інтерстицію та кардіоміоцитів не носили альтераційного характеру, що спостерігалося в інших експериментальних групах. Крім того на тлі дії ПК-66, зберігалося набухання поодиноких кардіоміоцитів з еозинофілією і гомогенізацією цитоплазми, і пікнозом ядер, нерівномірне кровонаповнення судин МЦР. Але ці зміни визначалися лише в субендокардіальній зоні і носили мозаїчний (нерегулярний) характер.
Ішемічні та реперфузійні синдроми, як часті супутники ІХС при атеросклеротичному ураженні судин, та власне ішемія міокарда характеризуються [82] недостатнім забезпеченням тканин киснем, виснаженням запасів АТФ і креатинфосфату в кардіоміоциті, переключенням гліколізу з аеробного на анаеробний шлях, підсиленням внутрішньоклітинного ацидозу, дисфункцією іонних насосних каналів, підвищенням рівня натрію, кальцію, зниженням рівня калію в цитоплазмі кардіоміоцитів [223]. Розбалансованість окислювально-відновних процесів у мітохондріях призводить до необмеженого утворення вільних радикалів та інших агресивних чинників, які не лише пошкоджують клітинну мембрану кардіоміоцита, але й ініціюють клітинний апоптоз [49, 169, 194]. За даними літератури для нових похідних 4-оксо(аміно-) хіназоліну, зокрема ПК-66, поряд з антистресовою активністю та захисною дією на ішемізований головний мозок [70], притаманний актопротекторний та антигіпоксичний ефект [4], що повязано із спроможністю найбільш активних похідних хіназоліну покращувати перебіг біоенергетичних процесів, нормалізувати показники оксидантно-антиоксидантної системи організму та кровопостачання життєво важливих органів [60].
Подальше вивчення та синтез нових препаратів з цитопротекторними та антиішемічними ефектами [97, 125], здатністю усувати порушення клітинного метаболізму, іонного гомеостазу та попереджувати розвиток необоротних процесів у міокарді, буде сприяти покращенню діагностично-прогностичних критеріїв, розширенню існуючих уявлень про патогенетичні механізми гіпоксичного пошкодження міокарда та вдосконаленню методів захисту серцевого м’яза при ішемії. 
Профілактичне введення в організм сполуки ПК-66 супроводжується виразним протекторним впливом на ушкоджений норадреналіном серцевий м'яз, переважаючи за захисним ефектом мексидол і особливо, аміодарон.
Отримані нами результати щодо здатності аміодарону коригувати енергетичний обмін та інші метаболічні розлади за умов АУМ узгоджуються із результатами інших експериментальних досліджень [100]. Це також дозволяє зробити коректні порівняння впливу сполуки ПК- 66 на міокард.
Встановлено, що аміодарон сприяє нормалізації енергопостачаючих процесів при ішемії-реперфузії міокарда [127]. Кардіопротекторний ефект аміодарону реалізується через стабілізацію мітохондріальної пори, інгібування кальцій-залежного набухання мітохондрій та стимуляцію 4 комплексу дихального ланцюга [122]. В умовах in vitro здатність аміодарону інгібувати кальцій-залежне набухання мітохондрій кардіоміоцитів спостерігається лише у діапазоні низьких концентрацій (IC50=3,9±0,8 мкM), в той час як за високих концентрацій виникає ефект роз’єднання тканинного дихання та оксиного фосфорилування, а за надвисоких концентрацій – ефект інгібування дихального ланцюга мітохондрій [214].

Здатність аміодарону зменшувати оксидативний стрес та обмежувати альтерацію кардіоміоцитів (із зниженням активності КФК, вмісту тропоніну-І в сироватці крові, підвищенням вмісту GSH в кардіоміоцитах) відмічалась при ізопротеренол-індукованому пошкодженні міокарда у щурів [83]. Вплив сполуки ПК-66  та аміодарону на систему антиоксидантного захисту, очевидно, не є специфічним для кардіоміоцитів. Таке припущення узгоджується із даними літератури про здатність аміодарону коригувати рівень GSH, підвищувати активність СОД та глутатіонпероксидази в тканинах при інших патологічних станах [121]. В умовах in vitro аміодарон пригнічував формування супероксид-аніону та на 70% зменшував ліпопероксидацію мембран мітохондрій гепатоцитів [138].

Доведено, що eкспресія eNOS та біодоступність ендотеліального NO є важливим молекулярним механізмом, який детермінує резистентність міокарда до ішемічного ушкодження [114]. Пригнічення експресії еNOS при ішемії-реперфузії міокарда відмічалось в багатьох експериментальних дослідженнях [142].

Активність та експресія eNOS суттєво модифікується в умовах оксидативного стресу, особливо на тлі дефіциту глутатіону в клітинах. В умовах оксидативного стресу саме S-глутатіонування еNOS запобігає гіперпродукції реакційноздатного пероксинітриту (ONOO-) і розвитку нітрозативного стресу [140]. 
Не виключено, що NO-модулюючий ефект сполуки ПК-66, як і аміодарону, може реалізуватисть як через нормалізацію пулу GSH в тканинах серця, так і через посилення експресії цього ензиму та інші механізми, які потребують окремого вивчення [110]. Ця думка узгоджується із даними інших експериментальних робіт щодо механізмів кардіопротекторної дії аміодарону. Так, в культурі ендотеліальних клітин аміодарон у терапевтичному діапазоні концентрацій підвищував експресію eNOS та підвищував продукцію NO без токсичного та проапоптичного ефекту [214]. 

У дослідженнях in vitro було засвідчено, що аміодарон справляє вазодилятуючий ефект через модуляцію ендотеліальної продукції NO в судинах, в тому числі в коронарних артеріях [83]. Також аміодарон підвищував ендотелій-залежну вазодилятацію периферійних судин у клінічних  умовах [160]. Цілком очевидно, що аналогічний вплив на судинний тонус може проявлятись у сполуки ПК-66, яка підвищувала активність NO-синтази в тканинах серця у щурів з АУМ.  

Також, за результатами проведеного нами дослідження можемо зробити певні узагальнення щодо особливостей впливу субстанції ПК-66 на гемодинамічні та електрокардіографічні показники . Нами встановлено, що гостра ішемія міокарда у кролів характеризується збільшенням основних показників гемодинаміки: загального периферійного опору судин, зниженням хвилинного об'єму крові та систолічного артеріального тиску і коливаннями показнику частоти серцевих скорочень, інтервалу Q-Т, що відповідає даним отриманим в подібних експериментальних дослідженнях [158, 221]. Також нами виявлено, що профілактичне введення ПК-66 приводить до нормалізації показників загальної гемодинаміки (ЗПСС, ХОК та САТ) при ГІМ, не поступаючись за ефективністю препарату-порівняння аміодарону. Профілактичне введення ПК-66 приводить до нормалізації ряду показників ЕКГ (інтервал Q-Т, вольтаж зубця Т), не поступаючись за терапевтичною активністю препарату-порівняння аміодарону.

Досить показовим є встановлений кардіопротекторний ефект сполуки ПК-66 на різних моделях ГІМ, що опосередковано свідчить про поліфакторний вплив на основні чинники ішемічного ушкодження міокарда. Наявність у сполуки ПК-66 подібних властивостей свідчить про перспективність її використання з метою кардіопротекції при різних патологічних станах, що потребує подальших досліджень в цьому напрямку. 
Ще однією важливою складовою механізму кардіопротекторного ефекту сполуки ПК-66 є її здатність усувати порушення кардіальної та системної гемодинаміки в умовах гострої ішемії міокарда, що чітко проявилось у дослідах на кролях з моделлю кофеїн-адреналінового ушкодження серця. При цьому, за ефективністю ПК-66 не поступалась аміодарону, а часом і переважала останній, зокрема за спроможністю знижувати МТЛШ та ЗПОС у заданих умовах експерименту. Оскільки порушення гемодинаміки при ІХС, особливо при ІМ, можуть призводити до летальних наслідків пацієнтів у клініці [92, 107, 136], нормалізуючий вплив ПК-66 на кардіальну та системну гемодинаміку можна розглядати як досить цінну її властивість.

Таким чином, узагальнюючи результати проведеного дослідження можна зробити висновок, що похідні 4-оксо(аміно-)хіназоліну є перспективним класом хімічних сполук для пошуку речовин із кардіопротекторною дією. У низці досліджуваних похідних 4-оксо(аміно-)хіназоліну, ця властивість  найбільшою мірою притаманна сполуці 4-[4-оксо-4Н-хіназолін-3-іл] бензойної кислоти (ПК-66), яка за величиною захисного ефекту на ішемізоване серце на моделях діатермокоагуляційного інфаркту міокарда та адреналінової і норадреналінової міонордіодистрофій, а також адреналін-кофеїнового ушкодження серцевого м'яза не поступалась, а подекуди і перевершувала в ефективності аміодарон, мексидол та тіотриазолін.

Дана сполука привертає увагу наявністю у неї політропних фармако-логічних ефектів; які в сукупності віддзеркалюють механізм її захисної дії на ішемізоване серце (рис. 7.2)
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Рис. 7.2. Механізми кардіопротекторної дії сполуки ПК-66 (схема). 

До того ж ці властивості добре співставляються з патогенезом, як кардіальної так і церебральної ішемії.

Цінність таких речовин полягає в тому, що вони дають можливість обмежити поліпрагмазію, яка досить часто зустрічається в клінічних умовах. До того ж ПК-66 належить до практично нетоксичних речовин: її ЛД50 для щурів становить 2400 мг/кг [51], проявляючи при цьому високу біологічну активність: її оптимальна кардіопротекторна доза 10 мг/кг становить 0,4% від її ЛД50. Сукупність фармакологічних ефектів, виявлених у сполуки ПК-66 у ході проведеного дослідження, а також наявність у неї інших цінних властивостей, зокрема, антистресової, протизапальної, центральної знеболюючої,  протигіпок-сичної, актопротекторної дії [4, 51, 70, 76] вказують на перспективність поглибленого вивчення її кардіопротекторних властивостей та безпечності  на предмет придатності для створення на її основі нового вітчизняного лікарського засобу для терапії ІХС.
Висновки

У дисертаційній роботі теоретично обгрунтовано та експериментально доведено доцільність цілеспрямованого синтезу та пошуку серед похідних 4-оксо(аміно-)хіназоліну речовин із кардіопротекторною дією, перспективних для створення на їх основі нового лікарського засобу для терапії ішемічної хвороби серця, конкурентоспроможного з аміодароном, мексидолом та тіотриазоліном. 

1. Досліджувані похідні 4-оксо(аміно-)хіназоліну є носіями кардіопротек-торної активності, яка найбільш характерна для сполук, що містять у положенні 3 4-оксохіназолінового циклу n-карбоксифенільний (ПК-66), або стокси-карбоксил-фенілацильний (ПК-32) залишки, і, що суттєво для останнього, важливим є наявність нітрогрупи в положенні 6-ть молекули. Найбільша  за величиною захисна дія в умовах діатермокоагуляційного інфаркту міокарда у щурів притаманна 4-[4-оксо-4Н-хіназолін-3-іл] бензойній кислоті (ПК-66), профілактичне або лікувальне введення якої в організм в оптимальній дозі (10 мг/кг, в/о) у 3 рази знижувало показники летальності тварин у критичні періоди експерименту. Кардіопротекторна дія ПК-66 корелювала із позитивною динамікою ЕКГ (вірогідне зниження висоти S-T над ізоелектричною лінією) та підвищенням фізичної витривалості організму за плавальним тестом. За ефективністю вказана сполука не поступалась аміодарону (10 мг/кг, в/о), мексидолу (100 мг/кг, в/о) та тіотриазоліну (100 мг/кг, в/о).

2. Профілактично-лікувальне введення ПК-66 (10 мг/кг, в/о), аміодарону (10 мг/кг, в/о) та мексидолу (100 мг/кг) щурам з моделями адреналінової та норадреналінової міокардіодистрофії супроводжується зниженням показника летальності тварин в критичні періоди експерименту та позитивною динамікою ЕКГ (зниження висоти зубця Т відносно ізоелектричної лінії). Разом з цим сполука ПК-66, як і препарати-порівняння, стримували розвиток гіпоенергетичного стану в ушкодженому адреналіном міокарді: на 8-у добу експерименту енергетичний заряд під дією ПК-66 збільшувався на 20% по відношенню до контрольної групи на тлі нормалізації у міокарді вмісту глікогену, лактату та пірувату.

3. Кардіопротекторна дія ПК-66 та препаратів порівняння, при адрена-ліновій міокардіодистрофії реалізується  шляхом стабілізації клітинних та субклітинних мембран (про що свідчать динаміка активностей маркерних ензимів цитолізу кардіоміоцитів у сироватці крові КФК та АСТ, зменшення вмісту МДА у міокарді), підвищення ефективності антиоксидантної системи та корекції клітинного редокс-буфера (на що вказують збільшення пулу відновленого глутатіону, зростання активності глутатіон-пероксидази і СОД) та протиішемічної дії, асоційованої з модуляцією активності ендотеліальної NO-синтази в ушкодженому серцевому м'язі.

4. Введення ПК-66 щурам з моделями катехоламінових міокардіо-дистрофій, як і аміодарону або мексидолу, сприяло послабленню ознак дистрофічних та деструктивних процесів в ішемізованому міокарді, про що свідчить позитивна динаміка морфологічної картини серця.

5. Превентивне введення сполуки ПК-66 (10 мг/кг, в/о), як і аміодарону (10 мг/кг, в/о), нівелює розлади кардіальної та системної гемодинаміки в умовах гострої адреналін-кофеїнової ішемії міокарда у кролів, переважаючи при цьому препарат-порівняння за здатністю знижувати максимальний тиск в лівому шлуночку серця та загальний периферичний опір судин (р<0,05).

6. 4-[4-оксо-4Н-хіназолін-3-іл] бензойна кислота (ПК-66) є перспективною сполукою для поглибленого вивчення її кардіопротекторних властивостей та безпечності на предмет придатності для створення нового лікарського засобу для терапії ішемічної хвороби серця, конкурентоспроможного із сучасними аналогами. 
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ДОДАТКИ
ДОДАТОК 1
Таблиця 2.1

Хімічна структура досліджуваних похідних 4-оксо(аміно-)хіназоліну
	Лаборатор-ний шифр
	Хімічна назва
	Структурна формула

	ПК-32
	Етиловий естер 4-[2-(6-нітро-4-оксохіназолін-3(4H) іл)ацетамідо]бензойної кислоти
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	ПК-51
	2-[4-окохіназолін-3(4H)-іл)-
N-(3 трифторметил)феніл]ацета-мід)
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	ПК-53
	N-[(3-хлорфеніл)-2-(4-оксохіназолін-3(4H)-іл]ацетамід
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	ПК-66
	4-[4-оксо-4Н-хіназолін-3-іл]

бензойна кислота
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	ПК-157
	 Метиловий естер[4-(4-оксо-хіназолін-3(4H)-іл)бензоїл]аланіну
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 Продовження табл. 2.1

	ПК-166
	Метиловий естер[2-(4-оксо-хіназолін-3(4H)-іл)ацетил]валіну
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	ПК-176
	Метиловий естер[2-(4-оксо-хіназолін-3(4H)-іл)бензоїл]лейцину
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	ПК-180
	Метиловий естер[4-(4-оксо-хіназолін-3(4H)-іл)бензоїл]валіну
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	ПВ-41
	Натрієва сіль 4-[2-метил)
 4-оксохіназолін-3(4H)-іл]бензойної кислоти
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	ПВ-42
	Натрієва сіль 4-(2-метил) 
4-оксохіназолін-3(4H)-іл] бензойної кислоти
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10. Джигалюк О.В. Порівняльна характеристика величини антиангінальної активності перлінганіту та похідного 4-оксо(аміно-) хіназоліну (сполуки ПК-66) в експерименті / Г.І. Степанюк, О.В. Джигалюк, О.А. Ходаківський // Матеріали науково- практичної конференції студентів та молодих вчених, присвячені пам'яті М.О. Валяшко ( 21 -22 квітня 2011 р., м. Харків). -  Харків, 2011. - С. 282.
11. Джигалюк О.В. Характеристика кардіопротекторних властивостей похідного 4-оксо-(аміно-)хіназоліну (сполуки ПК-66) за умов гострої коронарної ішемії: тези доповідей на IV Національному з'їзді фармакологів України / О. В. Джигалюк, Г. І. Степанюк, С. І. Коваленко // Фармакологія та лікарська токсикологія. – 2011. – № 5 (24). – С. 97–98.
12. Джигалюк О.В. Характеристика кардіопротекторної дії 4-[4-оксо-4Н-хіназолін-3-іл] бензойної кислоти, кордарону, мексидолу та тіотріазоліну на моделі гострого інфаркту міокарда / Г.І. Степанюк, О.В. Джигалюк // Матеріали VI міжнародної нуково - практичної конференції молодих вчених, (15 травня 2015р., м. Вінниця). - Вінниця, 2015 - С.77-78.
13. Джигалюк О.В. Дослідження кардіопротекторної дії 4-|4-оксо-41І-хіназолін-З-іл] бензойної кислоти, кордарону, мексидолу в умовах гострої кардіальної ішемії /  Г.І. Степанюк, О.В. Джигалюк // Досягнення клінічної фармакології та фармакотерапії на шляхах доказової медицини. Матеріали VIII Всеукраїнської нуково-практичної конференції з міжнародною участю. ( 9-10 листопада 2015р., м.Вінниця). - Вінниця, 2015. - С. 117.
14. Джигалюк О.В. Вплив сполуки ПК-66 на біоенергетичні процеси в ушкодженому адреналіном міокарді щурів / Г.І. Степанюк, О. В. Джигалюк,  С.І. Коваленко // Матеріали VII Національного з'їзду фармацевтів України, (13-16 вересня 2016 р., м.Хароків). - Харків, 2016 - С. 10 .
15. Джигалюк О.В. Пошук речовин з кардіопротекторною дією серед   похідних 4-оксо(аміно)хіназоліну / Г.І. Степанюк, О.В.Джигалюк, М.І. Танан-чук, С.І. Коваленко, К.П. Шабельнік // Матеріали ІХ Всеукраїнської науково-практичної конференції з між-народною участю, (16-17 листопада 2017 р., м. Вінниця). - Вінниця, 2017. - С. 163-164.
16. Джигалюк О.В. Пошук  та скринінг кардіопротекторної активності нових сполук / О.В. Джигалюк // Сучасні проблеми світової медицини та її роль у забезпеченні здоров’я світового співтовариства: Матеріали міжнародної науково-практичної кон-ференції, (15-16 лютого 2019р., м. Одеса). - Одеса, 2019. - С. 6-8.
ДОДАТОК 3

                       АПРОБАЦІЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДИСЕРТАЦІЇ

1. Дослідження кардіопротекторної дії у похідного 4-оксо(аміно-) хіназоліну (сполуки ПК-66) в умовах кардіогенного шоку //  VII Національного з'їзду фармацевтів України, 15-17 вересня 2010 р., м.Харків. 
2. Характеристика кардіопротекторної дії нового похідного  4-оксо (аміно-) хіназоліну
(сполуки ПВ-41) за динамікою електрокардіографічних змін в умовах діатермокоагуляційного некрозу міокарда // Клінічна та експери-ментальна фармакологія метаболічних коректорів, органонротекція, доказова медицина: VI Українська науково - практична конференція з міжнародною участю з клінічної фармакології, присвяченої 90- річчю проф. О.О. Столярчука. 10-11 листопада 2010 р., м.Вінниця.

3. Оцінка кардіопротекторної дії нового похідного 4-оксо(аміно-)хіна-золіну за динамікою електрокардіографічних змін в умовах діатермо-коагуляційного наркозу міокарда // Матеріали VIII Міжнародної студентської наукової конференції «Перший крок в науку-2011», 17-18 березня 2011 р., м.Вінниця. 
4. Порівняльна характеристика величини антиангінальної активності перлінганіту та похідного 4-оксо(аміно-)хіназоліну (сполуки ПК-66) в експерименті // Матеріали науково-практичної конференції студентів та молодих вчених, присвячені пам'яті М.О. Валяшко 21 -22 квітня 2011 р.,           м. Харків. 
5. Характеристика кардіопротекторних властивостей похідного 4-оксо-(аміно-)хіназоліну (сполуки ПК-66) за умов гострої коронарної ішемії: тези доповідей на IV Національному з'їзді фармакологів України // Фармакологія та лікарська токсикологія. – 2011 р., м.Київ.
6. Характеристика кардіопротекторної дії 4-[4-оксо-4Н-хіназолін-3-іл] бензойної кислоти, кордарону, мексидолу та тіотріазоліну на моделі гострого інфаркту міокарда // Матеріали VI міжнародної нуково-практичної конференції молодих вчених, 15 травня 2015р., м. Вінниця. 
7. Дослідження кардіопротекторної дії 4-|4-оксо-41І-хіназолін-З-іл] бензойної кислоти, кордарону, мексидолу в умовах гострої кардіальної ішемії   // Досягнення клінічної фармакології та фармакотерапії на шляхах доказової медицини. Матеріали VIII Всеукраїнської нуково-практичної конференції з міжнародною участю.  9-10 листопада 2015р., м.Вінниця.
8. Вплив сполуки ПК-66 на біоенергетичні процеси в ушкодженому адреналіном міокарді щурів // Матеріали VII Національного з'їзду фармацевтів України, 13-16 вересня 2016 р., м.Хароків. 
9. Пошук речовин з кардіопротекторною дією серед   похідних 4-оксо(аміно)хіназоліну  // Матеріали ІХ Всеукраїнської науково-практичної конференції з міжнародною участю, 16-17 листопада 2017 р., м. Вінниця. 
10.  Пошук  та скринінг кардіопротекторної активності нових сполук // Сучасні проблеми світової медицини та її роль у забезпеченні здоров’я світового співтовариства: Матеріали міжнародної науково-практичної кон-ференції, 15-16 лютого 2019р., м. Одеса. 
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AKT BIIPOBAJUKEHHS

1. HalimenyBsanns nponosHmiii A/ BOPOBAKEHHS: KapIiONPOTEKTOPHI BAACTHBOCTI HORIX
TOXIHNX 4-0KCO {aMiHO) XIHASOAIHY [IPH eKCTIEPUMEHTAALHIH leMiT MioKapity.
2. KuM 3an0polloHoBaxo, ajpeca, BUKOHABNi: kadeapa Qapmaxogorii  BisHMUBKOTO
HatioHATLHOPO MEAHYHOrO ympepentery . M.ILInporosa, 21018, s.Binnuus, Bva.tluporosa 56,
acn. Jbxnramox O.B., npod. Crenantox .1
3. lxepena indopmanii: -
a) O.B Jhxuramox «Mopbonorivin 3uMirn MiOKapaa mpu eKCHepHMCHTATBHIA iweMil B ymMopax
3acTocyBanud kapmionporexropiey OB Dwuramok, I".L.Crenanrox, C.B.Bepuuropoicnkuil
/Bichuk mopdornorii 2016 Net, T.22 C 19-25 .
6) O.B.Jbruramok  «Xapaxrepucrika  sransy  4-(d-oxco-4H-
xkueaoTH(THK-66) na mepebir aapewmaniuosol  wmiokapaionmerpodil B YPIB 32 JamitMu
GioxiMivnnx gociaiixens» [ OB Txuramox, I'.1.Crenamwox, H.B.3amuxo, C.1.Kosaicuko,
W abeinnm Meaunina Ta iniia xivia 2016 T.18 Ned C.16-22, °
4. Jle enporamkeno: Ha xadesnpi dapmaxornorii TeploRinLCBKOro ACPKABIOIO MCTHYHOTO
YHIBEPCHTETY B JICKINHHOMY Xypel Ta nNpH  NPOBEACHHI NPAKTMMHUX 3dusib 10 TEM)
«AHTHanFIRA 1B 3ac001»
5. Tepmin snpopamsennsn 2017 2018 1p.
6. EdexTupuicte BNpOBaKeHHN: OTPUMAID JAHI CBiAMaTL 1IPO BACOKY 3aXHCHY A0 Ha
ireMi30BAHE Cepile, HOBUX TONLIHAX 4-OKCO (AMIHO) XIHAZOAIHY NPH eKclepUMeHTaInHiil imemii
sMioxapily  3a BCAWHMHOK BKazaworo edpexty cnoayka [TK-66 KOHKypCHTOCTIpOMOKHA 3
KOPAAPOHOM.

samomu-3-171) - Sewsofino?

7. dopma BOPOBATKEHHA: MaTePiaTy BUKOPUCTOBYIOTHCS B HUBYATBHOMY HpoUCCi, JekuifinoMy
KYPCi, HPAKTUMHENX 33HATESX T2 HAYKOBHX J0CALIKCHIBX

8. 3ayBakeHH T2 NPONO3MUIT: HC BHOCHITHCS.

OGrosopeno Ta 3aTRepixeHo wa 3acifandi kadespu dapmaxonorii ABH3 “Tepnoninneninis
JepaBHuil  MeiaMuHMA yHisepewter  imeni LA, T'opGavescokoro  MO3  Vipaiun”
npotokoaNe 2 six < £ »_aifmei 2018p.

'y

BiznosizaibHuil 32 BIPOBATIKEHHA

3asigyeay kadeapn papmaosorii ' .
3 KiHiunow dapmako.toriero JIBH3 “Tepuomabchriii
AeprcaBHni MelnuHnil ynisepcHTeT Q
imeni 1.51. CopBauencokoro MO3 Yxpainu™ /
i Mei. u., npodiecop . ' O M. Ouetyk
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AKT BITPOBAZ) X
1. Haﬁmeﬂynanuﬂ npono3uiii s BHPOBA K WHMPOTEKTOPHI BIACTHBOCTI

HOBHX TOXi/THHX 4-0Kco (aMiHO) XiHasomiHy npu e

2. Kam 3anpomoHoBaHO, ajgpeca, BHKOHABHi: kadexpa d¢apmaxonorii Binmuipkoro
HaiOHAFHOTO MeAWYHOro yHiBepcurery iM. M.LITuporosa 21018 m.Binuuus, ITuporoea
56, acnt. Jhxuramox O.B., npod. Cremamzok I'.I.

3. lxepena indopmanii:

a)  O.B.Jixwuramok «Mopdooriuni 3MiHM MiOKapia IpH eKCHEepHMEHTANbHIM imemil B
yMOBaX  3acToCyBaHHA  KappiompotekropiB» ./  O.B.JDkuramox, I'.I.Cremaniok,
C.B.Bepuuropoacekuii //Bicaux Mopdoorii 2016 Nel, T.22 C.19-25.

6) O.B.Jxuramox «XapakrepucTuka BIUIUBY 4-(4-oxco-4H-xizaHomin-3-1JI) Gensoiinol
xucnoTH(IIK-66) Ha mepeGir ampeHamiHOBoi MiokapmiomucTpodii B WIypiB 3a AaHEMH
GioximMiunmx mocmimkens» / O.B.xuramox, I'.I.Crenanrox, H.B.3aiuko, C.I.KosaneHko,
K.ILUTa6enernk // Megmana Ta kiiniyaa ximis 2016 T 18 Ne4 C. 16-22.

4. Jle BnpoBamkeno: Ha Kadeapi ¢apmakonorii Ta KIiHiUHOT Q)apmakonori'i 13
«I[,ﬂmpone'rposcsxa menugHa akagemis MO3 Vkpaimw» B jexuifiHoMy Kypei Ta TIpH
NPOBEJICHHI MPaKTHYHUX 3aHATH IO TeMi: K AHTHaHTiHAIBHI 3aC06M»

5. Tepmin BnpoBamkenns 2017 2018 pp.

6. EdexTuBHicTh BIpOBajUKeHHN: OTPUMaHi JaHi CBil4aTh PO BHCOKY 3aXMCHY [il0 Ha
imemizoBaHe ceplie, HOBEX MOXifHMX 4-0KcO (aMiHO) XiHa30JHY [PH €KCIepUMEHTAIbHIiH
imemii  miokapmy 3a  BeqMUMHOW  BKasaHoro edekry coomyka IIK-66
KOHKYPEHTOCHPOMOJXXHA 3 KOPJapOHOM.

7. ®opMa BHPOBaJXKEHHS: MaTepiald BUKOPHCTOBYIOTBCS B HaBYalIbHOMY IpOLECi,
JEKIiHHOMY KypCi, IPakTHYHHX 3aHATTAX Ta HAyKOBHX JOCHIDKEHHIX

8. 3ayBakeHHs Ta NPONO3HMIi: He BHOCHIHCA.

OGroBopeHO Ta 3aTBEp/PKEHO Ha 3acyfauHl Kadenpu dapmakonorii Ta wriniuHOl
(apmaxonorii g? «JIninporeTpoBcEka MeauaHa akafeMis MO3 Vkpainm»

TIPOTOKOIT Ne Big« 05 » é%%g_a 204 p.

BianosiansHuii 3a nnl"aoaamxem-

3aBiryBay Kadenpu dapmaxosorii

Ta KiiHI4HOI dapMaxoorii

3 «I[Hmponerponcsxa MeauuHa

akagemis MO3 Vkpaiuuy» 1. Mef. H., JOUEHT B I. XXumox
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1.HaliveHyBAHHS NpONO3MLIH /151 BHPOBAIKEHHS: K;pnionporenopﬁi BIIACTHBOCTI
HOBHX TOXIIIHHX 4-0KCO (aMiHO) XiHa30/liHy NPH eKCriepHMeHTaNbHIH imeMil Miokapy.
2.Kum 3ampononoBaHo, ajpeca, BHKoHaBui: kadenpa dQapmaxosorii Binmuibkoro
HALIOHAJIBHOrO MeAMdHOro yHiBepeutery iM. M. 1. [Muporosa, 21018, m. Binxuus, By
ITuporosa 56, acn. [ikurantok O.B., npod. Crenamok I".I.

3. lxepena in mauii:

a) O B. Txuramok «Mopdorioriuni 3Minu Miokapaa npH ekcnepuMeHTaIbHIH inemii B
yMoBax 3acTocyBaHHs Kapuiomporekropiy / O. B. J[Dkuramok, I'. I Cremarrok,
C.B.Bepuuroponcskwii /Bicank mopdonorii 2016 Nel, T.22 C.19-15.

6) O B. xuramok «XapakTepucTHKa BILTHBY 4-(4-oxco-4H-xizanonin-3-1JI) Gensoiinoi
kucsotn (T1K-66) Ha nepebir anpenaniHoBoi MiokapaiomucTpodii B UIypiB 3a AaHHMH
oOioxiMiyamux gocaimkensy / O. B. Jlxuramok, ' I. Crenasiox, H. B. 3aiuxo, C. L
Kosaneuxo, K. I'l. [Lla6enpauk // Meanuna ta kiinigna ximis 2016 T.18 Ned C.16-22

4. Jle i KoM _BOPOBA[KEHO: B HAYKOBO-TEJAroriyHmii npouec kadeapu gapmaxonorii
Hauionansroro memuunoro yHisepcutety iMeni O.0. Boromonsis «12» Gepesns 2018 p.

S. Tepmin BnpoBampkenns 2017 2018 u.p.

6. EdekTHBHICTL BOPOBA/KEHHSI: OTPHMAHI 1aHi CBIIYaTh MPO BHCOKY 3aXHCHY Jil0 Ha

iureMi3oBaHe ceplie, HOBHX MOXiZHMX 4-0KCO (aMiHO) XiHA307MiHY MPH eKCTepPAMEHTAIbHIH
imemii  miokapay 3a  BenuuMHOW  BKazaHoro  edexty  cmonyka  [1K-66
KOHKYPEHTOCIIPOMOXKHA 3 KOPAAPOHOM.

7. ®opma BNPOBAKEHHN: Marepialii BHKOPHCTOBYIOTbCS B HABYAJBHOMY [pOLECi,
NeKUifHOMY KypCl, IPAKTUYHHX 3aHATTAX T HAYKOBHX JIOCIIDKCHHAX.

8. 3aypaskeHHs Ta NPOMO3HILii: He BHOCHITHCS.

OGroBopeHo Ta 3aTBepiukeHo Ha 3acuianHi Kadeapn dapmakonorii  HarionanbsHoro
MemuHoro yHiBepeutery iMeni O.0. Boromonbus, nporokon Ne22 sin «12» Gepesns 2018

POKY.

Buanosinanbhuii 3a BNpoBa/KeRHs:

Acuctent xadeapu papmakomnorii

HarioHanpHOro MeIMYHOTO YHIBEPCHTETY

imen1 O.0. boromonbus AT

K.papm.H. (O I.B CimoroB

3aginyBau kadenpu dpapmakonorii

HauioHanbHOro MEAHYHOTO YHIBEPCHTETY /

wvedi O.0. Boromonsiis

Z.MeJ.H., podecop ! { ‘B. 3aifuenxo
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AKT BITPOBAI’K
1. HaliMeHyBaHHS NpPONO3HNiH A1 BIPOBAMKEHH piKto PH1 . BIACTHBOCTI
HOBHX ITOXiJHHX 4-0KCO (aM1HO) XiHa30/IiHY IIPH eKCIHEPHMERTEBHIT 11IeMii MIOKapy.

2. KuM 3anpomosoBamo, ajpeca, BHKoHaBii: xabenpa dapmaxonorii Binmmibkoro
HAaI[IOHAJIBHOTO MeIW4YHOro yHiBepcHrery iM. M.LIImporosa, 21018, m.Binuuns,
Byn.ITuporosa 56, acn. hxuramok O.B., npod. Cremanrok I'.I.

3. zxepena inopmanii:

a)  O.B.xuramox «Mopdonoruni 3MiHH MioKap/a IpH eKcIlepHMEHTallbHii -immeMii B
yMOBaxX  3acTocyBaHHs  Kapaiomporektopi» /  O.B. pxwramox, I'I.Crenasiok,
C.B.Bepuuropozacskuii //BicHuk mopdomnorii 2016 Nel, T.22.C.19-25.

6) O.B.Jxuramox «Xapakrepuctuka BILUIMBY 4-(4-oxco-4H-xizaHomHu-3-1JI) Gensoitnol
xucnotu(ITK-66) Ha mepeGir agpeHalliHOBOi MiOKapHiomMCTpodii B IIypiB 3a NaHAMH
Gioximiurux mocmipkens» / O.B.Jxuramok, I'.I.Crenanrox, H.B.3aiuko, C.I.KoBanenko,
K.I1.1Ia6ensnuk / Memuana Ta kiinivHa XiMisg 2016 T 18 Ne4 .C.16-22.

4. Jle BupoBakeno: Ha Kadenpi dapmakosnorii BiHHHIBKOTO IepXaBHOrO MEIHYHOTO
YHIBEPCHTETY B JeKLiHHOMy Kypci Ta IpH NPOBEASHHI NPaKTHYHHAX 33HATH IO TeMi.
«AHTHaHTiHANBHI 3aCO6M»

5. Tepmin BnpoBakennst 2017 2018 H.p.

6. EdexTrBHicTs BOpOBaJKeHHs: OTPHMAaHI JaHi CBi4aTh PO BHCOKY 3aXHCHY AII0 Ha
imemi3oBaHe ceple, HOBUX HOXifHMX 4-OKCO (aMIHO) XiHa30JiHYy NPH eKCIepHMEeHTaIbHiH
imemii  miokapay 3a  BenuuMHOIO  BKasaHoro edekry cmomyka IIK-66
KOHKYPEHTOCTIPOMO’KHA 3 KOD/IAPOHOM.

7. dopma BHpPOBAJNEHHSN: MaTeplali BHKOPHCTOBYIOTECS B HABYAIBHOMY NpOIECi,
JeKIiHHOMY Kypcl, IPaKTHYHUX 3aHATTAX T4 HAYKOBHX JOCIDKEHHAX
8. 3ayBajkeHHs Ta MPONO3MN|i: HE BHOCHIIHCS.

OGroBopeHo Ta 3aTBep/UKEHO Ha 3acifaHHi Kadenpu apmakonorii BiHHHIBKOrO
HalliOHAJIBHOTO MEJWYHOro  yHiBepcurteTy mpoTokoi NelO Bix «23» motoro 2018p.

BinnoBinanbHui 32 BIIPOBAIDKEHHS !
3asiyBad kadeapu dpapmakosorit
BiHHHI[BKOTO HALiOHAIEHOTO MEAUIHOTO YHiBEPCHTETY

J.MeJL.H.Ipod. /%ﬂzé% H.I.Bonomyx
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