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Перелік умовних скорочень
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АФК – Активні форми кисню
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ІХС – Ішемічна хвороба серця

КАТФ – АТФ-залежні калієві канали

КК-МВ – Креатинкіназа ізоформи МВ
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ЧСС – Частота серцевих скорочень

МАПК – Мітоген-активована протеїнкіназа
ВСТУП

Актуальність теми. В Україні захворюваність на ішемічну хворобу серця стабільно зростає, смертність від серцево-судинних хвороб становить 68% від загальної (404,6 тис. осіб/рік в абсолютних показниках). За кількістю смертей перше місце займає ішемічна хвороба серця (ІХС).
Розвитку ішемічної хвороби серця сприяють такі фактори, як артеріальна гіпертензія (підвищення артеріального тиску більше 140/90 мм рт. ст.), спадкова схильність до серцево-судинних захворювань (наприклад, гіпертензія або інфаркт міокарда у родичів), надмірне психоемоційне напруження, часті стресові ситуації, шкідливі звички [19].

Термін «ішемія міокарда» описує стан, який характеризується невідповідністю можливостей доставки кисню до міокарда і потреб у ньому останнього для підтримки достатнього рівня окиснювальних процесів у мітохондріях клітин. Такий дисбаланс призводить до комплексу метаболічних і структурно-функціональних перебудов, що відображають ішемічне пошкодження міокарда. При тривалій і глибокій ішемії міокарда настають незворотні зміни клітин, які закінчуються загибеллю кардіоміоцитів [9, 12, 164].

Попередити, або ж зменшити негативні наслідки ішемії міокарда допомагає явище прекондиціювання міокарда. Прекондиціювання – це метаболічна адаптація міокарда до ішемії, що розвивається після короткочасних повторюваних епізодів зниження доставки кисню до тканин міокарда і призводить до підвищення стійкості серця до наступної більш тривалої ішемічної атаки [79]. Даний феномен знижує ймовірність розвитку інфаркту міокарда, а за його виникнення зумовлює зменшення розмірів інфаркту, знижує ймовірність появи аритмії, запобігає значним порушенням функцій міоцитів лівого шлуночка, а також зменшує пошкодження міокарда, пов’язані з реперфузією. Прекондиціювання розвивається під впливом короткочасних ішемічних проявів, а також під впливом деяких лікарських препаратів – так зване фармакологічне прекондиціювання [89, 119, 73]. На сьогоднішній день відомо кілька препаратів різних класів, які стимулюють цей феномен. З них найбільш активно вивчаються аденозин, нікоранділ, пінацидил, флокалін, триметазидин [5, 9, 20, 140].

Нікоранділ, що є донатором оксиду азоту та відноситься до групи модуляторів калієвих каналів, підвищуючи концентрацію NO, як рецептор-незалежного тригера, і одночасно активуючи АТФ-залежні калієві канали мітохондрій, достовірно знижує ризик розвитку інфаркту міокарда, проявляє коронародилататорний та помірний гіпотонічний ефект [153].

Пінацидил швидко і ефективно знижує артеріальний тиск як при внутрішньовенному введенні, так і при прийомі перорально. Пінацидил також викликає підвищення частоти серцевих скорочень, зниження загального периферичного опору і постнавантаження на міокард, збільшення об’єму серцевого викиду, коронарного кровообігу і споживання кисню міокардом [82].

Флокалін, не впливаючи на частоту серцевих скорочень та скоротливу активність міокарда, збільшує коронарний кровообіг шляхом розширення коронарних артерій та зменшує розмір ділянки інфаркту міокарда у разі його виникнення [18, 20].

Існуючі на сьогодні препарати, незважаючи на перспективність їх використання для фармакологічного прекондиціювання, недостатньо ефективні та мають ряд побічних ефектів, що зумовлює необхідність пошуку нових високоефективних препаратів. Застосування фармакологічних препаратів з метою розвитку прекондиціювання дозволить істотно поліпшити не тільки лікування, але і вторинну профілактику ішемічної хвороби серця.

У відділі фармакології серцево-судинних засобів ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України» здійснюються пошуки ефективних сполук, здатних прекондиціювати міокард, серед похідних імідазо[1,2-a]азепінію. Попередні дослідження показали, що ряд синтезованих сполук ефективно знижував тонус судин на тлі гіперкалієвої констрикції за умов in vitro [6]. Зважаючи на попередні дослідження in silico, нами було зроблено припущення, що вазодилататорна активність вибраних похідних може бути пов’язана з впливом на АТФ-чутливі калієві канали. Базуючись на знаннях про механізми прекондиціюванння і беручи до уваги той факт, що активація АТФ-залежних К+-каналів є необхідною умовою реалізації цього феномена, на нашу думку, перспективним напрямком у створенні нових кардіопротекторних лікарських засобів є пошук сполук у ряді синтезованих похідних імідазо[1,2-a]азепінію.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Тема дисертації пов’язана з плановими науково-дослідними роботами ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України»: «Пошук ефективних токолітиків та детрузоселективних спазмолітиків серед гетероциклічних структур з двома атомами нітрогену» (№ держреєстрації 0113U000741).
Мета і завдання дослідження. Виділити найбільш ефективні сполуки серед нових синтезованих похідних імідазо[1,2-а]азепінію, з властивостями до фармакологічного прекондиціювання міокарда та вивчити їхні кардіопротекторні властивості in vitro та in vivo.
У відповідності до мети було визначено такі завдання дослідження:
1) вивчити вплив 9 синтезованих похідних імідазо[1,2-а]азепінію на скоротливу активність міокарда щурів за умов тотальної ішемії  in vitro;

2) вивчити вплив 9 синтезованих похідних імідазо[1,2-а]азепінію на коронарний кровообіг in vitro;

3) на основі отриманих результатів визначити найактивніші сполуки;

4) вивчити вплив вибраних найактивніших сполук на скоротливу активність міокарда щурів за умов регіональної ішемії in vitro;

5) вивчити вплив вибраних найактивніших сполук на активність лактатдегідрогенази та креатинкінази-МВ в серцевому ефлюенті;

6) вивчити вплив найактивніших сполук на показники кардіогемодинаміки та розмір інфаркту у щурів in vivо за умов експериментального інфаркту міокарда;

7) дослідити гостру токсичність найактивніших сполук.
Об’єкт дослідження: фармакологічне прекондиціювання та кардіопротекторні властивості похідних імідазо[1,2-а]азепінію.
Предмет дослідження: скоротлива активність, коронарний кровотік, активність біохімічних маркерів ішемічного ураження міокарда інтактних тварин та за умов експериментальної патології.

Методи дослідження: фармакологічні, токсикологічні, фізіологічні, статистичні.
Наукова новизна одержаних результатів. Вперше досліджено вплив 9 похідних імідазо[1,2-а]азепінію на функціонування ізольованого серця щура in vitro. Встановлено, що похідні імідазо[1,2-а]азепінію виявляють кардіопротекторну активність на ізольованому серці щура за умов тотальної ішемії.
Виділено 2 сполуки-лідери – ІФТ_000280 і ІФТ_000281, котрі виявляли найбільший кардіопротекторний ефект на ізольованому серці щура, визначена гостра токсичність сполук та встановлений їх кардіопротекторний вплив за умов регіональної ішемії.

У роботі досліджено вплив сполук-лідерів на показники кардіогемодинаміки та розмір інфаркту міокарда у щурів in vivo. Встановлена здатність сполуки ІФТ_000281 зменшувати розмір інфаркту.
Практичне значення одержаних результатів. На основі вивчення здатності похідних імідазо[1,2-а]азепінію до прекондиціювання міокарда, виділено сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281, які проявляють ряд кардіопротекторних активностей, в тому числі під час ішемічних ушкоджень міокарда, та на основі отриманих даних можуть бути рекомендовані для подальшого поглибленого вивчення з метою розробки на їх основі нового кардіопротекторного препарату.
Особистий внесок здобувача. Головна ідея та напрям досліджень сформульовані здобувачем спільно з науковим керівником. Автором особисто проведено аналіз наукової літератури та патентно-інформаційний пошук, виконано весь обсяг експериментальних досліджень і статистичну обробку отриманих результатів.

Разом із науковим керівником сформульовані основні наукові положення та висновки роботи, підготовлені до друку наукові праці. Всі розділи дисертації та її автореферат написані автором самостійно.

Апробація результатів дисертації: Основні положення дисертації викладені та обговорені на щорічних звітах в ДУ «ІФТ НАМН України» (2014–2015 роки), Міжнародній науково-практичній конференції «Теоретичні та практичні аспекти розвитку сучасної медицини» (Львів, 2014), Міжнародній науково-практичній конференції «Здоров'я людини у сучасному світі: питання медичної науки та практики» (Одеса, 2014), Міжнародній науково-практичній конференції «Вітчизняна та світова медицина: вимоги сьогодення» (Дніпропетровськ, 2014).
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 10 наукових робіт, в яких повною мірою відображено її зміст, в тому числі 7 статей, з них 5 – у наукових фахових журналах, рекомендованих ДАК МОН України та 1 зарубіжна; 3 тези у матеріалах з’їздів, науково-практичних конференцій, у тому числі за міжнародною участю.
РОЗДІЛ 1

ПРЕКОНДИЦІЮВАННЯ МІОКАРДА ЯК ЕНДОГЕННИЙ МЕХАНІЗМ ПРОТИДІЇ НЕГАТИВНИМ НАСЛІДКАМ ІШЕМІЧНИХ СТАНІВ

(огляд літератури)

1.1. Механізми ендогенної кардіопротекції та прекондиціювання
Прекондиціювання міокарда – стан підвищення стійкості міокарда до пошкоджень під час тривалого періоду ішемії-реперфузії. Механізми прекондиціювання запускаються у відповідь на короткі (до 5 хв) епізоди ішемії-реперфузії (ішемічне прекондиціювання) або під дією хімічних сполук (фармакологічне прекондиціювання) [5, 12].

Короткочасна ішемія міокарда ініціює каскад певних біохімічних процесів в кардіоміоцитах. Ці процеси спрямовані на захист міокарда від ушкоджень, пов'язаних з його ішемізацією. Завдяки цьому міокард стає підготовленим до подальшої  ішемії і набагато стійкішим до агресивних факторів, зумовлених погіршенням живлення та оксигенації серця [73]. У разі гострої ішемії цей механізм може запобігти розвитку інфаркту міокарда, а якщо останній все ж відбувається, ішемічне прекондиціювання забезпечує менші розміри інфаркту, зменшує ймовірність появи аритмії, оберігає від значних порушень функцій міокарда лівого шлуночка, а також зменшує пошкодження міокарда, пов'язані з реперфузією [78, 209].

В організмі людини і тварин в процесі еволюції і адаптації внутрішнього стану організму до умов довкілля, які постійно змінюються, виробились ендогенні механізми кардіопротекції, які протидіють патогенним чинникам. В першу чергу це механізми, спрямовані на збереження енергетичних запасів серця внаслідок гальмування гідролізу АТФ ендогенним інгібуванням АТФ-синтази і посилення анаеробного утворення АТФ та максимального зменшення енерговитрат [132, 206]. Останнє реалізується за допомогою ендогенних гальмівних механізмів: рефлекторного пригнічення симпатичної імпульсації, NO-залежного і гуморального розширення коронарних і периферичних судин, внаслідок чого зменшується післянавантаження на ішемізоване серце. Гуморальний механізм зумовлений виділенням аденозину [105], передсердного натрійуретичного фактора [36]. Це приводить до майже повного припинення скорочень міоцитів у місці ішемії [25]. Розширення коронарних судин неішемізованих ділянок міокарда, викликане ендогенними механізмами, приводить до підвищення кровопостачання міокарда і обмеження розміру ураженої ділянки серця [7, 21, 184].

Важливим ендогенним кардіопротекторним механізмом є активація АТФ-чутливих калієвих каналів – одна з найшвидших реакцій на зниження концентрації АТФ у міокарді [57, 179]. АТФ-чутливі калієві (КАТФ) канали клітинних мембран відносяться до тих структур, що тісно пов’язані з енергетичним станом клітини. Основним ендогенним регулятором активності цих каналів є внутрішньоклітинна концентрація АТФ, зменшення рівня якої нижче від мілімолярного, зокрема при гіпоксії та ішемії тканин, призводить до відкривання каналів та розвитку компенсаторних та захисних механізмів [103, 151, 210]. Збільшення вмісту АТФ від вказаного вище рівня, навпаки, спричинює закриття цих каналів [95, 204, 211]. Ця властивість характерна КАТФ-каналам кардіоміоцитів, судинним і несудинним гладеньком’язовим клітинам, нейронам тощо [141, 183, 216, 227]. Виходячи з того, що при фізіологічних умовах внутрішньоклітинна концентрація АТФ відповідає мілімолярним рівням (близько 3-5 ммоль/л), КАТФ-канали постійно повинні бути в інгібованому стані, що і підтверджують дослідження [48, 89, 233]. Винятком є тільки канали β-клітини підшлункової залози, що тісно пов’язані з виробленням інсуліну, а отже, нормальним функціонуванням організму [106, 202]. В судинному руслі розрізняють декілька функцій цих каналів.У першу чергу, це метаболічна регуляція кровотоку, а також регуляція базального тонусу судин, реактивна гіперемія, ауторегуляція судинного кровотоку та зниження кров’яного тиску при ендотоксичному шоці [44, 198]. Метаболічну регуляцію кровотоку пов’язують з гіпоксією і його підсиленням в гіпоксичній зоні внаслідок зменшення внутрішньоклітинного вмісту АТФ, співвідношення АТФ/АДФ і наступної активації КАТФ-каналів. Активація КАТФ-каналів гладеньком’язових та ендотеліальних клітин судин спричиняє трансмембранний вихід із клітини іонів калію та гіперполяризацію клітинної мембрани для перших та звільнення молекул оксиду азоту для других. Наслідком цього є розширення кровоносних судин та посилене постачання кисню та енергоресурсів до тканин, які цього потребують, під час гіпоксії [71]. В розвитку вазодилататорних реакцій, можливо, можуть брати участь і КАТФ-канали мітохондріальних мембран [35].
Відкривання КАТФ-каналів можливе і фармакологічним шляхом за допомогою активаторів цих каналів, використання яких спричинює гіпотензивні та антиішемічні ефекти [98, 121, 172]. Вазодилататорні ефекти таких активаторів, зокрема фторвмісних, є досить потужними навіть при таких патологічних станах, що супроводжуються значними порушеннями системного артеріального тиску, як артеріальна гіпертензія та цукровий діабет [56]. Слід зауважити, що в експериментах на ізольованих смужках аорти щурів зі спонтанною гіпертензією ефекти активаторів калієвих каналів за своєю амплітудою, практично, не відрізнялися від таких у тварин з нормальним тиском, тоді як при стрептозотоцин-індукованому діабеті були дещо зменшеними [45, 68]. Проте вплив активаторів КАТФ-каналів на судинні реакції залишається ще не повністю з’ясованим. Зокрема, досі незрозумілим є підвищення напруження судинної смужки в експериментах in vitro при дії флокаліну в концентрації 0,5 ммоль/л [49]. У дослідженнях властивостей цих відкривачів каналів особливу увагу приділяють їх кардіопротекторним, антиішемічним діям [23].

Внаслідок такої активації АТФ-чутливих калієвих каналів відбувається гіперполяризація і зменшується кількість цитозольного кальцію в міоцитах, що, в свою чергу, зумовлює енергозберігаюче гальмування скоротливої функції міокарда і розширення судин, підвищує кровопостачання міокарда і зменшує навантаження на серце [77]. Крім того, знижується активність ряду кальцій-залежних ферментів (фосфоліпази, ліпоксигенази, циклооксигенази та ін.), які беруть участь у патогенезі гострого інфаркту міокарда [51, 207].

Ці ендогенні фактори обумовлюють ефективність таких кардіопротекторних механізмів, як пре- і посткондиціювання, яким, останнім часом, надається велике значення як факторам ендогенної кардіопротекції та підвищення резистентності серця до патологічних впливів [38, 90, 158, 193].

Згідно з сучасними уявленнями весь процес прекондиціювання поділяється на три послідовних етапи: сприйняття стимулу (тригерний); передача сигналу до ферментів-медіаторів (сигнальний); вплив на процеси, що відповідають за захист міокарда (ефекторний) [96]. Основою першого етапу є накопичення речовин-тригерів під впливом коротких послідовних епізодів ішемії [200]. Ці тригери поділяються на рецептор-залежні і незалежні. До першої групи належать речовини (адреналін, норадреналін, брадикінін, опіоїди та ін.), які ініціюють процес шляхом активації специфічних рецепторів на мембрані кардіоміоцитів [40, 205]. До другої (активні форми кисню (АФК), іони кальцію, оксид азоту та ін.), які діють на ендотелій, іонні канали мембран клітин серця та судин [65, 126]. За походженням тригери поділяють на ендо- та екзогенні (рис. 1.1).
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Рис. 1.1. Класифікація тригерів процесу прекондиціювання міокарду[4].

Важливою рисою тригерного етапу є запуск багатьох, часто дублюючих, сигнальних шляхів.

Під час медіаторної стадії передача сигналу від рецепторів до мішені здійснюється системою медіаторів ферментативної природи (протеїнкіназа С, тирозинкіназа, фосфатидилінозитол-3-кіназа, мітоген-активована протеїнкіназа (МАПК) та ін.) [11, 12, 161, 212]. Надалі відбувається активація білків-ефекторів: мітохондріальних та сарколемних КАТФ-каналів; NO-синтази (ефекторна стадія) [100]. Прекондиціювання може мати кілька різних кінцевих ефекторних механізмів. Один з них – активація сарколемальних КАТФ-каналів, яка була зафіксована після здійснення практично всіх відомих видів прекондиціювання [171]. Активація сарколемальних КАТФ-каналів супроводжується зменшенням тривалості потенціалу дії і, отже, послабленням внутрішньоклітинного перевантаження іонами кальцію. Важливе ефекторне значення можуть також мати калієві канали внутрішньої мембрани мітохондрій [118]. Варто окремо відзначити роль АФК в процесі передачі та реалізації ферментно-медіаторного сигналу. Викликане внаслідок прекондиціювання обмеження утворення АФК в ході тривалої ішемії-реперфузії може розглядатися як ефекторний механізм [78]. Помірні кількості вільних радикалів можуть слугувати тригерами або ефекторами прекондиціювання [31]. Проте, високі концентрації АФК викликають порушення роботи електронно-транспортного ланцюга мітохондрій, а оксидативний стрес, який виникає в початкові моменти реперфузії, веде до важкого пошкодження міокарда [24].

Вважається, що ключову роль в ослабленні реперфузійного пошкодження під дією прекондиціювання можуть грати пори, що регулюють проникність внутрішньої мембрани мітохондрій (mPRP – mitochondrial Permeability Response Pore). Відкриття mPRP відбувається в ранньому періоді реперфузії і несе цілий ряд небезпечних для клітини наслідків, зокрема вибухоподібне набухання матриксу мітохондрій, зменшення продукції АТФ і активацію апоптозу [58]. Таким чином, інгібування відкриття mPRP може розглядатися як сприятлива подія, що послаблює прояви реперфузійного ушкодження. Є дані про те, що кілька медіаторів прекондиціювання (наприклад, PI3K, Akt, МАПК) інгібують активність GSK-3β; це, в свою чергу, призводить до підвищення порогу відкриття mPRP [37]. Таким чином, захист міокарда під дією прекондиціювання формується в результаті активації декількох механізмів, включаючи відкриття K+-каналів внутрішньої мембрани мітохондрій і сарколемальних КАТФ-каналів, ослаблення утворення АФК в ході реперфузії, модуляцію метаболізму жирних кислот та інгібування mPRP [60, 162]. Є свідчення щодо участі у досліджуваному ефекті білків теплового шоку [4, 29], СО [26], іонів хлору [107], заліза [28] та інших біологічно активних речовин.

Що ж стосується безпосереднього механізму захисту, концептуально можна не сумніватися лише в тому, що він включає зменшення потреби міокарда в АТФ в ході тривалої ішемії [145, 221].

Результатами прекондиціювання є:

1) послаблення внутрішньоклітинного навантаження іонами Са2+;

2) зниження скоротливої здатності міокарда (відповідно – потреб енергії);

3) регулювання утворення АФК;

4) оптимізація синтезу АТФ;

5) уповільнення апоптозу;

6) стабілізація структури мембран кардіоміоцитів [104].
Раніше вважали [29], що кардіопротективний ефект ішемічного прекондиціювання проявляється негайно після чергового епізоду ішемії і потім через 1-2 год слабшає. Проте пізніше було показано [99], що через 12-24 год він поновлюється і триває до 72 год (хоча і в менш вираженій формі). Ця пізня (віддалена) фаза опору ішемічним пошкодженням міокарда отримала назву «другого вікна захисту» (second window of protection - SWOP) або пізнього прекондиціювання. 

Існують дві важливі відмінності між раннім і пізнім прекондиціюванням. По-перше, раннє прекондиціювання призводить до більш вираженого інфаркт-лімітуючого ефекту, ніж пізнє. По-друге, на противагу пізньому, раннє прекондиціювання не супроводжуєтся активацією синтезу білків de novo [144].

У 2003 р. Z. Q. Zhao і співавт. описали феномен ішемічного посткондиціювання. Це спосіб захисту міокарда від реперфузійного пошкодження, який реалізується шляхом переривання раннього реперфузійного періоду після тривалої ішемії декількома короткими епізодами ішемії. У дослідженнях Z. Q. Zhao і співавт. посткондиціювання було викликано у собак трьома 30-секундними епізодами ішемії, розділеними 30-секундними епізодами реперфузії, розпочатими безпосередньо після 60-хвилинної оклюзії лівої передньої низхідної коронарної артерії. Посткондиціювання призводило до вираженого зменшення розміру інфаркту, зменшення набряку міокарда, поліпшення ендотеліальної функції і зменшення лейкоцитарної інфільтрації міокарда [39,75]. Надалі кардіопротекторні ефекти посткондиціювання були підтверджені на інших видах тварин з використанням різних моделей ішемії-реперфузії. Зокрема, на моделі ішемії міокарда у щурів in vivo продемонстрували зменшення розміру інфаркту та рівня креатинкінази під дією посткондиціювання [176].
1.2. Ішемічне прекондиціювання
Як вже було згадано вище, короткочасна ішемія міокарда ініціює каскад певних біохімічних процесів в кардіоміоцитах спрямованих на захист міокарда від ушкоджень, пов'язаних з його ішемізацією [32]. Таке явище, на відміну від фармакологічного прекондиціювання, коли механізми кардіопротекції запускаються сполуками – агоністами рецепторів, отримало назву ішемічного прекондиціювання і було відкрите набагато раніше.

Феномен ішемічного прекондиціювання особливо актуальний для клінічних ситуацій, в яких має місце гостра ішемія міокарда: нестабільна стенокардія, інфаркт міокарда, а також проведення втручань, що можуть призвести до ятрогенної ішемії (балонна ангіопластика, аортокоронарне шунтування і т.п.) [129].

Вперше феномен ішемічного прекондиціювання був виявлений R. Lange у 1984 р., який в своєму експериментальному дослідженні на тваринах показав, що вичерпання АТФ після повторних коротких ішемій відбувається в меншому ступені, ніж у випадку однократного епізоду ішемії [146]. C. E. Murry та співавт. представили результати роботи, в якій були описані переваги коротких епізодів скороминущої ішемії (тривалістю 5 хв) на міокард, а саме зменшення розміру інфаркту на 25 % при подальшій оклюзії коронарної артерії серця собаки тривалістю 40 хв (у порівнянні з відсутністю попереднього проведення 5-хвилинної ішемії в групі контролю). Для позначення цього цікавого феномену автори запропонували використовувати термін «ішемічне прекондиціювання» [31, 203].

Один із субаналізів клінічного дослідження TIMI-4 мав на меті продемонструвати у людини захисний ефект ішемічного прекондиціювання, подібний до того, що був показаний у вже згаданому дослідженні C. E. Murry та співавт. для серця собаки. Завдяки ньому було виявлено, що у пацієнтів, що зазнали приступів стенокардії до розвитку інфаркту міокарда, мали місце в середньому менші розміри інфаркту та більш сприятливі клінічні результати. Наприклад, частота розвитку тяжкої серцевої недостатності або кардіального шоку в групі хворих з попередніми приступами стенокардії становила 1 %, тоді як в контрольній групі (без ознак стенокардії до інфаркту міокарда) - 7 % (р = 0,006). Ці дані були підтверджені незабаром і в дослідженні TIMI - 9B, в якому у пацієнтів з попередньою стенокардією (протягом 24 год до перших симптомів інфаркту міокарда) було менше серцево-судинних порушень у перші 30 діб після розвитку інфаркту, а також відзначалася тенденція до більш низького рівня креатинкінази в плазмі крові в порівнянні з контрольною групою [52]. Після цього й інші клінічні дослідження неодноразово підтверджували сприятливий вплив попередньої стенокардії на перебіг інфаркту міокарда (розміри інфаркту, розвиток ускладнень, клінічні наслідки) [88, 91].

Наявність і вираженість феномена ішемічного прекондиціювання може залежати від різних чинників - статі, віку, наявності певних захворювань, змін структури і функцій міокарда, прийому деяких лікарських засобів [53]. Двома найбільш несприятливими для ішемічного прекондиціювання чинниками слід вважати літній вік і цукровий діабет (ЦД). Як старіння, так і патологічні процеси, пов'язані з діабетом, різко пригнічують нормальну адаптивну здатність міокарда [220, 277].

Р. Abete та співавт. у своєму дослідженні за участю більш ніж 500 пацієнтів з інфарктом міокарда виявили, що у осіб старших 65 років зникали переваги, обумовлені попередньою стенокардією. У більш молодих пацієнтів, у яких діагностували наявність стенокардії до розвитку інфаркту, мало місце зниження ризику розвитку кардіогенного шоку, застійної серцевої недостатності, а також зменшення внутрішньогоспітальної смертності у порівнянні з групою осіб того ж віку без нападів стенокардії до інфаркту міокарда [134]. Однак, після 65 років наявність стенокардії до розвитку інфаркту міокарда не сприяла зниженню ризику ускладнень і смерті, що свідчило про погіршення процесів ішемічного прекондиціювання в міокарді [86]. Зміни, яким піддаються механізми прекондиціювання в літньому віці, на сьогоднішній день залишаються невідомими. Однак, регулярне фізичне навантаження призводить до «подовження молодості» міокарда, віддаляючи вікове послаблення ішемічного прекондиціювання [19, 33].

Велика кількість епідеміологічних, експериментальних і клінічних досліджень підтверджують протективне значення естрогену в жіночому організмі і, навпаки, згубні для серцево-судинної системи наслідки зниження його концентрації в крові після менопаузи [40, 94, 201]. Реалізація кардіопротекторних ефектів естрогену відбувається різними шляхами. В їх основі лежать його сприятливі впливи на ліпідний профіль і ендотеліальну функцію, хоча можна говорити і про прямий вплив гормону на кардіоміоцити. Так, велике значення має стимулювання цим гормоном вироблення NO-синтази, яка грає одну з ключових ролей у відкритті АТФ-залежних калієвих каналів мітохондрій і, відповідно, у запуску ішемічного прекондиціювання міокарда [33]. Хоча слід зазначити, що в цьому сенсі естрогени залишаються недостатньо вивченими [35, 81].

Наявність цукрового діабету вкрай несприятливо позначається на адаптації міокарда до погіршення кровопостачання, пригнічуючи ішемічне прекондиціювання. Низка експериментальних досліджень свідчать про більш низьку резистентність міокарда піддослідних тварин, хворих на діабет, до ішемії і реперфузійного ураження навіть після попередньої короткочасної ішемії [131]. Ці дані вказують на те, що ішемічне прекондиціювання в умовах гіперглікемії не запускається або досить послаблене, щоб забезпечувати будь-які клінічні переваги [28]. У дослідженні М. Ishihara та співавт., що охопили більш ніж 600 пацієнтів з інфарктом міокарда передньої стінки, наявність попередньої стенокардії обумовлювала менші розміри інфаркту (судячи з рівня креатинкінази крові), проте на тлі цукрового діабету це поліпшення зникало. Схожий ефект пригнічення ішемічного прекондиціювання спостерігався і на тлі метаболічного синдрому: розміри інфаркту міокарда у щурів з метаболічним синдромом не змінювалися при стимулюванні ішемічного прекондиціювання як перед ішемією, так і перед реперфузією [196]. Дослідження W. K. Laskey і D Beach., в якому 382 пацієнтам була проведена коронарна балонна ангіопластика, дозволило зробити важливий висновок: у деяких хворих, особливо у літніх людей і діабетиків, прекондиціювання набагато менш виражене, що призводить до більш високого ризику ішемічних ускладнень після проведеного втручання [137, 143].

Гіперхолестеринемія і атеросклероз судин також мають безпосереднє відношення до пригнічення ішемічного прекондиціювання. Однак наявні на сьогоднішній день дані суперечливі: одні автори вказують на інгібування цього захисного механізму на тлі ліпідного дисбалансу [59], інші наводять докази того, що ішемічне прекондиціювання все ж має місце і в таких ситуаціях [67, 171].

Істотний вплив на реалізацію кардіопротекторних механізмів має стан самого міокарда. Зокрема, в центрі уваги вчених знаходяться такі ушкодження, як гіпертрофія міокарда, наявність постінфарктних змін [59]. Гіпертрофія міокарда підвищує ймовірність більш вираженого ушкодження серця у разі ішемії (як регіональної, так і загальної). Це зумовлено порушеннями метаболізму тканин серця, активацією ренін-ангіотензинової і симпатичної нервової системи, запальними змінами міокарда та доведено як в численних експериментальних дослідженнях на тваринах, так і в спостереженнях за переносимістю ішемічного навантаження в клінічній практиці (особливо після операцій на коронарних артеріях) [38, 154]. Відзначена також чітка кореляція між ступенем гіпертрофії і чутливістю міокарда до ішемії. Однак на сьогоднішній день більша частина таких несприятливих ефектів пояснюється порушенням перфузії тканин міокарда, а цілеспрямоване вивчення впливу гіпертрофії міокарда на ішемічне прекондиціювання не змогло поки його виявити. За даними K. G. Rajesh та співавт. (2004), i K. L. Butler та співавт. (2006) ішемічне прекондиціювання зберігалося навіть у гіпертрофованому міокарді і успішно захищало його від ішемічного навантаження [28, 138].

Поряд з цим, є ряд доказів того, що регресія гіпертрофії лівого шлуночка під впливом лікарських препаратів (інгібіторів ангіотензин перетворювального ферменту (АПФ), β-блокаторів, блокаторів кальцієвих каналів) сприяла поліпшенню відповіді міокарда на ішемію [88, 158]. Ці дані отримані головним чином з експериментальних досліджень на тваринах, проте становлять великий інтерес у світлі можливого практичного використання. Так, в дослідженні [19] такий ефект спостерігався після застосування каптоприлу, в дослідженні [41] - селіпрололу і атенололу, у дослідженні [122] - дилтіазему.

Винятком є гіпертрофія міокарда, зумовлена підвищенням активності тиреоїдних гормонів; таку гіпертрофію називають «доброякісною», оскільки вона в основному сприятливо відбивається на резистентності міокарда до навантажень, у тому числі до ішемії [55].

Є ряд доказових даних, присвячених впливу порушень функції щитовидної залози на феномен прекондиціювання. У ряді випадків застосування гормонів щитовидної залози зумовлювало певні сприятливі кардіоваскулярні ефекти і навіть могло розцінюватися як чинник, котрий частково усуває небажане пригнічення природної кардіопротекції в старіючому організмі. При гіпертрофії  міокарда, індукованої тироксином, не розвиваються ні патоморфологічні зміни фетального типу, ні фіброз міокарда. Функціональні можливості такого міокарда в основному залишаються на вихідному рівні або ж навіть поліпшуються (так, за даними досліджень підвищується резистентність міокарда до ішемічних і реперфузійних уражень) [79, 191]. Однак вважають, що використання з метою поліпшення адаптації міокарда до ішемії аналогів тиреоїдних гормонів не може бути клінічно успішним і взагалі застосовним на практиці [102, 138].

Звертають на себе увагу дані, що вказують на ятрогенне пригнічення ішемічного прекондиціювання при призначенні певних лікарських препаратів. У ряді досліджень останніх років було показано, що лікування протидіабетичними препаратами групи сульфаніламідів несприятливо впливає на феномен ішемічного прекондиціювання, у зв'язку з чим використання таких препаратів асоціюється зі зростанням ризику кардіоваскулярних дисфункцій. Виявилося, що сульфаніламіди закривають АТФ-залежні калієві канали не тільки в підшлунковій залозі (тим самим ініціюючи викид інсуліну і виявляючи свою цукрознижувальну дію), а й у серці, блокуючи захисний механізм ішемічного прекондиціювання [230]. Необхідно відзначити, що така неспецифічність характерна не для всіх сульфаніламідів, а переважно для препаратів цієї групи першого покоління. Препарати наступних поколінь мають більш високу селективність і набагато менше впливають на міокард. Так, чутливість АТФ-залежних калієвих каналів в кардіоміоцитах до глібенкламіду значно (приблизно у 6 разів) нижча, ніж у β-клітинах підшлункової залози. Водночас концентрація, необхідна для блокування струму через АТФ-залежні калієві канали кардіоміоцитів, у більш сучасного сульфаніламіду - глімепіриду - у 5 разів перевищує таку концентрацію для глібенкламіду [92]. Незважаючи на значну кількість досліджень, присвячених даній проблемі, на сьогоднішній день вплив сульфаніламідів на феномен ішемічного прекондиціювання і, відповідно, на кардіоваскулярну захворюваність і смертність залишається недостатньо вивченим: з приводу такого впливу для одних препаратів (таких як гліклазид, репаглінід) відомості практично відсутні, для інших (наприклад, глібенкламід) - дуже суперечливі [147].

Багато інформації вказує на те, що ефект прекондиціювання може бути стимульований за допомогою регулярної фізичної активності, вона також забезпечує підкріплення і посилення цього ефекту. Наприклад, цікаві результати дослідження, в якому фізичне навантаження в рамках навантажувального тесту у пацієнтів з відомою ішемічною хворобою серця (ІХС) сприяло кращій переносимості такого ж навантаження через годину (меншою депресією сегмента ST на піку виконання вправи) [180]. Інші автори неодноразово демонстрували схожі результати, причому існують дані, які вказують на те, що отримані переваги пов'язані скоріше з феноменом ішемічного прекондиціювання, ніж із залученням колатерального кровообігу [47, 180]. Однак відомо, що ефект фізичних навантажень на стимулювання ішемічного прекондиціювання має короткочасний характер. Тому хворим на серцево-судинні хвороби рекомендуються регулярні, по можливості щоденні фізичні навантаження, особливо особам похилого віку, у яких достатня фізична активність віддаляє момент «вікового згасання» феномена ішемічного прекондиціювання [133]. Однак деякі і експериментальні, і клінічні дослідження вказують на те, що фізичне навантаження може сприяти подовженню ефекту ішемічного прекондиціювання. Якщо за звичайних умов кардіопротекторна дія прекондиціювання, як правило, вичерпується протягом години після ініціації ішемії («перше вікно кардіопротекції»), то ішемія, зумовлена фізичним навантаженням, в ряді випадків подовжує захисні ефекти до 24-72 годин («друге вікно кардіопротекції»)[20].

1.3. Фармакологічне прекондиціювання

Що стосується лікарських препаратів, здатних викликати ефект фармакологічного прекондиціювання, то ця область залишається однією з найбільш привабливих для наукових досліджень в кардіології. Результати досліджень [22, 26, 44, 48, 149, 168] показали, що існує ряд фармакологічних препаратів, здатних індукувати прекондиціювання. На сьогоднішній день відомо кілька препаратів, які проявили стимулювальний вплив на цей феномен. З них найбільш активно вивчаються аденозин, нікоранділ, пінацидил, кромакалім [175, 199].

В першу чергу ефект фармакологічного прекондиціювання може бути досягнутий за допомогою аденозину, що є одним з основних тригерів фізіологічного прекондиціювання, і агоністів його рецепторів [46]. Аденозин - це природний метаболіт організму - ендогенний пуриновий нуклеозид. Він модулює багато фізіологічних процесів, особливо в серці і коронарних судинах, тому вже давно використовується в якості лікарського препарату. Логічною видається також думка про застосування аденозину для індукції прекондиціювання. У порівнянні з контрольною групою використання цього препарату асоціювалося із збільшенням фракції викиду лівого шлуночка, зниженням кількості серцево-судинних розладів у пацієнтів зі значним атеросклеротичним ураженням коронарних артерій [155]. Внутрішньокоронарне введення аденозину перед проведенням крізьшкірної коронарної ангіопластики забезпечувало меншу ступінь ішемії міокарда, пов'язаної з втручанням, а також збільшувало переносимість більш тривалого роздування балона у порівнянні з контролем [54]. Подібний ефект аденозину спостерігався і при введенні його перед аортокоронарним шунтуванням, призводячи до кращих результатів операції, меншої кількості ускладнень, більш сприятливих наслідків [34]. Цікаві результати були отримані в рамках дослідження AMISTAD - II (Acute Myocardial Infarction Study of Adenosine, 2005), в якому взяли участь більше 2 тис. пацієнтів з гострим інфарктом міокарда. Введення аденозину в перші 15 хв від початку тромболітичної терапії або безпосередньо перед операцією забезпечувало менші розміри інфаркту, підтверджені сцинтиграфією з використанням Технецію-99, причому дія аденозину була дозозалежною [130]. Слід підкреслити, що саме доведене зменшення розмірів інфаркту в даний час розцінюється як найважливіший клінічний доказ кардіопротекції [27, 83].
На даний час на фармацевтичному ринку України присутній вітчизняний препарат, що містить аденозин-5-трифосфатоглюконато-магнію (II) тринатрієву сіль (Адвокард). Перші результати застосування препарату Адвокард в клініці свідчать про перспективність його використання з метою кардіопротекції, заснованої на феномені прекондиціювання [15].

Привабливою також здається ідея використання прямих активаторів КАТФ-каналів. На теперішній час відомий ряд препаратів, що володіють такою дією (діазоксид, кромакалім, бімакалім та ін.) [226]. Спільною рисою для всіх цих препаратів є те, що вони проявляють певний кардіопротекторний ефект тільки в разі призначення їх перед ішемією; прекондиціювання на тлі реперфузії (посткондиціювання) при використанні активаторів КАТФ-каналів не відбувається. Це серйозно обмежує їх клінічне застосування [14, 53].
За хімічною структурою активатори калієвих каналів досить різноманітні, серед них можна виділити наступні основні групи сполук:

1) бензопірани: кромакалім, левкромакалім, МJ-451, НОЕ-234 (римакалім), РКР217-744;

2) бензотіадизини: діазоксид;


3) похідні нікотинаміду: нікоранділ;


4) похідні гуанідину: пінацидил, Р-1075, ПФ-10, ПФ-5;


5) похідні нафталенону: UR8225;


6) піримідини: міноксидил, LР-805 [2,76, 237].

Незважаючи на різну хімічну структуру, відкривачі (активатори) калієвих каналів мають загальний механізм дії: вони, активуючи певні види калієвих каналів в клітинних мембранах, сприяють виходу іонів калію з клітини і виникненню на мембрані стійкої гіперполяризації, яка перешкоджає надходженню іонів кальцію через потенціал-залежні кальцієві канали. При цьому підвищується пороговий потенціал, що викликає зниження збудливості і здатності їх до скорочення [4, 72, 93].
Слід зупинитися на такому представнику активаторів АТФ-залежних калієвих каналів, як нікоранділ. Вперше нікоранділ був отриманий в 70-ті роки японськими вченими. В якості лікарського препарату він був зареєстрований не так давно, будучи схвалений для лікування стенокардії в Японії і низці європейських країн. За хімічною структурою нікоранділ схожий до нітратів, які традиційно використовуються в лікуванні стенокардії, однак відрізняється від них рядом позитивних властивостей, які забезпечують певний кардіопротекторний ефект, а також значно зменшують побічну дію препарату [3, 169]. Нікоранділ є донатором оксиду азоту та відноситься до групи модуляторів калієвих каналів. Підвищуючи концентрацію NO як рецептор-незалежного тригера і одночасно активуючи КАТФ-канали мітохондрій, він достовірно знижував ризик розвитку інфаркту міокарда із зубцем Q [54]. В інших дослідженнях [137] показано, що призначення нiкоранділу пацієнтам з гострим інфарктом міокарда безпосередньо перед операціями на коронарних судинах призводило до поліпшення функції лівого шлуночка і знижувало ризик кардіальних ускладнень. Цей ефект пояснюється як судинорозширювальними властивостями препарату і, відповідно, поліпшенням мікроциркуляції в міокарді, так і стимулюванням прекондиціювання [22, 203].

Н. Matsuo та співавт. у своєму дослідженні продемонстрували, що у пацієнтів зі стенокардією, яким проводилась коронарна транслюмінальна ангіопластика, застосування нікоранділу за 5 хв. до роздування балона обумовлювало значно меншу ступінь ішемії, ніж у контрольній групі. При цьому перфузія міокарда, оцінювана за допомогою комп'ютерної томографії з використанням одиничної фотонної емісії, не відрізнялася істотно в групах нікоранділу і плацебо [217]. Це свідчить про те, що значна частина сприятливого ефекту нікоранділу є наслідком його прямої дії на тканину міокарда, а не тільки вазодилатації та поліпшення мікроциркуляції в міокарді [1]. Регулярне застосування нікоранділу у хворих на інфаркт міокарда достовірно зменшує ризик повторної ішемії [42], а в дослідженні IONA було виявлено зменшення кількості серйозних коронарних подій на тлі постійного прийому препарату у хворих зі стабільною стенокардією [5]. Заслуговують на увагу дані, які вказують на можливість підвищення чутливості міокарда хворих на цукровий діабет до прекондиціювання за допомогою нікоранділу. У дослідженні, в якому брали участь літні пацієнти з ІХС, що перенесли коронарну ангіопластику, була встановлена здатність нікоранділу відновлювати кардіопротекторний ефект прекондиціювання [135].
Інший представник цієї групи сполук пінацидил – один з перших активаторів калієвих каналів, який є неселективним агоністом, також проявляє периферичну вазодилататорну активність [148]. У численних експериментах також виявлено, що пінацидил швидко і ефективно знижує артеріальний тиск як при внутрішньовенному введенні, так і при прийомі перорально [61]. Пінацидил викликає підвищення частоти серцевих скорочень, зниження загального периферичного опору і постнавантаження на міокард, збільшення об’єму серцевого викиду. Пінацидил, збільшуючи коронарний кровообіг і споживання кисню міокардом, не впливає на скоротливість лівого шлуночка [181]. Пінацидил розширює прекапілярні резистивні судини і слабко впливає на посткапілярні венули. За деякими даними, при тривалому прийомі препарату підвищується рівень адреналіну і норадреналіну [34]. За даними літератури, основними показаннями для призначення пінацидилу є: вазоспастична форма стенокардії, артеріальна гіпертензія, серцева недостатність. Однак через рефлекторне підвищення ЧСС його застосування комбінується з блокаторами β-адренорецепторів. Ефективність пінацидилу порівняна з дією празозину, гідралазину, метилдопи і каптоприлу [74, 148]. Пінацидил в порівнянні з гідралазином володіє більш вираженим коронародилаторним ефектом. Вазодилататорна дія пінацидилу не пов'язана з дією простагландинів і активацією блокаторів β-адренорецепторів, оскільки не інгібується пропранололом і індометацином [84].
Здатністю до відкриття АТФ-залежних калієвих каналів володіє і периферичний вазодилатор діазоксид [69]. Відкриття цих каналів викликає вихід іонів калію і гіперполяризацію мембрани гладком'язових клітин судин, що порушує функцію потенціал-залежних кальцієвих каналів, знижує надходження всередину клітин іонів кальцію і перевантаження ними кардіоміоцитів [187]. В експерименті, коли діазоксид вводився лабораторним щурам, які зазнали гострої коронарної гіпоксії, з подальшою реперфузією, його застосування асоціювалося зі зменшенням гіперконтрактури кардіоміоцитів, що виникла на тлі відновлення кровотоку. Дані про клінічне застосування діазоксиду відсутні [62].

Кардіопротекторні можливості нітратів в даний час також нерідко обговорюються в науковій літературі [17, 87, 191]. Виявилося, що при внутрішньовенному і внутрішньокоронарному введенні нітрогліцерин проявляє стимулювальний ефект на прекондиціювання [81]. Основна складність у трактуванні таких результатів полягає в тому, що необхідно відрізнити судинорозширювальний ефект нітрогліцерину і пов'язані з цим сприятливі впливи (поліпшення перфузії міокарда, відкриття колатералей) від прямого кардіопротекторного впливу. Так, внутрішньокоронарне застосування нітрогліцерину за добу до проведення коронарної ангіопластики суттєво зменшувало ішемію міокарда, пов'язану з роздуванням балона порівняно з групою контролю [157]. На жаль, навіть регулярне використання нітратів не асоціюється зі зниженням смертності, частоти гострих ішемічних подій і потреби в реваскуляризації. Тому препарати цього класу продовжують використовуватися переважно в якості антиангінальних засобів [63].

Враховуючи здатність естрогенів стимулювати механізм ішемічного прекондиціювання за допомогою NO-синтази і відкриття КАТФ-каналів мітохондрій [35, 70], цікаво також розглянути потенційні терапевтичні можливості цих препаратів в боротьбі з ішемією міокарда. Ряд експериментальних досліджень показав здатність естрогенів зменшувати розмір інфаркту, проте ці дані залишаються суперечливими [28]. Обнадійливі результати надають і роботи, присвячені вивченню кардіопротекторних впливів тестостерону. Деякі автори відзначають здатність цього гормону покращувати відновлення функції міокарда після ішемічних і реперфузійних ушкоджень, знижувати кількість кардіоміоцитів, загиблих внаслідок ішемії або реперфузії [85]. Цікаві дані показало рандомізоване клінічне дослідження за участю пацієнтів, що страждають на серцеву недостатність. Ці ефекти також мають відношення до стимулювання відкриття мітохондріальних КАТФ-каналів. Проте, перспектива рутинного використання як естрогену, так і тестостерону з метою забезпечення кардіопротекції та попередження ішемічних подій залишається малоймовірною [5].
Інгібітори Na+/H+-обмінника виявилися досить ефективними у попередженні пошкодження міокарда за умови призначення їх до початку ішемії [66, 90, 192]. Однак, представник цієї групи каріпорід не продемонстрував клінічних переваг у пацієнтів з інфарктом міокарда, хоча невелике дослідження М. Buerke та співавт. раніше показало обнадійливі результати у тієї ж категорії пацієнтів (поліпшення функції лівого шлуночка та регіональної рухливості міокарда) [208].

Препарати інгібіторів АПФ та блокаторів рецепторів ангіотензину II повертають здатність міокарда до ішемічного прекондиціювання у разі серцевої недостатності. Так, в експериментальних дослідженнях [35] і [66] такий ефект досягався за допомогою призначення валсартану і квінаприлату. Блокування рецепторів ангіотензину II сприяє зменшенню розмірів інфаркту міокарда, а інгібування АПФ може знижувати поріг стимулювання механізму прекондиціювання [127]. Але оскільки і інгібітори АПФ, і блокатори рецепторів ангіотензину II вельми широко використовуються в клінічній практиці, в тому числі і при серцевій недостатності, створюючи різноспрямовані позитивні впливи (зниження артеріального тиску, перешкоджання ремоделювання міокарда, тощо), досить складно в клінічних дослідженнях оцінити окремо їх вплив на ішемічне прекондиціювання [21, 127].

Хоча β-блокатори і не мають прямого стимулюючого впливу на ішемічне прекондиціювання, багато авторів підтвердили в різних дослідженнях їх сприятливу дію на міокард, схильний до ішемії [84, 112]. Крім того, β-блокатори мають антиапоптичний ефект і тим самим посилюють позитивні зміни, пов'язані з реалізацією феномену прекондиціювання, як під час ішемії, так і при реперфузії. Одним з найбільш вивчених препаратів у цьому відношенні є карведилол, який добре зарекомендував себе в експериментальних і клінічних дослідженнях [5].

Діючи на специфічні опіоїдні рецептори кардіоміоцитів, реміфентаніл (селективний агоніст μ-опіоїдних рецепторів), морфін і дельторфін II (специфічний агоніст ∆-рецепторів) також здатні обмежувати розміри ішемічного некрозу міокарда [124, 229]. Зокрема, в експерименті на щурах встановлено значне зменшення зони інфаркту та рівня МВ-фракції креатинкінази в крові після введення реміфентанілу [41].

Захисними властивостями володіють також інгаляційні анестетики севофлюран [73] та ізофлюран [10, 43, 163], застосування яких супроводжується достовірним зниженням рівня маркерів некрозу міокарда і зменшенням числа реперфузійних злоякісних шлуночкових аритмій. В експерименті на кроликах десфлюран ініціював процес прекондиціювання і зменшував масштаб ішемічної загибелі серцевого м'яза [128]. Вважається, що наступаюча під впливом інгаляційних анестетиків толерантність кардіоміоцитів до гіпоксії обумовлена зниженням надходження кальцію в клітини, збереженням енергетичних субстратів, попередженням розвитку апоптозу і гальмуванням оксидативного стресу. Крім того, під їх впливом відбувається синтез білків, які володіють цитопротекторним ефектом, а саме антиоксидантних ферментів і протеїнів, що беруть участь у стабілізації цитоскелету. Інгаляційні анестетики також підвищують активність мітохондріальних АТФ-залежних калієвих каналів [139]. Прекондиціювання, що викликається цими препаратами, зменшує вираженість постішемічного порушення скоротливості міокарда і покращує функцію ендотелію коронарних артерій. Однак, враховуючи основну спрямованість дії цих препаратів, в клінічній практиці з метою активації власне процесів прекондиціювання вони не використовуються [173, 231].

Використання вальсартану при експериментальному інфаркті міокарда у щурів зберігало здатність міокарда до прекондиціювання, що також призводило до зменшення масштабів ураження міокарда, супроводжувалося більш низькою концентрацією маркерів некрозу кардіоміоцитів і прозапальних медіаторів у порівнянні з контрольною групою [183]. Не виключено, що кардіопротекторні властивості левосимендану [71] та інших фармакологічних агентів, зокрема статинів, певною мірою також обумовлені ефектом прекондиціювання [115].
Існуючі насьогодні препарати, незважаючи на перспективність їх використання для фармакологічного прекондиціювання, недостатньо ефективні та мають ряд побічних ефектів, що обумовлює необхідність пошуку нових високоефективних препаратів. Застосування фармакологічних препаратів з метою розвитку прекондиціювання дозволить істотно поліпшити не тільки лікування, але і вторинну профілактику ішемічної хвороби серця.
Підсумовуючи вищевказану інформацію, можна стверджувати, що феномен прекондиціювання заслуговує самого детального вивчення. Впровадження в практику підходів, які сприяють активації і подовженню дії цього природного захисного механізму дозволить значно знизити кардіоваскулярну захворюваність і смертність. Деякі з таких підходів у сучасній науці вже відомі, вони передбачають застосування фармакологічних засобів і немедикаментозних методів. Оцінка здатності міокарда до ішемічного прекондиціювання і перспективність цілеспрямованого стимулювання цього механізму може стати однією з важливих складових кардіологічної медичної допомоги як для первинної та вторинної профілактики серцево-судинних захворювань, так і в ургентних ситуаціях, наприклад, при інфаркті міокарда [2, 98]. Особливий інтерес у цьому контексті викликає можливість зменшувати пошкодження міокарда під час реперфузії (посткондиціювання), що означає можливість запустити кардіопротекцію навіть після критичної ішемії, що вже відбулася.
У відділі фармакології серцево-судинних засобів ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України» ведуться пошуки ефективних сполук, здатних прекондиціювати міокард, серед похідних імідазо[1,2-a]азепінію. Попередні дослідження показали, що ряд синтезованих сполук ефективно знижував тонус судин на тлі гіперкалієвої констрикції за умов in vitro [6]. Зважаючи на попередні дослідження in silico, нами було зроблено припущення, що вазодилататорна активність виділених похідних може бути пов’язаною з впливом на АТФ-чутливі калієві канали. Базуючись на знаннях про механізми прекондиціюванння і беручи до уваги той факт, що активація АТФ-залежних К+-каналів є необхідною умовою реалізації цього феномена, на нашу думку, перспективним напрямком у створенні нових кардіопротекторних лікарських засобів є пошук сполук у ряду синтезованих похідних імідазо[1,2-a]азепінію.

Результати даного розділу опубліковані у роботах:
1. Кутовий Ю. М. Прекондиціювання міокарда (огляд літератури) / Ю. М. Кутовий, М. А. Мохорт // Журнал Національної академії наук України. – 2014. – Т. 20, № 2. – С. 31-39.

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
Дослідження проведені на 180 білих нелінійних щурах та 28 мишах, що утримувались на стандартному харчовому раціоні ПП «Біомодель сервіс» з вільним доступом до їжі та води. Всі експериментальні дослідження здійснювали згідно з Європейською конвенцією із захисту тварин (1986), «Положенням про використання тварин в біомедичних дослідженнях» (1989) та «Доклінічними дослідженнями лікарських засобів» під редакцією О. В. Стефанова [8].
Об’єктом дослідження була здатність до фармакологічного прекондиціювання та кардіопротекторні властивості похідних            імідазо[1,2-а]азепінію.

Предметом дослідження були: скоротлива активність, коронарний кровотік, активність біохімічних маркерів ішемічного ураження міокарда інтактних тварин та за умов експериментальної патології.
Сполуки синтезовані в ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України» під керівництвом професора, д.фарм. наук А. М. Демченка.

2.1. Методика реєстрації скорочувальної активності ізольованого серця інтактних щурів та за умов моделювання тотальної ішемії in vitro
Використовували метод перфузії ізольованого серця за Лангендорфом за сталого тиску. Тварин наркотизували шляхом внутрішньоочеревинного  введення уретану з розрахунку 1,5 г/кг. Додатково проводили ін’єкцію гепарину (1000 MO) для запобігання тромбоутворенню в коронарних судинах під час видалення серця. При досягненні твариною стану хірургічного наркозу (відсутність реакції на больові подразнення кінцівок) грудну клітку розкривали поперечним розрізом на рівні діафрагми та видаляли серце, яке одразу поміщали в льодовий розчин Кребса-Хензеляйта, що містив (ммоль/л): NaCl – 116,8, NaHCO3– 25, KCl – 5,9, MgSO4 – 1,2, KH2PO4 – 1,2, CaCl2 – 1,7, глюкоза – 12, рН=7,4. Серця під’єднували до установки перфузії ізольованого серця шляхом канюлювання висхідної аорти. Перфузію проводили під постійним тиском 60 мм рт. ст. розчином Кребса-Хензеляйта, який насичували газовою сумішшю 95% О2 і 5% СО2. Температуру перфузуючого розчину підтримували на рівні 37°С. У лівий шлуночок вводили латексний балончик, з’єднаний з датчиком тиску Ohmeda (США).

Після стабілізаційного періоду тривалістю 15 хв до перфузійного розчину протягом 5 хв додавали досліджувані сполуки, попередньо розчинені в ДМСО і розведені в буфері Кребса-Хензеляйта, таким чином, щоб їхня концентрація у прерфузійному розчині становила для різних серій експериментів: 5∙10-7, 1∙10-6, 1∙10-5 моль/л, після чого відразу моделювали тотальну ішемію міокарда шляхом припинення подачі перфузату. Здатність досліджуваних сполук змінювати скоротливу активність міокарда визначали за змінами тиску в лівому шлуночку (різниця між систолічним та діастолічним тиском у лівому шлуночку), частоти серцевих скорочень (ЧСС), а також за змінами швидкості скорочення (dp/dtmax) та розслаблення (dp/dtmin) міокарда. Коронародилататорну активність оцінювали шляхом вимірювання відтоку перфузійного розчину через коронарні артерії. Заміри проводили за 5 хв до введення досліджуваної речовини та на 3 хв введення досліджуваної речовини; під час ішемії встановлення цього показника було неможливим у зв’язку з перекриттям подачі перфузату. Для оцінки стійкості серця до ішемії вимірювали час від початку припинення подачі перфузату до повної зупинки серця. Дані записували на персональний комп’ютер із застосуванням програми DataTrax2 і аналогово-цифрового перетворювача Lab-Trax-4/16 (World Precision Instruments).


Схема експериментів:

Контроль:

	Стабілізаційний період   (15 хв)
	Перфузія буфером Кребса-Хензеляйта + ДМСО (5 хв)
	Тотальна ішемія 

(до припинення скорочень серця)


Експериментальні групи:


	Стабілізаційний період   (15 хв)
	Перфузія буфером Кребса-Хензеляйта + досліджувана сполука (5 хв)
	Тотальна ішемія 

(до припинення скорочень серця)


2.2. Методика реєстрації скорочувальної активності ізольованого 

серця інтактних щурів та за умов моделювання регіональної ішемії 
in vitro
Тварин наркотизували шляхом внутрішньоочеревинного  введення уретану з розрахунку 1,5 г/кг. Додатково проводили ін’єкцію гепарину (1000 MO) для запобігання тромбоутворенню в коронарних судинах під час видалення серця. Грудну клітку розкривали поперечним розрізом на рівні діафрагми та видаляли серце, яке одразу поміщали в льодовий розчин Кребса-Хензеляйта, що містив (ммоль/л): NaCl – 116,8, NaHCO3– 25, KCl – 5,9, MgSO4 – 1,2, KH2PO4 – 1,2, CaCl2 – 1,7, глюкоза – 12, рН=7,4. Серця під’єднували до установки перфузії ізольованого серця шляхом канюлювання висхідної аорти. Перфузію проводили під постійним тиском 60 мм рт. ст. розчином Кребса-Хензеляйта, який насичували газовою сумішшю 95% О2 і 5% СО2. Температуру перфузуючого розчину підтримували на рівні 37°С. У лівий шлуночок вводили латексний балончик, з’єднаний з датчиком тиску Ohmeda (США).
В ділянці відгалуження лівої передньої низхідної коронарної артерії створювали лігатуру шляхом протягування під артерією хірургічної нитки, яку потім затягували для моделювання регіональної ішемії.

Після стабілізаційного періоду тривалістю 15 хв до перфузійного розчину протягом 5 хв додавали досліджувані сполуки, попередньо розчинені в ДМСО і розведені в буфері Кребса-Хензеляйта, таким чином, щоб їхня концентрація у прерфузійному розчині становила для різних серій експериментів: 5∙10-7, 1∙10-6, 1∙10-5 моль/л, після чого відразу моделювали регіональну ішемію тривалістю 20 хв шляхом затягування лігатури на лівій передній низхідній артерії та реперфузію протягом 60 хв. Здатність досліджуваних сполук змінювати скоротливу активність міокарда визначали за змінами тиску в лівому шлуночку, частоти серцевих скорочень, а також за змінами швидкості скорочення (dp/dtmax) та розслаблення (dp/dtmin) міокарда. Коронародилататорну активність оцінювали шляхом вимірювання відтоку перфузійного розчину через коронарні артерії. Дані записували на персональний комп’ютер із застосуванням програми DataTrax2 і аналогово-цифрового перетворювача Lab-Trax-4/16 (World Precision Instruments).
Схема експериментів:

Контроль:



Експериментальні групи:



2.3. Методика визначення концентрації креатинкінази та лактатдегідрогенази у серцевому ефлюенті

Серця під’єднували до установки перфузії ізольованого серця за вищевказаною методикою. Потім під ліву передню низхідну коронарну артерію у місці її початку протягували хірургічну нитку і за її допомогою після стабілізаційного періоду тривалістю 15 хв здійснювали оклюзію даної артерії для моделювання регіональної ішемії. У контрольній групі тварин здійснювали моделювання регіональної ішемії тривалістю 20 хв з наступною 60-хвилинною реперфузією. Експериментальним тваринам перед ішемією протягом 5 хв вводили, залежно від групи, досліджувані сполуки – ІФТ_000280 та ІФТ_000281 у концентраціях 5∙10-7, 1∙10-6, 1∙10-5 моль/л. Через рівні проміжки часу відбирали серцевий ефлюент для визначення активності ферментів лактатдегідрогенази та креатинкінази ізоформи МВ на спектрофотометрі СФ-26 (Ленинградское оптико-механическое объединение) з використанням готових наборів реактивів (Erba Lachema, Чехія).

2.4. Методика реєстрації артеріального тиску та скоротливої активності серця щурів in vivo
Досліджувані сполуки вводили per os в дозі 29,6 мг/кг (ІФТ_000280) та 24,3 мг/кг (ІФТ_000281) раз в день протягом 3 днів напередодні експерименту. Тваринам контрольної групи вводили таким же способом фізіологічний розчин. Тварин наркотизували шляхом внутрішньоочеревинного  введення уретану з розрахунку 1,5 г/кг. При досягненні твариною хірургічного наркозу (відсутність реакції на больові подразнення кінцівок) її фіксували на операційному столику, розміщуючи фронтально у вентральному положенні, фіксуючи кінцівки та голову.
Для канюлювання трахеї використовували катетер з внутрішнім діаметром 2,5 мм та товщиною стінки 0,2 мм. Зробивши V-подібний розріз, з вентральної поверхні шиї в жувальній області (reg. masseterica), розсікали сполучнотканну оболонку та розшаровували м’язи тупим шляхом за допомогою анатомічних пінцетів. Виділивши трахею, робили надріз (на 5 мм каудальніше від гортані) у міжхрящовому просторі, розсікаючи смужку фіброзної тканини та м’язів. У просвіт трахеї вставляли полімерну трахеостому та накладали лігатуру на 1-2 мм каудальніше від просвіту надрізу, для фіксування трахеостоми та запобігання потрапляння біологічних рідин у легені через просвіт між стінкою трахеї та трахеостомою.

Латерально від трахеї серед м’язів шиї виділяли праву сонну артерію. Накладали краніально лігатуру та каудально зажим. Після чого надсікали сонну артерію та вставляли катетер (зовнішній діаметр 0,7-0,8 мм), який заповнювали гепаринізованим фізіологічним розчином (10 ЕД/мл) з метою профілактики утворення згустків крові. Зажим знімали і вводили катетер у артерію на необхідну відстань, контролюючи показання датчика. Введення катетера зупиняли, коли на екрані монітора з’являвся сигнал, який відповідав зміні тиску в лівому шлуночку. Катетер фіксували за допомогою лігатури.

Для реєстрації артеріального тиску латерально від трахеї серед м’язів шиї виділяли ліву сонну артерію. Накладали краніально лігатуру та каудально зажим. Після чого надсікали сонну артерію та вставляли катетер (зовнішній діаметр 0,7-0,8 мм), який заповнювали гепаринізованим фізіологічним розчином (10 ЕД/мл) з метою профілактики утворення згустків крові. Катетер фіксували за допомогою лігатури та підключали до мембранних датчиків тиску («Vogtmedical», Німеччина) для запису показників артеріального тиску крові.
Тварин через трахеостому під’єднували до апарата штучної вентиляції легень РО-6Р (производственное объединение «Красногвардеец»). Відкривали грудну клітку у лівому міжребер’ї між четвертою і п’ятою парою ребер. Здійснювали моделювання регіональної ішемії шляхом оклюзії лівої коронарної артерії з подальшою реперфузією за штучної вентиляції легень з частотою 60-70 дихальних рухів на хвилину і дихальним об’ємом 200-300 см3. Для оцінки захисної дії досліджуваних сполук, проводили оклюзію лівої коронарної артерії протягом 20 хв з подальшою реперфузією тривалістю 60 хв.

2.5. Методика визначення площі зони інфаркту
Для визначення площі зони інфаркту використовували методику подвійного забарвлення серця розчинами 2% метиленового синього та 1% трифенілтетразолію хлориду (ТТХ). На кінець реперфузії навколо коронарної артерії повторно затягували лігатуру і внутрішньовенно вводили 2% розчин метиленового синього для візуалізації меж ішемізованої ділянки міокарда. Після введення метиленового синього серце швидко видаляли з грудної клітки, промивали у фізіологічному розчині і розрізали в поперечному напрямку на 5 зрізів однакової товщини. Отримані зрізи витримували 15 хв у розчині ТТХ за кімнатної температури і потім фіксували 5 хв у 10% розчині формаліну. Отримані препарати фотографували під мікроскопом і визначали площу зони інфаркту за допомогою комп’ютерної програми IpSquare 5.0.

2.6. Методика вивчення гострої токсичності досліджуваних сполук

Гостра токсичність досліджувалася у «сполук-лідерів» за табличним методом Прозоровського В. Б., Прозоровської М. П., 1980; Прозоровського В. Б., 1998 [15]. В основі методу закладена пропозиція використовувати досліджувані речовини у концентраціях, або ж показниках часу, котрі розташовані по логарифмічній шкалі з інтервалом 0,1, а всі можливі вірогідні результати ЕД50 та їх похибки розраховані завчасно за допомогою програми пробіт-аналізу. Експеримент проводили на білих мишах, масою 21,2±0,76 г. Під час спостереження реестрували клінічну картину ознак отруєння сполуками, за наступними спостереженнями: дихання, рухова активність, судоми, офтальмологічні та серцево-судинні симтоми, салівація, пілоерекція. Сполуки емульгували в твіні, додавали дистильовану воду, та вводили тваринам per os через металевий зонд, одноразово в геометрично наростаючих дозах. Спостереження за тестованими тваринами вели протягом 14 діб, від моменту введення речовин або до періоду відновлення поведінкових реакцій, чи до їх загибелі.
2.7. Використані розчини
При роботі із ізольованим серцем щура застосовували сольовий розчин Кребса - Хензеляйта наступного складу (в ммоль/л): NaCl – 116,8, NaHCO3 – 25, KCl – 5,9, MgSO4 – 1,2, KH2PO4 – 1,2, CaCl2 – 1,7, глюкоза – 12, рН=7,4 підтримували шляхом продування газовою сумішшю 5% СО2/95% О2. Всі зазначені аналітичні реагенти виробництва ЧП «Маракс» та «Sigma Aldrich» мають ступінь очищення «хімічно чистий» і відповідають нормативно-технічній документації, що діє на території України. 

Досліджувані та референтні сполуки розчиняли в диметилсульфоксиді (Димексид-ЖФФ, ТОВ «ДКП «Фармацевтична фабрика», м.Житомир, Україна), концентрація якого в розчині не перевищувала рекомендованого рівня та практично не впливала на роботу серця.
Для біохімічних досліджень активності ферментів лактатдегідрогенази та креатинкінази ізоформи МВ використовували готові набори реактивів: Biolatest LD L 100 та Biolatest CK NAC L 100 відповідно (Erba Lachema, Чехія).

У дослідженнях in vivo використовували Heparin (Гепарин, ЗАТ «Біолік»; Гепарин-Біолік, ПАО «Фармстандарт-Биолек»; Гепарин-Новофарм, ТОВ фірма «Новофарм-Біосинтез») та для наркотизації тварин Urethane («Sigma Aldrich»).
Інші реактиви, що застосовувалися, були вітчизняного виробництва, класифікації «чда» та «хч».
2.8 Статистичні методи досліджень
Першочергово експериментальні дані були перевірені на нормальність розподілу (критерій Шапіро-Уїлка) та рівність дисперсій (критерій Левена). При підтвердженні нормальності розподілу та рівності дисперсій використовували для порівняння критерій Стьюдента, при не підтвердженні даних умов використовували критерій Мана-Уїтні. Розрахунки здійснювали з використанням програм Microsoft Excel та STATISTICA 10. Розходження вважали статистично достовірними по відношенню до референтної сполуки та вихідних даних при р<0,05.
РОЗДІЛ 3

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ ВИВЧЕННЯ ВПЛИВУ НОВИХ СИНТЕЗОВАНИХ ПОХІДНИХ імідазо[1,2-а]азепінію НА МІОКАРД НА МОДЕЛІ ІЗОЛЬОВАНОГО СЕРЦЯ ЩУРА
Важливим елементом прекондиціювання є активація АТФ-чутливих калієвих каналів. Багато сполук, які викликають ефект прекондиціювання, є активаторами АТФ-чутливих калієвих каналів [22, 142, 213]. Серед них – нікоранділ, пінацидил, кромакалім, левкромакалім, флокалін та інші відомі сполуки. У відділі фармакології серцево-судинних засобів ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України» ведуться пошуки ефективних сполук, здатних прекондиціювати міокард, серед похідних імідазо[1,2-a]азепінію. Попередні дослідження показали, що ряд синтезованих сполук ефективно знижував тонус судин на тлі гіперкалієвої констрикції за умов in vitro [6]. Зважаючи на попередні дослідження 129 хімічних структур in silico, нами було зроблено припущення, що вазодилататорна активність виділених похідних може бути пов’язаною з впливом на АТФ-чутливі калієві канали. Відповідно, дані сполуки, можливо, викликатимуть процес прекондиціювання міокарда.

В експерименті використовували 9 нових гетероциклічних сполук, що належать до похідних імідазо[1,2-а]азепінію під шифрами ІФТ_000271, -273, -274, -275, -276, -278, -279, -280, -281. Сполуки синтезовані в ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України» під керівництвом професора, д.фарм.наук  А. М. Демченка. Структурні формули сполук представлені на   рис. 3.1. Даний ряд сполук проявляв найбільшу активність за умов вивчення їх вазодилататорної активності in vitro на гладком’язових препаратах. В якості препарату порівняння використовували активатор АТФ-залежних калієвих каналів флокалін в тих самих концентраціях і в той самий спосіб, що й досліджувані сполуки [13,17,22].
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Рис. 3.1. Структурна формула похідних імідазо[1,2-a]азепінію. Для ІФТ_000271: R1=OCH3, R2=OCH3, R3=H; ІФТ_000273: R1=OCF2H, R2=H, R3=Cl; ІФТ_000274: R1=H, R2=H, R3=OCF2H; ІФТ_000275: R1=OCF2H, R2=H, R3=OCF2H; ІФТ_000276: R1=OCF2H, R2=H, R3=C(CH3)3; ІФТ_000278: R1=Cl, R2=H, R3= OCF2H; ІФТ_000279: R1=OEt, R2=H, R3= OCF2H; ІФТ_000280: R1=OCH3, R2=H, R3= OCF2H; ІФТ_000281: R1=CH3, R2=H, R3= OCF2H.
3.1. Вплив досліджуваних сполук на скоротливу активність ізольованих сердець
Для встановлення найактивніших у плані кардіопротекції речовин спочатку був проведений скринінг 9 похідних імідазо[1,2-a]азепінію. В ході скринінгу досліджували  вплив даних сполук на скоротливу активність ізольованого серця щура у нормі та за умов тотальної ішемії. На нашу думку, якщо сполука володіє потенційним кардіопротекторним ефектом, вона повинна підсилювати скоротливу активність інтактного міокарда, а під час ішемії - скоротлива активність, якщо й не залишатиметься на початковому рівні, то зменшуватиметься незначно порівняно з доішемічними значеннями. Cкоротлива активність ізольованих сердець в нашому дослідженні оцінювалася за такими показниками: тиск у лівому шлуночку (ТЛШ), частота серцевих скорочень (ЧСС), швидкість скорочення міокарда (dp/dtmax) та швидкість його розслаблення (dp/dtmin). Відомо, що фармакологічні індуктори прекондиціювання, а саме активатори КАТФ каналів, незначно впливають на ЧСС, збільшують швидкість розслаблення міокарда (dp/dtmin), дещо підвищують тиск у лівому шлуночку [22, 80,101]. Наприклад, нікоранділ, як і більшість кардіопротекторів, не впливає на скоротливу активність міокарда, практично не змінює частоту серцевих скорочень [156, 215].

Отримані результати показали, що досліджувані сполуки по-різному, в залежності від концентрації, впливають на функціонування ізольованих сердець щурів.

3.1.1. Вплив сполуки ІФТ_000271 на скоротливу активність ізольованих сердець

Похідне імідазо[1,2-a]азепінію під шифром ІФТ_000271 при додаванні його до перфузійного розчину у концентрації 1∙10-5 моль/л зумовлювало підвищення ТЛШ на 19%, швидкості скорочення та розслаблення міокарда (на 123 і 113% відповідно) та зменшувала ЧСС порівняно з контрольними значеннями (табл. 3.1).

Таблиця 3.1
Показники функціонування інтактного ізольованого серця щурів за впливу сполуки ІФТ_000271 (у % змін відносно контролю, n=8)
	Вимірювані показники
	Контроль
	ІФТ_000271, 10-5
	ІФТ_000271, 10-6
	ІФТ_000271, 5∙10-7

	ТЛШ

	100
	119,8±15,06*
	118,8±9,66*
	112,5±24,89

	dp/dtmax

	100
	223,3±44,13*
	186,2±42,13*
	169,3±46,71*

	dp/dtmin

	100
	213,8±29,87*
	158,3±37,41*
	174,6±39,27*

	ЧСС

	100
	89,7±7,52*
	89,7±7,57*
	89,2±6,58*


Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.
Позитивні у плані прекондиціювання міокарда наслідки можуть мати такі ефекти сполуки ІФТ_000271 як підвищення тиску у лівому шлуночку та незначне зменшення ЧСС, оскільки зниження тиску у лівому шлуночку та розвиток тахікардії є типовими ознаками розвитку ішемічного пошкодження міокарда [136, 177].

При додаванні даної сполуки у концентрації 1∙10-6 моль/л спостерігались ефекти, подібні до тих, що проявлялися при дії сполуки ІФТ_000271 у концентрації 1∙10-5 моль/л: фіксували підвищення тиску у лівому шлуночку на 18%, швидкості скорочення та розслаблення міокарда на 86 і 58% відповідно та зменшення ЧСС, порівняно з вихідними значеннями, на 11%. Як видно з отриманих результатів, дія речовини виявилася дозозалежною: різні концентрації викликають подібні ефекти, але ступінь їх вираженості більший при дії сполуки у концентрації 1∙10-5моль/л, тоді як в концентрації 1∙10-6 моль/л зміни скоротливої активності менші. Цікаво відмітити той факт, що дане твердження стосується змін швидкостей скорочення та розслаблення міокарда (dp/dtmax та dp/dtmin), в той час як тиск у лівому шлуночку та ЧСС за дії різних концентрацій сполук змінюються приблизно однаково.

На відміну від попередніх значень, вплив сполуки ІФТ_000271 у концентрації 5∙10-7 моль/л не був дозозалежним. ЧСС знижувалася, але теж на 11%, тобто спостерігалося явище, коли три різні концентрації досліджуваної сполуки: 1∙10-5, 1∙10-6 , 5∙10-7 моль/л зумовлювали зміну ЧСС на однакове значення. Подібне стосується і змін тиску у лівому шлуночку – він підвищувався на 12%, тоді як інші концентрації викликали його підвищення на 19 і 18%. Що ж стосується змін швидкостей скорочення та розслаблення міокарда, то в цьому випадку спостерігалися зміни, подібні змінам при дії сполуки у концентрації 1∙10-6 моль/л – дані показники підвищувалися на 69 і 74% відповідно.

В період тотальної ішемії, загалом, спостерігалося зменшення скоротливої активності ізольованих сердець. Серця, оброблені сполукою ІФТ_000271 у концентрації 1∙10-5 моль/л на 1 хв ішемії все ще мали підвищені dp/dtmax та dp/dtmin, а тиск в лівому шлуночку та ЧСС зменшилися на 38 та 15% відповідно порівняно з вихідними значеннями. В подальшому спостерігалося прогресуюче зменшення скоротливої активності міокарда. На 5 хв тотальної ішемії досліджувані показники становили (за винятком ЧСС яка так само, як і до ішемії, становила 87% від вихідних значень) лише 15-40% від доішемічних значень. Найбільше падіння зафіксоване для тиску в лівому шлуночку - на 85% (табл. 3.2).

Таблиця 3.2
Показники функціонування ізольованого серця щурів під дією сполуки ІФТ_000271 за умов тотальної ішемії 
(у % змін відносно вихідних значень, n=8)

Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.
Ізольовані серця під дією сполуки ІФТ_000271 у концентрації              1∙10-6 моль/л за умов тотальної ішемії також проявляли тенденцію до зниження скоротливої активності. На 1хв ішемії спостерігалося значне зменшення тиску у лівому шлуночку – на 40%, показники dp/dtmax та dp/dtmin теж знижувалися і становили відповідно 84 і 78% від вихідних значень. Тобто, теж спостерігався дозозалежний вплив сполуки: у концентрації 1∙10-5 моль/л вона уповільнювала зменшення показників скоротливої активності міокарда у більшій мірі, ніж сполука ІФТ_000271 у концентрації 1∙10-6 моль/л. Винятком була ЧСС, яка практично не змінювалася протягом ішемії і такий ефект є позитивним у плані кардіопротекції.

Вплив сполуки ІФТ_000271 у концентрації 5∙10-7 моль/л на скоротливу активність сердець був дещо несподіваним. Хоча це була найменша концентрація в експерименті, її ефекти були подібні до дії концентрації 1∙10-5 моль/л. Так, на 1 хв ішемії тиск у лівому шлуночку становив 77% від доішемічних значень, що навіть більше ніж для концентрації 1∙10-5 моль/л. Інші показники скоротливої активності (dp/dtmax, dp/dtmin, ЧСС) були на рівні значень, характерних для концентрації 1∙10-5 моль/л. Однак вже на 5 хв тотальної ішемії досліджувані параметри знизилися до значень, характерних дії попередніх концентрацій за винятком тиску в лівому шлуночку, який все ще залишався досить високим як для ішемії (рис. 3.2, 3.3).
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Рис. 3.2. Типова механограма скорочень контрольного серця. Верхній графік – значення тиску у лівому шлуночку, нижній – dp/dtmax.
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Рис. 3.3. Типова механограма скорочень ізольованого серця під дією сполуки ІФТ_000271. Верхній графік – значення тиску у лівому шлуночку, нижній – dp/dtmax.

Загалом, сполука ІФТ_000271 проявила ряд позитивних у плані кардіопротекції ефектів. Це підтримання ЧСС на стабільному рівні протягом всього експерименту, уповільнення зниження тиску у лівому шлуночку під час ішемії. Цікавим виявився той факт, що низька концентрація сполуки           (5∙10-7 моль/л), проявляла високу біологічну активність.

3.1.2. Вплив сполуки ІФТ_000273 на скоротливу активність ізольованих сердець

Сполука під шифром ІФТ_000273 у концентрації 1∙10-5 моль/л викликала зупинку серця відразу після введення. Даний феномен не міг бути спричинений дією розчинника (ДМСО), оскільки, по-перше, контрольне введення відповідної кількості ДМСО не викликало статистично значущих змін, по-друге, інші досліджувані сполуки не проявляли подібного ефекту в аналогічній концентрації. Такий результат підтверджує відомий факт, що високі дози активаторів калієвих каналів викликають пригнічення скоротливої активності міокарда [9]. А вже у концентрації 1∙10-6 моль/л сполука під час введення не викликала подібного ефекту і підвищувала скоротливу активність серця шляхом збільшення ТЛШ, dp/dtmax, dp/dtmin та ЧСС порівняно з вихідними значеннями на 116, 593, 468 і 153% відповідно, а у концентрації 5∙10-7 моль/л – підвищення dp/dtmax на 320% і dp/dtmin на 251% (табл. 3.3).
Таблиця 3.3
Показники функціонування інтактного ізольованого серця щурів за впливу сполуки ІФТ_000273 (у % змін відносно контролю, n=8)
Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.
Таке надзвичайно велике підвищення скоротливої активності ізольованих сердець, котре виражалося передусім у збільшенні швидкості скорочення та розслаблення міокарда вказує на явний стимулюючий вплив ІФТ_000273 на роботу серця. А от в плані прекондиціювання такий ефект може мати негативні наслідки, оскільки підвищення скоротливості міокарда збільшує використання енергії і швидше викликатиме вичерпання енергетичних та кисневих запасів у кардіоміоцитах за умов ішемії. Але значення dp/dtmax та dp/dtmin, не є єдиними показниками для оцінки здатності сполуки прекондиціюванти міокард. Були і більш обнадійливі результати – у концентрації 5∙10-7 моль/л сполука ІФТ_000273 не викликала тахікардії. Швидкість скорочення та розслаблення міокарда зростала на 220 і 150% відповідно. Тому, незважаючи на ряд сумнівних ефектів, було вирішено на даному етапі продовжити дослідження цієї сполуки і вивчити її дію за умов моделювання тотальної ішемії та вазодилататорну активність.

Дослідження дії сполуки ІФТ_000273 на ізольовані серця щурів в умовах тотальної ішемії показали, що хоча на першій хвилині ішемії скоротлива активність залишалась підвищеною порівняно з вихідними значеннями, але в подальшому спостерігалась стійка тенденція до її зниження. Наприклад, ТЛШ знижувався зі 102 до 11% на 5 хв ішемії (табл. 3.4).
Таблиця 3.4
Показники функціонування ізольованого серця щурів під дією сполуки ІФТ_000273 за умов тотальної ішемії 
(у % змін відносно вихідних значень, n=8)
Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.
Швидкість розслаблення та скорочення міокарда, залишаючись підвищеною на початку ішемії, потім різко падає. Єдиним показником, який збільшувався в період ішемії, була ЧСС (ріст зі 158 до 203%), що, на наш погляд, є компенсаторною реакцією серця на припинення подачі перфузуючого розчину, тобто, поживних речовин.
Таким чином, можна зробити висновок, що сполука ІФТ_000273 дозозалежно впливала на скоротливу активність ізольованих сердець щурів у нормі та під час ішемії.
3.1.3. Вплив сполуки ІФТ_000274 на скоротливу активність ізольованих сердець

Похідне імідазо[1,2-a]азепінію - сполука під шифром ІФТ_000274 при додаванні її до перфузійного розчину у концентрації 1∙10-5 моль/л зумовлювала підвищення ТЛШ на 14% та швидкості скорочення міокарда на 286%, а швидкості розслаблення на 253%. ЧСС залишалася незмінною, порівняно з вихідними значеннями (табл. 3.5).

Сполука ІФТ_000274 у даній концентрації за винятком різкого підвищення швидкості скорочення та розслаблення міокарда проявила позитивні результати. Підвищення тиску у лівому шлуночку та стабільність ЧСС є сприятливими у плані прекондиціювання результатами.

При додавнні даної сполуки у концентрації 1∙10-6 моль/л ЧСС, як і при дії концентрації 1∙10-5 моль/л, залишалася незмінною. Спостерігалось підвищення тиску у лівому шлуночку на 36% та швидкості скорочення міокарда аж на 361%, а розслаблення – на 291% тобто, набагато більше, ніж за концентрації 1∙10-5 моль/л, що є досить дивними, оскільки зазвичай більш концентровані розчини діючої речовини викликають сильніший біологічний ефект. Щодо можливої кардіопротекторної дії сполуки, значне підвищення dp/dtmax та dp/dtmin є негативним фактом. Хоча, паралельно з цим, ЧСС не змінювалася, а тиск у лівому шлуночку підвищувався, тобто, не можна однозначно стверджувати про наявність чи відсутність кардіопротекторного ефекту досліджуваної речовини.
Таблиця 3.5
Показники функціонування інтактного ізольованого серця щурів за впливу сполуки ІФТ_000274 (у % змін відносно контролю, n=8)

Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

У концентрації 5∙10-7 моль/л сполука ІФТ_000274 підвищувала тиск у лівому шлуночку на 34%, швидкість скорочення міокарда – на 516%, швидкість розслаблення міокарда – на 486%, а ЧСС – на 19%. Тобто, мало місце значне підвищення скоротливої активності ізольованих сердець, що однозначно не є позитивним кардіопротекторним впливом, оскільки збільшує витрати енергії і за умов ішемії це може призвести до негативних наслідків. Щось подібне спостерігалось при дії сполуки ІФТ_000271, коли речовина в малій концентрації була активнішою, ніж у високих концентраціях.

В період тотальної ішемії, загалом, подібно до дії сполук ІФТ_000271 та ІФТ_000273, спостерігалося зменшення скоротливої активності ізольованих сердець, що більш за все, було зумовлене швидким вичерпанням енергетичних ресурсів кардіоміоцитів. Цей процес особливо прискорився внаслідок значного зростання скоротливої активності ізольованих сердець під дією досліджуваної сполуки. Серця під дією сполуки ІФТ_000274 у концентрації 1∙10-5 моль/л на    1 хв ішемії все ще мали підвищені dp/dtmax та dp/dtmin (183 і 147% відповідно), а тиск в лівому шлуночку та ЧСС зменшилися на 40 та 10% відповідно порівняно з вихідними значеннями. В подальшому спостерігалося незначне зменшення скоротливої активності міокарда. На 5 хв тотальної ішемії продовжував зменшуватись тиск у лівому шлуночку, який становив тільки 35% від початкових значень. Значення dp/dtmax та dp/dtmin, хоча дещо зменшилися, проте залишалися підвищеними відносно доішемічних значень і становили 127 і 113% відповідно. Було зафіксоване зростання ЧСС на 8% від вихідних значень. Найбільше падіння зафіксоване для тиску в лівому шлуночку - на 65% (табл.3.6).
Таблиця 3.6
Показники функціонування ізольованого серця щурів під дією сполуки ІФТ_000274 за умов тотальної ішемії 
(у % змін відносно вихідних значень, n=8)
Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

Під дією сполуки ІФТ_000274 у концентрації 1∙10-6 моль/л за умов тотальної ішемії ізольовані серця щурів на початку ішемії також проявляли тенденцію до зниження тиску в лівому шлуночку, але менше, ніж для концентрації 1∙10-5 моль/л – на 12%, порівняно з 40%. На 1 хв ішемії спостерігалося значне збільшення dp/dtmax та dp/dtmin, які становили відповідно 467 і 479% від вихідних значень. ЧСС також зростала і становила 172% від доішемічних значень. Тобто, спостерігався зворотний дозозалежний вплив сполуки: у концентрації 1∙10-6 моль/л вона змінювала показники скоротливої активності міокарда у більшій мірі, ніж у концентрації 1∙10-5 моль/л.

Вплив сполуки ІФТ_000274 у концентрації 5∙10-7 моль/л на скоротливу активність сердець був нетиповим. Хоча це була найменша концентрація в експерименті, її ефекти були максимальні. Так, на 1 хв ішемії відбувалося зростання всіх показників скоротливої активності. Тиск у лівому шлуночку становив зріс на 8% від доішемічних значень, що навіть більше ніж для концентрації 1∙10-5 моль/л. Швидкість скорочення міокарда (dp/dt max) становила 373%, а швидкість розслаблення (dp/dtmin) – 358% від доішемічних значень. ЧСС зростала на 27%. Однак вже на 5 хв тотальної ішемії відбулося зниження тиску у лівому шлуночку до 30% від вихідних значень, dp/dtmax і dp/dtmin знизилися до рівня 125 і 136% відповідно, а ЧСС була підвищена і становила 124% порівняно з вихідними значеннями.
Отже, як видно з результатів дослідження, сполука ІФТ_000274 викликала збільшення всіх параметрів скоротливої активності інтактних ізольованих сердець, а також спричиняла підвищення скоротливої активності під час ішемії.

3.1.4. Вплив сполуки ІФТ_000275 на скоротливу активність ізольованих сердець

При вивченні дії сполуки під шифром ІФТ_000275 на ізольоване серце щура при додаванні її до перфузійного розчину у концентрації 1∙10-5 моль/л спостерігалося, подібно до дії попередніх речовин, підвищення швидкості скорочення міокарда на 243%, а швидкості розслаблення на 259%. В той самий час частота серцевих скорочень та тиск у лівому шлуночку залишалися незмінними порівняно з вихідними значеннями (табл. 3.7). Необхідно зазначити, що таке різке підвищення скоротливої активності міокарда, тобто збільшення показників dp/dtmax та dp/dtmin на тлі незмінних значень ТЛШ та ЧСС виглядає досить дивно і незрозуміло. Зазвичай, під час збільшення dp/dtmax зростає і тиск у лівому шлуночку, а от dp/dtmin може зростати не значно. В даній ситуації ми зіткнулися з новим явищем, тобто нетиповою реакцією ізольованого серця на речовину. Однак, необхідно брати до уваги той факт, що дана сполука вивчається вперше і передбачити наперед її дію неможливо. Але ми впевнені, що подальші дослідження допоможуть нам зрозуміти напрям дії сполуки та її перспективи.
Таблиця 3.7
Показники функціонування інтактного ізольованого серця щурів за впливу сполуки ІФТ_000275 (у % змін відносно контролю, n=8)
Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

Сполука ІФТ_000275 у концентрації 1∙10-6 моль/л відразу після введення дуже сильно збільшувала швидкості скорочення та розслаблення ізольованих сердець та ЧСС. Спостерігалося значне збільшення dp/dtmax (на 598%) та dp/dtmin (на 612%), від вихідних значень. ЧСС, яка при дії даної сполуки у концентрації 1∙10-5 моль/л була незмінною, також зростала і становила 192% від вихідних значень. Тиск у лівому шлуночку зростав незначно (на 9%). Тобто, подібно до сполуки ІФТ_000271, також спостерігався зворотний дозозалежний вплив: у концентрації 1∙10-6 моль/л вона змінювала показники скоротливої активності міокарда у більшій мірі, ніж сполука ІФТ_000275 у концентрації 1∙10-5 моль/л.

У концентрації 5∙10-7 моль/л сполука ІФТ_000275 зумовлювала підвищення всіх визначуваних параметрів. Тиск у лівому шлуночку зростав на 27%, dp/dtmax – на 461%, dp/dtmin – на 393%, ЧСС – 32%. Хоча це була найменша концентрація в експерименті, її ефекти перевершували подібні для концентрації 1∙10-5 моль/л, а такі параметри, як тиск у лівому шлуночку та ЧСС за даної концентрації діючої речовини зростали максимально. Дана особливість була притаманна раніше дослідженим сполукам ІФТ_000271 та ІФТ_000274, які також були найактивніші за низьких концентрацій, що може вказувати на подібні механізми їх взаємодії з міокардом.

В період тотальної ішемії скоротлива активність ізольованих сердець зменшувалася. Серця під дією сполуки ІФТ_000275 у концентрації 1∙10-5 моль/л на 1 хв ішемії все ще мали підвищені dp/dtmax та dp/dtmin (343 і 298% відповідно), а тиск в лівому шлуночку зменшився на 18%. ЧСС, подібно до швидкості скорочення та розслаблення міокарда, зросла і становила 125% порівняно з вихідним значенням. В подальшому, за винятком ЧСС, спостерігалося зменшення скоротливої активності міокарда. На 5 хв тотальної ішемії тиск у лівому шлуночку суттєво впав, і становив тільки 10% від початкових значень. Значення dp/dtmax та dp/dtmin теж помітно знизилися і становили 38 і 34% відповідно. ЧСС залишалася підвищеною на 16% від вихідних значень       (табл. 3.8).

Досліджувана сполука під шифром ІФТ_000275 у концентрації 1∙10-6 моль/л за умов тотальної ішемії на її початку викликала збільшення швидкості скорочення (на 223%) та розслаблення (на 274%) міокарда, а також ЧСС – на 27% порівняно з вихідними значеннями. В той самий час тиск у лівому шлуночку знижувався на 24%. Незважаючи на підвищення більшості показників скоротливої активності міокарда (за винятком тиску в лівому шлуночку), вже на 5 хв ішемії три досліджуавні параметри значно знизилися і становили: тиск у лівому шлуночку – 17%, dp/dtmax – 69%, dp/dtmin – 76%. Паралельно з цим розвивалася тахікардія, ЧСС підвищилася на 19%. Дана ситуація відповідає реакції серця на ішемію з метою збільшення кровообігу, тобто це свідчить про вичерпання його енергетичних ресурсів.

Таблиця 3.8
Показники функціонування ізольованого серця щурів під дією сполуки ІФТ_000275 за умов тотальної ішемії 
(у % змін відносно вихідних значень, n=8)

Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

Вплив сполуки ІФТ_000275 у концентрації 5∙10-7 моль/л на ізольовані серця щурів був подібний до її впливу за концентрації 1∙10-6 моль/л. На першій хвилині ішемії аналогічно спостерігалося збільшення швидкості скорочення (на 265%) та розслаблення (на 202%) міокарда, а також ЧСС – на 40% порівняно з вихідними значеннями. В той самий час тиск у лівому шлуночку знижувався на 22%. На п’ятій хвилині ішемії спостерігалася нетипова ситуація, коли тиск у лівому шлуночку був дуже низьким (22% від вихідних значень), а значення швидкості скорочення та розслаблення міокарда становили 235 та 212% відповідно. ЧСС зростала і становила 312% від вихідних значень, вказуючи на гостру нестачу поживних речовин в міокарді.
Аналізуючи ефекти, які викликала сполука ІФТ_000275 у різних концентраціях у нормі та під час тотальної ішемії, можна зробити висновок, що вона не проявляла помітного кардіопротекторного впливу, що зокрема проявлялося у розвитку тахікардії в період ішемії та різкому падінні тиску у лівому шлуночку.

3.1.5. Вплив сполуки ІФТ_000276 на скоротливу активність ізольованих сердець

Сполука під шифром ІФТ_000276 відразу після введення до перфузійного розчину у концентрації 1∙10-5 моль/л викликала підвищення таких показників скоротливої активності міокарда як швидкість скорочення та розслаблення міокарда, але не настільки, як попередні досліджувані сполуки. Так, значення dp/dtmax збільшилося на 44% від вихідного рівня, а значення dp/dtmin – на 64%. Зміни тиску в лівому шлуночку та ЧСС знаходилися в межах статистичної похибки (табл. 3.9). Тобто, як і у попередніх випадках, спостерігалася тенденція до підвищення значень dp/dtmax та dp/dtmin досліджуваними сполуками на тлі незначного або повної відсутності підвищення тиску у лівому шлуночку.
Діючи на ізольовані серця щурів у концентрації 1∙10-6 моль/л, дана досліджувана речовина, на відміну від попередньої концентрації, зумовлювала статистично достовірне підвищення всіх визначуваних параметрів. Так, тиск у лівому шлуночку зменшувався на 18%, що вказує на відсутність кардіопротекторного ефекту. Вочевидь, сполука ІФТ_000276 погіршувала функціонування інтактного серця. Також було зареєстровано значне збільшення показників dp/dtmax на 293% від вихідного рівня, а значення dp/dtmin – на 252%. На тлі таких різких змін скоротливої активності ЧСС знизилася, але незначно – на 10%. Отримані результати є суперечливими і ускладнюють завдання зі встановлення кардіопротекторних властивостей цієї сполуки.

Таблиця 3.9
Показники функціонування інтактного ізольованого серця щурів за впливу сполуки ІФТ_000276 (у % змін відносно контролю, n=8)
Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.
Ефекти, які зумовлювала сполука ІФТ_000276 у концентрації               5∙10-7 моль/л на ізольовані серця щурів були подібними до її впливу за концентрації 1∙10-5 моль/л. Тиск у лівому шлуночку був знижений на 11%, але не так сильно, ніж внаслідок застосування сполуки ІФТ_000276 у концентрації 1∙10-5 моль/л. Значення dp/dtmax збільшилося на 87% від вихідного рівня, а значення dp/dtmin – на 65%. ЧСС не змінювалася і залишалася стабільною впродовж експерименту. Тобто, як можна зробити висновок, найактивнішою виявилася концентрація досліджуваної сполуки 1∙10-6 моль/л. Однак фізіологічна дія цієї сполуки є неоднозначною.
Дослідження дії сполуки ІФТ_000276 на ізольовані серця щурів в умовах тотальної ішемії показали, що хоча на першій хвилині ішемії деякі показники скоротливої активності залишалися підвищеними порівняно з вихідними значеннями, але в подальшому спостерігалась стійка тенденція до її зниження. Серця, оброблені сполукою у концентрації 1∙10-5 моль/л на 1 хв ішемії мали знижений тиск у лівому шлуночку (56% від вихідного значення). Також зменшувалася частота серцевих скорочень – на 21%. Незвичайним виявився вплив сполуки на швидкість скорочення та розслаблення міокарда – вони не змінювалися і становили 100% для dp/dtmax і 98% для dp/dtmin. На 5 хв тотальної ішемії скоротлива активність помітно зменшувалася і становила: тиск у лівому шлуночку – 21%, dp/dtmax – 22%, dp/dtmin – 24% від початкових значень. ЧСС знизилася до 87% від доішемічних показників (табл. 3.10).
Таблиця 3.10
Показники функціонування ізольованого серця щурів під дією сполуки ІФТ_000276 за умов тотальної ішемії 
(у % змін відносно вихідних значень, n=8)

Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

Показники скоротливої активності ізольованих сердець під дією сполуки ІФТ_000276 у концентрації 1∙10-6 моль/л на 1 хв ішемії були різними. Спостерігалося зниження тиску у лівому шлуночку на 53% і ЧСС на 16% від початкових значень. В той самий час швидкість скорочення та розслаблення міокарда зростала і досягала значень, характерних для доішемічного періоду. Наприклад, dp/dtmax збільшувалася на 155%, а dp/dtmin – на 167%. Незважаючи на таке значне зростання на початку ішемії, що, можливо, було проявом компенсаторних реакцій міокарда на припинення подачі перфузату, на 5 хв ішемії ці показники зменшувалися і становили: dp/dtmax – 76%, dp/dtmin – 72%. Тиск у лівому шлуночку продовжував знижуватися і становив лише 37% від доішемічних значень. ЧСС також була знижена на 31%.

За умов тотальної ішемії ізольовані серця, оброблені раніше сполукою ІФТ_000276 у концентрації 5∙10-7 моль/л, мали знижену скоротливу активність. Так, на 1 хв ішемії всі параметри скоротливої активності були знижені. Тиск у лівому шлуночку становив 61% від початкових значень. Швидкість скорочення та розслаблення міокарда, яка була підвищена при дії концентрації                1∙10-6 моль/л, в даному випадку була знижена і становила 87% для dp/dtmax і 67% для dp/dtmin. ЧСС знаходилася на рівні 88% від вихідних значень. На 5 хв ішемії ЧСС підвищувалася і досягала своїх початкових доішемічних значень (97%), а всі інші параметри продовжували знижуватися. Тиск у лівому шлуночку становив лише 20% від початкових значень, dp/dtmax – 26%, а dp/dtmin – 22%.

Загалом, сполука ІФТ_000276 продемонструвала суперечливі результати, наприклад, зниження тиску у лівому шлуночку паралельно з підвищенням швидкості скорочення і розслаблення міокарда, а також різке зростання швидкостей скорочення та розслаблення міокарда на початку ішемії. Тому результати, отримані на даному етапі досліджень, ускладнюють вивчення кардіопротекторних властивостей сполуки.

3.1.6. Вплив сполуки ІФТ_000278 на скоротливу активність ізольованих сердець

Сполука під шифром ІФТ_000278 після дії на ізольовані серця у концентрації 1∙10-5 моль/л відразу викликала підвищення таких показників скоротливої активності міокарда як тиск у лівому шлуночку (на 24%) швидкість скорочення та розслаблення міокарда (на 53 та 44% відповідно) та ЧСС (на 18%) порівняно з початковими значеннями. Позитивним у плані кардіопротекції результатом дії сполуки можна вважати підвищення тиску в лівому шлуночку на тлі помірного збільшення швидкості скорочення та розслаблення міокарда, який, на відміну від ефектів сполук ІФТ_000273 та ІФТ_000274, зростав у меншій мірі (табл. 3.11).
Таблиця 3.11
Показники функціонування інтактного ізольованого серця щурів за впливу сполуки ІФТ_000278 (у % змін відносно контролю, n=8)
Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

У концентрації 1∙10-6 моль/л похідне імідазо[1,2-a]азепінію - сполука під шифром ІФТ_000278 проявляла меншу біологічну активність порівняно з концентрацією 1∙10-5 моль/л. Показники швидкості скорочення та розслаблення міокарда змінювалися в межах статистичної похибки і становили для dp/dtmax – 91%, для dp/dtmin – 103%. Частота серцевих скорочень також знаходилася на рівні 92% від початкових значень. Статистично значущих змін зазнав тільки тиск у лівому шлуночку, котрий знизився на 10%, порівняно з вихідними значеннями. Якщо розглядати дію сполуки ІФТ_000278 на тиск у лівому шлуночку, то помітно, що концентрація речовини у 1∙10-5 моль/л проявляє стимулюючий вплив, в той час як концентрація  1∙10-6 моль/л пригнічує скоротливу активність міокарда, зокрема і тиск у лівому шлуночку.

Непередбачувані результати проявила сполука ІФТ_000278 у концентрації 5∙10-7 моль/л. В той час як попередня досліджувана концентрація (1∙10-6 моль/л) викликала зниження тиску в лівому шлуночку і не змінювала інші параметри, у концентрації 5∙10-7 моль/л дана сполука не впливала на тиск у лівому шлуночку (значення якого знаходилися на рівні 97%), але, подібно до концентрації 1∙10-5 моль/л, збільшувала швидкість скорочення (на 21%) та розслаблення (на 32%) міокарда. Також досліджувана сполука викликала зменшення ЧСС на 15%. Тобто, за винятком зниження тиску в лівому шлуночку, сполука ІФТ_000278 у концентрації 5∙10-7 моль/л проявляла виражену кардіопротекторну активність.

Під час моделювання тотальної ішемії, сполука ІФТ_000278 у концентрації 1∙10-5 моль/л викликала зниження скоротливої активності ізольованих сердець. Так, на 1 хв ішемії спостерігалося зниження тиску у лівому шлуночку на 50%, швидкості скорочення міокарда – на 20%, швидкості розслаблення міокарда – на 13% порівняно з доішемічними значеннями. Єдиним параметром, котрий зростав, була ЧСС, яка підвищувалася на 13%. В подальшому падіння скоротливої активності ізольованих сердець продовжувалося. На 5 хв ішемії тиск у лівому шлуночку становив лише 15% від вихідних значень, швидкості скорочення і розслаблення міокарда становили відповідно 27 і 25%. Винятком, як і на початку ішемії, була ЧСС, яка залишалася стабільною і відповідала своїм доішемічним значенням (табл. 3.12).

Ізольовані серця, які до ішемії були оброблені сполукою ІФТ_000278 у концентрації 1∙10-6 моль/л, в період тотальної ішемії знижували свою скоротливу активність. На першій хвилині ішемії спостерігалося зниження всіх досліджуваних параметрів. Тиск у лівому шлуночку становив 50%, dp/dtmax – 65%, dp/dtmin – 54% від доішемічних значень. Частота серцевих скорочень знижувалася не так суттєво і становила 91% від своїх початкових значень. На   5 хв ішемії ЧСС продовжувала залишатися на тому ж рівні і становила 95%. Інші параметри продовжували знижуватися. Тиск у лівому шлуночку зменшився до 7% від вихідних значень, швидкість скорочення міокарда – до 17%, а швидкість його розслаблення – до 15%.

Таблиця 3.12
Показники функціонування ізольованого серця щурів під дією сполуки ІФТ_000278 за умов тотальної ішемії 
(у % змін відносно вихідних значень, n=8)
Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

Дослідження скоротливої активності ізольованих сердець, котрі до цього перфузувалися розчином сполуки ІФТ_000278 у концентрації 5∙10-7 моль/л, під час тотальної ішемії виявили подібність ефектів цієї концентрації до ефектів концентрації 1∙10-6 моль/л. На першій хвилині ішемії аналогічно спостерігалося зниження всіх досліджуваних параметрів. Тиск у лівому шлуночку становив 52%, dp/dtmax – 66%, dp/dtmin – 60% від доішемічних значень. Частота серцевих скорочень знижувалася не так значно і становила 84% від початкових значень. На 5 хв тотальної ішемії всі досліджувані параметри (за винятком ЧСС, котра зросла на 6% порівняно з початком ішемії і становила 89% від вихідних значень) продовжували знижуватися. Тиск у лівому шлуночку зменшився до 15% від своїх вихідних значень, швидкість скорочення міокарда – до 15%, а швидкість його розслаблення – до 11%.

Таким чином, сполука ІФТ_000278 продемонструвала досить непогані кардіопротекторні властивості, зокрема помірне підвищення тиску в лівому шлуночку та швидкостей скорочення і розслаблення міокарда на тлі стабілізації ЧСС. Найбільш вираженими такі ефекти були при дії сполуки в концентрації 1∙10-5 моль/л.

3.1.7. Вплив сполуки ІФТ_000279 на скоротливу активність ізольованих сердець

Сполука під шифром ІФТ_000279 під час введення викликала підвищення скоротливої активності ізольованих сердець щурів. У концентрації 1∙10-5 моль/л досліджувана субстанція зумовлювала підвищення тиску в лівому шлуночку на 29% відносно значень до введення сполуки ІФТ_000279 у перфузійний розчин. Підвищувалися також показники швидкості скорочення (dp/dtmax) та розслаблення (dp/dtmin) міокарда. Вони становили відповідно 215 та 202% від початкових значень. ЧСС підвищувалася на 14% (табл. 3.13). Загалом, такі ефекти сполуки є перспективними в значенні кардіопротекції. Застереження викликає підвищення значень dp/dtmax та dp/dtmin, що може прискорювати вичерпання енергетичних ресурсів кардіоміоцитів.

В концентрації 1∙10-6 моль/л досліджувана субстанція викликала менш виражену реакцію ізольованих сердець. Так, тиск у лівому шлуночку зріс, але це підвищення знаходилося в межах статистичної похибки. Достовірно зростала швидкість скорочення міокарда (dp/dtmax), яка становила 159% від вихідних значень і була меншою, ніж за дії цієї сполуки у концентрації        1∙10-5 моль/л. Подібним чином зростала і швидкість розслаблення міокарда, котра становила 165% початкових значень. ЧСС під дією сполуки не змінювалася. Дана концентрація продемонструвала обнадійливі перспективи у плані кардіопротекторних ефектів.
Таблиця 3.13
Показники функціонування інтактного ізольованого серця щурів за впливу сполуки ІФТ_000279 (у % змін відносно контролю, n=8)
	Вимірювані показники(%)
	Контроль
	ІФТ_000279, 10-5
	ІФТ_000279, 10-6
	ІФТ_000279, 5∙10-7

	ТЛШ


	100
	129,2±15,94*
	105,1±13,17
	100,6±9,91

	dp/dtmax

	100
	215,1±52,12*
	159,6±37,79*
	173,3±32,23*

	dp/dtmin

	100
	202,7±45,38*
	165,2±48,61*
	149,3±27,51*

	ЧСС

	100
	114,9±14,22
	96,7±11,09
	105,1±7,68


Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

Дія речовини ІФТ_000279 у концентрації 5∙10-7 моль/л була подібна до ефектів цієї сполуки у концентрації 1∙10-6 моль/л. Зміни тиску у лівому шлуночку не були статистично достовірними і становили біля 100%. Швидкості скорочення і розслаблення міокарда були приблизно такими ж, як і у ізольованих сердець під дією цієї сполуки у концентрації 1∙10-6 моль/л. Показники dp/dtmax становили 173%, а dp/dtmin – 149% від своїх значень до дії сполуки. Частота серцевих скорочень залишалася стабільною (на рівні 105%). Таким чином, дана концентрація досліджуваної речовини також проявила задовільні результати.

Під час моделювання тотальної ішемії сполука ІФТ_000279, подібно до сполуки ІФТ_000278, у концентрації 1∙10-5 моль/л викликала зниження скоротливої активності ізольованих сердець. На першій хвилині ішемії тиск у лівому шлуночку значно зменшувався і становив 45% від доішемічного рівня. Швидкість скорочення міокарда (dp/dtmax) також знижувалася на 15%, а швидкість розслаблення – на 12%. Було зафіксоване зростання ЧСС на 25% від доішемічних значень, що може вказувати на розвиток тахікардії. На 5 хв тотальної ішемії продовжували знижуватися ті параметри, які зменшувалися на початку ішемії. Так, відповідно тиск у лівому шлуночку знизився до 17% від доішемічних значень, швидкість скорочення та розслаблення міокарда – до 40 і 33% відповідно. На відміну від цих показників, ЧСС, яка зросла на початку ішемії на 25%, до 5 хв ішемії майже не змінилася і становила 121% від доішемічних показників (табл. 3.14).
В ізольованих серцях, які до ішемії перфузувалися розчином сполуки ІФТ_000279 у концентрації 1∙10-6 моль/л, в період тотальної ішемії знижувалася скоротлива активність. На першій хвилині ішемії спостерігалося зниження всіх досліджуваних параметрів. Тиск у лівому шлуночку знизився до 54%, показники dp/dtmax – до 83%, а dp/dtmin – до 88% від доішемічних значень. Частота серцевих скорочень не знижувалася і становила 108% від своїх початкових значень. На 5 хв ішемії ЧСС дещо знизилася і становила 93%. Інші параметри, які почали знижуватися на початку ішемії, продовжували знижуватися і у даний період. Тиск у лівому шлуночку зменшився до 7% від вихідних значень, швидкість скорочення міокарда – до 17%, а швидкість його розслаблення – до 12%.

Таблиця 3.14
Показники функціонування ізольованого серця щурів під дією сполуки ІФТ_000279 за умов тотальної ішемії 
(у % змін відносно вихідних значень, n=8)

Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

Дія сполуки ІФТ_000279 у концентрації 5∙10-7 моль/л на ізольовані серця в період тотальної ішемії незначно відрізнялася від дії в концентраціях 1∙10-5 і 1∙10-6 моль/л. Спостерігалося зниження скоротливої активності. Так, на 1 хв ішемії всі параметри скоротливої активності, за винятком ЧСС, були знижені. Тиск у лівому шлуночку становив 67% від початкових значень. Швидіксть скорочення та розслаблення міокарда, яка була підвищена до ішемії, була знижена і становила 71% для dp/dtmax і 82% для dp/dtmin. ЧСС зросла і знаходилася на рівні 121% від вихідних значень. На 5 хв ішемії ЧСС трохи зменшилася і становила 115%, а всі інші параметри продовжували знижуватися. Тиск у лівому шлуночку становив лише 18% від початкових значень, dp/dtmax – 24%, а dp/dtmin – 22%.

Загалом, сполука ІФТ_000279 проявила обнадійливий кардіопротекторний потенціал, який виражався у підвищенні тиску у лівому шлуночку одразу після введення сполуки та стабільних значеннях ЧСС у нормі та за умов тотальної ішемії.
3.1.8. Вплив сполуки ІФТ_000280 на скоротливу активність ізольованих сердець

Сполука під шифром ІФТ_000280 після дії на ізольовані серця у концентрації 1∙10-5 моль/л, подібно до більшості вже досліджених сполук, відразу викликала статистично значиме підвищення таких показників скоротливої активності міокарда як тиск у лівому шлуночку (на 78%) швидкість скорочення та розслаблення міокарда (на 114 та 102% відповідно) та ЧСС (на 52%) порівняно з початковими значеннями (рис. 3.4, табл. 3.15). Привертає до себе увагу значне підвищення тиску у лівому шлуночку. Дане значення було найбільшим серед усіх досліджених сполук. Якщо не брати до уваги значне збільшення ЧСС, то цю сполуку на даний момент можна вважати потенційним лідером серед досліджених сполук у плані кардіопротекторної активності.

У концентрації 1∙10-6 моль/л сполука збільшувала скоротливу активність ізольованих сердець, але в меншій мірі. Спостерігався дозозалежний ефект, коли більша концентрація сполуки викликає сильнішу зміну скоротливої активності сердець, ніж менша. Дана концентрація речовини зумовлювала збільшення тиску у лівому шлуночку на 24% порівняно з початковими значеннями. Швидкість скорочення міокарда зростала на 75%, а швидкість розслаблення – на 83% - це менше, ніж для концентрації 1∙10-5 моль/л, але теж помітно. Частота серцевих скорочень не змінювалася. Такі ефекти, навіть кращі за ефекти цієї сполуки у концентрації 1∙10-5 моль/л, вказують на її кардіопротекторний потенціал.
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Рис. 3.4. Типова механограма скорочень ізольованого серця під дією сполуки ІФТ_000280. Верхній графік – значення тиску у лівому шлуночку, нижній – dp/dtmax.

Таблиця 3.15
Показники функціонування інтактного ізольованого серця щурів за впливу сполуки ІФТ_000280 (у % змін відносно контролю, n=8)
Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

Вплив ІФТ_000280 у концентрації 5∙10-7 моль/л на ізольовані серця щурів також підтвердив дозозалежність дії сполуки. Її ефекти були меншими, ніж у концентрації 1∙10-6 моль/л. В даній концентрації субстанція вже не викликала статистично помітної зміни тиску у лівому шлуночку, який знаходився на рівні 104% від початкових значень. Швидкість скорочення міокарда підвищувалась, але не так значно, як за концентрації 1∙10-6 моль/л і становила 131%. Швидкість розслаблення міокарда, подібно до швидкості скорочення, підвищилася на 41% від початкового рівня. Також спостерігалося незначне (на 9%) зменшення ЧСС. Тобто, ефекти, які спостерігалися за дії даної концентрації сполуки є позитивними у плані кардіопротекції.

За умов тотальної ішемії ізольовані серця, котрі перфузувалися досліджуваною сполукою ІФТ_000280 у концентрації 1∙10-5 моль/л, мали знижені показники скоротливої активності. На 1 хв тотальної ішемії тиск у лівому шлуночку знижувався на 9% порівняно з доішемічними значеннями. Швидкість скорочення міокарда знижувалася на 20%, а швидкість розслаблення – на 12%. Спостерігалося зростання ЧСС на 41%, що може бути компенсаторною реакцією серця на припинення подачі перфузату. На 5 хв тотальної ішемії спостерігалося різке падіння тиску в лівому шлуночку – до 11% від доішемічних значень. Схожа ситуація була характерна для швидкості скорочення і розслаблення міокарда. Їхні значення становили відповідно 14 і 10% порівняно зі значеннями до ішемії. Єдиним показником, котрий залишався підвищеним, була ЧСС. На той момент вона становила 134% від свого доішемічного значення (табл. 3.16).

Під час моделювання тотальної ішемії на ізольованих серцях, котрі перфузувалися досліджуваною сполукою ІФТ_000280 у концентрації            1∙10-6 моль/л також спостерігалося зниження скоротливої активності. На 1 хв тотальної ішемії тиск у лівому шлуночку знижувався на 20%, проте швидкість скорочення міокарда (dp/dtmax), на відміну від попередньої концентрації, зростала на 23% порівняно з доішемічними значеннями, а швидкість розслаблення міокарда (dp/dtmin) збільшувалася на 14%. При цьому ЧСС не змінювалася. На 5 хв ішемії всі показники скоротливої активності за винятком частоти серцевих скорочень, яка залишалася стабільною, значно знизилися. Тиск у лівому шлуночку становив 9% від доішемічних значень, швидкість скорочення міокарда – 26%, швидкість розслаблення міокарда – 23% своїх значень до ішемії.
Таблиця 3.16
Показники функціонування ізольованого серця щурів під дією сполуки ІФТ_000280 за умов тотальної ішемії 
(у % змін відносно вихідних значень, n=8)

Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

Ізольовані серця, перфузовані досліджуваною сполукою ІФТ_000280 у концентрації 5∙10-7 моль/л за умов тотальної ішемії знижували свою скоротливу активність. На початку ішемії тиск у лівому шлуночку знижувався на 44%, dp/dtmax – на 15%, а dp/dtmin – на 19%. Частота серцевих скорочень зменшувалася на 9% порівняно зі значеннями до ішемії. На п’ятій хвилині тотальної ішемії тиск у лівому шлуночку знижувавя до 22%, dp/dtmax – до 38%, а dp/dtmin – до 40% від своїх доішемічних значень. ЧСС, на відміну від попередніх двох концентрацій досліджуваної сполуки, зменшувалася і становила 60% від доішемічних значень. Можливо, дана концентрація досліджуваної сполуки була недостатньою для підтримки скоротливої активності впродовж спостережуваного періоду.

Узагальнюючи отримані результати, необхідно сказати, що сполука ІФТ_000280 має виражений кардіопротекторний потенціал. Спостерігали ефекти підвищення тиску у лівому шлуночку за концентрацій 1∙10-5 моль/л та 1∙10-6 моль/л з паралельною стабілізацією ЧСС в період введення сполуки і під час ішемії.

3.1.9. Вплив сполуки ІФТ_000281 на скоротливу активність ізольованих сердець

Сполука під шифром ІФТ_000281 внаслідок дії на ізольовані серця у концентрації 1∙10-5 моль/л, подібно до сполук ІФТ_000278, ІФТ_000279 та ІФТ_000280, відразу викликала статистично значуще підвищення показників скоротливої активності міокарда. Тиск у лівому шлуночку підвищувався на 43% порівняно з початковими значеннями. Швидкість скорочення та швидкість розслаблення міокарда збільшувалася на 75 і 52% відповідно. ЧСС зростала незначно і становила 114% від початкових значень (рис. 3.5, табл. 3.17). Подібні ефекти спостерігалися для сполуки ІФТ_000280, що може вказувати на подібний механізм дії речовин.
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Рис. 3.5. Типова механограма скорочень ізольованого серця під дією сполуки ІФТ_000281. Верхній графік – значення тиску у лівому шлуночку, нижній – dp/dtmax.

Таблиця 3.17
Показники функціонування інтактного ізольованого серця щурів за впливу сполуки ІФТ_000281 (у % змін відносно контролю, n=8)
Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

При дії на ізольовані серця щурів у концентрації 1∙10-6 моль/л сполука ІФТ_000281 була менш активною, ніж за концентрації 1∙10-5 моль/л. Так, підвищення зазнали тільки значення швидкості скорочення та розслаблення міокарда. Їхні значення становили: для dp/dtmax – 115%, а для dp/dtmin – 110% від своїх вихідних показників. Тиск у лівому шлуночку становив 91% від початкового значення і його зміни знаходилися у межах статистичної похибки. Подібна ситуація склалася і з ЧСС, котра дещо знизилася і становила 89% від початкових значень. Варто зазначити, що, на відміну від більшості досліджуваних сполук, ІФТ_000281 менш активно впливала на показники dp/dtmax і dp/dtmin, підвищуючи або суттєво не впливаючи на інші показники скоротливої активності міокарда.

У концентрації 5∙10-7 моль/л сполука ІФТ_000281 неочікувано проявила більшу активність, ніж у концентрації 1∙10-6 моль/л, але меншу, ніж у концентрації 1∙10-5 моль/л. Тиск у лівому шлуночку під дією сполуки підвищувався на 22%, швидкість скорочення міокарда – на 32%, а швидкість розслаблення – на 126%. ЧСС не змінювалася. Спостережуваний ефект сполуки на ізольовані серця був позитивним у плані кардіопротекції і відповідав нашим вимогам щодо біологічної дії сполук, які можуть прекондиціювати міокард – помірне підвищення тиску в лівому шлуночку, dp/dtmax і dp/dtmin за умови стабільних значень ЧСС.

У період тотальної ішемії ізольовані серця, котрі перфузувалися розчином сполуки ІФТ_000281 у концентрації 1∙10-5 моль/л очікувано зменшували свою скоротливу активність. На першій хвилині ішемії тиск у лівому шлуночку знизився до 53% від своїх доішемічних значень. Швидкість скорочення міокарда знижувалася на 20%, а швидкість розслаблення – на 12%. Спостерігалося незначне зростання ЧСС на 9%, що може бути компенсаторною реакцією серця на припинення подачі перфузату. На 5 хв тотальної ішемії спостерігалося різке падіння досліджуваних параметрів. Тиск у лівому шлуночку знижувався до 9% від доішемічних значень. Подібна ситуація була характерна для швидкості скорочення і розслаблення міокарда. Їхні значення становили відповідно 14 і 10% порівняно зі значеннями до ішемії. Винятком була ЧСС, яка залишалася стабільною впродовж ішемії і це є позитивним результатом (табл. 3.18).

Таблиця 3.18
Показники функціонування ізольованого серця щурів під дією сполуки ІФТ_000281 за умов тотальної ішемії 
(у % змін відносно вихідних значень, n=8)

Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

Під час моделювання тотальної ішемії на ізольованих серцях, котрі перфузувалися досліджуваною сполукою ІФТ_000281 у концентрації            1∙10-6 моль/л також спостерігалося зниження скоротливої активності. На 1 хв тотальної ішемії тиск у лівому шлуночку знижувався на 51%, швидкість скорочення міокарда (dp/dtmax) – на 44% порівняно з доішемічними значеннями, а швидкість розслаблення міокарда (dp/dtmin) – на 53%. При цьому ЧСС зазнала невеликого зниження і становила 91% значення до ішемії. На 5 хв ішемії всі показники скоротливої активності за винятком частоти серцевих скорочень, яка знизилася до 90% від доішемічних значень, значно знизилися. Тиск у лівому шлуночку становив 7% від доішемічних значень, швидкість скорочення міокарда – 13%, швидкість розслаблення міокарда – 14% від значень до ішемії.

Ізольовані серця, які попередньо були оброблені сполукою ІФТ_000281 у концентрації 5∙10-7 моль/л під час тотальної ішемії ще в більшій мірі знижували скоротливу активність, ніж серця, оброблені більшими концентраціями сполуки. На 1 хв тотальної ішемії відбулося значне зниження тиску у лівому шлуночку (на 65% від доішемічних значень). Швидкість скорочення міокарда знижувалася у меншій мірі, але все ж була на 41% меншою за свої доішемічні значення. Подібна ситуація склалася і з показником dp/dtmin, котрий становив 64% від значення до ішемії. Єдиним параметром, котрий не змінився, була ЧСС (98%). На 5 хв ішемії всі показники скоротливої активності, за винятком частоти серцевих скорочень, значно знизилися. Тиск у лівому шлуночку становив 7% від доішемічних значень, швидкість скорочення міокарда – 15%, швидкість розслаблення міокарда – 19% від значень до ішемії. ЧСС знизилася на 14% порівняно з доішемічними значеннями, але залишалася стабільною.

Таким чином, дослідження дії сполуки ІФТ_000281 у різних концентраціях на ізольовані серця щурів виявили наявність кардіопротекторного потенціалу сполуки. Він виражався у підвищенні тиску в лівому шлуночку в момент введення сполуки, а також у стабілізації ЧСС, зокрема під час тотальної ішемії.
3.1.10. Вплив флокаліну на скоротливу активність ізольованих сердець у порівнянні з вивченими похідними імідазо[1,2-a]азепінію

Як було сказано раніше, препаратом порівняння використовували активатор АТФ-залежних калієвих каналів флокалін [11, 22]. Щоб порівняти дію досліджуваних сполук і флокаліну на моделі ізольованого серця щура за однакових умов, було поведено дослідження дії флокаліну на ізольовані серця.

В результаті було встановлено, що флокалін не впливає на скоротливу активність ізольованих сердець в нормі, а за умов тотальної ішемії стабілізує показники тиску в лівому шлуночку та ЧСС. У концентрації 1∙10-5 моль/л тиск у лівому шлуночку становив 102% порівняно з початковими значеннями (до дії флокаліну). Показники dp/dtmax і dp/dtmin відповідно становили 105 та 101% своїх початкових значень і статистично не відрізнялися від них. ЧСС залишалася стабільною і становила 104% (табл. 3.19).

У концентрації 1∙10-6 моль/л флокалін також не викликав статистично значущих змін показників скоротливої активності. Значення тиску в лівому шлуночку становило 99% від вихідних значень, швидкість скорочення міокарда – 102%, швидкість розслаблення – 104% від значень до додавання флокаліну. ЧСС залишалася стабільною і становила 104%.

Таблиця 3.19
Показники функціонування інтактного ізольованого серця щурів за впливу флокаліну (у % змін відносно контролю, n=8)
Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

За додавання флокаліну до перфузуючого розчину у концентрації 5∙10-7 моль/л спостерігалося незначне зниження показників скоротливої активності міокарда. Тиск у лівому шлуночку незначно знизився і становив 97%, dp/dtmax – 98%, dp/dtmin – 96%, а ЧСС – 97% від значень до введення флокаліну.

В період тотальної ішемії ізольовані серця, які перед цим перфузувалися розчином флокаліну мали більші відносні показники тиску у лівому шлуночку, порівняно з відповідними показниками більшості досліджених сполук. Тиск у лівому шлуночку незначно змінювався залежно від концентрації флокаліну і варіював у межах 78-102% від доішемічних значень (табл. 3.20). Схожі ефекти викликали також сполуки ІФТ_000271, ІФТ_000274, ІФТ_000275, ІФТ_000276 та ІФТ_000280.

Таблиця 3.20
Показники функціонування ізольованого серця щурів під дією флокаліну за умов тотальної ішемії 
(у % змін відносно вихідних значень, n=7)
	Період спостере-ження
	Вимірювані показники
(%)
	Вихідні значення (%)
	Флокалін, 

10-5
	Флокалін,
 10-6
	Флокалін,
 5∙10-7

	1 хв ішемії
	ТЛШ
	100
	85,3±5,71
	102,6±8,83
	78,1±6,59*

	
	dp/dtmax
	100
	55,1±4,63
	67,2±7,53*
	59,7±6,21*

	
	dp/dtmin
	100
	50,8±5,29*
	66,5±5,75*
	63,4±6,74*

	
	ЧСС
	100
	112,7±8,59
	92,4±8,29
	100,9±10,14

	5 хв ішемії
	ТЛШ
	100
	22,6±3,14*
	19,5±3,72*
	18,1±1,76*

	
	dp/dtmax
	100
	10,8±2,47*
	15,9±2,96*
	13,5±2,58*

	
	dp/dtmin
	100
	11,2±4,12*
	18,7±3,11*
	20,1±4,39*

	
	ЧСС
	100
	65,3±9,23
	78,5±7,54*
	86,1±7,19


Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

Так, в період тотальної ішемії, ізольовані серця, котрі перфузувалися розчином флокаліну у концентрації 1∙10-5 моль/л на 1 хв ішемії мали знижений на 15% відносно доішемічних значень, тиск у лівому шлуночку. Швидкість скорочення міокарда становила 55%, а швидкість розслаблення міокарда – 51% від доішемічних значень. На відміну від цих показників, ЧСС дещо збільшувалася (до 113%). На 5 хв ішемії продовжувалося зниження скоротливої активності ізольованих сердець. Досліджувані показники були схожі відповідним показникам для досліджуваних сполук. Тиск у лівому шлуночку становив 23%, dp/dtmax – 11%, dp/dtmin – 11%, а ЧСС – 65% від значень до ішемії.

Під час моделювання тотальної ішемії на ізольованих серцях, котрі перфузувалися флокаліном у концентрації 1∙10-6 моль/л також спостерігалося зниження (за винятком тиску в лівому шлуночку) скоротливої активності. На    1 хв тотальної ішемії тиск у лівому шлуночку залишався стабільним і становив 103% від доішемічних значень, проте швидкість скорочення міокарда (dp/dtmax), знижувалася на 33%, а швидкість розслаблення міокарда (dp/dtmin) - на 34% порівняно з доішемічними значеннями. При цьому ЧСС знаходилася на рівні 92%. На 5 хв ішемії всі показники скоротливої активності знизилися. Тиск у лівому шлуночку становив 20% від доішемічних значень, швидкість скорочення міокарда – 16%, швидкість розслаблення міокарда – 19% значень до ішемії. ЧСС зменшувалася незначно і становила 78% від значень до тотальної ішемії.

Ізольовані серця, перфузовані флокаліном у концентрації 5∙10-7 моль/л, за умов тотальної ішемії знижували свою скоротливу активність. На початку ішемії тиск у лівому шлуночку знижувався на 22%, dp/dtmax – на 40%, а dp/dtmin – на 37%. Частота серцевих скорочень не змінювалася порівняно зі значеннями до ішемії. На п’ятій хвилині тотальної ішемії тиск у лівому шлуночку знижувавя до 18%, dp/dtmax – до 13%, а dp/dtmin – до 20% від своїх доішемічних значень. ЧСС зменшувалася і становила 86% від доішемічних значень.

Узагальнюючи отримані результати, необхідно відзначити, що у всіх досліджуваних концентраціях (1∙10-5, 1∙10-6, 5∙10-7 моль/л) під час дії на інтактні ізольовані серця щурів, флокалін не викликав статистично значущої зміни показників скоротливої активності. Такі результати були передбачуваними, оскільки активатори калієвих каналів реалізують свою кардіопротекторну дію шляхом розширення коронарних судин та оптимізації метаболізму в кардіоміоцитах [12, 40, 159]. Наслідки такого впливу стають помітні під час ішемії.

Як видно з таблиць, значення швидкостей скорочення та розслаблення міокарда за дії флокаліну за умов ішемії були схожі на результати, притаманні досліджуваним сполукам. Звертає на себе увагу частота серцевих скорочень – вона залишається стабільною на першій хвилині ішемії, а на п’ятій хвилині, хоча і зменшується на 14-35%, але тримається стабільно. Подібні результати були притаманні сполукам ІФТ_000276, ІФТ_000278 та ІФТ_000280.

Загалом, підсумовуючи результати дослідження дії 9 похідних імідазо[1,2-a]азепінію на скоротливу активність ізольованого серця щура, необхідно відзначити широкий спектр біологічної дії сполук, незважаючи на подібність їхньої хімічної структури.

В результаті експериментів з вивчення впливу досліджуваних речовин на тиск у лівому шлуночку було встановлено, що сполуки ІФТ_000271, ІФТ_000273, ІФТ_000274, ІФТ_000275, ІФТ_000278, ІФТ_000279, ІФТ_000280 та ІФТ_000281 викликали підвищення тиску у лівому шлуночку після їх введення (рис. 3.6). Для сполук ІФТ_000280 та ІФТ_000281 найбільш активною виявилася концентрація 1∙10-5 моль/л. Всі похідні, за винятком ІФТ_000276, яка знижувала тиск у лівому шлуночку, викликали статистично достовірне підвищення тиску у лівому шлуночку.
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Рис. 3.6. Значення тиску у лівому шлуночку під дією сполук (* - р<0,05 вірогідно стосовно контролю, n=8).
Усі похідні імідазо[1,2-a]азепінію, за винятком ІФТ_000278 та ІФТ_000281 у концентраціях 1∙10-6 і 5∙10-7 моль/л, викликали збільшення показника dp/dtmax, тобто швидкості скорочення міокарда. А похідні ІФТ_000273, ІФТ_000274, ІФТ_000275, ІФТ_000276 зумовлювали дуже значне (у 2-7 раз) збільшення даного показника (рис. 3.7).
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Рис. 3.7. Значення dp/dtmax під дією сполук (* - р<0,05 вірогідно стосовно контролю, n=8).

Однак, підвищення скоротливості міокарда тягне за собою збільшення енергоспоживання кардіоміоцитами і у випадку ішемії може призвести до ураження міокарда. Оскільки відомо, що кардіопротекторні ефекти під час прекондиціювання міокарда призводять до зменшення скоротливості кардіоміоцитів, такі ефекти сполук слугували негативним критерієм відбору [97]. Особливу увагу привертає до себе дія сполук ІФТ_000273, ІФТ_000274 та ІФТ_000275, які зумовлювали значне підвищення скоротливої активності ізольованих сердець, зокрема показника dp/dtmax. Хоча відразу після введення відповідних сполук та на початку ішемії досліджувані серця проявляли високу скоротливу активність, в період тотальної ішемії вони зупинялися раніше порівняно з іншими експериментальними групами. Це може зумовлюватися тим, що значне збільшення скоротливої активності призводило до швидкого вичерпання енергетичних запасів у кардіоміоцитах, що в період ішемії призводило до різкої їх нестачі для підтримання нормального рівня скоротливої активності і швидкої зупинки ізольованих сердець. Тому, відповідні сполуки, хоча і проявляли позитивні у плані кардіопротекції ефекти (підвищували тиск у лівому шлуночку до та під час ішемії), не можна розглядати як перспективні сполуки-лідери, які будуть захищати міокард від ішемічних пошкоджень.

Дослідження впливу похідних імідазо[1,2-a]азепінію на швидкість розслаблення міокарда (dp/dtmin) продемонструвало, що сполука ІФТ_000273 у концентрації 1∙10-5 моль/л, ІФТ_000275 та ІФТ_000276 у концентрації 1∙10-6 моль/л та ІФТ_000274 у концентрації 5∙10-7 моль/л підвищували швидкість розслаблення міокарда більш ніж на 300%. Інші досліджувані сполуки за винятком ІФТ_000278, ІФТ_000279 та ІФТ_000281 у концентраціях 1∙10-6 та 5∙10-7 моль/л також викликали збільшення швидкості розслаблення міокарда (рис. 3.8).
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Рис. 3.8. Значення dp/dtmin під дією сполук (* - р<0,05 вірогідно стосовно контролю, n=8).

Більшість сполук не викликали значних змін ЧСС відразу після їх введення, в той час як похідні під шифрами ІФТ_000273 та ІФТ_000275 викликали значне зростання даного показника (рис. 3.9).
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Рис. 3.9. Значення ЧСС під дією сполук (* - р<0,05 вірогідно стосовно контролю, n=8).

Вплив сполук ІФТ_000273 та ІФТ_000275 на частоту серцевих скорочень видається закономірним, зважаючи на ефекти даних сполук на швидкість скорочення та розслаблення міокарда. Внаслідок дуже значного підвищення скоротливої активності ізольованих сердець напередодні ішемії відбулося вичерпання енергетичних ресурсів кардіоміоцитів. В період тотальної ішемії це викликало гострий дефіцит поживних речовин і підвищення ЧСС як компенсаторної реакції з метою підвищення об’єму крові, який протікає через серце на одиницю часу. Тому сполуки, котрі не викликали значного підвищення ЧСС у період ішемії слід розглядати як такі, що мають потенціал до прекондиціювання ішемічних пошкоджень міокарда. Це сполуки ІФТ_000278, ІФТ_000279, ІФТ_000280 та ІФТ_000281.

Узагальнюючи результати, отримані внаслідок дії досліджуваних речовин на параметри скоротливої активності ізольованих сердець та порівнюючи їх з референс-препаратом – флокаліном, було виявлено, що адекватні впливи проявляють сполуки ІФТ_000278, ІФТ_000279, ІФТ_000280 та ІФТ_000281. Вони підвищували тиск у лівому шлуночку на 20-80% для різних концентрацій та стабілізували ЧСС, викликали незначне збільшення швидкості скорочення та розслаблення міокарда. Їхня дія була дозо залежною. Значне підвищення тиску у лівому шлуночку також викликали сполуки ІФТ_000273, ІФТ_000274, та ІФТ_000275, але вони в 3-7 раз збільшували значення dp/dtmin, dp/dtmax і ЧСС, тобто, значно зростала швидкість скорочень і, відповідно, метаболізм кардіоміоцитів, що зважаючи на вищевказану інформацію, не є свідченням кардіопротекції.

Для того, щоб встановити сполуки, котрим притаманний найбільший кардіопротекторний ефект, було проведено дослідження їх коронародилататорної активності, яку визначали за змінами швидкості коронарного кровообігу. Також, як інтегральний показник стійкості міокарда до ішемії, визначали час скорочення ізольованих сердець від початку припинення подачі перфузату до повної зупинки серця.

3.2. Вивчення коронародилататорної активності досліджуваних сполук на ізольованих серцях
Здатність досліджуваних сполук розширювати коронарні судини оцінювали шляхом вимірювання об’єму серцевого ефлюенту (рідини, яка відтікала від серця) за одиницю часу до і під час дії сполук. Активація КАТФ каналів гладеньком’язових клітин та ендотеліоцитів спричинює розширення коронарних судин і збільшення кровопостачання серця. Розширення коронарних судин покращує постачання міокарда поживними речовинами, киснем, виводить продукти обміну речовин [103,165]. Це в результаті підвищує стійкість міокарда до ішемії і є важливим наслідком прекондиціювання. Відомо, що в невеликих дозах (1 мкмоль/л і менше) активатори КАТФ-каналів (бімакалім, кромакалім, діазоксид, ДіазоФм і ДіазоФп, тіофлокалін та флокалін) практично не впливають на скоротливу функцію непошкодженого міокарда, тоді як при ішемії-реперфузії викликають кардіопротекторні ефекти, зокрема розширення коронарних судин і підвищення серцевого кровообігу. Оскільки на основі попередніх досліджень [6] ми припускаємо, що досліджувані сполуки є активаторами КАТФ каналів, то збільшення коронарного кровообігу було б важливим доказом цього припущення. І справді, спостерігалося збільшення коронарного кровообігу. Найактивнішою виявилася сполука ІФТ_000281 у концентрації 5∙10-7 моль/л, котра збільшувала даний показник на 64% (рис. 3.10).
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Рис. 3.10. Значення коронарного кровообігу під дією сполук (* - р<0,05 вірогідно стосовно контролю, n=7).

Значну активність також виявили сполуки ІФТ_000276, яка підвищувала коронарний кровообіг на 34%, ІФТ_000271 – на 46%, ІФТ_000280 – 51%, порівняно з вихідними значеннями. При чому їх дія значно перевершувала впливи відомого активатора КАТФ-каналів флокаліну.

3.3. Вплив сполук на тривалість скорочення ізольованих сердець під час тотальної ішемії
Наочною характеристикою позитивного впливу ефекту прекондиціювання є час скорочення ізольованого серця від початку ішемії до його повної зупинки. Чим кращий функціональний стан міокарда, чим більші запаси поживних речовин та ефективніший метаболізм – тим довше серце скорочуватиметься за відсутності кровообігу [50, 125, 188]. Даний показник розглядався нами як найголовніший при визначенні здатності досліджуваних сполук до прекондиціювання міокарда. Зважаючи на вже відомі результати з впливу досліджуваних сполук на скоротливу активність ізольованих сердець та швидкість коронарного кровообігу, ми припустили, що найбільший час скорочуватися в період тотальної ішемії мають ізольовані серця, оброблені речовинами ІФТ_000271, ІФТ_000280 та ІФТ_000281. Як і слід було очікувати, сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281 у концентраціях 1∙10-5 моль/л, які, до того ж, мали значний коронародилататорний ефект і покращували скоротливість міокарда, значно (у 2-3 рази) подовжували тривалість скорочення ізольованих сердець за умов тотальної ішемії порівняно з іншими досліджуваними сполуками та на 32-38% порівняно з контролем (рис 3.11).
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Рис. 3.11. Значення часу до зупинки серця під час ішемії (* - р<0,05 вірогідно стосовно контролю, n=8).

Дуже важливим є вибір оптимальних доз активаторів КАТФ-каналів з метою корекції чи попередження ішемічно-реперфузійних ушкоджень міокарда. Як виявилося, позитивний чи негативний ефекти активаторів калієвих каналів залежать від дози та місця їх дії [17,194]. Великі дози можуть викликати пригнічення скоротливої активності міокарда. Це можна було спостерігати на прикладі сполуки ІФТ_000273, коли концентрація 1∙10-5 моль/л викликала припинення скорочення ізольованих сердець, тоді, як менші концентрації   (5∙10-7, 1∙10-6 моль/л) проявляли позитивні ефекти. Така жорстка залежність позитивного та негативного ефектів від дози значною мірою залежить від типу КАТФ каналів на які переважно діє сполука. КАТФ канали локалізуються в клітинах різних органів, а всередині кардіоміоцитів – у сарколемі та мітохондріях [185]. Якщо позитивний характер активації мітохондріальних КАТФ каналів у більшості дослідників не викликає сумніву тому, що призводить до активації процесів дихання в електроннотранспортному ланцюзі, збереження та запасання АТФ і зменшення перенавантаження Са2+, то активація сарколемальних КАТФ каналів може спричинити негативні наслідки у зв’язку з різким зменшенням часу потенціалу дії та рефрактерного періоду, що може закінчитися порушенням ритму і навіть фібриляцією шлуночків [180]. Більшість дослідників протекторні властивості приписують КАТФ каналам саме мітохондріального типу, а використання активаторів сарколемальних КАТФ каналів у клініці є досить проблематичним, адже вони, крім негативного впливу на потенціал дії кардіоміоцитів, перешкоджають звільненню інсуліну з панкреатичних β-клітин (що неприпустимо при діабеті), можуть посилювати вивільнення катехоламінів, викликати гіпотензію [64, 118, 134].

Хоча невідомо який тип КАТФ каналів активують похідні імідазо[1,2-a]азепінію (для цього потрібно провести додаткові дослідження), отримані результати дають змогу зафіксувати позитивний вплив деяких з обраних сполук (насамперед ІФТ_000280 та ІФТ_000281) на показники функціонування ізольованого серця щура.

Виходячи з отриманих результатів, ми вирішили за доцільне виокремити сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281 як найактивніші у плані прекондиціювання міокарда і провести їх поглиблене дослідження з метою встановлення найефективнішої концентрації, їх впливу на розмір ділянки інфаркту, біохімічні показники та у in vivo дослідженнях.

3.4. Вплив блокатора КАТФ каналів глібенкламіду на кардіопротеркторні ефекти сполуки-лідера ІФТ_000281

Для підтвердження чи спростування нашого припущення, що досліджувані похідні імідазо[1,2-a]азепінію є активаторами КАТФ каналів, було проведено серію експериментів з використанням блокатора КАТФ каналів глібенкламіду. Глібенкламід додавали до перфузуючого розчину у концентрації 1·10-5 моль/л протягом 5 хв перед перфузією ізольованого серця сполукою ІФТ_000281 у тій самій концентрації. У разі, якщо речовина ІФТ_000281 активує КАТФ канали кардіоміоцитів, попередня дія глібенкламіду нівелює її ефекти. Отримані результати наведені в табл. 3.21.
Таблиця 3.21
Показники функціонування ізольованого серця щурів під дією сполуки ІФТ_000281 за попередньої дії глібенкламіду 
(у % змін відносно вихідних значень, n=7)
	Вимірювані показники(%)
	Контроль
	Контроль

(після дії глібенкламіду)
	ІФТ_000

281, 10-5
(після дії глібенкламіду)
	ІФТ_000

281, 10-5
(без дії глібенкламіду)

	ТЛШ
	100
	95,7±3,75
	98,7±8,45
	143,3±11,36*

	dp/dtmax
	100
	99,4±7,82
	105,2±11,56
	175,6±26,2*

	dp/dtmin
	100
	103,5±5,31
	102,3±7,65
	152,9±33,57*

	ЧСС
	100
	102,8±4,77
	98,9±5,12
	113,9±10,52

	Швидкість коронарного кровообігу
	100
	105,2±7,94
	100,7±6,52
	137,9±17,55*

	Час до зупинки серця
	100
	104,7±5,51
	101,3±8,31
	132,6±8,22*


Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

В результаті досліджень було встановлено, що попередня дія глібенкламіду на ізольовані серця щура нівелює кардіопротекторні ефекти сполуки ІФТ_000281. Так, без попередньої обробки глібенкламідом, сполука ІФТ_000281 викликає збільшення тиску у лівому шлуночку на 43%, швидкості скорочення та розслаблення міокарда – на 75 та 53% відповідно. Швидкість коронарного кровообігу збільшується на 38%, а час до зупинки серця подовжується на 33% порівняно з контрольними значеннями. Після попередньої обробки глібенкламідом, не було зафіксовано статистично значущих змін досліджуваних показників під дією сполуки ІФТ_000281. Дані показники не відрізнялися від контрольних. Тому, аналізуючи отримані результати та беручи до уваги відомий факт, що глібенкламід є селективним блокатором КАТФ каналів, можна стверджувати, що сполука-лідер ІФТ_000281 діє на АТФ-залежні К-канали і саме це спричиняє її кардіопротекторні властивості.

Отже, виходячи з отриманих результатів щодо дії досліджуваних сполук на скоротливу активність ізольованих сердець та коронарний кровообіг, ми вирішили за доцільне виокремити сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281 як найактивніші.
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РОЗДІЛ 4

ДОСЛІДЖЕННЯ ДІЇ СПОЛУК-ЛІДЕРІВ ІФТ_000280 ТА ІФТ_000281
4.1. Вплив ІФТ_000280 та ІФТ_000281 на скоротливу активність ізольованого серця щура за умов регіональної ішемії
Виділивши в результаті скринінгу на моделі ізольованого серця щура 2 найактивніші сполуки серед похідних імідазо[1,2-a]азепінію – ІФТ_000280 та ІФТ_000281, було проведено дослідження впливу обраних речовин на скоротливу активність міокарда та коронарний кровообіг за умов регіональної ішемії. Регіональну ішемію моделювали шляхом оклюзії лівої передньої низхідної коронарної артерії. Тварини були поділені на групи, значення показників кардіогемодинаміки яких не відрізнялися до початку експерименту. Після введення обидві сполуки (ІФТ_000280 та ІФТ_000281) викликали підвищення скоротливої активності міокарда та швидкості коронарного кровообігу (табл. 4.1).

Тиск у лівому шлуночку зростав з 90 мм рт. ст. до 107 мм рт. ст. (для ІФТ_000280) та до 110 мм рт. ст. (для ІФТ_000281). Частота серцевих скорочень залишалася стабільною, зростала швидкість коронарного кровообігу (з 7,6 мл/хв до 8,8 і 9,6 мл/хв для ІФТ_000280 та ІФТ_000281 відповідно). Значного зростання зазнала швидкість скорочення та розслаблення міокарда, яка збільшилася майже вдвічі, порівняно з вихідними значеннями.
В результаті експерименту було встановлено, що за умов регіональної ішемії статистично значущу активність проявляли обидві сполуки: ІФТ_000280 та ІФТ_000281, стабілізуючи тиск у лівому шлуночку та скоротливу активність сердець. В період регіональної ішемії у ізольованих сердець, на які діяли сполукою ІФТ_000280, тиск у лівому шлуночку становив 96% від значень до ішемії. Для сполуки ІФТ_000281 даний показник становив 98%. В той самий час у ізольованих сердець контрольної групи спостерігалося зниження тиску у лівому шлуночку на 9% (він становив 91% від доішемічного рівня), а у групі флокаліну дане значення становило 94%.
Таблиця 4.1
Показники кардіогемодинаміки експериментальних тварин до моделювання регіональної ішемії (дані представлені у вигляді M±m, n=6)
	
	До ішемії

	Група
	ЧСС, уд/хв
	ТЛШ,
мм рт.ст.%
	dp/dtmax,
мм рт.ст./с %
	dp/dtmin
мм рт.ст./с
	Коронарний кровообіг,
мл/хв.

	Контроль
	289,3

±3,80
	90,4

±3,08
	1435,7

±15,40
	-1275,9

±14,10
	7,6±0,42

	ІФТ_000280, 10-5 M
	292,5

±3,90
	107,2

±5,34
	2217,8

±20,70
	-2192,4

±19,14
	8,8±0,53

	ІФТ_000281, 10-5 M
	307,8

±5,10
	110,7

±7,25
	2649,6

±23,12
	-2301,3

±22,06
	9,6±0,80

	Флокалін, 10-5    M
	299,1

±3,76
	97,5

±3,17
	1621,1

±16,10
	-1511,8

±14,89
	8,2±0,52


Під час регіональної ішемії у сердець, підданих дії флокаліну та сполуки ІФТ_000280 збільшувалась швидкість скорочення міокарда (на 17 і 10% відповідно). Сполука ІФТ_000280 не змінювала цей параметр, а у контрольних сердець він знижувався на 5%. Обидві досліджувані сполуки - ІФТ_000280 та ІФТ_000281 збільшували швидкість розслаблення міокарда (на 18 і 5% відповідно) порівняно з доішемічним рівнем. Флокалін також підвищував даний параметр на 9%, а у контрольній групі спостерігалося зниження показника dp/dtmin на 9% порівняно з відповідними значеннями до ішемії. Під час регіональної ішемії спостерігалося зменшення швидкості коронарного кровообігу у всіх групах. Найбільше вона зменшувалась у групі контролю – на 15% та ІФТ_000280 – на 12%. У групах флокаліну та ІФТ_000281 даний показник знижувався на 9 та 8% відповідно (табл. 4.2).
Таблиця 4.2
Гемодинамічні показники ізольованих сердець під час ішемії (у % від доішемічних значень, n=6)
	
	Ішемія

	Група
	ЧСС, уд/хв.
	ТЛШ,

%
	dp/dtmax,
%
	dp/dtmin,
%
	Коронарний кровообіг,

%

	Контроль
	290±4,15
	91±1,20
	95±2,21
	91±3,09
	85±4,08

	ІФТ_000280, 10-5 M
	312±5,75
	96±2,07
	110±3,19*
	118±4,82*
	88±5,09*

	ІФТ_000281, 10-5 M
	305±4,27
	98±4,49
	100±2,74
	105±2,49
	92±5,26*

	Флокалін, 10-5 M
	293±3,74
	94±3,41*
	117±3,11*
	109±4,61*
	91±3,39*


Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.
Під час реперфузії ізольовані серця, оброблені даними речовинами, швидше і в повнішій мірі відновлювали показники скоротливої активності та коронарного кровообігу. Дія цих сполук була подібна до ефектів препарату порівняння – флокаліну. Серця, які перфузувалися досліджуваними сполуками, мали на 6-7% вищий порівняно з контрольними серцями, тиск у лівому шлуночку. Значення швидкості скорочення міокарда зростали на 24% (для ІФТ_000280) та 9% (для ІФТ_000281), в той час як у контрольній групі спостерігалося зниження dp/dtmax до 91% від доішемічних значень. Швидкість розслаблення міокарда також зростала під дією сполук (на 19% для ІФТ_000280 та 10% для ІФТ_000281). Швидкість коронарного кровообігу у контрольних серцях знижувалася на 14%, тоді як у експериментальних серцях вона залишалася стабільною протягом реперфузії. Флокалін, подібно до сполук ІФТ_000280 та ІФТ_000281, підвищував dp/dtmax і dp/dtmin, стабілізував тиск у лівому шлуночку, ЧСС і швидкість коронарного кровообігу (табл. 4.3).

Таблиця 4.3
Гемодинамічні показники ізольованих сердець під час реперфузії 
(у % від доішемічних значень, n=6)
	
	Реперфузія

	Група
	ЧСС, уд/хв
	ТЛШ,

%
	dp/dtmax,
%
	dp/dtmin
%
	Коронарний кровообіг,

%

	Контроль
	262±3,34
	88±3,20
	91±2,16
	89±3,12
	86±4,17

	ІФТ_000280, 10-5 M
	281±3,65
	104±3,65
	124±5,38*
	119±4,93*
	97±4,65

	ІФТ_000281, 10-5 M
	278±4,13
	107±5,37*
	109±2,89*
	110±2,87*
	99±5,60

	Флокалін, 10-5 M
	264±3,31
	96±3,85
	107±3,15*
	103±4,07
	98±3,16


Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.
4.2. Вплив ІФТ_000280 та ІФТ_000281 на концентрацію лактатдегідрогенази та креатинкінази-МВ як маркерів пошкодження міоцитів у серцевому ефлюенті в нормі та при патології in vitro
Під час експериментів з моделювання регіональної ішемії ізольованих сердець та вивчення впливу сполук-лідерів паралельно відбирали проби серцевого ефлюенту для визначення швидкості коронарного кровообігу та активності ферментів-маркерів некрозу міокарда: лактатдегідрогенази та креатинкінази-МВ.

Діагностувати травми міокарда допомогає визначення рівня активності 

ферментів креатинкінази (КФ 2.7.3.2) МВ-ізоферменту (КК-МВ) і лактатдегідрогенази (КФ 1.1.1.27) ізоферменту 1 в сироватці крові. Ці ізоферменти проявляють більшу активність в міокарді, ніж в інших тканинах або в інтактній сироватці. Часове взаємовідношення активностей цих ферментів: креатинкінази, лактатдегідрогенази і аспартатамінотрансферази (КФ 2.6.1.1) вельми чутливі і специфічні до гострого пошкодження серця, зокрема гострого інфаркту міокарда [123,185]. Хронічні хвороби серця, електрична кардіоверсія серцевого ритму, коронарографія і фізичні вправи, як правило, не викликаяють збільшення активності КК-MB, хоча у деяких осіб спостерігається нетипова активність аспартатамінотрансферази та лактатдегідрогенази ізоферменту 1. Оскільки КК-МВ, присутня в скелетних м'язах, має низьку активність, тільки значна травма скелетних м'язів може збільшити її активність в крові до аномальних значень. Легенева емболія може імітувати інфаркт міокарда за його клінічною картиною. У пацієнтів з точно відомим часом появи симптомів серійний ферментний аналіз дозволяє відрізнити гострий інфаркт міокарда від легеневої емболії [123, 174].

Дослідженню гострого ураження міокарда сприяє розвиток високочутливих методів визначення активності ферментів у сироватці крові. Корисність цих методів базується на багатьох спостереженнях, що пошкодження клітин зумовлює вивільнення ферментів в кровотік. Локалізована гіпоксія є найбільш поширеною причиною пошкодження клітин і може призвести до втрати клітиною цілісності мембран [27, 225]. Іншими причинами пошкодження клітин є хімічне отруєння, травми, надлишкове тепло або холод, нестача поживних речовин, дегідратація і бактеріальні токсини [214]. Загибель клітин не є обов'язковою умовою для вивільнення ферментів з цитоплазми. Зміни в активності аспартатамінотрансферази, креатинкінази і її ізоферментів і лактатдегідрогенази в сироватці можуть відображати патологічні зміни в серці [108].

Серед захворювань серця аналіз активності ферментів у сироватці крові знайшов найбільше застосування в діагностиці гострого інфаркту міокарда. Хронічні захворювання, такі як стенокардія та застійна серцева недостатність, як правило, не пов'язані зі збільшенням у сироватці крові активності ферментів серцевих тканин [123, 166].

В результаті визначення активності ферментів у пробах серцевого ефлюенту до, під час та після ішемії у експериментальних серцях щурів, було встановлено, що під дією сполуки ІФТ_000280 активність креатинкінази під час ішемії зменшувалася на 10%, а під час реперфузії – на 15%. В той самий час у контрольній групі під час реперфузії спостерігалося підвищення активності креатинкінази на 30%, що вказує на пошкодження кардіоміоцитів. Серця, оброблені сполукою ІФТ_000281, під час регіональної ішемії зменшували активність креатинкінази-МВ на 24%, а в період реперфузії – на 34% (рис. 4.1).

Як видно з отриманих результатів, досліджувані сполуки зменшують активність креатинкінази-МВ у серцевому ефлюенті порівняно з контролем. Їхня активність подібна до впливу препарату порівняння – флокаліну, що може свідчити про подібні механізми дії сполук. Зважаючи на той факт, що активність креатинкінази у серцевому ефлюенті є одним з маркерів пошкодження міокарда, можна зробити висновок, що досліджувані сполуки володіють кардіопротекторними властивостями, зменшуючи рівень пошкодження кардіоміоцитів внаслідок ішемії-реперфузії.

[image: image13.png]20

I

77}%7,, %

Kortpons

®noxanin

IFT_000280 IFT_000251

luewin
05 %6 penepdysit
10 %@ penepdysit





Рис. 4.1. Активність креатинкінази-МВ у серцевому ефлюенті 
(* - р<0,05 вірогідно стосовно контролю, n=6).
Сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281 під час ішемії також зменшували активність лактатдегідрогенази у серцевому ефлюенті на 27 та 39% відповідно, а в період реперфузії – на 37 та 45% відповідно порівняно з контролем         (рис. 4.2).
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Рис. 4.2. Активність лактатдегідрогенази у серцевому ефлюенті 
(* - р<0,05 вірогідно стосовно контролю, n=6).

Досліджувані сполуки, подібно до їх впливу на активність креатинкінази-МВ, проявляли більшу кардіопротекторну активність, ніж препарат порівняння флокалін, зменшуючи активність відповідних ферментів у серцевому ефлюенті в більшій мірі.

Тобто, зменшення активності ферментів у серцевому ефлюенті вказує на зменшення ішемічно-реперфузійного ушкодження міокарда ізольованих сердець під дією речовин ІФТ_000280 та ІФТ_000281.

4.3. Вплив ІФТ_000280 та ІФТ_000281 на скоротливу активність міокарда щурів в нормі та при патології in vivo
В описаних вище дослідженнях похідні імідазо[1,2-a]азепінію під шифрами ІФТ_000280 і ІФТ_000281 помітно знижували ступінь ушкодження міокарда, спричиненого ішемією-реперфузією, що виражалося у нижчих показниках активності маркерів інфаркту міокарда (лактатдегідрогенази та креатинкінази ізоформи МВ) у серцевому ефлюенті. Беручи до уваги вищевказані факти, ми вирішили провести вивчення кардіопротекторної дії речовин ІФТ_000280 і ІФТ_000281 за умов in vivo, моделюючи регіональну ішемію. Моделювання регіональної ішемії здійснювали шляхом оклюзії лівої коронарної артерії з подальшою реперфузією за штучної вентиляції легень. Для оцінки захисної дії досліджуваних сполук проводили оклюзію лівої коронарної артерії протягом 20 хв з подальшою реперфузією тривалістю 60 хв. Нижче наведені результати цих досліджень.

Як видно з результатів, наведених у табл. 4.4, під час регіональної ішемії у тварин, яким вводили сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281, спостерігалося підвищення системного артеріального тиску (117,5±6,73 та 109,2±7,49% відповідно, р<0,05, n=6) в той час як у групах тварин із введенням препарату порівняння флокаліну та контрольній групі спостерігалося зниження даного показника порівняно з вихідними значеннями. Флокалін знижував частоту серцевих скорочень в період ішемії (83,5±7,29%, р<0,05, n=6), порівняно з вихідними (доішемічними) значеннями, тоді як досліджувані сполуки не викликали статистично значущої зміни параметра.

Під час ішемії тиск у лівому шлуночку та швидкість скорочення (dp/dtmax) і розслаблення (dp/dtmin) міокарда у тварин усіх груп знижувалися, але помітної різниці між групами не спостерігалося.

В період реперфузії спостерігалося зниження системного артеріального тиску у тварин всіх досліджуваних груп, але у тварин, яким вводили сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281, це зниження відбувалося в меншій мірі (89,1±6,11 і 92,6±4,19% відповідно, р<0,05, n=6) порівняно з контрольною групою та групою із введенням флокаліну.

Частота серцевих скорочень тварин, яким вводили сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281 під час реперфузії залишалася стабільною і статистично не відрізнялась від вихідних значень, тоді, як у контрольних тварин вона підвищувалась, а у групі флокаліну – навпаки зменшувалася.

Таблиця 4.4
Результати вимірювання показників кардіогемодинаміки досліджуваних тварин (у % змін відносно вихідних значень, n=6)
Продовження таблиці 4.4
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	ЧСС
	Контроль
	105,6

±8,11
	114,2

±8,63
	119,3

±8,83
	120,2
±11,24
	118,1

±6,92

	
	ІФТ_000

280
	101,2

±7,75
	96,2

±8,49
	107,1

±6,02*
	102,3

±9,24*
	105,9

±10,64

	
	ІФТ_000

281
	100,1
±9,05
	93,5

±7,91*
	101,4

±10,21*
	97,8

±8,17*
	102,6

±8,73*

	
	Флокалін
	88,2

±6,54*
	83,5

±7,29*
	80,1

±8,97*
	77,9

±7,08*
	89,1

±4,16*

	Тиск у лівому шлуночку
	Контроль
	90,6

±7,22
	96,2

±6,29
	108,4

±9,53
	103,1

±8,96
	95,1
±7,09

	
	ІФТ_000

280
	92,8

±9,47
	90,3

±5,81
	91,1

±8,52*
	94,5

±8,05*
	97,5

±7,12

	
	ІФТ_000

281
	95,3

±6,03
	91,8

±7,29
	93,1
±8,09
	96,2

±6,81
	97,6

±5,93

	
	Флокалін
	94,1

±8,14
	96,7

±6,13
	92,5
±8,03*
	94,2

±9,51*
	95,3

±9,02

	dp/dtmax
	Контроль
	93,4

±7,76
	92,7

±6,94
	97,3

±7,18
	79,2

±5,57
	71,2

±8,84

	
	ІФТ_000

280
	92,1

±5,33
	91,3
±7,08
	88,1

±7,89
	93,1

±8,12*
	89,2

±6,07*

	
	ІФТ_000

281
	96,1

±5,46
	90,8

±9,15
	87,6

±6,11*
	86,1

±5,38
	87,4

±4,99*

	
	Флокалін
	97,1

±8,36
	95,1
±7,03
	83,4

±5,79*
	85,1
±6,82
	81,3

±7,73

	dp/dtmin
	Контроль
	93,6

±8,68
	94,3

±7,41
	80,4

±8,41
	78,8

±9,73
	77,4
±8,04

	
	ІФТ_000

280
	93,8

±4,67
	91,7

±8,51
	89,1
±7,43*
	85,9

±7,84
	86,9

±7,62

	
	ІФТ_000

281
	95,3

±5,69
	90,1
±6,55
	87,2

±4,57
	87,4

±6,41*
	88,1
±8,09*

	
	Флокалін
	91,1

±5,19
	89,3

±5,85
	84,1

±4,98
	86,4

±7,59*
	88,1

±7,43*


Примітка. * - р<0,05 вірогідно стосовно контролю.

Тиск у лівому шлуночку у тварин, яким вводили сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281 був знижений (94,5±8,05 та 96,2±6,81% відповідно, р<0,05, n=6) порівняно зі значеннями контрольної групи (103,1±8,96%, р<0,05, n=6) та статистично не відрізнявся від такого для групи тварин із введенням флокаліну.

Швидкість скорочення (dp/dtmax) і розслаблення (dp/dtmin) міокарда в період реперфузії зменшувалася відносно вихідних значень у тварин всіх груп, але у групі з введенням ІФТ_000280 зменшення даних показників було менш значним, ніж у інших групах (89,2±6,07% для dp/dtmax  та 86,9±7,62% для dp/dtmin на кінець реперфузії, р<0,05, n=6) в той час як у контрольній групі значення dp/dtmax становило 71,2±8,84% а dp/dtmin – 77,4±8,04% від вихідних значень.

Таким чином, аналіз зміни показників кардіогемодинаміки під час моделювання регіональної ішемії-реперфузії in vivo показав, що відбувається зниження (окрім частоти серцевих скорочень) досліджуваних показників – системного артеріального тиску, тиску у лівому шлуночку, швидкості скорочення (dp/dtmax) і розслаблення (dp/dtmin) міокарда. Але у тварин, яким вводили сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281 зниження значень системного артеріального тиску та тиску в лівому шлуночку проявлялося в меншій мірі, ніж у контрольних тварин, а у групі тварин із введенням ІФТ_000280 спостерігалась стабілізація показників dp/dtmax і dp/dtmin.
4.4. Вплив ІФТ_000280 та ІФТ_000281 на розмір зони інфаркту
Беручи до уваги факт зниження показників активності маркерів інфаркту міокарда (лактатдегідрогенази та креатинкінази ізоформи МВ) у серцевому ефлюенті, зафіксований в попередніх експериментах, було вирішено визначити розмір зони інфаркту міокарда у дослідних тварин за умов in vivo. Якщо досліджувані сполуки справді зменшували пошкодження міокарда, спричинене ішемією-реперфузією, то визначення площі зони інфаркту міокарда мало прямо підтвердити або ж спростувати цей ефект.

Після гострої регіональної ішемії-реперфузії площа зони інфаркту у тварин контрольної групи становила 11,3±2,15% від загальної площі лівого шлуночка, тоді, як у тварин, яким вводили досліджувані сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281 ці значення становили 10,7±2,03 і 8,9±1,35% відповідно, або ж 94,7±6,38 та 78,8±5,25% площі зони інфаркту контрольної групи (рис. 4.3).
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Рис. 4.3. Відношення площі зони інфаркту міокарда до площі лівого шлуночка (у %) для сердець тварин різних груп (* - р<0,05 вірогідно стосовно контролю, n=6).

Тобто, сполука ІФТ_000280 не впливала помітно на розмір зони інфаркту, а інше похідне імідазо[1,2-a]азепінію – ІФТ_000281 спричиняло статистично значуще зменшення площі зони інфаркту, хоча цей ефект був виражений у меншій мірі, ніж дія відомого активатора КАТФ каналів флокаліну (відношення зони інфаркту до площі лівого шлуночка становило 61,1±4,13% від контрольних значень).

Отже, досліджувані нові хімічні сполуки – похідні імідазо[1,2-a]азепінію під шифрами ІФТ_000280 та ІФТ_000281 під час моделювання гострої регіональної ішемії-реперфузії на щурах продемонстрували ряд ефектів, які можуть сприяти їх кардіопротекторній дії. Це помірніше, порівняно з інтактними тваринами, зниження артеріального тиску, тиску у лівому шлуночку і скоротливості міокарда та попередження тахікардії, що послаблює навантаження на уражене серце і сприяє підтриманню стабільного його функціонування в період ішемії. В результаті, сполука ІФТ_000281 сприяла зменшенню зони інфаркту міокарда. Перераховані особливості досліджуваних речовин подібні до дії відомого активатора КАТФ каналів флокаліну, що може опосередковано вказувати на участь КАТФ каналів в реалізації фармакологічного прекондиціювання.

4.5. Визначення гострої токсичності (LD50) IФТ_000280 та ІФТ_000281
Доклінічне вивчення перспективних сполук поєднує у собі не лише вивчення ефективності та селективності, але й безпечності можливого препарату. Визначення середньої летальної дози дозволяє розрахувати терапевтичний індекс, скласти прогноз кумулюючих та побічних ефектів. Результати гострих експериментів є відправною точкою для проведення наступних токсикологічних досліджень. 

Для визначення гострої токсичності відібраних на основі досліджень на ізольованих серцях щурів перспективних сполук застосовували експрес-метод В. Б. Прозоровського, який без значних економічних витрат доказово відтворює негативний вплив сполуки на організм тварини [15]. 

Токсичність похідних імідазо[1,2-а]азепінію вивчалась на 28 білих мишах масою 21,1±0,76 г, які були поділені на 2 групи, у відповідності до кількості сполук-лідерів, у кожній групі було використано по 2 тварини жіночої статі на дозу досліджуваної сполуки. Були використані наступні дози: 158, 200, 250, 316, 398, 501 та 631 мг/кг (табл. 4.5.).

Сполуки вводили одноразово за допомогою металевого зонду внутрішньошлунково. Протягом наступних 14 діб спостерігали за змінами поведінки, зовнішнього стану та рефлексів. Основними клінічними проявами інтоксикації після перорального введення геометрично наростаючих доз у мишей були черевне дихання, ціаноз, виділення із легень, збільшення спонтанної активності, нетипові способи пересування, тремор, клонічні судоми, вазоконстрикція, спонтанне сечовиділення, що спостерігались тільки протягом першої години спостережень.

Таблиця 4.5
Гостра токсичність сполук-лідерів 
(кількість загиблих тварин / загальна кількість тварин)
	Сполука
	Дози речовини (мг/кг)

та послідовність реакцій
	ЛД50, мг/кг та довірчі границі

	
	158
	200
	250
	316
	398
	501
	631
	

	ІФТ_000

280
	0/2
	0/2
	1/2
	1/2
	1/2
	2/2
	2/2
	296±87

(202,96

÷316,24)

	ІФТ_000

281
	0/2
	1/2
	2/2
	1/2
	1/2
	2/2
	2/2
	243±56

(185,64

÷284,48)


Згідно отриманих даних було визначено середню летальну дозу (ЛД50, мг/кг) та розраховано довірчі границі досліджуваних сполук. Для сполуки ІФТ_000280 середня летальна доза становила 296±87 мг/кг, а для ІФТ_000281 - 243±56 мг/кг, що менше, ніж LD50 препарату порівняння флокаліну – 2150 мг/кг, тобто досліджувані сполуки є більш токсичними порівняно з флокаліном. Для сполук-лідерів було встановлено ІІІ клас безпечності та помірний ступінь токсичності.
Результати даного розділу опубліковані у роботах:
1. Kutovyi I. M. Attenuation of myocardial ischemia-reperfusion injury by imidazo[1,2-a]derivatives / I. M. Kutovyi // Pharmacology and drug toxicology. – 2015. – Vol. 6 (46). – P. 70-75.
2. Кутовий Ю. М. Дослідження захисних ефектів фармакологічного прекондиціювання похідними імідазо[1,2-a]азепінію на функціонування серця щурів in vivo за умов регіональної ішемії / М. А. Мохорт, Ю. М. Кутовий // Фармакологія та лікарська токсикологія. – 2016. – №1 (47). – С. 91-96.
РОЗДІЛ 5

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ

Пошук нових хімічних сполук, здатних прекондиціювати міокард, тільки набуває свого розвитку, тому представляється актуальним на сучасному етапі розвитку експериментальної та клінічної медицини. На сьогоднішній день перспективним напрямком в створенні нових кардіопротекторних препаратів є пошук сполук серед групи міотропних спазмолітиків, особливо серед блокаторів кальцієвих або активаторів калієвих каналів [9, 150, 217, 230].

В рамках державної академічної теми №15.13 в ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України» було проведено дослідження біологічної активності нових синтезованих хімічних сполук і відібрано найбільш активні спазмолітики - похідні імідазо[1,2-а]азепінію для вивчення їх здатності прекондиціювати міокард та вивчити їх вплив на роботу серця за умов ішемічних ушкоджень.

Першим етапом дослідження було встановлення найактивнішої сполуки чи сполук серед відібраних 9 похідних імідазо[1,2-а]азепінію. Дослідження проводили на ізольованих серцях щурів. Для встановлення кардіопротекторних властивостей даних речовин використовували такі параметри як тиск у лівому шлуночку, частоту серцевих скорочень, швидкість скорочення та розслаблення міокарда, швидкість коронарного кровообігу, час до зупинки серця після припинення подачі перфузату.

Аналізуючи результати, отримані внаслідок дії досліджуваних речовин, та порівнюючи їх з референтним препаратом – флокаліном, було виявлено, що адекватні впливи проявляють сполуки ІФТ_000278, ІФТ_000279, ІФТ_000280 та ІФТ_000281. Вони підвищували тиск у лівому шлуночку на 20-80% для різних концентрацій та стабілізували ЧСС. Значне підвищення тиску у лівому шлуночку також викликали сполуки ІФТ_000273, ІФТ_000274, та ІФТ_000275, але вони у 3-7 раз збільшували значення dp/dtmin, dp/dtmax і ЧСС, тобто, значно зростала швидкість скорочень, що вказує на відсутність кардіопротекторної дії.

Сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281 у концентраціях 1∙10-5 моль/л, які, до того ж, мали значний коронародилататорний ефект і покращували скоротливість міокарда, значно (у 2-3 рази) збільшували тривалість скорочення ізольованих сердець за умов тотальної ішемії порівняно з іншими досліджуваними сполуками та на 32-38% порівняно з контролем. Наочною характеристикою позитивного впливу ефекту прекондиціювання є час скорочення ізольованого серця від початку ішемії до його повної зупинки. Чим кращий функціональний стан міокарда, чим більші запаси поживних речовин та ефективніший метаболізм – тим довше серце скорочуватиметься за відсутності кровообігу [18]. Даний показник розглядався нами як найголовніший при визначенні здатності досліджуваних сполук до прекондиціювання міокарда. На основі отриманих результатів були виокремлені 2 сполуки-лідери: ІФТ_000280 та ІФТ_000281. Вони викликали підвищення тиску у лівому шлуночку під час введення сполук, а в період ішемії даний параметр знижувався повільніше, ніж у контрольних сердець. Також спостерігалася тенденція до стабілізації частоти серцевих скорочень як до, так і під час тотальної ішемії. Ці сполуки помітно збільшували швидкість коронарного кровообігу та час до зупинки серця після припинення подачі перфузату. Тобто, можна припустити, що аплікація даних сполук сприяє підвищенню енергетичних запасів, або ж збільшує економність використання вже наявних енергетичних запасів кардіоміоцитів. Яскравим свідченням останнього є зростання часу скорочення ізольованих сердець в період тотальної ішемії. Збільшення швидкості коронарного кровообігу прямо вказує на судинорозширювальну дію сполук. Судинорозширювальну та спазмолітичну дію проявляють активатори КАТФ каналів. Вони є важливими регуляторами клітинного енергетичного метаболізму [7, 87, 190]. Швидке відкривання КАТФ каналів відбувається під час зниження внутрішньоклітинної концентрації АТФ, характерного для таких патологічних станів як ішемія та гіпоксія міокарда – найпоширеніших причин порушень діяльності серця. Відкриття КАТФ каналів знижує мембранний потенціал клітини, викликаючи гіперполяризацію і таким чином обмежує плато потенціалу дії, під час якого відбувається вхід іонів кальцію в клітину [90, 167]. Зменшення надходження іонів кальцію, зокрема через потенціалзалежні кальцієві канали L-типу знижує внутрішньоклітинну концентрацію іонів кальцію – одного з головних вторинних посередників багатьох реакцій і активатора численних ферментів [236]. По-перше, це гальмує метаболічні процеси в клітині, що важливо при обмеженні енергопостачання. По-друге, гальмує активацію ряду ферментів (фосфоліпази, ліпоксигенази), які беруть участь у патогенезі пошкоджень міокарда. По-третє, обумовлює дилататорні реакції коронарних судин і попереджує розвиток перевантаження кардіоміоцитів іонами кальцію і такі небажані наслідки, як контрактури міофібрил, що, в свою чергу, призводить до некротичних уражень міокарда [114, 182, 218]. Перевантаження кальцієм може викликати пошкодження мітохондрій і, як наслідок – відкриття мембранної пори і активування запрограмованої смерті клітини – апоптозу [12, 116].

Відомо, що в невеликих дозах (1 мкмоль/л і менше) активатори КАТФ-каналів (бімакалім, кромакалім, діазоксид, ДіазоФм і ДіазоФп, тіофлокалін та флокалін) практично не впливають на функцію непошкодженого міокарда, тоді як при ішемії-реперфузії викликають кардіопротекторні ефекти, подібні до захисного феномена ішемічного прекондиціювання [11, 120, 178]. Проте збільшення дози до 5 мкмоль/л певним чином впливає на функцію міокарда, зокрема тіофлокалін посилює його скоротливу активність [89], а ДіазоФм і ДіазоФп її незначно знижують [186]. Подальше збільшення дози (10 та 30 мкмоль/л для левкромакаліму та кромакаліму відповідно) може значно пригнічувати скоротливу активність міокарда, аж до повної зупинки серця [8, 17], викликати аритмії та навіть фібриляцію його шлуночків [117], зумовлювати сильну гіпотензію [219]. Так, сполуки-лідери ІФТ_000280 та ІФТ_000281 підвищували, подібно до тіофлокаліну, скоротливу активність міокарда, а в період ішемії стабілізували тиск у лівому шлуночку та частоту серцевих скорочень. В результаті проведених експериментів з використанням блокатора КАТФ каналів глібенкламіду, було встановлено, що сполука-лідер ІФТ_000281 діє саме на КАТФ канали.

Тому, препаратом порівняння було вирішено використати фторвмісний активатор КАТФ каналів флокалін, створений в Інституті органічної хімії НАНУ. Сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281, подібно флокаліну, проявляли судинорозширювальний ефект, який виражався у збільшенні швидкості коронарного кровообігу, та набагато більше за флокалін підвищували стійкість серця до ішемії.

Виділивши на першому етапі дослідження сполуки-лідери, було проведено подальші поглиблені дослідження даних сполук. На моделі ізольованого серця щура була вивчена кардіопротекторна дія похідних імідазо[1,2-а]азепінію ІФТ_000280 та ІФТ_000281 за умов регіональної ішемії. Виявилося, що дія вказаних сполук за умов регіональної ішемії схожа на таку для тотальної ішемії – серця, оброблені досліджуваними сполуками краще переносили 20-хвилинну ішемію, а під час реперфузії швидше і в повнішій мірі відновлювали свою функцію. Під час введення сполук тиск у лівому шлуночку зростав з 90 до 107 мм рт. ст. (для ІФТ_000280) та до 110 мм рт. ст.(для ІФТ_000281). Частота серцевих скорочень залишалася стабільною, зростала швидкість коронарного кровообігу (з 7,6 до 8,8 і 9,6 мл/хв для ІФТ_000280 та ІФТ_000281 відповідно), підтверджуючи коронародилататорну активність досліджуваних сполук. Значного зростання зазнала швидкість скорочення та розслаблення міокарда, яка збільшилася майже вдвічі, порівняно з вихідними значеннями.

Під час реперфузії, серця, які перфузувалися досліджуваними сполуками, мали на 6-7% вищий, порівняно з контрольними серцями, тиск у лівому шлуночку.

В результаті експерименту було встановлено, що за умов регіональної ішемії статистично значущу активність проявляли обидві сполуки: ІФТ_000280 та ІФТ_000281, стабілізуючи тиск у лівому шлуночку та скоротливу активність сердець. В інших концентраціях ці речовини не викликали достовірних змін досліджуваних параметрів. Тому ми вважаємо концентрацію сполук ІФТ_000280 та ІФТ_000281 у 1∙10-5 моль/л найбільш ефективною. Під час реперфузії, ізольовані серця, оброблені даними речовинами, швидше і в повнішій мірі відновлювали показники скоротливої активності та коронарного кровообігу. Дія цих сполук була подібна до ефектів препарату порівняння – флокаліну.

Також, під час моделювання регіональної ішемії визначали активність маркерів пошкодження кардіоміоцитів – ферментів лактатдегідрогенази та креатинкінази-МВ. Ці ферменти проявляють більшу активність в міокарді, ніж в інших тканинах та в інтактній сироватці. Часові взаємовідношення активностей креатинкінази і лактатдегідрогенази дуже чутливі і специфічні до гострого пошкодження серця, зокрема інфаркту міокарда [160]. Сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281 під час ішемії зменшували активність креатинкінази-МВ на 10 та 14% відповідно, у період реперфузії – на 15 та 14% відповідно, а активність лактатдегідрогенази під час ішемії на 27 та 39% і в період реперфузії – на 37 та 45% відповідно. Дані результати напряму свідчать на користь кардіопротекторних властивостей сполук. З відомих лікарських препаратів такі ефекти притаманні триметазидину [195, 222]. У середині 90-х років ХХ ст. було проведене дослідження з вивчення цитопротекторних властивостей триметазидину при гострому інфаркті міокарда, в якому відзначили здатність препарата (при включенні його таблетованої форми в комплексну терапію) зменшувати розмір некрозу (за даними серійного визначення КК), попереджувати розвиток ранньої дилатації лівого шлуночка - важливих маркерів інфаркту [4, 234]. Практично аналогічні результи були отримані італійськими авторами (Paterna еt аl., 1999), які також використовували триметазидин у формі таблеток у хворих з переднім інфарктом, які отримували фібринолітичну терапію [228].

Виходячи з отриманих результатів, ми зробили припущення, що якщо сполуки-лідери проявляють кардіопротекторні ефекти in vitro, за умов in vivo вони також повинні мати місце. Але перед проведенням досліджень на щурах спочатку необхідно встановити ефективну концентрацію досліджуваних сполук. Як відомо ефективна концентрація розраховується як 1/10 летальної дози. Для встановлення летальних доз сполук проводили дослідження гострої токсичності за Прозоровським [15]. Токсичність похідних імідазо[1,2-а]азепінію вивчалась на 28 білих мишах масою 21,1±0,76 г, які були поділені на 2 групи, у відповідності до кількості сполук-лідерів, у кожній групі було використано по 2 тварини на дозу досліджуваної сполуки. Встановлене значення LD50 для ІФТ_000280 становило 296 мг/кг, а для ІФТ_000281 – 243 мг/кг. Для порівняння: LD50 препарата порівняння флокаліну – 2150 мг/кг, а інших, подібних до нього за хімічною структурою активаторів калієвих каналів – 1800 мг/кг (тіофлокалін) і 600мг/кг (пінацидил) [9, 238]. Тобто, досліджувані сполуки, незважаючи на їх позитивні ефекти у плані кардіопротекції є дещо токсичнішими за вже відомі активатори АТФ-залежних калієвих каналів і вимагають їх застосування у менших концентраціях за такі препарати як флокалін.

Отже, розрахувавши ефективну концентрацію досліджуваних похідних імідазо[1,2-а]азепінію ІФТ_000280 (29,6мг/кг) та ІФТ_000281 (24,3мг/кг), було проведено дослідження їх можливих кардіопротекторних властивостей in vivo. Під час регіональної ішемії у тварин, яким вводили сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281 спостерігалося підвищення системного артеріального тиску (117,5±6,73 та 109,2±7,49% відповідно, р<0,05, n=6), в той час як у групі тварин із введенням препарату порівняння флокаліну спостерігалося зниження даного показника та зниження частоти серцевих скорочень в період ішемії (83,5±7,29%, р<0,05, n=6), порівняно з вихідними значеннями, тоді як досліджувані сполуки не викликали статистично значущої зміни параметра. Також вони зумовлювали помірніше, порівняно з інтактними тваринами, зниження тиску у лівому шлуночку і скоротливості міокарда та попереджували тахікардію, що послаблювало навантаження на уражене серце і сприяло підтриманню стабільного його функціонування в період ішемії та швидшому відновленню в період реперфузії. Позитивні ефекти досліджуваних сполук проявилися у зменшенні зони інфаркту міокарда, порівняно з контрольними тваринами.

Відомі активатори КАТФ каналів, наприклад, препарат порівняння – флокалін при застосуванні in vivo викликає короткочасне зниження системного артеріального тиску (характерне для більшості активаторів КАТФ каналів), інші показники гемодинаміки під час ішемії залишаються стабільними [9,22]. Незважаючи на незначний вплив на гемодинаміку, флокалін зменшує зону інфаркту міокарда порівняно з контролем на 37% [9]. Інший представник цієї групи сполук, пінацидил – один з перших активаторів калієвих каналів, який є неселективним агоністом, також проявляє периферичну вазодилататорну активність. У численних експериментах виявлено, що пінацидил швидко і ефективно знижує артеріальний тиск як при внутрішньовенному введенні, так і при прийомі перорально [135, 223, 238]. Пінацидил викликає підвищення частоти серцевих скорочень, зниження загального периферичного опору і постнавантаження на міокард, збільшення об’єму серцевого викиду. Пінацидил, збільшуючи коронарний кровообіг і споживання кисню міокардом, не впливає на скоротливість лівого шлуночка [235].

Фторвмісні похідні діазоксиду ДіазоФп i ДіазоФм також проявляють виражені вазодилататорні властивості. Їхня дія зумовлюється активацією мітохондріальних калієвих каналів [13]. Похідні імідазо[1,2-a]азепінію ІФТ_000280 та ІФТ_000281, на відміну від діазоксиду та, в меншій мірі, флокаліну і пінацидилу, не викликали помітного зниження артеріального тиску, що, на наш погляд, є позитивом і дозволить його застосування при гіпотензії.
Відомий кардіопротекторний препарат, який зараз широко використовують для лікування стенокардії нікоранділ має антиангінальну дію, яка ґрунтується на поєднанні нітратоподібних властивостей і здатності відкривати калієві канали. За рахунок відкриття калієвих каналів нікоранділ викликає гіперполяризацію клітинної мембрани. Ці фармакологічні ефекти призводять до розслаблення гладком'язових клітин і цитопротекції міокарда під час ішемії [67, 194, 224]. Гемодинамічні ефекти виражаються в збалансованому зниженні перед- і постнавантаження (на відміну від нітратів та блокаторів «повільних» кальцієвих каналів, які діють, головним чином, на перед- або постнавантаження, відповідно). Нікоранділ, як більшість кардіопротекторів, не впливає на скоротливу активність міокарда, практично не змінює частоту серцевих скорочень. Знижує системний артеріальний тиск менш ніж на 10% та викликає селективну вазодилатацію коронарних артерій [61, 145]. Порівнюючи ефекти нікоранділу з дією сполук-лідерів, можна стверджувати, що сполуки ІФТ_000280 та ІФТ_000281 подібно нікоранділу, викликають вазодилатацію коронарних артерій та незначно знижують артеріальний тиск та ЧСС. На відміну від нікоранділу, дані сполуки посилюють скоротливу активність міокарда.

Резюмуючи вищесказане, слід відзначити, що внаслідок вивчення кардіопротекторних ефектів 9 похідних імідазо[1,2-a]азепінію з уже встановленою спазмолітичною властивістю [6], було виділено 2 сполуки під шифрами ІФТ_000280 та ІФТ_000281, які в дослідженнях in vitro та in vivo підвищували скоротливу активність міокарда, помітно (на 20-60% для різних концентрацій) збільшували швидкість коронарного кровообігу і час скорочення серця за умов тотальної ішемії (на 32-38% порівняно з контролем). Ці сполуки (ІФТ_000281 в більшій мірі) зменшували активність маркерів інфаркту міокарда лактатдегідрогенази та креатинкінази-МВ, а ІФТ_000281 викликала зменшення зони інфаркту in vivo на 21%, порівняно з контролем. Для сполуки-лідера ІФТ_000281 була експериментально підтверджена дія на КАТФ канали. Також була розрахована гостра токсичність сполук-лідерів, яка становила для ІФТ_000280 - 296±87мг/кг, а для ІФТ_000281 - 243±56мг/кг, що відносить їх до ІІІ класу токсичності.

В цілому, узагальнюючи представлені дослідження, можна зробити висновок, що в результаті цілеспрямованого пошуку високоефективних, селективних кардіопротекторних речовин, вперше на основі похідних імідазо[1,2-а]азепінію отримані оригінальні сполуки, які при подальшому поглибленому вивченні можуть бути перспективними для створення ефективних кардіотропних препаратів.

Враховуючи встановлену кардіопротекторну активність та здатність зменшувати ішемічно-реперфузійні ураження міокарда за умов in vivo, вважаємо за доцільне подальше поглиблене доклінічне вивчення похідних імідазо[1,2-а]азепінію ІФТ_000280 та ІФТ_000281 з метою створення нового перспективного вітчизняного селективного препарату для прекондиціювання міокарда.
ВИСНОВКИ
У дисертаційній роботі експериментально доведена кардіопротекторна активність нових похідних імідазо[1,2-а]азепінію, визначена їх роль у фармакологічному прекондиціюванні міокарда. В результаті вивчення 9 похідних імідазо[1,2-а]азепінію щодо їх здатності прекондиціювати міокард на моделі ізольованого серця щура in vitro та in vivo виділено 2 сплуки-лідери: ІФТ_000280 та ІФТ_000281. Дані сполуки підвищують показники скоротливої активності міокарда інтактних сердець, а під час тотальної ішемії запобігають її різкому зниженню. За умов регіональної ішемії in vivo встановлена здатність обраних похідних стабілізувати показники кардіогемодинаміки, а субстанція ІФТ_000281 зменшує розмір зони інфаркту. В дослідженнях з використанням блокатора АТФ-залежних калієвих каналів глібенкламіду виявлено, що сполука-лідер ІФТ_000281 активує дані канали.

1. Досліджено вплив 9 нових синтезованих похідних імідазо[1,2-а]азепінію на скоротливу активність міокарда щурів за умов тотальної ішемії in vitro. Встановлено, що сполуки ІФТ_000271, ІФТ_000273, ІФТ_000274, ІФТ_000275, ІФТ_000279, ІФТ_000280 та ІФТ_000281 викликали підвищення тиску у лівому шлуночку, dp/dtmax та dp/dtmin. Частоту серцевих скорочень збільшували похідні під шифрами ІФТ_000273, ІФТ_000275, ІФТ_000278.

2. Досліджуваним сполукам притаманний коронародилататорний ефект, про що свідчить підвищення швидкості коронарного кровообігу in vitro за дії сполук: ІФТ_000276 – на 34%, ІФТ_000271 – 46%, ІФТ_000280 – 51% та ІФТ_000281 – 64%, порівняно з вихідними значеннями Їхня дія значно перевершувала впливи препарату з подібною фармакологічною дією, активатора КАТФ каналів флокаліну.

3. На основі отриманих результатів було виділено 2 «сполуки-лідери», що виявили найбільший потенціал до прекондиціювання міокарда – ІФТ_000280 та ІФТ_000281. Вони підвищували тиск у лівому шлуночку та збільшували тривалість скорочення ізольованих сердець під час тотальної ішемії на 38 і 32% відповідно, що свідчить про оптимізацію метаболізму міокарда та підвищення його стійкості до ішемії. Дані похідні на моделі ізольованого серця виявляли вазодилататорний ефект, підвищуючи швидкість коронарного кровообігу на 51% (ІФТ_000280) та 64% (ІФТ_000281).

4. За умов регіональної ішемії in vitro обидві сполуки – ІФТ_000280 та ІФТ_000281 нормалізують тиск у лівому шлуночку та скоротливу активність сердець, підвищуючи швидкість скорочення міокарда на 24 та 9%, швидкість розслаблення міокарда на 19 та 10% відповідно. Швидкість коронарного кровообігу у експериментальних серцях залишалася стабільною протягом реперфузії.

5. Кардіопротекторні властивості сполук ІФТ_000280 та ІФТ_000281 характеризуються нормалізацією метаболічних процесів за регіональної ішемії, зменшуючи ішемічні пошкодження кардіоміоцитів, що проявляються суттєвим зменшенням під час реперфузії активності креатинкінази-МВ (на 15 і 34% відповідно) та активності лактатдегідрогенази (на 37 та 45% відповідно).

6. Сполука-лідер, похідне імідазо[1,2-а]азепінію ІФТ_000281 in vivo, за перорального введення при моделюванні гострого інфаркту міокарда викликала зменшення площі зони некрозу на 21%, порівняно з контролем. Отримані результати вказують на здатність цієї сполуки прекондиціювати міокард.

7. Сполуки-лідери ІФТ_000280 та ІФТ_000281 відносяться до ІІІ класу токсичності. LD50 для ІФТ_000280 становить 296 мг/кг, а для ІФТ_000281 –           243 мг/кг.
СПИСОК ВИКОРИСТАНОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1. АТФ-чутливі калієві канали та зміни їх функціональної активності при стрептозотоцин-викликаному цукровому діабеті / Р. Б. Струтинський, О. О. Мойбенко, С. М. Пивовар [та ін.] // Фізіологічний журнал. – 2003. –Т. 49, № 96. – С.22-31.
2. Богуславський А. В. Дослідження участі мітохондріальної пори в розвитку порушень скорочувальної активності міокарда та судин / А. В. Богуславський, А. В. Дмитрієва, В. Ф. Сагач // Фізіологічний журнал. – 2005. – 51, №3. – С. 18-24.
3. Ватутин Н. Т. Феномен прекондиционирования / Н. Т. Ватутин // В мире медицины. – 2010. – №1. – С. 13-23.
4. Вплив активатора аденозин трифосфат чутливих калієвих каналів флокаліну на функціонування ізольованого серця / Р. Б. Струтинский, С. Н. Пивовар, Р. А. Ровенец [та ін.] // Фізіологічний журнал. – 2005. –Т. 51, № 9. – C.18-24.
5. Геращенко І. Токолітична активність похідних імідазо[1,2-]азепінію / І. Геращенко // Фармакологія та лікарська токсикологія. – 2012. – Т. 31, №6 – С. 37-41.

6. Гончар О. О. Вплив модуляторів калієвих каналів на морфофункціональний стан лізосом при гострій гіпоксичній гіпоксії / О. О. Гончар, К. В. Розова, М. М. Середенко // Фізіологічний журнал. – 2001. - № 47(5). – С. 26-30.
7. Доклінічні дослідження лікарських засобів (методичні рекомендації) / за редакцією: член-кор. АМН України О.В. Стефанова. // К.: Авіцена. - 2001. – С. 84-90.

8. Дослідження кардіопротекторних ефектів нового фтормісного активатора АТФ-залежних калієвих каналів / Р. Б. Струтинський, О. О. Мойбенко, Л. М. Ягупольський [та ін.] // Фізіологічний журнал. – 2001. - № 47(2). – С. 16-23.

9. Дослідження механізму дії нових фторвмісних аналогів діазоксиду на судинний тонус / С. М. Пивовар, Р. Б. Струтинський, Л. М. Ягупольський [та ін.] // Фізіологічний журнал. - 2004. – Т. 50, № 9 (2). – С. 27-34.

10. Кардіопротекторні ефекти флокаліну в експериментах in vivo: вплив на гемодинаміку та ураження міокарда за умов його ішемії-реперфузії / Р. Б.Струтинський, О. П. Нещерет, Л. В. Тумановська [та ін.] // Фізіологічний журнал. – 2009. –Т. 55, № 95. – C. 15-21.
11. Кардіопротекторні ефекти флокаліну: відносна роль активації сарколемальних та мітохондріальних КАТФ-каналів / Р. Б. Струтинський, С. М. Пивовар, Л. В. Тумановська, О. О. Мойбенко. // Фізіологічний журнал. – 2008. – Т. 54, №6. – С. 15-23.
12. Мойбенко О. О. Эндогенные механизмы кардиопротекции как основа патогенетической терапии заболеваний сердца / О. О. Мойбенко, В. Э. Досенко, О. М. Пархоменко [и др.] // К., Наукова думка. – 2008. – 520c.
13. Організація заводського виготовлення препарату Флокалін - нового вітчизняного міотропного спазмолітика і кардіопротектора / О. О. Мойбенко, Р. Б. Струтинський, Л. М. Ягупольський [та ін.] // Наука та інновації. - 2009. – Т. 5, № 91. – С. 80-84.

14.  Пат. 17071A України, МПК А 61 К 31/03. N-(1,2,2-триметилпропіл)-N-ціано - N-арилгуанідини з фторовмісними замісниками в ароматичному ядрі, які проявляють гіпотензивну та кардіотонічну дію / Б. М. Клебанов, І. І. Малєтіна, К. І. Петко, С. С. Шаваран, Л. М. Ягупольський - № 995041977; заявл. 26.04.95; опубл. 31.10.97. Промислова власність. - 1997. – № 95. - C. 3.1.76.
15. Прозоровский В. Б. Статистическа обработка результатов фармакологических исследований / В. Б. Прозоровский // Психофармакология и биологическая наркология. – Т. 7, № 3-4. – 2007. – С. 2111-2119.
16. Ратманова. А. Прекондиционирование миокарда: естественные механизмы кардиопротекции в норме и патологии / А. Ратманова // Med. Rev. – 2008. - N 3(03). – C. 27-35.
17. Розробка та підготовка до впровадження нового вітчизняного кардіопротекторного препарату - фторвмісного активатора АТФ-залежних калієвих каналів Флокалін / О. О. Мойбенко, Р. Б. Струтинський, Л. М. Ягупольський, М. А. Мохорт // Наука та інновації. - 2006. – Т. 2, № 94. - C. 77-82.

18. Струтинський Р. Б. Дослідження вазодилататорних ефектів фтор-похідного відкривача калієвих каналів на ізольованих судинах морської свинки / Р. Б. Струтинський.// Фізіологічний журнал. - 1998. –Т. 44, № 93. –С. 119-120.

19. Струтинський Р. Б. Дослідження вазомоторних ефектів нових фторвмістних синтетичних активаторів АТФ-залежних калієвих каналів / Р. Б. Струтинський, О. О. Мойбенко, Л. М. Ягупольський // Фізіологічний журнал. – 2000. – Т. 46, № 94. – С. 17-23.

20. Струтинський Р. Б. Моделювання активності АТФ-залежних калієвих каналів у аорті нормотензивних та гіпертензивних тварин / Р. Б. Струтинський, О. О. Мойбенко // Фізіологічний журнал. - 2000. – Т. 46, - № 96. – С.54-60.

21. Флокалін – новий вітчизняний кардіопротектор / Р. Б. Струтинський, С. Б. Французова, Р. А. Ровенець [та ін.] // Патологія. – 2008. –Т. 5, № 93. – C.22.
22. Эффективность и безопасность никорандила у больных стабильной стенокардией / Л. Ю. Бадриддинова, Н. В. Юргель, Л. И. Павлова [и др.] // Фарматека: медицинский журнал. – 2009 – № 8. – С. 65-68.
23. -(-)-(9S)-9-(3-Bromo-4-f1uoropheny1)-2,3,5,6,7,9-hexahydrothieno[3,2-b]quinolin-8(4H)-one 1,1-dioxide (A-278637): а novel ATP-sensitive potassium channel opener efficacious in suppressing urinary bladder contractions. ІІ. In vivo characterization / M. E. Brune, T. A. Fey, J. D. Brioni [et al.] // J. Pharmacol. Exp. Ther. – 2002. - № 303(1). – Р. 387-394.
24. A murine model of inducible, cardiac-specific deletion of STAT3: its use to determine the role of STAT3 in the upregulation of cardioprotective proteins by ischemic preconditioning / R. Bolli, A. B. Stein, Y. Guo [et al.] // J. Mol. Cell Cardiol. – 2011. - № 50(4). – Р. 589–597.
25. A novel mitochondrial KATP channel assay / A. Wojtovich, D. Williams, M. Karcz [et al.] // Circ. Res. – 2010. – Vol. 106(7). – P. 1190–1196.
26. Activation of aldehyde dehydrogenase-2 reduces ischemic damage to the heart / C. H. Chen, G. R. Budas, E. N. Churchill [et al.] // Science. – 2008. - № 321. – Р. 1493–1495.

27. Activation of big conductance Ca(2+)-activated K (+) channels (BK) protects the heart against ischemia-reperfusion injury / B. H. Bentzen, O. Osadchii, T. Jespersen [et al.] // Pflugers Arch. – 2009. - № 457. – Р. 979–988.
28. Activation of RISK and SAFE pathways is not involved in the effects of Cx43 deficiency on tolerance to ischemia-reperfusion injury and preconditioning protection / J. A. Sánchez, A. Rodríguez-Sinovas, I. Barba [et al.] // Basic Res. Cardiol. – 2013. – Vol. 108(3). – P. 351.
29. Age- and gender-related differences in ischemia-reperfusion injury and cardioprotection: Effects of diazoxide / J. D. McCully, Y. Toyoda, H. Wakiyama [et al.] // Ann. Thorac. Surg. – 2006. - № 82. – Р. 117–123.
30. American Heart Association Statistics Committee and Stroke Statistics Subcommittee. Heart disease and stroke statistics—2010 update: A report from the American Heart Association /D. Lloyd-Jones, R. J. Adams, T. M. Brown [et al.] // Circulation. – 2010. - № 121. – Р. e46–e215.
31. Angiotensin –Converting Enzyme Inhibition or Mineralocorticoid Receptor Blockade Do Not Affect Incidence of Atrial Fibrillation in Patients Undergoing Cardiac Surgery / M. Pretorius, K. Murray, C. Yu [et al.] // Crit. Care Med. – 2012. – Vol. 40(10). – P. 2805–2812.
32. Angiotensin-converting enzyme inhibition and food restriction restore delayed preconditioning in diabetic mice / G. Van der Mieren, I. Nevelsteen, A. Vanderper [et al.] // Cardiovasc. Diabetol. – 2013. – Vol. 12. – P. 36.
33. Anoxic preconditioning: a way to enhance the cardioprotection of mesenchymal stem cells / J. A. Wang, A. He, X. Hu [et al.] // Int J Cardiol. -  2009. - Vol. 133. - P. 410-412.
34. Antecedent ethanol attenuates cerebral ischemia/reperfusion-induced leukocyte-endothelial adhesive interactions and delayed neuronal death: Role of large conductance, Ca++-activated K+ channels / Q. Wang, T. Kalogeris, M. Wang [et al.] // Microcirulation. – 2010. - № 17. – Р. 427–438.

35. Antiischemic properties of a new spiro-cyclic benzopyran activator of the cardiac mito-KATP channel / V. Calderone, L. Testai, A. Martelli [et al.] // Biochem. Pharmacol. – 2010. - № 79. – Р. 39–47.
36. Asano T. Antinociceptive action of epidural K+ (ATP) channel openers via interaction with morphine and an a1pha(2)-adrenergic agonist in rats / T. Asano, B. Dohi, H. Iida // Anesth. Analg. – 2000. - № 90(5). – Р. 1146-1151.
37. ATP-dependent potassium channels and mitochondrial permeability transition pores play roles in the cardioprotection of theaflavin in young rat / H. Ma, X. Huang, Q. Li [et al.] // J. Physiol. Sci. – 2011. - № 61. – Р. 337–342.
38. ATP-dependent potassium channels involved in the cardiac protection induced by intermittent hypoxia against ischemia/reperfusion injury / H. F. Zhu, J. W. Dong, W. Z. Zhu [et al.] // Life Sci. – 2003. - № 73(10). Р. 1275–1287.

39. ATP-sensitive K channel channel/enzyme multimer: Metabolic gating in the heart / A. E. Alekseev, D. M. Hodgson, A. B. Karger [et al.] // J. Mol. Cell Cardiol. – 2005. - № 38. - P. 895-905.
40. Baotic I. Apolipoprotein A-1 mimetic D-4F enhances isoflurane-induced eNOS signaling and cardioprotection during acute hyperglycemia / I. Baotic, Z. D. Ge, F. Sedlic // Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2013. – Vol. 305(2). – H. 219-27.

41. Barlaka E. Delayed cardioprotective effects of WY-14643 are associated with inhibition of MMP-2 and modulation of Bcl-2 family proteins through PPAR-α activation in rat hearts subjected to global ischaemia-reperfusion / E. Barlaka, V. Ledvényiová, E. Galatou [et al.] // Can. J. Physiol. Pharmacol. – 2013. – Vol. 91(8). – P. 608-16.
42. Basalay M. Remote ischaemic pre- and delayed postconditioning – similar degree of cardioprotection but distinct mechanisms / M. Basalay, V. Barsukevich, S. Mastitskaya [et al.] // Exp. Physiol. – 2012. – Vol. 97(8). – P. 908–917.
43. Beneficial effect of combination therapy with antihypertensive drugs in patients with hypertension / C. Shikata, T. Sekikawa, N. Kimura [et al.] // Exp. Clin. Cardiol. – 2007. – Vol. 12(1). – P. 33–36.

44. Benter I. Angiotensin-(1-7) Blockade Attenuates Captopril- or Hydralazine-Induced Cardiovascular Protection in Spontaneously Hypertensive Rats-Treated with L-NAME / I. Benter, M. Yousif, F. Al-Saleh [et al.] // J. Cardiovasc. Pharmacol. – 2011. – Vol. 57(5). – P. 559–567.
45. Boengler K. Loss of cardioprotection with ageing / K. Boengler, R. Schulz, G. Heusch // Cardiovasc. Res. – 2009. - № 83. – Р. 247– 261.

46. Bolli R. Cardioprotective function of inducible nitric oxide synthase and role of nitric oxide in myocardial ischemia and preconditioning: An overview of a decade of research / R. Bolli // J. Mol. Cell Cardiol. – 2001. - № 33. – Р. 1897–1918.

47. Bolli R. Role of the JAK–STAT pathway in protection against myocardial ischemia/reperfusion injury / R. Bolli, B. Dawn, Y. T. Xuan // Trends Cardiovasc. Med. – 2003. - № 13(2). – Р. 72–79.
48. Bradykinin in ischemic conditioning-induced tissue protection: Evidences and possible mechanisms / R. Sharma, P. K. Randhawa, N. Singh, A. S. Jaggi // Eur. J. Pharmacol. – 2015. - № 768. – Р. 58-70.
49. Cabrera J. Altered expression of mitochondrial electron transport chain proteins and improved myocardial energetic state during late ischemic preconditioning / J. Cabrera, E. Ziemba, R. Colbert [et. al.] // Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2012. – Vol. 302(10). – H1974–H1982.

50. Camara A. Potential Therapeutic Benefits of Strategies Directed to Mitochondria / A. Camara, E. Lesnefsky, D. Stowe // Antioxid. Redox. Signal. – 2010. – Vol. 13(3). – P. 279–347.
51. Cardiac mitochondrial preconditioning by Big Ca2+-sensitive K+ channel opening requires superoxide radical generation / D. F. Stowe, M. Aldakkak, A. K. Camara [et al.] // Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2006. - № 290. – Р. H434–H40.

52. Cardiomyocyte microvesicles contain DNA/RNA and convey biological messages to target cells / A. Waldenström, N. Gennebäck, U. Hellman, G. Ronquist // PLoS One. – 2012. - № 7(4). – Р. e34653.

53. Cardioprotection by remote ischemic preconditioning of the rat heart is mediated by extracellular vesicles / Z. Giricz, Z. V. Varga, T. Baranyai [et al.] // J. Mol. Cell Cardiol. – 2014. - № 68. – Р. 75–78.

54. Cardioprotective effect of sevoflurane and propofol during anaesthesia and the postoperative period in coronary bypass graft surgery: a double-blind randomised study / M. Soro, L. Gallego, V. Silva [et al.] // Eur. J. Anaesthesiol. – 2012. – Vol. 29(12). – P. 561-9.

55. Cardioselective anti-ischemic ATP-sensitive potassium channel (KATP) openers: Benzopyranyl indoline and indole analogues / S. Lee, K. Y. Yi, S. K. Kim [et al.] // Eur. J. Med. Chem. – 2003. - № 38. – Р. 459–471.

56. Cardiovascular protection of activating KATP channel during ischemia-reperfusion acidosis / C. Y. Hsu, S. Y. Fang, Y. Z. Chen [et al.] // Shock. – 2012. - № 37. – Р. 653–658.
57. Carnicer R. Nitric Oxide Synthases in Heart Failure / R. Carnicer, M. Crabtree, V. Sivakumaran [et al.] // Antioxid. Redox Signal. – 2013. – Vol. 18(9). – P. 1078–1099.
58. Caveolin-1-mediated suppression of cyclooxygenase-2 via a beta-catenin-Tcf/Lefdependent transcriptional mechanism reduced prostaglandin E2 production and survivin expression / D. A. Rodriguez, J. C. Tapia, J. G. Fernandez [et al.] // Mol. Biol. Cell. – 2009. - № 20(8). – Р. 2297–2310.

59. Cell biology of ischemia/reperfusion injury / T. Kalogeris, C. P. Baines, Krenz, R. J. Korthius // Intl. Rev. Cell Mol. Biol. – 2012. - № 298. – Р. 229–317.
60. Characteristics and superoxide-induced activation of reconstituted myocardial mitochondrial ATP-sensitive potassium channels / D. X. Zhang, Y. F. Chen, W. B. Campbell [et al.] // Circulat. Res. - 2001. - №89 (12). - P. 1177-1183.

61. Coetzee W. A. Anti-arrhythmic effects of levcromakalim in the ischaemic rat heart: a dual mechanism of action? / W. A. Coetzee, T. Wells, M. Avkiran // Eur. J. Pharmacol. – 2000. - № 402(3). – Р. 263-274.
62. Coetzee W. A. Multiplicity of effectors of the cardioprotective agent, diazoxide / W. A. Coetzee // Pharmacol. Ther. – 2013. – Vol. 140(2). – P. 167-75.
63. Cohen M. V. Cardioprotective PKG-independent NO signaling at reperfusion / M. V. Cohen, X. M. Yang // Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. - 2010. - Vol. 299. - P. 2028-2036.
64. Cokkinos D. V. Myocardial protection in man - from research concept to clinical practice / D. V. Cokkinos, C. Pantos. // Heart Fail Rev. – 2007. – 12. - 345-362.
65. Complete loss of ischaemic preconditioning-induced cardioprotection in mice with partial deficiency of HIF-1 alpha / Z. Cai, H. Zhong, M. Bosch-Marce [et al.] // Cardiovasc. Res. – 2008. - № 77(3). – Р. 463–470.
66. Contractor H. Aldehyde dehydrogenase-2 inhibition blocks remote preconditioning in experimental and human models / H. Contractor, N. B. Støttrup, C. Cunnington [et al.] // Basic Res. Cardiol. – 2013. – Vol. 108(3). – P. 343.

67. Coronary flow and reactivity, but not arrhythmia vulnerability, are affected by cardioplegia during cardiopulmonary bypass in piglets / P. Liuba, S. Johansson, E. Pesonen [et al.] // J. Cardiothorac. Surg. - 2013. – Vol. 8. – P. 157.
68. Cytoprotective role of Ca++-activated K+ channels in cardiac inner mitochondrial membrane / W. H. Xu, Y. G. Liu, S. Wang [et al.] // Science. – 2002. - № 298. – Р. 1029– 1033.
69. Dai W. Ischemic preconditioning maintains cardioprotection in aging normotensive and spontaneously hypertensive rats / W. Dai, B. Z. Simkhovich, R. A. Kloner // Exp Gerontol. - 2009. - Vol. 44. - P. 344-349.
70. Das B. Selective mitochondrial KATP channel activation results in antiarrhythmic effect during experimental myocardial ischemia/reperfusion in anesthetized rabbits / B. Das, C. Sarkar, S. K. Karanth // Eur. J. Pharmacol. – 2002. - № 437(3). – Р. 165-171.
71. De Paulis D. Cyclosporine A at reperfusion fails to reduce infarct size in the in vivo rat heart / D. De Paulis, P. Chiari, G. Teixeira [et al.] // Basic Res. Cardiol. – 2013. – Vol. 108(5). – P. 379.
72. Determinants of the efficacy of cardiac ischemic preconditioning: a systematic review and meta-analysis of animal studies / K. E. Wever, C. R. Hooijmans, N. P. Riksen [et al.] // PLoS One. – 2015. - № 10(11). – Р. e0142021.

73. Dexmedetomidine protects the heart against ischemia-reperfusion injury by an endothelial eNOS/NO dependent mechanism / J. A. Riquelme, F. Westermeier, A. R. Hall [et al.] // Pharmacol. Res. – 2015. - № 103. – Р. 318-327.
74. Dezfulian C. Nitrite therapy after cardiac arrest reduces ROS generation, improves cardiac and neurological function and enhances survival via reversible inhibition of mitochondrial complex I / C. Dezfulian, S. Shiva, A. Alekseyenko [et al.] // Circulation. – 2009. – Vol. 120(10). – P. 897–905.
75. Di Lisa F. Mitochondria and ischemia-reperfusion injury of the heart: Fixing a hole / F. Di Lisa, P. Bernardi // Cardiovasc. Res. – 2006. - № 70. Р. 191–199.
76. Diazoxide triggers cardioprotection against apoptosis induced by oxidative stress / M. Ichinose, H. Yonemochi, T. Sato, T. Saikawa // Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2003. - № 284(6). – Р. H2235–H2241.
77. Discovery of a new function of cyclooxygenase (COX)-2: COX-2 is a cardioprotective protein that alleviates ischemia/reperfusion injury and mediates the late phase of preconditioning / R. Bolli, K. Shinmura, X. L. Tang [et al.] // Cardiovasc. Res. – 2002. - № 55(3). – Р. 506–519.
78. Djerada Z. Intracellular NAADP increase induced by extracellular NAADP via the P2Y11-like receptor / Z. Djerada, H. Millart // Biochem. Biophys. Res. Commun. – 2013. – Vol. 436(2). – P. 199-203.

79. Duicu O. M. Cardioprotection against myocardial reperfusion injury: successes, failures, and perspectives / O. M. Duicu, D. Angoulvant, D. M. Muntean // Can. J. Physiol. Pharmacol. – 2013. – Vol. 91(8). – P. 657-62.
80. Duncker D. J. Role of K+ATP channels in ischemic preconditioning and cardioprotection / D. J. Duncker, P. D. Verdouw // Cardiovasc. Drugs Ther. – 2000. - № 14(1). – Р. 7-16.
81. Effect of crocin on nitric oxide synthase expression in post-ischemic isolated rat heart / M. Esmaeilizadeh, M. Dianat, M. Badavi [et al.] // Avicenna J. Phytomed. – 2015. - № 5(5). – Р. 420-426.
82. Effect of cyclosporine on reperfusion injury in acute myocardial infarction / C. Piot, P. Croisille, P. Staat [et al.] // N. Engl. J. Med. – 2008. - № 359. – Р. 473–481.
83. Effect of remifentanil preconditioning on myocardial ischemia-reperfusion injury / H. T. Sun, F. S. Xue, K. P. Liu [et al.] // Zhongguo Yi Xue Ke Xue Yuan Xue Bao. - 2009. - Vol. 31. - P. 612-615.
84. Effects of L-type Ca(2+)-channel blockade, K(+)(ATP)-channel opening and nitric oxide on human uterine contractility in relation to gestational age and labour / M. Longo, V. Jain, Y. P. Vedernikov [et al.] // Mol. Hum. Reprod. – 2003. - № 9(3). Р. 159–164.
85. Effects of pinacidil on electrophysiological properties of epicardial border zone of healing canine infarcts / J. Coromilas, C. Costeas, B. Deruyter [et al.] // Circulation. – 2002. - № 105. – Р. 2309.
86. Enantioselectivity in cardioprotection induced by (S)-(-)-2,2-dimethyl-N-(4’-acetamidobenzyl)-4-spiromorpholone-chromane / S. Rapposelli, V. Calderone, R. Cirilli [et al.] // J. Med. Chem. – 2009. - № 52. – Р. 1477–1480.

87. Energetic performance is improved by specific activation of K+ fluxes through K(Ca) channels in heart mitochondria / M. A. Aon, S. Cortassa, A. C. Wei [et al.] // Biochim. Biophys. Acta. – 2010. - № 1797. – Р. 71–80.
88. Exercise preconditioning prevents MCT-induced right ventricle remodeling through the regulation of TNF superfamily cytokines / R. Nogueira-Ferreira, D. Moreira-Gonçalves, A. F. Silva [et al.] // Int. J. Cardiol. – 2016. - № 203. – Р. 858-866.
89. Fagyas M. New Perspectives in the Renin-Angiotensin-Aldosterone System (RAAS) III: Endogenous Inhibition of Angiotensin Converting Enzyme (ACE) Provides Protection against Cardiovascular Diseases / M. Fagyas, K. Úri, I. Siket [et al.] // PLoS One. – 2014. – Vol. 9(4). - e93719.

90. Ferreira J. Nitroglycerin Use in Myocardial Infarction Patients: Risks and Benefits / J. Ferreira, D. Mochly-Rosen // Circ. J. – 2012. – Vol. 76(1). – P. 15–21.
91. Flagg T P. Sarcolemmal K ATP channels: what do we really know? / T. P. Flagg, C. G. Nichols. // J. Mol. Cell Cardiol. – 2005. – № 39. – P.61–70.
92. Fräßdorf J. Morphine induces preconditioning via activation of mitochondrial KCa channels / J. Fräßdorf, R. Huhn, C. Niersmann [et al.] // Can. J. Anaesth. – 2010. – Vol. 57(8). – P. 767–773.

93. Galagudza M. M. Remote vs ischemic preconditioning in the rat heart: infarct limitation, suppression of ischemic arrhythmia and the role of reactive oxygen species / M. M. Galagudza, D. L. Sonin, T. D. Vlasov [et al.] // Int. J. Exp. Pathol. – 2016. – Vol. 97(1). – P. 66-74.
94. Garlid K. D. The mitochondrial KATP channel. Fact or function? / K. D. Garlid, A. P. Halestrap // J. Mol. Cell Cardiol. – 2012. - № 52. – Р. 578–583.

95. Glycogen synthase kinase-3beta/beta-catenin promotes angiogenic and anti-apoptotic signaling through the induction of VEGF, Bcl-2 and survivin expression in rat ischemic preconditioned myocardium / S. Kaga, L. Zhan, E. Altaf, N. Maulik // J. Mol. Cell Cardiol. – 2006. - № 40(1). – Р. 138–147.
96. Granfeldt A. Protective ischaemia in patients: preconditioning and postconditioning / A. Granfeldt, D. Lefer, J. Vinten-Johansen // Cardiovasc. Res. – 2009. – Vol. 83(2). – P. 234–246.

97. Haines C. Estrogens Mediate Cardiac Hypertrophy in a Stimulus-Dependent Manner / C. Haines, P. Harvey, L. Leinwand // Endocrinology. – 2012. – Vol. 153(9). – P. 4480–4490.
98. Halestrap A. P. Mitochondrial permeability transition pore opening during myocardial reperfusion — а target for cardioprotection / A. P. Halestrap, S. J. Clarke, S. Javadov // Cardiovasc. Res. – 2004. - № 61. – Р. 372–385.

99. Halestrap A. P. The role of mitochondria in protection of the heart by preconditioning / A. P. Halestrap, S. J. Clarke, I. Khaliulin // Biochim. Biophys. Acta. – 2007. - № 1767. – Р. 1007–1031.
100. Hassan Talukder M. A. eNOS is required for acute in vivo ischemic preconditioning of the heart: effects of ischemic duration and sex / M. A. Hassan Talukder, F. Yang, H. Shimokawa [et al.] // Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2010. – Vol. 299(2). – H. 437–H445.

101. Hausenloy D. Cardioprotection during cardiac surgery / D. Hausenloy, E. Boston-Griffiths, D. Yellon // Cardiovasc. Res. – 2012. – Vol. 94(2). – P. 253-265.
102. Herrmann J. L. Optimizing Stem Cell Function for the Treatment of Ischemic Heart Disease / J. L. Herrmann, A. M. Abarbanell, B. R. Weil // J Surg Res. - 2010. - Vol. 161. - P. 173.
103. Heusch G. Cardioprotection, nitric oxide, protein kinases, and mitochondria / G. Heusch, K. Boegler, R. Schulz // Circulation. – 2008. - № 118. – Р. 1915–1919.

104. Heusch G. Cardioprotection: Chances and challenges of its translation to the clinic / G. Heusch // Lancet. – 2013. - № 381. Р. 166–175.

105. Heusch G. Inhibition of mitochondrial permeability transition pore opening: The holy grail of cardioprotection / G. Heusch, K. Boegler, R. Schulz // Basic Res. Cardiol. – 2010. - № 105. – Р. 151–154.
106. Hsu S. F. Attenuating heat-induced cellular autophagy, apoptosis and damage in H9c2 cardiomyocytes by pre-inducing HSP70 with heat shock preconditioning / S. F. Hsu, C. M. Chao, W. T. Huang [et al.] // Int. J. Hyperthermia. – 2013. – Vol. 29(3). – P. 239-47.

107. Hu Z. Y. Mechanism of cardiac preconditioning with volatile anesthetics / Z. Y. Hu, J. Liu // Anaesth Intensive Care. - 2009. - Vol. 37. - P. 532-538.
108. Huang X. S. Nrf2-dependent upregulation of antioxidative enzymes: a novel pathway for hypoxic preconditioning-mediated delayed cardioprotection / X. S. Huang, H. P. Chen, H. H. Yu [et al.] // Mol. Cell. Biochem. – 2014. – Vol. 385(1-2). – P. 33-41.
109. Hydrogen sulfide contributes to cardioprotection during ischemia-reperfusion injury by opening KATP channels / Z. Zhang, H. Huang, P. Liu [et al.] // Can. J. Physiol. Pharmacol. – 2007. - № 85. – Р. 1248– 1253.
110. Hypoxia-inducible factor 1 is required for remote ischemic preconditioning of the heart / Z. Cai, W. Luo, H. Zhan, G. L. Semenza // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. – 2013. – Vol. 110(43). – P. 17462-17467.

111. Impact of age and sex on response to ischemic preconditioning in the rat heart: differential role of the PI3K-AKT pathway / V. Ledvenyiova, D. Pancza, J. Matejiková [et al.] // Can. J. Physiol. Pharmacol. – 2013. – Vol. 91(8). - P. 640-647.
112. Impaired perfusion after myocardial infarction is due to reperfusion-induced deltaPKC-mediated myocardial damage / F. Ikeno, K. Inagaki, M. Rezaee, D. Mochly-Rosen // Cardiovasc. Res. – 2007. - № 73. – Р. 699–709.
113. In vivo characterization of the mitochondrial selective KATP opener (3R)-trans-4-((4-Chlorophenyl) -N-( 1 H-imidazol-2-ylmethyl)dimethyl-2H- 1 -benzopyran-6-carbonitril Monohydrochloride (BMS- l 9 1 095): cardioprotective, hemodynamic, and electrophysiological effects / G. J. Grover, A. J. D’Alonzo, R. B. Darbenzio [et al.] // J. Pharmacol. Exp. Ther. – 2002. - № 303(1). – Р. 132-140.
114. Induction of autophagy contributes to the myocardial protection of valsartan against ischemia‑reperfusion injury / X. Wu, L. He, Y. Cai [et al.] // Mol. Med. Rep. – 2013. – Vol. 8(6). – P. 1824-1830.
115. Inhibition of human and pig ureter motility in vitro and in vivo by the K+-channel openers PKF217-744b and nicorandil / M. Mevissen, D. S. Hauser, G. J. Scholtysik [et al.] // Pharmacol. Exp. Ther. – 2001. - № 302. – Р. 651–658.
116. Inhibition of myocardial injury by ischemic postconditioning during reperfusion: Comparison with ischemic preconditioning / Z. Q. Zhao, J. S. Corvera, M. E. Halkos [et al.] // Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2003. - № 285. Р. H579–H588.
117. Inhibition of myocardial injury by ischemic postconditioning during reperfusion: comparison with ischemic preconditioning / Z. Q. Zhaо, J. S. Corvera, M. E. Halkos [et al.] // Amer. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2003. – Vol. 285. – P. 579–588.
118. Inhibition of permeability transition pore opening by mitochondrial STAT3 and its role in myocardial ischemia/reperfusion / K. Boengler, D. Hilfiker-Kleiner, G. Heusch, R. Schulz // Basic Res. Cardiol. – 2010. - №. 105. – Р. 771–785.
119. Interaction of δ and κ opioid receptors with adenosine A1 receptors mediates cardioprotection by remote ischemic preconditioning / H. Surendra, R. J. Diaz, K. Harvey [et al.] // J. Mol. Cell Cardiol. – 2013. – Vol. 60. – P. 142-150.
120. Intermittent peripheral tissue ischemia during coronary ischemia reduces myocardial infarction through a KATP-dependent mechanism: First demonstration of remote ischemic preconditioning / M. R. Schmidt, M. Smerup, I. E. Konstantinov [et al.] // Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2007. - № 292. – Р. H1883–H1890.
121. Intrathecal morphine preconditioning induces cardioprotection via activation of delta, kappa, and mu opioid receptors in rats / R. Li, G. T. Wong, T. M. Wong [et al.] // Anesth Analg. - 2009. - Vol. 108. - P. 23-29.
122. Ischaemic preconditioning alters the energy metabolism and protects the ischaemic myocardium in a stepwise fashion / M. Kavianipour, G. Ronquist, G. Wikström, A. Waldenström // Acta Physiol. Scand. – 2003. - № 178(2). – Р. 129–137.

123. Ischaemic preconditioning reduces myocardial calcium overload in coronary occluded pig hearts shown by continuous in vivo assessment using microdialysis / A. Waldenström, G. Ronquist, A. M. Aberg [et al.] // Clin. Physiol. Funct. Imaging. – 2012. - № 32(2). – Р. 133–138.
124. Ischemia reperfusion injury, KATP channels, and exercise-induced cardioprotection against apoptosis / J. Quindry, L. Miller, G. McGinnis [et al.] // J. Appl. Physiol. – 2012. – Vol. 113(3). – P. 498–506.
125. Ischemic postconditioning: Experimental models and protocol algorithms / A. Skyschally, P. van Caster, E. K. Iliodromtis [et al.] // Basic Res. Cardiol. – 2009. - № 104. – Р. 469– 483.

126. Ischemic preconditioning alters real-time measure of O2-radicals in intact hearts with ischemia and reperfusion / L. G. Kevin, A. K. S. Camara, M. L. Riess [et al.] // Am. J. Physiol. – 2003. - № 284. – Р. H566–H574.
127. Ischemic Preconditioning in the Younger and Aged Heart / P. Abete, G. Testa, F. Cacciatore [et al.] // Aging Dis. – 2011. – Vol. 2(2). – P. 138–148.
128. Ischemic preconditioning inhibits opening of mitochondrial permeability transition pores in the reperfused rat heart / S. A. Javadov, S. Clarke, M. Das [et al.] // J. Physiol. – 2003. - № 549. – Р. 513–524.

129. Ischemic preconditioning potentiates the protective effect of stem cells through secretion of exosomes by targeting Mecp2 via miR-22 / Y. Feng, W. Huang, M. Wani [et al.] // PLoS One. – 2014. - № 9(2). – Р. e88685.
130. Ischemic preconditioning: the role of mitochondria and aging / A. Wojtovich, S. Nadtochiy, P. Brookes, K. Nehrke // Exp. Gerontol. – 2012. – Vol. 47(1). – P. 1–7.
131. Isoflurane preconditioning confers cardioprotection by activation of ALDH2 / X. E. Lang, X. Wang, K. R. Zhang [et al.] // PLoS One. – 2013. – Vol. 8(2). – P. 52469.
132. Jahandir A. K ATP channel therapeutics at the bedsise / A. Jahandir, A. Terzic // J. Mol. Cell Cardiol. – 2005. – №39. – P. 99–112.

133. Jamwal S. Beneficial effect of zinc chloride and zinc ionophore pyrithione on attenuated cardioprotective potential of preconditioning phenomenon in STZ-induced diabetic rat heart // S. Jamwal, K. Kumar, B. V. Reddy // Perfusion. – 2015. [Epub ahead of print].

134. Jiang C. Modulation of K+ channels by intracellular ATP in human neocortical neurons / C. Jiang, G. G. Haddad // Neurophysiology. - 1997. – Vol. 77, № 91. - P. 93-102.
135. Jones S. P. The ubiquitous role of nitric oxide in cardioprotection / S. P. Jones, R. Bolli // J. Mol. Cell Cardiol. – 2006. - № 40. Р. 16–23.
136. Kaneko T. Dose-dependent prophylactic effect of nicorandil, àn ATP-sensitive potassium channel opener, in intraoperative myocardial ischaemia in patients, undergoing major abdominal surgery / T. Kaneko // Br. J. Anaesth. – 2001. - № 186. – Р. 332–337.
137. Ke Q. Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) / Q. Ke, M. Costa // Mol. Pharmacol. – 2006. - № 70(5). – Р. 1469–1480.
138. Kim J. Morphine and remifentanil-induced cardioprotection: its experimental and clinical outcomes / J. Kim, Y. Jang, J. Kim // Korean J. Anesthesiol. – 2011. – Vol. 61(5). – P. 358–366.
139. Kim J. S. Reactive oxygen species, but not Ca++ overloading trigger pH and mitochondrial permeability transition-dependent death of adult rat myocytes after ischemia-reperfusion / J. S. Kim, Y. G. Jin, J. J. Lemasters // Am. J. Physiol. – 2006. - № 290. – Р. H2024–H2034.
140. Kir6.2 is not the mitochondrial KATP channel but is required for cardioprotection by ischemic preconditioning / A. P. Wojtovich, W. R. Urciuoli, S. Chatterjee [et al.] // Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2013. – Vol. 304(11). – H. 1439-1445.

141. Kir6.2 limits Ca(2+) overload and mitochondrial oscillations of ventricular myocytes in response to metabolic stress / N. M. Storey, R. Stratton, R. D. Rainbow [et al.] // Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2013. – Vol. 305(10). – P. H1508-1518.

142. Kitakaze M. Large-scale trial using atrial natriuretic peptide or nicorandil as an adjunct to percutaneous coronary intervention for ST-segment elevation acute myocardial infarction. Late breaking clinical trials II / M. Kitakaze // Presented at the American Heart Association. - Chicago, IL. - November 2006.
143. Kloner R. A. Preconditioning, postconditioning and their application to clinical cardiology / R. A. Kloner, S. H. Rezkalla // Cardiovasc. Res. – 2006. – № 70. – Р. 297–307.

144. Kopustinskiene D. M. Potassium-specific effects of levosimendan on heart mitochondria / D. M. Kopustinskiene, P. Pollesello, N. E. Saris // Biochem. Pharmacol. – 2004. - № 68. – Р. 807–812.
145.  Lavi S. Conditioning of the heart: From pharmacological interventions to local and remote protection. Possible implications for clinical practice / S. Lavi, R. Lavi // Int. J. Cardiol. - 2010. - Vol. 146. - P. 311-318.
146. Lim D. Y. Inhibitory mechanism of pinacidil on catecholamine secretion from the rat perfused adrenal gland evoked by cholinergic stimulation and membrane depolarization / D. Y. Lim, G. H. Park, S. H. Park // J. Auton. Pharmacol. – 2000. – № 20(2). – Р. 123–132.

147. Long X. Adenosine Receptor Regulation of Coronary Blood Flow in Ossabaw Miniature Swine / X. Long, E. Mokelke, Z. Neeb // J. Pharmacol. Exp. Ther. – 2010. – Vol. 335(3). – P. 781–787.

148. Long-term protection and mechanism of pacing-induced postconditioning in the heart / F. Babiker, I. Lorenzen-Schmidt, E. Mokelke [et al.] // Basic Res. Cardiol. – 2010. – Vol. 105(4). – P. 523–533.
149. Loor G. Role of hypoxia-inducible factor in cell survival during myocardial ischemia-reperfusion / G. Loor, P. T. Schumacker // Cell Death Differ. – 2008. - № 15(4).Р. 686–690.
150. Lu Xh. Preconditioning of morphine protects rabbit myocardium from ischemia-reperfusion injury / Xh. Lu, K. Ran, Jm. Xu // Zhejiang Da Xue Xue Bao Yi Xue Ban. - 2009. - Vol. 38. - P. 399-403.
151. Mannhold R. KATP channel openers: Structure-activity relationships and therapeutic potential / R. Mannhold // Med. Res. Rev. – 2004. - № 24. – Р. 213–266.
152. McCully J. D.The mitochondrial KATP channel and cardioprotection / J. D. McCully, S. Levitsky // Ann. Thorac. Surg. – 2003. - № 75(2). – Р. S667–S673.
153. Mechanism of TNF-α autocrine effects in hypoxic cardiomyocytes: initiated by hypoxia inducible factor 1α, presented by exosomes / X. Yu, L. Deng, D. Wang [et al.] // J. Mol. Cell Cardiol. – 2012. - № 53(6). – Р. 848–857.
154. Metabolomic profiling of the heart during acute ischemic preconditioning reveals a role for SIRT1 in rapid cardioprotective metabolic adaptation // S. M. Nadtochiy, W. Urciuoli, J. Zhang [et al.] // J. Mol. Cell Cardiol. – 2015. - № 88. – Р. 64-72.
155. Microvesicles as cell–cell messengers in cardiovascular diseases / X. Loyer, A. C. Vion, A. Tedgui, C. M. Boulanger // Circ. Res. – 2014. – № 114(2). – Р. 345–353.

156. Minamino T. Cardioprotection from ischemia-reperfusion injury / T. Minamino // Basic Transl. Res. Circ. J. – 2012. - № 76. – Р. 1074–1082.

157. Mitochondrial K+ channels are involved in ischemic postconditioning in rat hearts /C. Jin, J. Wu, M. Watanabe [et al.] // J. Physiol. Sci. – 2012. - № 62. – Р. 325–332.
158. Mitochondrial KATP channels participate in the limitation of infarct size by cariporide / I. P. Nunez, J. Fantinelli, L. F. Arbelaez [et al.] // Naunyn Schmiedebergs Arch. Pharmacol. – 2011. - № 383. – Р. 563– 571.

159. Mitochondrial matrix K+ flux independent of large-conductance Ca2+-activated K+ channel opening / M. Aldakkak, D. F. Stowe, Q. Cheng [et al.] // Am. J. Physiol. Cell Physiol. – 2010. - № 298. – Р. C530–C541.
160. Mitochondrial reactive oxygen species: which ROS signals cardioprotection? / A. O. Garlid, M. Jaburek, J. P. Jacobs, K. D. Garlid // Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2013. – Vol. 305(7). – H. 960-968.
161. Mitochondrial STAT3 activation and cardioprotection by ischemic postconditioning in pigs with regional myocardial ischemia/reperfusion / G. Heusch, J. Musiolik, N. Gedik, A. Skyschally // Circ. Res. – 2011. - № 109(11). – Р. 1302–1308.

162. Miura T. Mitochondria and GSK-3beta in cardioprotection against ischemia/reperfusion injury / T. Miura, M. Tanno // Cardiovasc. Drugs Ther. – 2010. - № 24(3). – Р. 255–263.
163. Mkaddem S. Differential activation of Toll-like receptor-mediated apoptosis induced by hypoxia / S. Mkaddem, M. Bens, A. Vandewalle // Oncotarget. – 2010. – Vol. 1(8). – P. 741–750.
164. Mochly-Rosen D. Myocardial salvage in acute myocardial infarction: Challenges in clinical translation / D. Mochly-Rosen, K. Grimes // J. Mol. Cell Cardiol. – 2011. - № 51. – Р. 451–453.
165. Morita K. Involvement of ATP-sensitive K+-channels in the antitussive effect of moguisteine / K. Morita, J. Kamei // Eur. J. Pharmacol. – 2000. - № 395. – Р. 161–164.
166. Morphine preconditioning confers cardioprotection in doxorubicin-induced failing rat hearts via ERK/GSK-3β pathway independent of PI3K/Akt / S. F. He, S. Y. Jin, H. Wu [et al.] // Toxicol. Appl. Pharmacol. – 2015. - № 288(3). – Р. 349-358.
167. Murriel C. L. Opposing roles of delta and epsilon PKC in cardiac ischemia and reperfusion: Targeting the apoptotic machinery / C. L. Murriel, D. Mochly-Rosen // Arch. Biochem. Biophys. – 2003. - № 420. – Р. 246–254.

168. Murry C. E. Preconditioning with ischemia: a delay of lethal cell injury in ischemic myocardium / C. E. Murry, R. B. Jennings, K. A. Reimer // Circulation. – 1986. - № 74(5). – Р. 1124–1136.
169. Mutation in Integrin-Linked Kinase (ILKR211A) and Heat-Shock Protein 70 Comprise a Broadly Cardioprotective Complex / A. Traister, M. Walsh, S. Aafaqi [et al.] // PLoS One. – 2013. – Vol. 8(11). - e77331.
170. Neuroprotective effect of (2S,3S,4R)-N-cyano-N-(6-amino-3, 4-dihydro-3-hydroxy-2methyl-2-dimethoxymethyl-2H-benzopyran-4-yl)-N-benzylguanidine (KR-31378), a benzopyran analog, against focal ischemic brain damage in rats / K. W. Hong, K. Y. Kim, J. H. Lee [et al.] // J. Pharmacol. Exp. Ther. – 2002. – № 301(1). – Р. 210–216.
171. Nitric oxide: A trigger for classic preconditioning? / A. Lochner, E. Marais, S. Genade, J. A. Moolman // Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2000. - № 279. – Р. H2752–H2765.
172. Noma A. ATP-regulated K+ channels in cardiac muscle / A. Noma // Nature. - 1983. - № 305. - P. 147-148.
173. O’Brien J. D. Effects of ischemia and reperfusion on isolated ventricular myocytes from young adult and aged Fischer 344 rat hearts / J. D. O’Brien, J. H. Ferguson, S. E. Howlett // Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2008. - № 294. – Р. H2174–H2183.
174. O’Rourke B. Myocardial K ATP channels in preconditioning / B. O’Rourke // Circulat. Res. – 2000. – № 87. – P. 845–855.

175. Pandey K. Guanylyl Cyclase/Atrial Natriuretic Peptide Receptor-A: Role in the Pathophysiology of Cardiovascular Regulation / K. Pandey // Can. J. Physiol. Pharmacol. – 2011. – Vol. 89(8). – P. 557–573.
176. Pantos C. Protection of the abnormal heart / C. Pantos, I. Mourouzis // Heart Fail Rev. - 2007. - Vol. 12. - P. 319-330.
177. Pathways for ischemic cytoprotection: Role of sirtuins in caloric restriction, resveratrol, and ischemic preconditioning / K. Morris, H. Lin, J. Thompson, M. Perez-Pinzon // J. Cereb. Blood Flow Metab. – 2011. – Vol. 31(4). – P. 1003–1019.
178. Pharmacologic characterization of BMS-191095, a mitochondrial KATP opener with no peripheral vasodilator or cardiac action potential shortening activity / G. J. Grover, A. J. D’Alonzo, K. D. Garlid [et al.] // J. Pharmacol. Exp. Ther. – 2001. № 297(3). – Р. 1184-1192.
179. Pharmacology of levosimendan: inotropic, vasodilatory and cardioprotective effects / A. Pathak, M. Lebrin, A. Vaccaro [et al.] // J Clin Pharm Ther. – 2013. – Vol. 38(5). – P. 341-349.

180. Plasma exosomes protect the myocardium from ischemia–reperfusion injury / J. M. Vicencio, D. M. Yellon, V. Sivaraman [et al.] // J. Am. Coll. Cardiol. – 2015. - № 65(15). – Р. 1525–1536.
181. Possible involvement of α1-adrenergic receptor and KATP channels in cardioprotective effect of remote aortic preconditioning in isolated rat heart / R. Taliyan, M. Singh, P. Lal Sharma [et al.] // J. Cardiovasc. Dis. Res. – 2010. – Vol. 1(3). – P. 145–151.
182. Postconditioning the human heart / P. Staat, G. Rioufol, C. Piot [et al.] // Circulation. – 2005. - № 112. – Р. 2143–2148.
183. Potential role of potassium channel openers in the treatment of asthma and chronic obstructive pulmonary disease / G. Pelaia, L. Gallelli, A. Vatrella [et al.] // Life Sci. – 2002. - № 70(9). – Р. 977–990.
184. Powerful vascular protection by combining cilnidipine with valsartan in stroke-prone, spontaneously hypertensive rats / S. Takai, D. Jin, S. Aritomi [et al.] // Hypertens. Res. – 2013. – Vol. 36(4). – P. 342–348.
185. Preconditioning by isoflurane as a volatile anesthetic in elective coronary artery bypass surgery / A. Kiani, M. Mirmohammad Sadeghi, M. Gharipour [et al.] // ARYA Atheroscler. - 2013 Vol. 9(3). – P.192-197.
186. Preconditioning protects by inhibiting the mitochondrial permeability transition / D. J. Hausenloy, D. M. Yellon, S. Mani-Babu, M. R. Duchen // Amer. J. Physiol. Heart. Circulat. Physiol. – 2004. – № 287 (2). - Р. 841–849.
187. Pre-conditioning with synthetic CpG-oligonucleotides attenuates myocardial ischemia/reperfusion injury via IL-10 up-regulation / P. Markowski, O. Boehm, L. Goelz [et al.] // Basic Res. Cardiol. – 2013. – Vol. 108(5). – P. 376.
188. Propofol cardioprotection for on-pump aortocoronary bypass surgery in patients with type 2 diabetes mellitus (PRO-TECT II): a phase 2 randomized-controlled trial / D. M. Ansley, K. Raedschelders, P.T. Choi [et al.] // Can. J. Anaesth. – 2015. [Epub ahead of print].
189. Protection against injury by small Ca++-sensitive K+ channels identified in guinea-pig cardiac inner mitochondrial membrane / D. F. Stowe, A. K. Gadicherla,Y.  Zhou [et al.] // Biochim. Biophys. Acta. – 2013. - №. 828. – Р. 427–442.
190.  Reconstituted human cardiac K channels. Functional identity with the native channels from the sarcolemma of human ventricular cells / A. Babenko, G. Gonzales, L. Aguilar-Bryan, J. Bryan // Circulat. Res. – 1998. – № 83. – P. 1132-1143.
191. Repeated remote ischemic conditioning attenuates left ventricular remodeling via exosome mediated intercellular communication on chronic heart failure after myocardial infarction / T. Yamaguchi, Y. Izumi, Y. Nakamura [et al.] // Int. J. Cardiol. – 2014. - № 178. – Р. 239–246.
192. Reperfusion-induced translocation of deltaPKC to cardiac mitochondria prevents pyruvate dehydrogenase reactivation / E. N. Churchill, C. L. Murriel, C. H. Chen [et al.] // Circ. Res. – 2005. - № 97. – Р. 78–85.
193. Rezkalla S. H. Preconditioning in humans / S. H. Rezkalla, R. A. Kloner // Heart Fail Rev. - 2007. - №12. - Р. 201-206.
194. Role of bradikynin in the mechanism of ischemic preconditioning of the heart. Prospects of bradykinin application in cardiosurgical praxis / L. N. Maslov, N. V. Naryzhnaia, I. K. Podoksenov [et al.] // Vestn. Ross. Akad. Med. Nauk. – 2015. - № 2. Р. 188-195.
195. Role of cardiac K channels during anoxia and ischemia / K. Benndorf, S. Thierfelder, B. Doepher [et al.] // News Phypsiol. Sci. – 1997. – Vol. 12, №. 94. - P. 78-83.
196. Role of Heat Shock Protein 90 and Endothelial Nitric Oxide Synthase during Early Anesthetic and Ischemic Preconditioning / J. Amour, A. Brzezinska, D. Weihrauch [et al.] // Anesthesiology. – 2009. – Vol. 110(2). – P. 317–325.

197. Role of heat shock proteins, aldose reductase, Bcl-2 protein and microRNA in the mechanism of delayed preconditioning of heart / I. B. Lishmanov, L. N. Maslov, I. G. Khaliulin [et al.] // Ross Fiziol Zh Im I M Sechenova. - 2010. - Vol. 96. - P. 472-488.
198. Role of hypoxia inducible factor-1α in remote limb ischemic preconditioning / H. Kalakech, S. Tamareille, S. Pons [et al.] // J. Mol. Cell. Cardiol. – 2013. – Vol. 65. – P. 98-104. 
199. Role of mitochondrial ion channels in cell death / S. Y. Ryu, P. M. Peixoto, O. Teijido [et al.] // Biofactors. – 2010. - № 36. – Р. 255–263.
200. Role of Trimetazidine in ischemic preconditioning in patients with symptomatic coronary artery disease / L. M. Costa, P. C. Rezende, R. M. Garcia [et al.] // Medicine (Baltimore). – 2015. - № 94(33). – Р. e1161.
201. Ryanodine receptor leak mediated by caspase-8 activation leads to left ventricular injury after myocardial ischemia–reperfusion / J. Fauconnier, A. C. Meli, J. Thireau [et al.] // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. – 2011. - № 108(32). – Р. 13258–13263.
202. Shi W. Endogenous cardioprotection by ischaemic postconditioning and remote conditioning / W. Shi, J. Vinten-Johansen // Cardiovasc. Res. – 2012. – Vol. 94(2). – P. 206–216.
203. Sivaraman V. Pharmacologic therapy that simulates conditioning for cardiac ischemic/reperfusion injury / V. Sivaraman, D. M. Yellon // J. Cardiovasc. Pharmacol. Ther. – 2014. – Vol. 19(1). – P. 83-96.
204. Skyschally A. Cyclosporine A at reperfusion reduces infarct size in pigs / A. Skyschally, R. Schulz, G. Heusch // Cardiovasc. Drugs Ther. – 2010. - № 24. – Р. 85–87.

205. Skyschally A. Pathophysiology of myocardial infarction / A. Skyschally, R. Schulz, G. Heusch // Herz. – 2008. - № 33. – Р. 88–100.

206. Solaini G. Biochemical dysfunction in heart mitochondria exposed to ischemia and reperfusion / G. Solaini, D. A. Harris // Biochem. J. – 2005. – № 390. – Р. 377–394.
207. Spirocyclic benzopyran-based derivatives as new anti-ischemic activators of mitochondrial ATP-sensitive potassium channel / M. C. Breschi, V. Calderone, M. Digiacomo [et al.] // J. Med. Chem. – 2008. - № 51. – Р. 6945–6954.
208. Structure-activity relationship of a novel class of naphthyl amide K(ATP) channel openers / N. A. Castle, A. V. Daza, I. Milicic, J. P. Sullivan // Bioorg. Med. Chem. Lett. – 2003. - № 13(10). – Р. 1741–1744.

209. Synthesis and characterization of a novel tritiated KATP channel opener with a benzopyran structure / P. W. Manley, C. Loffler-Walz, U. Russ [et al.] // Br. J. Pharmacol. – 2001. - № 133. – Р. 275–285.
210. Szabo I. Mitochondrial channels: Ion fluxes and more / I. Szabo, M. Zoratti // Physiol. Rev. – 2014. - № 94. – Р. 519–608.
211. Tai K. K. Activation of adenosine triphosphate-sensitive potassium channels confers protection against rotenone-induced cell death: therapeutic implications for Parkinson’s disease / K. K. Tai, D. D. Truong // J. Neurosci. Res. – 2002. - № 69(4). – Р. 559–566.
212. Taylor R. Reactive oxygen species are not a required trigger for exercise-induced late preconditioning in the rat heart / R. Taylor, J. Starnes // Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. – 2012. – Vol. 303(9). – R968–R974.
213. The activation of mitochondrial BK potassium channels contributes to the protective effects of naringenin against myocardial ischemia/reperfusion injury / L. Testai, A. Martelli, A. Marino [et al.] // Biochem. Pharmacol. – 2013. – Vol. 85(11). – P. 1634-1643.
214. The Bitter Fate of the Sweet Heart: Impairment of Iron Homeostasis in Diabetic Heart Leads to Failure in Myocardial Protection by Preconditioning / V. Vinokur, E. Berenshtein, B. Bulvik [et al.] // PLoS One. – 2013. – Vol. 8(5). - e62948.
215. The COX-2/PGI2 receptor axis plays an obligatory role in mediating the cardioprotection conferred by the late phase of ischemic preconditioning / Y. Guo, D. N. Tukaye, W. J. Wu [et al.] // PLoS One. – 2012. - № 7(7). – Р. e41178.
216. The IONA Study Group. Effect of nicorandil on coronary events in patients with stable angina: the Impact of nicorandil in angina (IONA) randomised trial. // Lancet. – 2002. - № 359(9314). – Р. 1269–1275.
217. The ischemic preconditioning effect of adenosine in patients with ischemic heart disease / B. Sadigh, M. Quintana, C. Sylvén [et al.] // Cardiovasc Ultrasound. - 2010. - Vol. 7. - P. 52.
218. The role of 17-beta estradiol in ischemic preconditioning protection of the heart / F. A. Babiker, L. J. Hoteit, S. Joseph [et al.] // Exp. Clin. Cardiol. – 2012. – Vol. 17(3). – P. 95-100.
219. The role of volatile anesthetics in cardioprotection: A systematic review / N. R. Van Allen, P. R. Krafft, A. S. Leitzke [et. al.] // Med. Gas. Res. – 2012. - № 2. – Р. 22.
220. Therapeutic potential of ischemic preconditioning / R. J. Edwards, A. T. Saurin, R. D. Rakhit, M. S. Marber // Br. J. Clin. Pharmacol. – 2000. - № 50. – Р. 87–97.

221. Type 2 ryanodine receptor: a novel therapeutic target in myocardial ischemia/reperfusion / J. Fauconnier, S. Roberge, N. Saint, A. Lacampagne // Pharmacol. Ther. – 2013. - № 138(3). – Р. 323–332.
222. Vassalli G. Role of Mitogen-Activated Protein Kinases in Myocardial Ischemia-Reperfusion Injury during Heart Transplantation / G. Vassalli, G. Milano, T. Moccetti // J. Transplant. – 2012. – Vol. 2012. - 928954. 

223. Veighey K. Clinical Applications of Remote Ischemic Preconditioning / K. Veighey, R. MacAllister // Cardiol. Res. Pract. – 2012. – Vol. 2012. - 620681.
224. Wang W. Z. Preconditioning with soluble guanylate cyclase activation prevents postischemic inflammation and reduces nitrate tolerance in heme oxygenase-1 knockout mice / W. Z. Wang, A. W. Jones, M. Wang // Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2013. – Vol. 305(4). – H. 521-532.
225. Weerateerangkul P. Roles of the nitric oxide signaling pathway in cardiac ischemic preconditioning against myocardial ischemia-reperfusion injury / P. Weerateerangkul, S. Chattipakorn, N. Chattipakorn // Med. Sci. Monit. – 2011. – Vol. 17(2). – RA44–RA52.
226. Wojtovich A. P. The mitochondrial complex II and ATP-sensitive potassium channel interaction: Quantitation of the channel in heart mitochondria / A. P. Wojtovich, K. W. Nehrke, P. S. Brookes // Acta Biochim. Pol. – 2010. - № 57. – Р. 431–434.
227. Wu M. Nicorandil in Patients with Acute Myocardial Infarction Undergoing Primary Percutaneous Coronary Intervention: A Systematic Review and Meta-Analysis / M. Wu, Z. Huang, H. Xie, Z. Zhou // PLoS One. – 2013. – Vol. 8(10). - e78231.
228. Xu Z. D. Remifentanil preconditioning lowers cardiac troponin I levels in patients undergoing off-pump coronary artery bypass graft surgery / Z. D. Xu, M. Jin, W. X. He // Nan Fang Yi Ke Da Xue Xue Bao. - 2009. - Vol. 29. - P. 1554-1556.
229. Yamamoto H. Myocardial protection in cardiac surgery: a historical review from the beginning to the current topics / H. Yamamoto, F. Yamamoto // Gen. Thorac. Cardiovasc. Surg. – 2013. – Vol. 61(9). - P. 485-96.
230. Yellon D. M. Myocardial reperfusion injury / D. M. Yellon, D. J. Hausenloy // N. Engl. J. Med. – 2007. - № 357. – Р. 1121–1135.

231. Yellon D. M. Preconditioning the myocardium: from cellular physiology to clinical cardiology / D. M. Yellon, J. M. Downey // Physiol. Rev. - 2003. - №. 83(4). – Р. 1113–1151.

232. Yeung C. K. Characterisation of the effects of potassium channel modulating agents on mouse intestinal smooth muscle / C. K. Yeung, J. R. McCurrie, D. J. Wood // Pharm. Pharmacol. – 2002. - № 54(3). – Р. 425–433.
233. Zhao T. C. HDAC inhibition elicits myocardial protective effect through modulation of MKK3/Akt-1 / T. C. Zhao, J. Du, S. Zhuang // PLoS One. – 2013. – Vol. 8(6). - e65474.
234. Zhao Z. Q. Postconditioning in reperfusion injury: A status report / Z. Q. Zhao // Cardiovasc. Drugs Ther. – 2010. - № 24. – Р. 265–279.

235. Zucchi R. Modulation of sarcoplasmic reticulum function: a new strategy in cardioprotection? / R. Zucchi, F. Ronca, S. Ronca-Testoni // Pharmacol. Ther. – 2001. - № 89(1). – Р. 47–65.
236. Zushida K. Effect of diabetes on pinacidil-induced antinociception in mice / K. Zushida, K. Onodera, J. Kamei // Eur. J. Pharmacol. – 2002. - № 453(2–3). – Р. 209–215.
Стабілізаційний період (15 хв)�
Перфузія буфером Кребса-Хензеляйта + ДМСО (5 хв)�
Регіональна ішемія


(20 хв)�
Реперфузія


(60 хв)�
�
 





Стабілізаційний період (15 хв)�
Перфузія буфером Кребса-Хензеляйта + досліджувані сполуки (5 хв)�
Регіональна ішемія


(20 хв)�
Реперфузія


(60 хв)�
�
 





Період спостере-


ження�
Вимірюва-ні показники


(%)�
Вихідні значення (%)�
ІФТ_000


271, 10-5�
ІФТ_000


271, 10-6�
ІФТ_000


271, 5∙10-7�
�
1 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
62,1


±11,62*�
59,4


±10,19*�
77,1


±16,97*�
�
�
dp/dtmax�
100�
121,1


±30,81�
83,9


±16,85�
127,7


±32,21�
�
�
dp/dtmin�
100�
134,5


±32,12�
78,5


±12,36*�
113,5


±41,62�
�
�
ЧСС�
100�
84,7


±9,43*�
82,6


±8,39*�
87,8


±15,62�
�
5 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
14,6


±4,89*�
30,8


±7,49*�
34,4


±10,43*�
�
�
dp/dtmax�
100�
38,3


±9,29*�
51,3


±13,81*�
40,6


±14,13*�
�
�
dp/dtmin�
100�
40,7


±8,64*�
55,8


±12,08*�
36,2


±12,08*�
�
�
ЧСС�
100�
87,1


±14,2�
87,4


±3,84*�
100,1


±12,25�
�
 





Вимірювані показники(%)�
Контроль�
ІФТ_000273, 10-5�
ІФТ_000273, 10-6�
ІФТ_000273, 5∙10-7�
�
ТЛШ


�
100�
-�
116,3±21,69�
97,8±8,22�
�
dp/dtmax


�
100�
-�
593,1±28,698*�
320,1±12,29*�
�
dp/dtmin


�
100�
-�
468,4±14,35*�
251,2±9,34*�
�
ЧСС


�
100�
-�
153,0±24,88*�
98,2±6,63�
�






Період спостере-


ження�
Вимірювані показники


(%)�
Вихідні значення (%)�
ІФТ_000273, 10-5�
ІФТ_000


273, 10-6�
ІФТ_000


273, 5∙10-7�
�
1 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
-�
102,8


±41,49�
46,8


±6,22*�
�
�
dp/dtmax�
100�
-�
543,5


±22,55*�
193,4


±17,55*�
�
�
dp/dtmin�
100�
-�
412,5


±11,23*�
133,9


±8,44*�
�
�
ЧСС�
100�
-�
158,6


±37,62*�
124,0


±12,48*�
�
5 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
-�
11,8


±3,46*�
9,8


±1,98*�
�
�
dp/dtmax�
100�
-�
80,0


±5,18*�
46,5


±3,39*�
�
�
dp/dtmin�
100�
-�
54,19


±17,78*�
14,27


±5,61*�
�
�
ЧСС�
100�
-�
203,5


±74,34*�
142,3


±35,34*�
�






Вимірюва-ні показники


(%)�
Контроль�
ІФТ_000


274, 10-5�
ІФТ_000


274, 10-6�
ІФТ_000


274, 5∙10-7�
�
ТЛШ


�
100�
114,7±9,03�
136,3±19,97*�
134,5±22,43*�
�
dp/dtmax


�
100�
386,9±27,02*�
461,2±5,92*�
616,4±46,85*�
�
dp/dtmin


�
100�
353,2±21,79*�
391,1±12,48*�
586,3±47,87*�
�
ЧСС


�
100�
101,2±4,51�
101,5±10,33�
119,69±18,18�
�
 





Період спостережн-ня�
Вимірювані показники


(%)�
Вихідні значення (%)�
ІФТ_000


274, 


10-5�
ІФТ_000


274, 


10-6�
ІФТ_000


274,


 5∙10-7�
�
1 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
60,5


±12,73*�
88,4


±15,71�
108,3


±2,78�
�
�
dp/dtmax�
100�
183,3


±50,47*�
467,1


±20,40*�
373,2


±19,80*�
�
�
dp/dtmin�
100�
147,8


±39,55*�
479,7


±18,48*�
358,6


±25,40*�
�
�
ЧСС�
100�
90,9


±16,28�
158,5


±26,05*�
127,5


±16,77*�
�
5 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
35,2


±13,38*�
28,5


±6,01*�
30,2


±7,47*�
�
�
dp/dtmax�
100�
127,3


±7,42*�
163,4


±4,85*�
125,5


±22,36�
�
�
dp/dtmin�
100�
113,5


±6,89*�
186,2


±10,61*�
136,9


±35,74�
�
�
ЧСС�
100�
108,5


±12,25�
172,0


±25,26*�
124,7


±27,43�
�






Вимірювані показники(%)�
Контроль�
ІФТ_000275, 10-5�
ІФТ_000275, 10-6�
ІФТ_000275, 5∙10-7�
�
ТЛШ


�
100�
101,8±10,28�
108,9±15,43�
127,3±10,19*�
�
dp/dtmax


�
100�
343,4±51,17*�
698,1±46,92*�
561,4±194,12*�
�
dp/dtmin


�
100�
359,1±37,87*�
712,6±39,41*�
493,9±64,29*�
�
ЧСС


�
100�
101,2±1,59�
192,3±81,16*�
132,3±30,26�
�






Період спостере-ження�
Вимірювані показники


(%)�
Вихідні значення (%)�
ІФТ_000


275,


 10-5�
ІФТ_000


275, 


10-6�
ІФТ_000


275,


 5∙10-7�
�
1 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
82,1


±11,30*�
76,5


±12,85*�
78,2


±16,16*�
�
�
dp/dtmax�
100�
343,2


±107,86*�
323,9


±103,27*�
365,7


±170,24*�
�
�
dp/dtmin�
100�
298,5


±106,41*�
374,7


±109,2*�
302,8


±95,44*�
�
�
ЧСС�
100�
125,4


±22,03�
127,0


±27,50�
140,3


±43,61�
�
5 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
9,9


±2,44*�
17,3


±4,38*�
22,6


±9,14*�
�
�
dp/dtmax�
100�
38,4


±15,37*�
69,1


±17,51*�
235,2


±17,31*�
�
�
dp/dtmin�
100�
34,8


±8,90*�
76,6


±16,11*�
212,9


±8,27*�
�
�
ЧСС�
100�
116,3


±24,87�
119,9


±30,67�
312,2


±134,12*�
�
 





Вимірювані показники(%)�
Контроль�
ІФТ_000276, 10-5�
ІФТ_000276, 10-6�
ІФТ_000276, 5∙10-7�
�
ТЛШ


�
100�
106,3±10,44�
82,3±12,74*�
89,6±8,06�
�
dp/dtmax


�
100�
144,9±34,03*�
393,4±95,25*�
187,8±88,99�
�
dp/dtmin


�
100�
164,7±23,73*�
352,3±56,37*�
165,2±76,33�
�
ЧСС


�
100�
93,0±7,64�
90,5±8,79*�
102,4±10,13�
�






Період спостере-ження�
Вимірювані показники


(%)�
Вихідні значення (%)�
ІФТ_000


276, 10-5�
ІФТ_000


276, 10-6�
ІФТ_000


276, 5∙10-7�
�
1 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
56,7


±11,53*�
47,1


±5,41*�
61,9


±16,7*�
�
�
dp/dtmax�
100�
100,5


±30,32�
255,5


±53,49*�
87,4


±18,75�
�
�
dp/dtmin�
100�
97,9


±22,86�
267,5


±61,25*�
67,8


±15,36*�
�
�
ЧСС�
100�
79,5


±8,93*�
84,1


±11,02*�
88


±9,13�
�
5 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
21,3


±4,47*�
37,2


±17,41*�
20,5


±8,42*�
�
�
dp/dtmax�
100�
22,6


±6,75*�
76,1


±24,98�
25,9


±7,04*�
�
�
dp/dtmin�
100�
24,1


±5,39*�
72,5


±12,54*�
22,5


±5,01*�
�
�
ЧСС�
100�
87,5


±6,11*�
69,2


±15,75*�
96,9


±10,12�
�
 





Вимірювані показники(%)�
Контроль�
ІФТ_000278, 10-5�
ІФТ_000278, 10-6�
ІФТ_000278, 5∙10-7�
�
ТЛШ


�
100�
124,1±12,86*�
90,1±7,14*�
97,4±9,29�
�
dp/dtmax


�
100�
153,1±15,81*�
91,2±16,71�
120,9±26,37�
�
dp/dtmin


�
100�
144,09±16,85*�
103,9±8,37�
132,2±28,66*�
�
ЧСС


�
100�
118,2±13,21*�
92±10,03�
85,6±7,89*�
�






Період спостере-ження�
Вимірювані показники


(%)�
Вихідні значення (%)�
ІФТ_000


278, 10-5�
ІФТ_000


278, 10-6�
ІФТ_000


278, 5∙10-7�
�
1 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
49,9


±8,82*�
50,8


±7,94*�
52,4


±4,91*�
�
�
dp/dtmax�
100�
80,4


±24,11�
65,5


±14,29*�
66,3


±13,56*�
�
�
dp/dtmin�
100�
87,5


±23,17�
54,8


±19,34*�
60,8


±10,51*�
�
�
ЧСС�
100�
113,8


±12,22�
91,8


±11,01�
83,9


±6,58*�
�
5 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
14,9


±6,49*�
7,29


±0,98*�
15,4


±3,62*�
�
�
dp/dtmax�
100�
27,4


±9,45*�
17,2


±6,18*�
15,1


±2,42*�
�
�
dp/dtmin�
100�
25,9


±8,29*�
14,8


±5,41*�
11,8


±3,16*�
�
�
ЧСС�
100�
98,6


±10,38�
95,6


±15,4�
89,5


±15,11�
�






Період спосте-реження�
Вимірювані показники


(%)�
Вихідні значення 


(%)�
ІФТ_000


279, 10-5�
ІФТ_000


279, 10-6�
ІФТ_000


279, 5∙10-7�
�
1 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
45,3


±6,59*�
53,9


±9,14*�
66,9


±8,74*�
�
�
dp/dtmax�
100�
85,5


±27,05�
83,4


±13,29*�
71,2


±13,95*�
�
�
dp/dtmin�
100�
88,4


±25,75�
88,4


±21,18�
82,3


±16,94*�
�
�
ЧСС�
100�
125,6


±20,32*�
108,9


±12,42�
121,4


±13,28*�
�
5 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
16,9


±6,09*�
7,1


±1,42*�
17,9


±4,13*�
�
�
dp/dtmax�
100�
39,9


±18,22*�
17,1


±4,83*�
24,4


±8,45*�
�
�
dp/dtmin�
100�
33,2


±17,51*�
12,7


±3,11*�
22,9


±7,62*�
�
�
ЧСС�
100�
121,7


±28,56�
92,8


±8,13�
115,2


±26,61�
�
 





Вимірювані показники(%)�
Контроль�
ІФТ_000280, 10-5�
ІФТ_000280, 10-6�
ІФТ_000280, 5∙10-7�
�
�
�
�
�
�
�
ТЛШ


�
100�
178,1±36,11*�
124,5±14,24*�
103,9±8,89�
�
dp/dtmax


�
100�
214,5±59,09*�
175,5±42,78*�
131,3±29,33�
�
dp/dtmin


�
100�
202,3±46,19*�
183,2±52,18*�
140,8±31,27�
�
ЧСС


�
100�
152,4±34,75*�
101,0±8,04�
90,9±8,95�
�






Період спосте-


реження�
Вимірювані показники


(%)�
Вихідні значення (%)�
ІФТ_000


280, 10-5�
ІФТ_000


280, 10-6�
ІФТ_000


280, 5∙10-7�
�
1 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
90,6


±15,51�
80,5


±14,07*�
56,5


±8,38*�
�
�
dp/dtmax�
100�
80,5


±19,51�
123,8


±49,91�
84,8


±30,55�
�
�
dp/dtmin�
100�
88,7


±23,17�
113,9


±37,83�
81,4


±21,76�
�
�
ЧСС�
100�
141,7


±33,46*�
101,0


±8,03�
91,9


±9,54�
�
5 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
10,9


±2,77*�
8,9


±2,97*�
21,9


±9,01*�
�
�
dp/dtmax�
100�
14,4


±4,53*�
25,9


±12,99*�
38,4


±12,94*�
�
�
dp/dtmin�
100�
10,3


±3,64*�
22,8


±10,65*�
40,5


±16,41*�
�
�
ЧСС�
100�
134,6


±46,49�
103,1


±15,91�
59,9


±8,26*�
�
 





Вимірювані показники(%)�
Контроль�
ІФТ_000281, 10-5�
ІФТ_000281, 10-6�
ІФТ_000281, 5∙10-7�
�
�
�
�
�
�
�
ТЛШ


�
100�
143,3±11,36*�
90,7±10,85�
122,5±15,24*�
�
dp/dtmax


�
100�
175,6±26,2*�
115,5±10,58*�
131,9±38,69�
�
dp/dtmin


�
100�
152,9±33,57*�
110,3±11,25�
125,9±29,63�
�
ЧСС


�
100�
113,9±10,52�
88,9±7,12*�
102,1±10,17�
�






Період спосте-


реження�
Вимірювані показники


(%)�
Вихідні значення (%)�
ІФТ_000


281, 10-5�
ІФТ_000 281, 10-6�
ІФТ_000


281, 5∙10-7�
�
1 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
53,3


±8,59*�
49,2


±8,83*�
35,2


±5,79*�
�
�
dp/dtmax�
100�
50,4


±18,99*�
56,1


±11,13*�
58,6


±22,81*�
�
�
dp/dtmin�
100�
53,8


±16,19*�
46,8


±9,55*�
63,8


±26,74*�
�
�
ЧСС�
100�
108,9


±9,78�
91,3


±7,79�
96,4


±14,64�
�
5 хв ішемії�
ТЛШ�
100�
9,2


±1,51*�
7,5


±1,92*�
7,3


±1,36*�
�
�
dp/dtmax�
100�
14,6


±3,30*�
12,6


±2,56*�
15,3


±4,78*�
�
�
dp/dtmin�
100�
10,5


±4,12*�
13,7


±3,14*�
19,3


±5,99*�
�
�
ЧСС�
100�
104,2


±20,43�
89,9


±4,44*�
85,8


±15,13�
�
 





Вимірювані показники(%)�
Контроль�
Флокалін, 


10-5�
Флокалін, 10-6�
Флокалін, 5∙10-7�
�
ТЛШ


�
100�
101,6±6,35�
99,5±9,85�
96,7±4,27�
�
dp/dtmax


�
100�
104,9±6,22�
102,1±8,38�
97,8±8,74�
�
dp/dtmin


�
100�
100,8±5,57�
103,6±7,28�
95,9±7,83�
�
ЧСС


�
100�
103,8±6,02�
104,1±7,11�
98,6±8,37�
�






Показник�
Група�
10 хв ішемії�
20 хв ішемії�
10 хв реперфу-


зії�
30 хв реперфу-


зії�
60 хв реперфу-


зії�
�
1�
2�
3�
4�
5�
6�
7�
�
Систем-


ний артеріаль-


ний тиск�
Контроль�
81,3


±3,19�
76,1


±9,05�
109,3


±2,41�
88,5


±7,26�
60,4


±8,58�
�
�
ІФТ_000


280�
91,1


±3,85�
117,5


±6,73*�
105,1


±4,91�
94,8


±5,39�
89,1


±6,11*�
�
�
ІФТ_000


281�
89,2


±5,54*�
109,2


±7,49*�
100,9


±8,36�
99,4


±8,64*�
92,6


±4,19*�
�
�
Флокалін�
95,1


±8,03�
92,5


±4,42�
89,3


±5,39*�
84,1


±3,94*�
78,4


±4,49�
�
 








