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На сьогодні інфаркт міокарда (ІМ) є одним з лідерів у структурі захворюваності та смертності в усьому світі. В арсеналі сучасного лікаря існує велика кількість лікарських препаратів, що застосовуються в гострому періоді даної патології. Незважаючи на це, 30 % випадків ІМ є летальними. Нині практично не існує лікарських засобів, які б впливали на метаболізм клітини та застосовувалися в гострому періоді цієї патології. У зв’язку з вищевикладеним подальший пошук нових кардіопротективних лікарських засобів залишається доцільним та актуальним. У дисертаційній роботі наведено нове вирішення актуальної проблеми фармакології – за допомогою фармакологічних, біохімічних, фізіологічних, морфологічних і статистичних методів досліджень, теоретично й експериментально обґрунтовано доцільність застосування селективних модуляторів естрогенових рецепторів при гострому інфаркті міокарда (ГІМ).
Дослідження були виконані на 250 статевозрілих щурах-самцях масою 190-230 г. Дослідження виконувалося в 2 етапи. На першому етапі моделювали гіпоксію in vitro шляхом внесення в інкубаційне середовище розрізнювача тканинного дихання 1-метил-4-феніл-1,2,3,6-тетрагідропіридин-1-метил-4-феніл-1,2,3,6-тетрагідропіридил (МФП) у концентрації 0,6 мкМ. Досліджувані препарати (селективні модулятори естрогенових рецепторів – тамоксифену цитрат (“ЕБЕВЕ”, Австрія), тореміфен (“ORIONPHARMA”, Фінляндія), лівіал (N.V. Organon, Швейцарія) та референс-препарат естрадіолу валеріат (“BAYER”, Франція)) вносили в інкубаційне середовище вносили в ЕС50 – 10-7М. Були виділені 6 серій суспензій: 1 – інтактна (n=10); 2 – контрольна (120-хв інкубація з МФП) (n=10); 3 – МФП гіпоксія з додаванням тамоксифену цитрату (120-хв інкубація з МФП з додаванням 10-7 тамоксифену) (n=10); 4 – МФП гіпоксія з додаванням тореміфену (120-хв інкубація з МФП з додаванням 10-7 тореміфену) (n=10); 5 – МФП гіпоксія з додаванням лівіалу (120-хв інкубація з МФП з додаванням 10-7 лівіалу) (n=10); 6 – МФП гіпоксія з додаванням естрадіолу валеріату (120-хв інкубація з МФП з додаванням 10-7 естрадіолу валеріату) (n=10).
Другий етап – моделювання ГІМ. Усі тварини були розподілені на 6 груп, у кожній по 10 щурів: 1 − інтактні; 2 – ІМ (без лікування, контроль); 3 – ІМ з введенням тамоксифену цитрату в дозі 0,1 мг/кг (“ЕБЕВЕ”, Австрія); 4 – ІМ з введенням тореміфену в дозі 0,1 мг/кг (“ORIONPHARMA”, Фінляндія); 5 – ІМ з введенням референс-препарату капікор у дозі 6 мг/кг (препарат порівняння, АТ “Олайнфарм”, Латвія); 6 – ІМ з введенням референс-препарату тіотриазолін у дозі 50 мг/кг (препарат порівняння, АО “Галичфарм”, розробка НПО “Фарматрон”, Україна). ГІМ моделювали шляхом введення впродовж 4 діб коронароспазмуючого агента вазопресину (1 од/кг підшкірно), та β1,2,3-адреноміметика ізопреналіну (200 мг/кг внутрішньом’язово). Досліджувані препарати (тамоксифену цитрат (0,1 мг/кг), тореміфен (0,1 мг/кг), тіотриазолін (50 мг/кг), капікор (6 мг/кг)) уводили внутрішньочеревно через 20 хв після введення ізадрину протягом 4 днів 1 раз на добу. Методом регресивного аналізу з використанням 3D-моделей для дослідження in vivo були визначені ефективні дози селективних модуляторів естрогенових рецепторів (SERM) (тамоксифену цитрат – 0,1 мг/кг, тореміфен – 0,1 мг/кг) і референс-препаратів (тіотриазолін – 50 мг/кг, капікор – 6 мг/кг). Ефективність лікування оцінювали за станом антиоксидантної системи (АОС), енергетичного метаболізму, вмістом та експресією HSP70-білків та eNOS, концентрацією ST2-маркера та морфологічними змінами кардіоміоцитів.
У дисертаційній роботі були використані фармакологічні, загальноклінічні, біохімічні, фізіологічні, морфологічні та статистичні методи досліджень.

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

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

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

Аналіз ЕКГ щурів з ГІМ проводився на комп’ютерному аналізаторі Cardio Com-2000plus (ХАІ Медика, Україна). Як електрокардіографічний критерій ефективності протиішемічної дії препарату застосовувався метод ЕКГ-картування [164-166] з розрахунком показників сумарного ступеня зміщення сегмента SТ відносно ізолінії (ΣΔST).
Статистичну обробку даних здійснювали з використанням стандартного пакету програм статистичної обробки результатів: Microsoft Office Excel 2003, STATISTICA® for Windows 6.0 (StatSoft Inc., № AXXR712D833214FAN5). Для кожної досліджуваної величини визначали показники середнього арифметичного (М) і стандартної помилки репрезентативності середнього арифметичного (m). Нормальність розподілу оцінювали за критеріями Колмогорова-Смирнова (D), Ліллієфорса, Шапіро-Уілка (W). У випадку розподілу, що відрізняється від нормального, або аналізу порядкових змінних використовували критерій Манна-Уїтні (U) для 2-х непов’язаних вибірок, для більшої кількості вибірок – Крускала-Волліса (H) з подальшим порівнянням за Ґеймсом-Говелом. Порівняння груп за якісною ознакою проводили за допомогою критерію χ² з аналізом таблиць спряженості. Дані були представлені у вигляді середнього арифметичного та стандартної помилки репрезентативності середнього значення. Взаємозв’язок між досліджуваними змінними проводили, використовуючи процедуру бінарного регресійного аналізу. Для всіх видів аналізу статистично значущими вважали відмінності при рівні значущості менше 0,05.
У результаті експериментальних досліджень було встановлено, що моделювання МФП-індукованої гіпоксії КМЦ in vitro призводило до розвитку в інкубаційному середовищі оксидативного стресу та стійкого енергодефіциту. Досліджувані препарати в умовах гіпоксії in vitro були здатні знижувати концентрацію нітротирозину та гомоцистеїну. Найбільш активним виявився тореміфен, який зменшував вміст нітротирозину на 74 %, гомоцистеїну – 54 %, паралельно відновлюючи енергетичний метаболізм клітини, що виражалося підвищенням ЕЗ на 24 %, ЕП – 46 %, ТКД – 94 %. Досліджувані препарати були односпрямовані й ідентичні за силою дії з естрадіолом валеріатом.
Цитопротекторна дія SERM також була підтверджена морфологічним дослідженням. При моделюванні гіпоксії in vitro було виявлено багато мітохондрій з незворотними ушкодженнями, явищами перевантаження, тобто з ділянками нерівномірного просвітлення матриксу, явищами руйнування крист.

Внесення до інкубаційного середовища SERM призводило до поліпшення морфологічних характеристик КМЦ. У структурі зовнішньої мембрани пошкоджень не спостерігалося, відмічалася велика кількість мікромітохондрій високоенергетичного типу, тоді як набряклих мітохондрій зі зруйнованими кристами та зонами просвітлення матриксу була невелика кількість. Серед SERM найбільш активними виявилися тамоксифену цитрат і тореміфен, що були відібрані для дослідження in vivo.

Моделювання ІМ призводило до збільшення біологічного маркера пошкодження КМЦ тропоніну I, а також типових ЕКГ-змін (Q-зубець), що є патогномонічним для даної патології.

У дослідах in vivo біологічні ефекти досліджуваних SERM були односпрямовані з ефектами, які вони продемонстрували в дослідженнях in vitro. Усі препарати знижували концентрацію нітротирозину (НТЗ), гомоцистеїну (ГЦ), нормалізувалася активність КАТ та СОД.

Завдяки вираженій антиоксидантній дії вони позитивно впливали на енергообмін, обмежуючи лактат ацидоз. SERM покращували всі функціональні показники енергообміну. Найбільш активним виявився тореміфен, який підвищував ЕЗ на 23 %, ЕП – 43 %, ТКД – 92 %.

В умовах ІМ відбувалося порушення експресії та синтезу факторів ендогенної цитопротекціі, як-от HSP-білки й eNOS. При дослідженні характеру експресії та синтезу HSP70-білків у кардіоміоцитах було зафіксовано різноспрямований характер експресії та синтезу цього білка. На 4 добу ГІМ в щурів контрольної групи було зареєстровано підвищення експресії mRNA більш ніж на 90 %. Проте при аналізі концентрації HSP70-білка в КМЦ було зафіксовано падіння його вмісту більш ніж на 74 %, що, на нашу думку, пов’язано зі зривом компенсаторно-адаптаційних реакцій клітини у відповідь на гіпоксію та неспроможністю білоксинтезуючого апарата клітини реалізувати продукцію HSP70.

Водночас курсове призначення тамоксифену цитрату, тореміфену та капікору тваринам з ГІМ призводило до модулюючого ефекту щодо характеру експресії та синтезу HSP70-білка. Аналіз даних експресивної активності mRNA HSP70 показав, що SERM і референс-препарат капікор здатні в умовах гіпоксії модулювати експресію HSP70. Тобто в умовах ГІМ досліджувані препарати не стимулювали та не підвищували експресію HSP70, а навпаки, викликали її нормалізацію. Ці процеси відбувалися на тлі збільшення відносно контрольної групи тварин вмісту HSP70-білків у КМЦ на 4 добу ІМ. На нашу думку, подібна дія препаратів є ключовим механізмом їхньої кардіопротективної дії.

Комплексна цитопротективна дія також включала в себе здатність SERM регулювати експресію eNOS за рахунок антиоксидантних властивостей, а також HSP-тропної дії. SERM нормалізували експресивну активність eNOS при паралельному відновленні її концентрації в
клітині.

При вивченні концентрації ST2 в плазмі крові тварин з експериментальною терапією ІМ були отримані наступніі дані: SERM, а особливо тореміфен, призводили до зниження ST2 в плазмі експериментальних тварин, що зі свого боку веде до підвищення біодоступності ІL-33 та HSP-білків, що підтверджується даними багатьох експериментальних і клінічних досліджень. У зв’язку з цим виявлена здатність препаратів знижувати концентрацію ST2, а також здійснювати моделюючий вплив на HSP-білки призводить до активації процесів швидкої клітинної адаптації в умовах гіпоксії. Встановлені кардіопротективні ефекти SERM виявлялися їхньою здатністю збільшувати відсоток тварин, які вижили на 4 добу модельованої патології.

Отже, механізм кардіопротективної дії SERM в умовах ГІМ обумовлений їхніми антиоксидантними властивостями, регулюючим впливом на ST2-маркер і модулюючою дією на експресію та синтез фактора ендогенної цитопротекції (HSP70-білка).

На підставі проведених експериментальних досліджень була обґрунтована кардіо- та цитопротекторна дія селективних модуляторів естрогенових рецепторів. Доведено, що їх механізм дії в умовах ГІМ обумовлений антиоксидантними властивостями, модулюючим впливом на експресію та синтез факторів ендогенної цитопротекції, як-от HSP70-білок та eNOS. Отримані дані є теоретичним обґрунтуванням перспективності застосування даної групи препаратів як кардіопротекторів гострого періоду ІМ та пошуку нових високоефективних кардіо- та цитопротекторів серед селективних модуляторів естрогенових рецепторів.
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SUMMARY
Levchenko K.V. Cardioprotective properties of Selective Estrogen Receptor Modulators (SERM) in an experimental myocardial infarction. – Qualifying scientific work on the rights of manuscript.
Dissertation for the degree of a candidate of medical sciences in specialty 14.03.05 - pharmacolgy. – Zaporizhzhia State Medical University, SI “Institute of Pharmacology and Toxicology of NAMS of Ukraine”, Kyiv, 2018.

Nowadays myocardialinfarction holds one of the leading positions in the structure of morbidity and mortality in the whole world. Today, there is a large number of drugs in the arsenal of a physician to be used in the acute period of this pathology. Despite this, 30 % of the myocardial infarction cases are lethal. Today there arepractically no drugs that would influence the metabolism of the cell and could be used in the acute period of this pathology. With regards to the stated above, further search for new cardioprotective drugs remains relevant and timely. The dissertation presents a new solution of the vitalpharmacology problem – the use of selective estrogen receptor modulators in acute myocardial infarction has beenjustifiedtheoretically and experimentally by means of pharmacological, biochemical, physiological, morphological and statistical research methods.

The research was carried out on 250 sexually mature male rats 190-220 gr of weight. The research was carried outin 2 stages. In the first stage, hypoxia was modeled in vitro by administering 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine-1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine into thetissue respiration differentiator incubation medium, tetrahydropyridyl (MFP) at a concentration of 0,6 μM. The drugs under investigation – selective estrogen receptor modulators – tamoxifen citrate (“EBEVE”, Austria), torimifene (ORION PHARMA, Finland), livial (NVOrganon, Switzerland) and reference drug – estradiol valerate (“BAYER”, France) were administered into the incubation medium in ЕС50 – 10-7 М. Six series of suspensions were allocated: 1 – intact (n=10); 2 – test (120-minute MFP incubation) (n=10); 3 – MFP-hypoxia+estradiol valerate (120-minute MFP incubation with 10-7 estradiol valerate) (n=10); 4 – MFP hypoxia+tamoxifen citrate (120-minute MFP incubation with 10-7 tamoxifen citrate) (n=10); 5 – MFP hypoxia+toremifene (120-minute MFP incubation with 10-7 toremifene) (n=10); 6 – MFP hypoxia+livial (120-minute MFP incubation with 10-7 livial) (n=10).

In the second stage – myocardial infarction modeling – all the animals were placed into 6 groups, 10 rats in each one: 1 − intact; 2 – myocardial infarction (without treatment, test); 3 – myocardial infarction + 0,1 mg/kg tamoxifen citrate (“EBEVE”, Austria); 4 – myocardial infarction + 0,1mg/kg toremifene (“ORIONPHARMA”, Finland); 5 – myocardial infarction + 6 mg/kg Capicor reference drug, comparison drug (JSC “Olainfarm”, Latvia); 6 – myocardial infarction + 50 mg/kg thiotriazolin reference drug (JSC “Halychpharm”, developed by NGO Pharmatron, Ukraine), comparison drug. Acute myocardial infarction was modeled by administering vasopressin (1 unit/kg subcutaneously) for 4 days and β1, 2, 3 isoprenaline adrenomimetics (200 mg/kg intramuscularly). The drugs under investigation – tamoxifen citrate (0,1mg/kg), toremifene (0,1 mg/kg), thiotriazolin (50 mg/kg), capicor (6 mg/kg) were administered in traperitoneally 20 minutes after the administration of izadrin for 4 days once a day. By using regression analysis, 3D-modeling, we tested effective doses of SERM for in vivo research - tamoxifen citrate (0,1 mg/kg), toremifene (0,1 mg/kg) and reference drugs – thiotriazolin (50 mg/kg), capicor (6 mg/kg). The treatment efficacy was evaluated by the antioxidant system condition, energy metabolism, contentand expression of HSP-70 protein sande NOS, ST2 marker concentration, and morphological changes in cardiomyocytes.

Pharmacological, general clinical, biochemical, physiological, morphological and statistical methods of research were used in the dissertation work.

Effective doses of drugs studied in acute myocardial infarction models were calculated using a nuclear regression estimation with the use of a 3D model.

The influence of drugs on the blood coagulation system in AMI conditions was assessed by determining the aggregation capacity of the platelets, the prothrombin index and INR.
Immuno assay was used to estimate the concentration of nitrotirosin, homocysteine, eNOS, and HSP-70 proteinsin the heart homogenate; and of troponin, ST2 markerin blood plasma.

By means of spectrophothetic and chromatographic methods of research,we identified the activitylevel of catalase, superoxide dismutase, glutathione reductase, cytochrome C-oxidase, malate dehydrogenase, creatine phosphokinase and the concentration of ATP, ADP, AMP and lactate, pyruvate, malate, isocitrate. Bythe concentration of ATP, ADP, AMP we calculated the energy charge (EC), energy potential (EP), thermodynamic control of respiration (TCR). The tissue of cardiac muscle in rats of all studied groups was used as material for morphological examination. The morphological structure of cardiomyocytes in the in vitro experiments was investigated by electronic microscopy. Serial ultra thin sections were prepared on the LKB-III ultra microtome and coloured with lead according to Reynolds. The obtained drugs were examined and photographed by anelectronic microscope.

ECG analys is of the rats with AMI was performed on the CardioCom-2000 plus computer analyzer (KhAI-Medika, Ukraine). The ECG-mapping method was used as an electrocardiographic criterion for the effectiveness of the drug anti-ischemic action, to calculate the total displacement rate of the ST segment as referred to the isoline (ΣΔST).
Statistical processing of the data was carried out using a standard analysis package of the statistical processing of results, “MicrosoftOfficeExcel 2003” version, “STATISTICA® forWindows 6.0” (StatSoftInc., № AXXR712D833214FAN5). The arithmetic mean (M) and the standard error of the arithmetic mean representativeness (m) were determined for each investigated value. The Kolmogorov-Smirnov (D) and Lilliefors, Shapiro-Wilk (W) criteria were used to estimate the distribution normality. Mann-Whitney (U) was usedfor two unrelated samples in the case of a distribution other than normal or in the analysis of the ordinal variables, and for a greater number of choices we used the Kruskal-Wallis (H) criterion followed by the comparison according to Games-Howell. The qualitative group comparison was performed using the χ² criterion with the conjugation tables’ analysis. The data is presented in the form of thearithmetic mean and the standard error of the arithmetic mean representativeness. The relationship between the studied variables was carried out using the binary regression analysis procedure. The significance level of differences less than 0,05 was considered statistically significant for all types of analysis.

It was found in the course of experimental studies that thein vitro modeling of MFP-induced cardiomyocyte hypoxia led to the development of an oxidative stress and a stable energy deficit in the incubation environment. Under the conditions of the in vitro hypoxia,the investigated drugs,toremifene being the most active, were able to reduce the nitrotirosin concentration, which reduced the nitrotyrosine content by 74 % and that of homocysteine by 54 %, while simultaneously restoring the energy metabolism in the cell, which was expressed in the 24 % increase of EC, 46 % in crease of EP, and 94 % in crease of TCR. The drugs we studied had auni directional effect with estradiol and were compared by efficiency.

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

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

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

Effective doses: 0,1 mg/kg tamoxifen citrate, 0,1 mg/kg toremifene, 6 mg/kg Capicor, 50 mg/kg thiotriazoline.

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

Due to their expressed antioxidant effect, SERM positively influenced the energy metabolism by restricting the lactate acidosis. SERM improved all the energy exchange figures. The most active was toremifene which increased EC by 23 %, EP – by 43 %, TCR – by 92 %.

In the MI conditions, there was a violation of expression and synthesis of endogenous cytoprotectionfactors, such as HSP-proteins and eNOS. While investigating the nature of the HSP70 proteinsexpression and synthesis in cardiomyocytes, we recorded a multi-directional pattern of expression and synthesis of this protein. Thus, on the 4th day of AMI in the test grouprats, we registered the increase in them RNA expressionby more than 90 %. However, when analyzing the HSP-70 protein concentration in the cardiomyocytes, we detected a fall in its content by more than 74 %, which in our opinion was due to the disruption of the cell’s compensatory and adaptive reactions in response to hypoxia and disability of the cell’s protein-synthesizing apparatus to produce HSP-70.

There with, a course administration of tamoxifen citrate, toremifene and Capicor to the animals with AMI resulted in a modulating impact on the nature of the expression and synthesis of HSP-70 protein. The expression of the mRNA HSP-70 data analysis showed that the SERM and the Capicor reference drug were able to modulate the HSP-70 expression under hypoxia. That is, under the AMI conditions, the experimental drugs neither stimulatednor increased the HSP-70expression, but on the contrary, caused its normalization. These processes occurred in an increase of the HSP-70 proteins content in cardiomyocyteson the 4th dayof MI in the test group of animals. In our opinion, such an effect of the drugs is a key mechanism of their cardioprotective action.

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

Thus, the mechanism of SERMcardioprotective action in acute myocardial infarction is preconditioned by the antioxidant properties that regulate the effect on the ST2 marker and the modulating effect on the expression and synthesis of the endogenous cytoprotection factor of  the HSP-70 protein.

The cardioprotective and cytoprotective effect of selective estrogen receptor modulators was grounded on the basis of experimental studies. It was displayed that their mechanism of action in AMI conditions is based onthe antioxidant properties and modulating effects on the expression and synthesis of endogenous cytoprotection factors such as HSP-70 protein and eNOS. The obtained data act as a theoretical basis for the prospective use of this group of drugs as cardioprotectors of the acute MI period and the search for new, highly effective cardioprotective and cytoprotective agents among selective estrogen receptor modulators.

Key words: acute myocardial infarction, cardioprotection, selective estrogen receptor modulators, antioxidant systems, HSP-70 proteins, ST2 marker.
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	· Запорізький державний медичний університет

	ІМ
	· інфаркт міокарда

	ІФА
	· імуноферментний аналіз

	ІХС
	· ішемічна хвороба серця

	КАТ
	· каталаза

	КМЦ
	· кардіоміоцит

	КФК-мх
	· мітохoндріальна креатинфосфокіназа

	ЛДГ
	· лактатдегідрогеназа

	МВ-КФК
	· фермент серцевого ізоензиму креатинфосфокінази МВ фракція

	МДГ
	· малатдегідрогеназа

	МНВ
	· міжнародне нормалізоване відношення

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

	НАДН
	· нікотинамідаденіндинуклеотид

	НАДФ
	· нікотинамідаденіндинуклеотидфосфат

	НАДФН
	· відновлена форма коферменту нікотинамідаденіндинуклеотидфосфат

	НТЗ
	· нітротирозин

	СОД
	· супероксиддисмутаза

	ТКД
	· термодинамічний контроль дихання

	Ц-С-О
	· цитохром-C-оксидаза

	ЧСС
	· частота серцевих скорочень

	eNOS
	· ендотеліальна ізоформа NO-синтази

	HIF
	· гіпоксії індуцибельний фактор

	HSP
	· білки теплового шоку

	iNOS
	· індуцибельна ізоформа NO-синтази

	mRNA
	· матрична рибонуклеїнова кислота

	nNOS
	· нейрональна ізоформа NO-синтази

	NOS
	· NO-синтаза

	SERM
	· селективні модулятори естрогенових рецепторів

	ST2
	· маркер прогнозу кардіоваскулярних захворювань


ВСТУП

Обґрунтування вибору теми дослідження.
За статистичними даними ВООЗ інфаркт міокарда є одним
з лідерів у структурі захворюваності та смертності в усьому світі.
Він супроводжується високою смертністю, призводить до
тимчасової (часткової або повної), а інколи й постійної втрати працездатності, знижуючи трудові резерви суспільства [1-5].
Нині в арсеналі сучасної медицини існують багато лікарських засобів, що застосовуються в гострому періоді інфаркту міокарда. Проте більшість з них впливає на перед- або пост-навантаження та не діє на метаболізм у клітині, існуючі метаболічні препарати не показали своєї ефективності в першу добу даної патології, їхній ефект настає через
8-10 діб. Водночас за даними низки експериментальних досліджень, важливим завданням корекції гіпоксичних станів є відновлення молекулярно-біохімічних реакцій у клітині, що спрямовані на синтез функціонально-активних молекул, що сприяє відновленню компенсаторних реакцій у клітині [3,6]. 
У зв’язку з вищенаведеним подальший пошук нових кардіопротективних лікарських засобів залишається доцільним та актуальним.

Згідно з літературними даними, нині перспективним напрямом у створенні нових цитопротекторних препаратів, що застосовуються при гіпоксичному ураженні клітин, є пошук сполук, здатних індукувати фактори ендогенної цитопротекції (HSP-білки, HIF-білки, транскрипційно активний комплекс HIF, NO тощо) [12]. Експериментальні дослідження останнього десятиріччя, що проводилися в цьому напрямі, дозволили виявити низку факторів, здатних індукувати експресію шаперонів, а саме прекондиціювання, тепловий стрес, магнітне поле та лікарські засоби (антиоксиданти, тритерпенові сполуки, аримокломол, аденозин, нітрати, кислота вальпроєва, естрогени тощо) [13,14,15]. Серед них на особливу увагу заслуговують естрогени. Історично склалося, що дослідження естрогенів проводилися стосовно їхнього впливу на вторинні статеві ознаки в самок, мітотичну активність у міометрії, проліферацію фолікулярних гранульозних клітин яєчників тощо. Проте виявлення великої кількості естрогенових рецепторів у тканинах, які не є класичними мішенями естрогенів, причому в осіб жіночої та чоловічої статі, свідчить про те, що вони регулюють не тільки репродуктивні процеси. Низкою експериментальних досліджень було продемонстровано захисні властивості естрогенів щодо кісткової тканини, серцево-судинної та центральної нервової систем [9-11].

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

У зв’язку з цим цікавим і перспективним напрямом є застосування в якості агоністів естрогенових рецепторів так званих селективних модуляторів естрогенових рецепторів (SERM). 
Селективні модулятори естрогенових рецепторів – це хімічні сполуки, що мають вибіркові естроген-агоністичний та естроген-антагоністичний впливи на різні органи та тканини, що залежать від дози та типу ER-рецепторів [138,151]. Ці речовини за хімічною будовою не належать до естрогенів. Проте завдяки особливостям своєї молекулярної структури та фізико-хімічним властивостям вони здатні взаємодіяти з естрогеновими рецепторами.

Унікальність фармакології SERM може бути пояснена декількома взаємодіючими механізмами: 1) диференціальною експресією естрогенових рецепторів у певних тканинах-мішенях; 2) диференційною конформацією естрогенового рецептора при зв’язуванні з лігандом; 3) диференційною експресією та зв’язуванням з естрогеновим рецептором корегуляторних білків. Вважають, що відносні рівні експресії двох ізоформ естрогенових рецепторів (ЕРα й ЕРβ) впливають на клітинну відповідь на естрогени. SERM можуть функціонувати як повні антагоністи, діючи через ЕРβ на гени, що містять відповідні елементи, але також можуть грати роль часткових агоністів, діючи через ЕРα [138,154,161].

Вищезазначене визначає наукову та практичну значущість досліджень кардіопротекторних ефектів SERM.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами.
Дисертаційна робота виконана згідно з планом науково-дослідних робіт кафедри клінічної лабораторної діагностики Запорізького державного медичного університету (ЗДМУ) та є фрагментом НДР кафедри клінічної лабораторної діагностики ЗДМУ “Розробка нових ефективних шляхів діагностики та ендогенної цитопротекції ішемічних пошкоджень коронарного та церебрального кровообігу” (№ державної реєстрації 0118U004369).

Мета дослідження.
Експериментальне обґрунтування доцільності використання селективних модуляторів естрогенових рецепторів у якості кардіопротекторних лікарських засобів в умовах експериментального інфаркту міокарда.

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

2. Провести аналіз ультраструктурних змін кардіоміоцитів в умовах МФП-індукованої гіпоксії in vitro та на тлі внесення в інкубаційне середовище SERM, естрадіолу валеріату.

3. У дослідах in vivo (на моделі гострого інфаркту міокарда (ГІМ)) встановити ED50 SERM тамоксифену цитрату, тореміфену
та референс-препаратів капікор і тіотриазолін за показниками концентрації нітротирозину (НТЗ), енергетичного заряду кардіоміоцитів, концентрації ST2-маркера в плазмі крові, кількості тварин, які вижили на 4 добу ГІМ.

4. Вивчити вплив SERM тамоксифену цитрату та тореміфену порівняно з референс-препаратами тіотриазолін і капікор в умовах експериментального ГІМ на електрокардіографічні зміни серця, концентрацію маркерів пошкодження міокарда (тропонін І, ST2), реологічні властивості крові та кількість тварин, які вижили.

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

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

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

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

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

Результати дисертаційної роботи впроваджені в науково-педагогічний процес кафедр фармакології та клінічної лабораторної діагностики медичних вищих навчальних закладів України.

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

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

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

РОЗДІЛ 1

МОЛЕКУЛЯРНО-БІОХІМІЧНІ МЕХАНІЗМИ ІШЕМІЇ КАРДІОМІОЦИТІВ І ФАРМАКОЛОГІЧНА КОРЕКЦІЯ МЕТАБОЛІЧНИХ ЗМІН ЗА УМОВ ГОСТРОГО ІНФАРКТУ МІОКАРДА (оГЛЯД лІтературИ)
1.1. Молекулярно-біохімічні механізми ішемічного пошкодження кардіоміоцитів
Поширеність ішемічної хвороби серця (ІХС) в Україні серед осіб працездатного віку у 2013 році становила 9,7 тис. на 100 тис. населення, поширеність ІХС серед осіб дорослого віку у 2013 році в Україні становила 24 тис. на 100 тис. населення. За даними МОЗ України, у 2013 р. зареєстровано 50744 випадків гострого і повторного інфаркту міокарда серед дорослого населення (135,7 випадків на 100 тис. населення). Захворюваність на гострий і повторний інфаркт міокарда серед працездатного населення країни коливається: у 2007 році вона становила 55,4, у 2011 році – 56,3, а у 2013 році – 56,0 на 100 тис. населення, відповідно [1-4]. Серед жінок ГІМ виявляють приблизно у 2 рази рідше. Серед старшої вікової групи (жінки ≥55 років та чоловіки ≥60 років) захворюваність на ГІМ є набагато вищою: 311,8 на 100 тис. населення. Показник смертності від ГІМ становив у 2012 році 25,3 на 100 тис. населення [5-8].

За даними багатоцентрових рандомізованих досліджень, особливе місце у патогенезі кардіоваскулярних захворювань, зокрема інфаркту міокарда, належить порушенню обміну стероїдних гормонів (як у чоловіків, так і жінок). Доведено, що стероїдні гормони регулюють енергетичний і ліпідний обмін, а також мають модулюючий вплив на анти- та прооксидантні процеси у клітинах, що обумовлено їх загальнобіологічними властивостями [1, 2, 7, 27].

В основі ішемічного пошкодження міокарда лежить диспропорція між його енергетичними потребами та інтенсивністю коронарного кровотоку. У переважній більшості випадків причиною коронарної недостатності є атеросклероз коронарних судин або коронароспазм. Одним з основних патогенетичних механізмів серцево-судинних захворювань є ішемія і гіпоксія органів-мішеней: серця, мозку, нирок, сітківки ока [16]. Гіпоксія є одним з разповсюджених патологічних процессів і характеризується каскадом патобіохімічних реакцій, таких, як активація клітин ендотелію, нейтрофілів, макрофагів, збільшенням активних форм кисню, продукцією прозапальних хемо- і цитокінів, інфільтрацією нейтрофілів та інших прозапальних клітин у зоні інфаркту. Також відбувається вивільнення прооксидантів і протеолітичних ферментів, що призводить до збільшення обсягу кардіоміоцитів (КМЦ) [17, 19, 22]. Як відомо, всі етапи ішемічного каскаду розвиваються в перші години інфаркту при будь-якому ішемічно-гіпоксичному пошкодженні кардіоміоцитів і призводять до важкого функціонально-морфологічного пошкодження тканин серця [16-18].
Протягом останніх десятиліть значно розширились уявлення про патогенез ІМ. Багатьма фундаментальними та клінічними дослідженнями доведено, що одним з основних патофізіологічних механізмів розвитку атеросклерозу, що лежить в основі ішемічної хвороби серця, зокрема гострого ІМ, є дисфункція судинного ендотелію [21-24].
За сучасними уявленнями, ендотелій – це активна метаболічна система, що підтримує судинний гомеостаз шляхом здійснення ряду найважливіших функцій: модулювання тонусу судин, регуляції транспорту розчинених речовин в клітині судинної стінки, зростання цих клітин; формування позаклітинного матриксу; захисту судин від можливої несприятливої дії циркулюючих клітин і субстанцій; регуляції хемотаксичних, запальних і репаративних процесів у відповідь на локальне пошкодження [26, 28, 30-32]. Контроль судинного тонусу здійснюється шляхом вивільнення ряду вазодилятаторів і вазоконстрикторів. Основним вазодилятатором є NO, спочатку позначений як ендотеліальний фактор релаксації. Він синтезується в клітинах ендотелію з L-аргініну під впливом ферменту NO-синтази (eNOS) [18, 34-38]. Під дією різних медіаторів відбувається збільшення концентрації внутрішньоклітинного Са, де він, зв’язуючись, утворює комплекс Са-кальмодулін, який, виступаючи в ролі кофактора, активує еNOS. Реакція синтезу NO протікає за участю ряду кофакторів, таких, як нікотинамідаденіндинуклеотидфосфат (НАДФ-Н), флавінаденіндинуклеотид (ФАД), флавінмононуклеотид (ФМН), тетрагідробіоптерин (ВН4), гем- і кальмодулін. Оксид азоту проникає в клітини гладеньких м’язів і викликає релаксацію шляхом активації гуанілатциклази, тим самим збільшуючи концентрацію циклічного гуанозинмонофосфату (цГМФ), який, у свою чергу, опосередковує ефекти NO [39, 41]. Проте існує низка речовин, що є аналогами L-аргініну, як-от асиметричний диметиларгінін (ADMA) [39-42], L-N-монометиларгінін (L-NMMA) і L-нітроаргініну метиловий ефір (L-NAME), які виступають в ролі антагоністів синтезу NO. Підвищений рівень ADMA також є показником ендотеліальної дисфункції [18, 28, 37]. ВН4 є необхідним кофактором для синтезу NO. Недолік ВН4 може призвести до порушення утворення NO і накопичення супероксидного аніону (О2). Навіть при нормальному синтезі NO при вираженому окислювальному стресі відбувається дуже швидка його інактивація. Оксид азоту є медіатором ендотелійзалежної вазодилятації. Крім цього, NO гальмує агрегацію тромбоцитів, адгезію лейкоцитів, інфільтрацію і проліферацію клітин гладких м'язів судин; NO перешкоджає окисній модифікації ліпопротеїнів низької щільності (ЛПНЩ) [38, 44, 47, 51]. Відомо, що окислення ЛПНЩ відіграє значну роль у прогресуванні атеросклерозу [43, 45]. Також відомо, що рівень вмісту окислених ЛПНЩ в плазмі і макрофагах атеросклеротичних бляшок корелює з тяжкістю гострого коронарного синдрому [52]. 
Крім NO, до вазодилятаторів, що синтезуються в ендотелії, відносяться простациклін і брадикінін [51-54]. Простациклін, взаємодіючи з NO, пригнічує агрегацію тромбоцитів [55]. Брадикінін стимулює вивільнення NO, простацикліну й ендотеліального фактора гіперполяризації, також має судинорозширювальний ефект, що сприяє пригніченню агрегації тромбоцитів [56]. Крім того, брадикінін стимулює вироблення тканинного активатора плазміногену (ТАП), беручи тим самим участь у фібринолізі.Ендотелій також продукує вазоконстриктори, до яких відносяться ендотелін (найпотужніший з відомих на сьогоднішній день [44-52) й ангіотензин II. Ангіотензин II виступає не тільки в ролі вазоконстриктора, але і в якості прооксиданта, має протромбогенну та антифібринолітичну дію, потенціює експресію молекул адгезії, вироблення прозапальних і проатерогенних цитокінів. Також ангіотензин II стимулює перетворення ендотеліну з його попередника – великого ендотеліну. Ендотелін й ангіотензин II сприяють зростанню і проліферації гладком’язових клітин і формуванню бляшки [56-58].
Отже, при порушенні синтезу або активності NO створюються умови для прогресування атеросклерозу, зокрема вазоконстрикції, підвищення агрегації тромбоцитів, проліферації і міграції гладком’язових клітин, адгезії лейкоцитів та окисного стресу [18,44,48]. 

Передусім було встановлено, що порушення функціонального стану ендотелію, зокрема активація і проліферація ендотеліальних клітин, цитокінова реакція та утворення інших прозапальних медіаторів відіграє важливу роль при багатьох серцево-судинних захворюваннях, таких, як ішемічна хвороба серця, ішемічний інсульт. Результати експериментальних і клінічних досліджень останніх років підтвердили теорію про важливий причинно-наслідковий зв’язок між виникненням і/або прогресуванням атеросклерозу та функціональним станом ендотелію [39-46]. Дослідження ендотеліальної дисфункції знайшло віддзеркалення у великій кількості робіт в галузі кардіології [47]. Дисфункція ендотелію може бути самостійною причиною порушення кровообігу в органі, оскільки нерідко провокує ангіоспазм або тромбоз судин, зокремаце спостерігається при ішемічній хворобі серця. З іншого боку, порушення регіонарного кровообігу (венозний застій, ішемія) також можуть призводити до дисфункції ендотелію [53]. Також показаний розвиток ендотеліальної дисфункції при гострому коронарному синдромі. При цьому виявлений дисбаланс між ендотеліальними вазодилятаторами і вазоконстрикторами у бік останніх і його зв’язок з підвищеним вмістом цитокінів (фактор некрозу пухлин а, інтерлейкіни), що свідчить про медіаторне пошкодження судинного ендотелію при розвитку гострої коронарно-судинної реакції [54-58].

Отже, узагальнюючи ці дослідження механізму дії ендотеліальних факторів на судинний тонус, можна відзначити, що причинами скорочення ГМК судин при кардіоваскулярній патології є підвищена генерація активних форм кисню (АФК), зміна активності NО-синтази, а також зниження синтезу NO або посилення його інактивації в умовах гіпоксії. АФК у низьких концентраціях проявляють захисну дію (антимікробну та антибластомну), у високих – пошкоджують власні клітини організму шляхом інактивації ферментів, руйнування базальних і клітинних мембран і змінюють структуру ДНК. Перекисне окислення ліпідів (ПОЛ) в біомембранах активує синтез індукторів агрегації тромбоцитів-ендоперекисів, а також простагландинів і тромбоксанів. Збільшення інтенсивності ПОЛ у плазмі крові й ендотелії призводить до пригнічення ферменту простациклінсинтетази. У результаті знижується секреція ендотелієм простацикліну – потужного природного атромбогенного чинника [39-44]. Пошкоджені в процесі окислювального стресу білки здебільшого не відновлюються та зазнають утилізації протеолітичними системами, вже зміненими в ході окислювальних реакцій. Це сповільнює процеси утилізації, призводить до зростання вмісту оксидативних модифікованих протеїнів з прогресуючим порушенням клітинних функцій [46, 49]. Інтенсивність вільнорадикального окислення визначається як швидкістю утворення ініціаторів вільно-радикального окислення – активних форм кисню, так і антиоксидантними можливостями захисних систем організму. При патологічних станах баланс у системі “активні форми кисню – антиоксидантна система” порушується [40, 42]. Отже, ендотеліальна дисфункція – це передусім дисбаланс між продукцією вазодилятуючих, антипроліферативних, ангіопротекторних факторів (N0, простациклін, тканинний активатор плазміногену тощо) та вазоконстрикторних, протромботичних, проліферативних, прозапальних субстанцій (ендотелін, тромбоксан А2, супероксиданіон, інгібітор тканинного активатора плазміногену, цитокіни тощо) [46-49]. Важливою ланкою патогенезу інфаркту міокарда є зменшення біодоступності оксиду азоту, що передусім обумовлено ендотеліальною дисфункцією, порушенням активності усіх ізоформ NO-синтаз, особливо ендотеліальної, та розвитком нітрозуючого й оксидативного стресів [56-59].

Великою кількістю робіт доведено, що оксидативний стрес, при якому відбувається накопичення в крові великої кількості активних форм кисню – вільнорадикальних сполук, таких, як пероксинітрит, супероксидний аніон тощо, значно стимулює прогресування ендотеліальної дисфункції [42, 44, 47, 51]. За наявності артеріальної гіпертензії, гіперхолестеринемії тощо, відбувається інактивація NO і накопичення супероксидного аніону та інших активних форм кисню. У ряді лабораторних досліджень на клітинах судин було вивчено безліч ферментних систем, зокрема ксантиноксидази, НАДФ/НАДФН-оксидазий eNOS, які здатні виробляти активні форми кисню [40-44].
У нормальних фізіологічних умовах продукція АФК збалансована ефективною антиоксидантною системою, молекули якої здатні нейтралізувати їх і тим самим запобігти оксидативним ушкодженням [18, 43]. У низці патологічних станів відбувається надмірне утворення АФК, які пригнічують ендогенні механізми антиоксидантного захисту; цей зсув призводить до окислення біологічних макромолекул (ДНК, білків, вуглеводів і ліпідів), згубно впливає на функції клітин і тканин. Такий стан називається “оксидативний стрес”. Як вже згадувалося раніше, наявність факторів ризику серцево-судинних захворювань сприяє прогресуванню оксидативного стресу [37, 47, 49, 56]. В умовах окисного стресу вироблення і функція NO порушується завдяки ряду механізмів. По-перше, окислені ЛПНЩ стимулюють синтез кавеоліну-1, який пригнічує утворення NO шляхом інактивації eNOS [48-56]. По-друге, в умовах окисного стресу негативну роль в системі NO відіграють й інші активні форми кисню, наприклад супероксидний аніон – високотоксичний радикал, який дуже швидко інактивує NO і руйнує ВН4, який, як відомо, є необхідним кофактором для синтезу NO [57, 58].

Багатьма вченими доказано, що мітохондрії відіграють провідну роль у процесах виробництва енергії в клітині. Вони залучені до процесів апоптозу та кардіопротекції. Мутації мітохондріальної ДНК порушує функцію дихального ланцюга, знижує продукцію АТФ, підвищує утворення вільних радикалів і порушує рух Ca2+. Ці події ініціюють пероксидацію мітохондріальної ДНК, протеїнів, ліпідів і відкриває митохондріальні пори, що викликає апоптоз [57].
Фундаментальними дослідженнями процесів енергопродукції в умовах ішемії встановлено, що отримання енергії здійснюється шляхом анаеробного гліколізу, реакції якого завершуються утворенням тільки 2 молекул АТФ і накопиченням лактату. На початковому етапі ішемії будь-якої етіології в мітохондріях знижується швидкість аеробного окислення. Це веде до зменшення кількості АТФ і зростання вмісту аденозиндифосфата (АДФ) і аденозинмонофосфата (АМФ) і, як наслідок, до зниження коефіцієнта АТФ/АДФ + АМФ. При низькому співвідношенні АТФ/АДФ + АМФ активується фермент гексокіназа (ГК), що дозволяє різко збільшити пропускну здатність реакцій гліколізу. На сьогодні відомо, що при дисфункції митохондрій, в умовах ішемії, в клітинах розвивається енергодефіцит, оксидативний стрес, активується апоптоз [39-42]. Основними проявами мітохондріальної дисфункції є зниження продукції АТФ і гіперпродукція активних форм кисню (АФК). Надходження кисню до тканин після ішемії веде до реенергізації електрон-транспортного ланцюга в мітохондріях, його активації і неконтролюємої продукції електронів, що сприяє утворенню великої кількості АФК і виходу її з мітохондрій в цитоплазму клітини [43]. Надлишок АФК викликає порушення проникливості мембран кардіоміоцитів, зміну іонного гомеостазу, ушкодження їх генетичного апарату та активацію програмованих механізмів загибелі клітини [16, 43].
Доведено, що в периінфарктній зоні після розвитку ІМ підвищується експресія антиапоптозного білка Bcl-2 [59-60]. У зоні ж самого ІМ на стадії гострої ішемії експресія Bcl-2 знижена, а експресія проапоптозних Bax білківпідвищена [61]. При цьому важливо відзначити, що на початку ішемії, коли КМЦ ще життєздатні, різко підвищена експресія EAT / mcl-1-гена, індукція якого є одним з найбільш ранніх наслідків активації Bcl-2 [62, 63]. У периінфарктній зоні при ішемії-реперфузії різко зростає експресія Fas-рецептора клітинної смерті [61, 64-67]. Відомо, що АФК здатні підвищувати частоту апоптозу як в зоні інфаркту [39, 40], так і у віддаленому від неї міокарді [68]. При цьому гальмування активності вільнорадикального окислення призводить до зменшення кількості КМЦ, які зазнаютьапоптозу після розвитку ІМ [57]. На сьогодні наявність апоптозного виду смерті КМЦ продемонстровано в гострому періоді ІМ і в ранньому постінфарктному періоді [69]. 

Відомо, що оксидативний стрес в поєднанні з підвищеним вмістом кальцію і швидкою нормалізацією рН сприяє відкриттю мітохондріальної пори, яка є каналом, що проходить через обидві мітохондріальні мембрани і складається з трьох білків: транслокатора аденінових нуклеотидів, потенціалзалежних аніонного каналу (пуринів) і регуляторного бензодіазепінового рецептора [44-46, 56-58]. Із бензодіазепіновим рецептором асоційовані антиапоптичний bcl-2 і проапоптичні Bax-білки. Вони розташована у так званих контактних сайтах (місцях зближення внутрішньої і зовнішньої мембрани мітохондрій) і в нормі виконує функції з перенесення знов синтезованого АТФ з матриксу до креатинкінази, яка фосфорилює креатин, що надходить з цитоплазми. В процесі ішемії контактний сайт трансформується в мітохондріальну пору, відкриття якої призводить до втрати електрохімічного градієнта і набряку матриксу мітохондрій, виснаження пулу АТФ, виходу ряду апоптогенних факторів, в тому числі і цитохрому С, що супроводжується активацією апоптозу [57].
Також однією з типових реакцій клітини у відповідь на гіпоксію та посилення ВРО є індукція HSP70 [68-71]. Відомо, що стресові впливи, і в першу чергу тепловий шок, викликають накопичення HSP70 в клітинах різного походження. Шаперони HSP70 мають два основних функціональних домена. Висококонсервативний NH2-кінцевий домен має АТФ-азну активність і міцно зв’язується з АДФ і АТФ, а COOH-термінальний домен зв’язується з поліпептидами. Відомо, що HSP70 зв’язується з незгорнутими або частково згорнутими білками і запобігає їх агрегації або неправильному фолдингу, також він необхідний для відновлення, виживання і забезпечення нормальних функцій клітини [58, 61, 64, 66].

Молекула HSP70 являє собою димер, який має здатність формувати високоолігомерні комплекси з багатьма структурами в клітині і має щонайменше 8 ізоформ, набір і концентрація яких залежать від типу клітини. В умовах стресу активується синтез HSP щонайменше трьох рецепторних систем: Са-мобілізуючих, β-блокаторів та рецепторів стероїдних гормонів [68-72]. Максимальний синтез HSP70 в клітинах спостерігається через 7-8 годин після закінчення теплового шоку і підтримується на високому рівні ще 4-5 год. Через 24 год після шоку синтез HSP70 значно зменшується. Навпаки, для загального синтезу клітинних білків характерна значна депресія під час шоку і в перші години після нього [73]. Синтез основних клітинних білків починає посилюватися через 7-8 год і досягає нормальних значень лише через 24 години після закінчення шоку. У зв’язку з цим, на певному етапі після шоку HSP70 може становити 15-20 % від усіх білків цитоплазми. Крім того, він може накопичуватися в найбільш “уразливих” ділянках клітини, а саме: в перші 4-5 год – в ядрі, потім в перинуклеарній, присарколемальній зонах і вздовж актинових філаментів. Отже, HSP70 відіграє значну роль в підвищенні стійкості клітинного апарату біосинтезу білка до пошкоджуючи факторів. Фізіологічна роль HSP70 вивчалася на безлічі моделей при таких умовах, як гіпертермія, гіпертензія, контакт з токсичними хімічними речовинами, гіпоксія, ішемія, запалення, аутоімунні патології, апоптоз, злоякісні пухлини, трансплантація органів, бактеріальні та вірусні інфекції [58, 64, 70]. При повторюваних епізодах ішемії також була виявлена активація синтезу HSP70. Було показано, що короткочасні епізоди оклюзії коронарних артерій з інтервалами реперфузії істотно підвищували толерантність міокарда до наступних, більш тривалих її епізодів, що призводило до зниження частоти розвитку інфаркту міокарда. Білки теплового шоку в цій ситуації виступають не тільки як шаперони, але і як потенційні антиоксиданти [64, 71]. Отже, було виявлено зв’язок між вмістом HSP70 в клітинах і стійкістю тканин до ішемії та реперфузії. Участь HSP70 у формуванні термотолерантності й явищ перехресної толерантності до різних пошкоджуючих агентів служить проявом їх яскраво виражених цитопротекторних властивостей. Водночас HSP70 необхідні для нормальної життєдіяльності клітини, оскільки беруть участь у підтримці клітинного гомеостазу, процесах росту та диференціюванні клітин [66, 69, 70].

Дані багатьох авторів сучасних досліджень, присвячених білкам теплового шоку, зокрема HSP70, свідчать, про те, що їх роль важлива у відновленні кардіоміоцитів після ішемії та реперфузії, обмеженні обсягу інфаркту. В ході проведення досліджень B. Dybdahl і співавт. висунули гіпотезу про те, що білок теплового шоку HSP 70 може бути представлений в якості цінного маркера некрозу міокарда. Ними спостерігалася група пацієнтів з ГІМ, які мали помірні пікові концентрації cTnT, КK-MB, а також типові ехокардіографічні висновки, хоча і з суттєвими індивідуальними відмінностями. Була чітко помічена кореляція між маркерами пошкодження міокарда і HSP70 пацієнтів з інфарктом [62-66].

Важливою відмінністю між встановленими маркерами некрозу міокарда: cTnT, КК-MB і HSP70, є їх кінетика. Біологічний період напіврозпаду HSP70, як повідомляється, близько 18 годин. При гострому інфаркті міокарда активність TnT все ще висока через кілька днів. Дослідження рівня HSP70 може мати важливе діагностичне значення при виявленні повторного інфаркту протягом перших кількох днів після первинного інфаркту міокарда [68].

Крім того, однією з основних функцій HSP70 є індукція, а також збільшення тривалості життя стабільної форми HIF 1б, яка включає подальші пристосувальні реакції в клітинці. HIF 1б, у свою чергу, утворює активний димер із субодениць HIF-1 і починає грати роль транскрипційного фактора, запускаючи транскрипцію генів відповіді на гіпоксію. Крім того, як було описано вище, HIF-1б є індукційним фактором у синтезі деяких ферментів антиоксидантного захисту. Даною обставиною пояснюється більш тривале накопичення в суспензії HIF 1б, крім того, молекула HIF-1б стабільніша до оксидативного стресу [62, 71, 74-78].

Беручи до уваги отримані дані про здатність HSP70 в умовах токсичного впливу на клітину посилювати експресію фактора HIF-1б, який грає першорядну роль в клітинній відповіді на гіпоксію, можна припустити, що HSP 70 втручається в сигнальні шляхи відповіді клітини на гіпоксичний стрес на рівні регуляції стабільності HIF-1б. Подібний двоступеневий захист клітини є, на нашу думку, еволюційно розвиненим і необхідним для посилення трансдукційного клітинного сигналу у відповідь на ушкоджуючі агенти [76, 77].

Нині відомо, що HIF-1 є ключовим регулятором, який відповідає за індукцію генів, що сприяють адаптації і виживанню клітин в умовах гіпоксії. Це один з основних чинників, які беруть участь в імунологічних реакціях, а також гомеостатичних процесах, що збільшують васкуляризацію в ділянках гіпоксій [62]. HIF-1 – ключовий фізіологічний регулятор гомеостазу і анаеробного метаболізму. Також він містить в собі терапевтичний потенціал, оскільки є регулятором процесів ангіогенезу. Посилення його експресії у пацієнтів з ішемією може сприяти проліферації судин, що є необхідним для насичення організму киснем. HIF-1α відіграє провідну роль в регуляції транскрипції катіонних поліпептидів, збільшенні синтезу вільних радикалів та  індукує NO-синтазу. Ряд речовин, активуючих HIF-1α in vitro: мімозин, дисфериоксамин, хлорид кобальту, – здатні збільшувати продукцію окису азоту NO, підвищуючи таким чином продукцію ендогенних цитопротекторів [71, 74, 75].

Отже, виходячи з вищевикладеного, перспективним напрямком у створенні нових кардіопротекторів є пошук сполук, здатних комплексно впливати на каскад патобіохімічних процесів у кардіоміоцитах за умов гострої гіпоксії, а саме: обмежувати розвиток нітрозуючого та оксидативного стресів, збільшувати біодоступність NO, позитивно впливати на клітинний енергетичний метаболізм, мати модулюючий вплив на експресію і синтез факторів ендогенної цитопротекції (HIF та HSP-білки).
1.2. Сучасний стан фармакотерапії ішемічного пошкодження серця
Лікування ішемічної хвороби серця (ІХС) тривалий час розглядалося з позиції поліпшення кардіогемодинаміки. Відомо, що патогенетично обумовлена дія традиційних лікарських засобів спрямована на зниження потреби міокарда в кисні або на збільшення надходження кисню в кардіоміоцит. Препарати, які впливають на гемодинамічні параметри, ефективні, коли мова йде про профілактику нападів стенокардії, але фактично не захищають клітину міокарда від ішемічних пошкоджень [76-79].
З точки зору сучасного розуміння патофізіологічних процесів патогенез виглядає наступним чином. При переході на гліколіз, на етапі короткочасного періоду адаптації, відбувається виснаження запасів макроергічних фосфатів (АТФ, КРФ) в міокарді. Це супроводжується в першу чергу порушенням діастолічної фази розслаблення кардіоміоцитів і, як наслідок, зниженням скорочувальної функції міокарда в зоні ішемії [77-79]. У фізіологічних умовах 10 % АТФ утворюється при окисному фосфорилюванні в мітохондріях за рахунок аеробного гліколізу (розщеплення глюкози до пірувату). Цієї кількості АТФ, що утворюється в результаті аеробного гліколізу, не вистачає для забезпечення роботи іонних кальцієвих, натрієвих і калієвих каналів сарколеми і, зокрема, кальцієвого насоса саркоплазматичного ретикулуму (СПР). Заповнення решти кількості енергії для функціонування кардіоміоцита при нормальному кисневому забезпеченні відбувається за рахунок окислення вільних жирних кислот (ВЖК), розпад яких при окисному фосфорилюванні забезпечує до 80 % АТФ [77, 80-83]. Виражений дисбаланс між потребою кисню при окисленні глюкози і ВЖК в бік останніх призводить до того, що при ішемії в мітохондріях кардіоміоцитів накопичується велика кількість недоокислених активних форм ЖК. Недоокислені активні форми ЖК, зокрема - ацилкарнітин, ацилКоА, блокують транспорт АТФ від місця синтезу в мітохондріях до місця їх споживання всередині клітини. Паралельно в клітині на тлі анаеробного обміну відбувається накопичення надмірної кількості протонів (Na+, Н+), тобто відбувається її “закислення”. Отже, перехід на анаеробний окислювальний процес супроводжується активуванням ЖК (довго-ланцюжкових цетилкарнітин й ацилКоА), які сприяють роз’єднанню окисного фосфорилювання, накопиченню надлишкової кількості Са++ в цитоплазмі, зниженню скорочувальної здатності міокарда та розвитку контрактури з “адіастолією” [82-88].

Отже, з урахуванням теоретичних та експериментальних уявлень про патогенез ішемічного і реперфузійного пошкодження потенційно корисними можуть бути препарати, які впливають на цілий каскад патофізіологічних механізмів, насамперед на вільнорадикальне окиснення, запалення, мікроциркуляцію, фактори ендогенної цитопротекції [87, 89-91].
На сьогодні існує велика кількість різноманітних лікарських засобів для лікування ІХС, зокрема гострого інфаркту міокарда, дія яких спрямована на поліпшення прогнозу й якості життя в даної категорії хворих. [78, 92-94]. За сучасними рекомендаціями ВООЗ при лікуванні гострого інфаркту міокарда застосовують наступні групи препаратів: антитромботичні засоби, статини, бета-блокатори, інгібітори ангіотензин-перетворюючого ферменту або блокатори рецепторів ангіотензину, антагоністи кальцію [95-98].
Враховуючи те, що в основі формування морфофункціональних змін міокарда та судинного русла лежить порушення внутрішньоклітинного енергетичного обміну, обумовлене його гіпоксією внаслідок порушення коронарного кровотоку, використання препаратів гемодинамічної дії (бета-адреноблокаторів, антагоністів кальцію, нітратів) має повною мірою забезпечувати оптимізацію співвідношення між потребами серцевого м'яза в кисні та його доставкою [97-99]. Але, за даними широкомасштабних досліджень TRIMPOL II, TRIKET, встановлено, що близько 66 % хворих на стенокардію, які отримують повноцінне лікування, оцінюють якість свого життя як незадовільну або погану, та лише 17 % хворих не відчувають ангінозного болю [100-103].

На сьогодні добре відома користь від тривалого лікування бета-блокаторами, але високі ранні внутрішньовенні дози бета-блокаторів були пов’язані з ранньою небезпекою та підвищенням смертності у великому клінічному дослідженні “СОММІТ”.

Нітрати відновлюють дефіцит ендогенного NO, але дослідженнями встановлено, що внутрішньовенне введення цих препаратів можє допомогти під час гострої фази лише пацієнтам з гіпертензією або серцевою недостатністю, за умови, що немає гіпотензії, інфаркту
правого шлуночка, і не використовувались інгібітори фосфодіестерази 5 типу протягом попередніх 48 годин, отже, в гострій та стабільній фазі нітрати залишаються засобами контролю симптомів стенокардії [92, 96-99]. 

Інгібітори АПФ знижують синтез АТ-II, перешкоджають руйнуванню кінінів. Системний огляд клінічних досліджень призначення інгібіторів АПФ на ранніх етапах STEMI показав, що така терапія є безпечною, добре переноситься і пов’язується з невеликим, але достовірним зниженням 30-денної смертності, причому найбільші переваги виявляються протягом першого тижня. Використання інгібіторів АПФ повинне розглядатись для всіх пацієнтів з атеросклерозом, але, зважаючи на їхню відносно невелику ефективність, тривале використання інгібіторів АПФ не можна вважати обов’язковим для пацієнтів [2, 104].
За даними багатьох досліджень нове призначення або продовження терапії статинами у перші 24 години ГІМ супроводжується зниженням внутрішньогоспітальної летальності у порівнянні з пацієнтами, яким статини протягом першої доби не призначали. Раннє застосування статинів сприяє зменьшенню кількості хворих з ускладненнями, але не впливає на частоту рецидивів ГІМ [79, 95, 101, 105].
Антагоністи кальцію гальмують активність АТ-II й ендотеліну в гладких м’язах судин, посилюючи вазодилятуючий ефект NO, але мета-аналіз клінічних досліджень з використанням антагоністів кальцію на ранніх етапах лікування показав тенденцію до шкідливого впливу цих засобів. Було доведено, що також недоцільно призначати цю групу з метою профилактики  ускладнень. Отже жодна з цих груп препаратів не впливає на метаболізм в клітині в повній мірі [78, 89, 94].
Вперше для поліпшення метаболізму міокарда була використана глюкозо-інсуліно-калієва суміш (ГІК). Її застосування приводило до збільшення споживання глюкози, синтезу глікогену і зменшувало вивільнення ВЖК. У 1962 році Содді-Полляріс у невеликому нерандомізованому дослідженні показав, що застосування ГІК покращувало ранню виживємість хворих з гострими формами ІХС. Це підтвердилося в рандомізованих дослідженнях ECLA і DIGAMI, в яких було відзначено значне зниження показника смертності у хворих, які перенесли інфаркт міокарда (ІМ), на тлі введення ГІК. Однак в подальшому був виявлений дозо-залежний ефект від ГІК, що ускладнювало його застосування [92, 93-96]. Подальший пошук нових метаболічних засобів ознаменувався появою антигіпоксантів гутиміну й амтизолу, які могли проникати всередину клітини, стабілізувати мембрану мітохондрій ї оптимізувати їх функцію. В умовах гіпоксії гутимін й амтизол запобігали пригніченню дегідрогеназ циклу Кребса і роз’єднанню окислення та фосфорилювання, збільшуючитим тим самим продукцію АТФ в умовах дефіциту кисню. Наступним етапом розвитку метаболічної терапії та поліпшення енергообміну міокарда було застосування засобів, які сприяють споживанню та анаболізму макроергічної сполуки, такої, як АТФ [97-99]. Але на теперішній час багатьма вченими доказано, що з фармакологічної точки зору введення АТФ марне, тому що дана речовина в організмі утворюється в значно більших кількостях. Використання ж попередника АТФ-інозину (рибоксину), також не може сприяти збільшенню кількості “готового” АТФ в клітинах міокарда, оскільки як доставка дериватів пурину, так і його проникнення в клітину в умовах ішемії значно знижується. Відомо що багато лікарських препаратів з різним механізмом дії мають виражений, в тій чи іншій мірі, вплив на функцію судинного ендотелію [92, 93-96]. 

Враховуючи те, що в основі формування морфофункціональних змін міокарда та судинного русла лежить порушення внутрішньоклітинного енергетичного обміну, обумовлене його гіпоксією внаслідок порушення коронарного кровотоку, використання препаратів гемодинамічної дії (бета-адреноблокаторів, антагоністів кальцію, нітратів) має повною мірою забезпечувати оптимізацію співвідношення між потребами серцевого м’яза в кисні та його доставкою [97-99]. Але, за даними широкомасштабних досліджень TRIMPOL II, TRIKET, встановлено, що близько 66 % хворих на стенокардію, які отримують повноцінне лікування, оцінюють якість свого життя як незадовільну
або погану, та лише 17 % хворих не відчувають ангінозного болю [100-103].

На сьогодні метаболічна терапія націлена на збільшення ефективності утилізації кисню міокардом в умовах ішемії і займає повноправне місце в схемах лікування серцево-судинної патології, які увійшли в міжнародні рекомендації. Зокрема, в Рекомендаціях Європейського кардіологічного товариства (2016) для медикаментозної терапії, що знижує вираженість симптомів і/або зменшує ішемію, пропонується використання метаболічних засобів (клас ІІв), по можливості в якості додаткової терапії, або, в разі непереносимостізагальноприйнятої терапії, замість неї (триметазидин, ранолазин) [2, 107-109].

Сучасний терапевтичний підхід, спрямований на оптимізацію енергетичного метаболізму міокарда, грунтується на збільшенні окислення глюкози в КМЦ шляхом пригнічення окислення вільних жирних кислот (ВЖК), а також впливу на фактори ендогенної цитопротекції, такі, як HSP та HIF-білки [78, 86, 110].

Якісно новим етапом в історії метаболічної терапії стало створення класу інгібіторів окислення ВЖК. Нині в цьому класі виділяють прямі інгібітори: карнітин – пальмітоїлтрансферази-I (пергекселін, етомоксир), парціальні інгібітори окислення ВЖК (ранолазин, триметазидин, мельдоній) і непрямі інгібітори окислення ВЖК (карнітин) [111-113].

Першим представником інгібіторів окислення ВЖК є ранолазин. Він має здатність частково блокувати окислення ВЖК, стимулювати гліколіз, викликати селективну інгібіцію пізнього натрієвого потоку, знижувати індуковану ішемію, перевантаження клітини натрієм і кальцієм, і тим самим покращувати перфузію і функціональні можливості міокарда. Висока антиішемічна ефективність ранолазину у хворих з гострим коронарним синдромом без підйому сегмента ST була підтверджена в дослідженні MERLIN-TIMI 36, яке показало, що препарат має антиішемічну активність [114]. Проте він не здатний надавати достатній антиангінальний ефект при монотерапії, тому використовується в комбінованій терапії хворих на ІХС разом з бета-адреноблокаторами та блокаторами кальцієвих каналів [115-118].

Непрямий інгібітор окислення ВЖК – карнітин, є ендогенною сполукою й утворюється з амінокислот лізину і метіоніну в печінці та нирках. Він відіграє важливу роль в перенесенні довголанцюжкових жирних кислот через внутрішню мембрану мітохондрій та в утворенні і регуляції рівня ацетил-КоА. В одному з найбільших досліджень із застосуванням карнітину – CEDIM було показано, що тривала терапія карнітином в досить високих дозах у хворих з ІМ обмежує дилатацію лівого шлуночка. Натепер поки не отримано достатньої доказової бази для застосування карнітину у хворих на ІХС [119, 120].

Також на сьогодні існують дані про вплив похідного оксипіридину на збереження морфофункціонального стану ендотеліоцитів в умовах оксидативного стресу. Подібну спрямованість дії має вітчизняний антиоксидантний препарат тіотриазолін, що є класичним антиоксидантом. Його цитопротекторний ефект реалізується на клітинному рівні і впливає, безпосередньо, на ішемізовані кардіоміоцити [121, 122]. Впливаючи на енергетичні процеси міокарда, він зменшує потребу міокарда в кисні. В умовах гіпоперфузії міокарда тіотриазолін ефективно усуває дисбаланс у системі аденінових нуклеотидів АТФ – АДФ – АМФ, запобігає швидкому виснаженню енергетичних ресурсів клітин та переходу їх метаболізму на енергетично менш вигідний анаеробний шлях окислення глюкози. В умовах тканинної гіпоксії тіотриазолін здатний знижувати рівень молочної кислоти в циклі Кребса, а також підвищувати вміст піровиноградної і яблучної кислот. Експериментально встановлена здатність тіотриазоліну зменшувати на 42 % зону ішемії й некрозу міокарда і це позитивно впливало на показники ішемічного ушкодження міокарда [121, 122, 124]. Кардіопротекторний ефект тіотриазоліну реалізується через вплив на ішемічні зміни біоенергетичного обміну в міокарді, що супроводжувається зростанням рівня ендогенного глікогену й зменшенням рівня вільних жирних кислот. В багатьох дослідженнях відзначено зменшення вираженості больового синдрому й відновлення серцевого ритму у хворих з ІХС. У хворих зі стенокардією зменшувалася кількість ангінозних приступів, збільшувалася толерантність до фізичних навантажень і зменшувалась гіперліпідемія [121, 126, 128]. Завдяки унікальній структурі молекули тіотриазолін діє безпосередньо як метаболічний препарат, нормалізуючи енергетичні процеси в кардіоміоциті, а також має антиагрегантний та метаболічний ефект, знижуючи тим самим навантаження на міокард [96, 98]. Але в нього немає достатньої доказової бази щодо лікування гострого інфаркту міокарда. Крім того, у гострий період ГІМ він не спричиняє вираженого кардіопротективного ефекту [94, 98, 124].
На сьогодні перевагу віддають цитопротекторам метаболічної дії (триметазидину, триметилгідразонію пропіонату), які не тільки блокують бета-окиснення жирних кислот в мітохондріях, але й на альтернативній основі стимулюють окиснення глюкози, таким чином впливаючи на індукцію біосинтезу оксиду азоту за рахунок збільшення кількості гамма-бутиробетаїну, а також здатності протистояти окислювальному стресу [88, 89, 95, 98].

Триметазидин інгібує 3-кетоацил-КоА-тіолазу – фермент окислення жирних кислот, що знижує їх рівень. Проте, маючи слабку пригнічувальну дію на карнітин-пальміто-ілтранслоктазу 1-го типу, триметазидин не збільшує захоплення й окислення пірувату. Крім того, триметазидин не проявляє антиоксидантних властивостей, що зумовило відсутність позитивного результату застосування даного препарату при інфаркті міокарда, показаного у міжнародному багатоцентровому подвійно сліпому рандомізованому дослідженні EMIP-FR (The European Myocardial Infarction Project — Free Radicals) [118-121]. На сьогодні асоціація кардіологів України (2016) рекомендує призначати метаболічний антиангінальний препарат триметазидин пацієнтам зі стабільною стенокардією при непереносимості або недостатній ефективності антиангінальних гемодинамічних засобів, але не в гострому періоді інфаркту міокарда [101-106, 125].
Ще одним представником цієї групи є триметилгідразинію пропіонат (мельдоній), який є конкурентним інгібітором ферменту гамма-бутеробетаїнгідроксилази, що каталізує процес перетворення гамма-бутеробетаїну в карнітин [107]. Триметилгідразинію пропіонат не є препаратом карнітину, він лише обмежує швидкість біосинтезу карнітину з його попередника гамма-бутеробетаїну. Карнітин, будучи своєрідним транспортером, сприяє проникненню жирних кислот у клітину, де відбувається процес їх β-окислення. В умовах достатнього надходження кисню з жирних кислот, які проникли в мітохондрії, утворюються макроергічні сполуки у вигляді АТФ [39,98,107].

Триметилгідразинію пропіонат частково сповільнюючи транспорт жирних кислот, зменшує їх окислення, в результаті чого зменшується потреба клітини у кисні. Препарат запобігає накопиченню токсичних проміжних продуктів обміну речовин (ацилкарнітин й ацил-КоА) і викликаним ними пошкодженням клітин. Зменшення швидкості окислення жирних кислот включає альтернативну систему виробництва енергії — окислення глюкози, яка на 12 % ефективніше використовує кисень для синтезу АТФ. Цей механізм також визначає цитопротективну дію триметилгідразоніюпропіонату на ішемізовані клітини. В результаті підвищується стійкість кардіоміоцитів до нестачі кисню, раціональніше використовуються енергетичні ресурси, що допомагає серцю виживати в екстремальних умовах [107]. Триметилгідразонію пропіонат стимулює аеробний гліколіз, що не супроводжується накопиченням в тканинах лактату, тому що система піруватдегідрогенази забезпечує швидке подальше окислення глюкози. Отримані результати дозволяють вважати триметилгідразоніюпропіонат певною мірою засобом фармакологічного прекондиціонування, який здатен оптимізувати окислення глюкози [97, 104, 107]. Складні ефіри триметилгідразонію пропіонату та γ-бутиробетаїну є структурними аналогами ацетилхоліну, отже, стимуляція рецепторів атетилхоліну приводить до індукції еNO-синтази [107]. Триметилгідразонію пропіонат здатний активувати гени, які відповідають за захист організму від стресу [86, 88]. В багатьох дослідженнях показано, що ця сполука поліпшує функцію ендотелію, стан ліпідного профілю, попереджає реперфузійне пошкодження, прискорює відновлення функцій міокарда [126]. 
Отже, механізм дії мельдонію включає в себе інгібування ГББ-гідроксилази, яка перетворює γ-бутиробетаїн (ГББ) в карнітин. В результаті цього поступово (протягом 10 днів) відбувається зниження концентрації карнітину і накопичення ГББ, що приводить до оптимізації енерговиробництва в ішемізованих клітинах. На жаль, цей процес відбувається повільно і лікувальний ефект мельдонію починає проявлятися лише після того, як концентрація ГББ у всьому організмі істотно зросте, що ускладнює застосування мельдонію в гострих випадках порушення кровообігу [107, 116].

Експериментальні дослідження підтвердили гіпотезу, що якщо до мельдонію додається необхідна кількість ГББ, тоді ефект від цієї компбінації настає негайно. Отже, був створений оригінальний комбінований препарат – цитопротектор нового покоління капікор (мельдоній+γ-бутиробетаїн), який поєднує в собі переваги попередника мельдонію та широкі можливості оксиду азоту (NO). Було показано, що саме ГББ і його ефіри відповідальні за індукцію біосинтезу NO, який, у свою чергу, є молекулою-месенджером, яка бере активну участь в регуляції тонусу кровоносних судин, отриманні сигналів з ЦНС й активізації імунної системи. Завдяки вивіреному співвідношенню двох діючих речовин – мельдонію та ГББ, капікор в порівнянні з мельдонієм швидше і потужніше проявляє  NO-залежні ефекти в регуляції судинного гомеостазу [88, 107]. Подібні метаболітотропні ефекти капікору у гострий період ІМ обумовлюють доцільність його використання у якості референс-препарату при дослідженні нових кардіопротекторів. 
За даними вітчизняних та зарубіжних літературних джерел, одним з перспективних напрямків лікування і профілактики серцево-судинних хвороб є прекондиціювання міокарда.

Прекондиціонування – процес 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) [116]. Короткочасна ішемія міокарда ініціює каскад певних біохімічних процесів у кардіоміоцитах. Завдяки короткому, але ефективному “курсу загартовування” міокард стає підготовленим до подальшої ішемії і набагато стійкішим до агресивних факторів, обумовлених погіршенням живлення та оксигенації серця [117-119]. 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 [116, 120-122]. 

На теперішній час, на підставі даних багатьох досліджень сформульований механізм захисної дії класичного ішемічного прекондиціонування, суть якого пов’язана з модифікаціями внутрішньоклітинного обміну: збереження досить високого рівня АТФ за рахунок обмеження утилізації макроергічних фосфатів. Запуск ішемічного прекондиціонування здійснюється взаємодією ендогенних факторів з їх специфічними рецепторами [123-126]. Отже, для зменшення пошкодження міокарда при постішемічній реперфузії необхідно забезпечити відновлення енергетичних запасів до початкового рівня та запобігти надмірному утворенню АФК, а також мобілізувати власні захисні механізми, що активуються при ішемічних епізодах (основа ефекту прекондиціонування) [127-133]. Також доведено існування “другого вікна захисту” або пізнього ішемічного прекондиціонування. На відміну від класичного ішемічного прекондиціонування, захисні ефекти його проявляються відразу ж після короткочасних епізодів ішемія/реперфузія, пізніше ішемічне прекондиціонування проявляється через добу і з більш пролонгованою і менш інтенсивною відповіддю. Механізми цієї форми ішемічного прекондиціонування обумовлені включенням експресії генів синтезу “heatshock” білків і клітинної iNO-синтази [120, 130]. Захисна дія “другого вікна” прекондиціонування опосередковується через збільшення утворення первинних АФК, зокрема NО, під час тривалої ішемії, яка блокується скевенджерами кисневих радикалів макрофагів (рецептори-чистильники) та інгібіторами iNO-синтази [120]. В механізмі розвитку захисного ефекту ішемічного прекондиціонування важливу роль відіграють мітохондрії. Існують численні докази, що фармакологічне відкриття АФТ-залежних К+-каналів повністю відтворюють уяву про захисний ефект ішемічного прекондиціонування. Енергозберігаючий ефект ішемічного прекондиціонування обумовлений зниженням активності протонної мітохондріальної F0 F1 АТФази, дефосфорилюванням основної кількості АТФ при ішемії. Активність цього ферменту призводить до зниження білка IF1, який синтезується у відповідь на ішемію, а також зменшенню активності ферментів, які каталізують АТФ-залежні метаболічні реакції, знижуючи активність сарколемальної Na+, К+-АТФази, Са++-АТФази саркоплазматичного ретикулуму [116, 120, 132]. При ішемічному прекондиціонуванні реєструється менше накопичення недоокислених продуктів гліколізу (піруватів, фосфогліцератів, лактатів тощо), що сприяє збереженню осмолярності плазми на допустимому рівні та попереджає внутрішньоклітинний набряк кардіоміоцитів. Доведено, що протягом короткого часу класичного прекондиціонування не відбувається активації генів, відповідальних за ресинтез внутрішньоклітинних білків кардіоміоцитів. У той же час утворення “Heatshock”-білків, iNO-синтази, супероксиддисмутази та деяких ключових ферментів енергетичного обміну слугують невід’ємними умовами прояву кардіопротекторних ефектів “другого вікна”. Також крім утворення білків механізм дії “другого вікна” прекондиціонування включає генерацію вільних радикалів кисню та пероксинітриту – продукту взаємодії NО і О2 (ОNОО-) [116, 120, 133]. Новою стратегією у фармакологічному захисті серця від ішемічних і реперфузійних пошкоджень є використання інгібіторів Na+/H+.У нормальних умовах сарколемальний Na+/H+-обмінник не активований. При ішемії у відповідь на внутрішньоклітинний ацидоз, який швидко розвивається, і можливо, на інші стимулюючі фактори, його активність підвищується. Це призводить до зростання внутрішньоклітинної концентрації іонів Na+, якому також сприяє інгібування Na+/K+-АТФази - основного механізму виведення Na++ з міоциту. У свою чергу з накопиченням іонів Na+ збільшується вхід іонів Са++ всередину клітини через Na+/Ca++-обмінник, що сприяє “Са++- перевантаженню”. Інгібітори Na+/H+-обміну чинять свою кардіозахисну дію при ішемії, частково блокуючи цю послідовність іонного обміну при ішемії. Ішемічне прекондиціонування здатне блокувати Na+/H+-обмінник на тривалий період ішемії, зменшуючи перевантаження ішемізованих кардіоміоцитів іонами Na + і Са ++ на стадії ранньої реперфузії [117, 119, 131].

За данними багатьох авторів, ефект прекондиціювання може бути стимульований за допомогою регулярної фізичної активності, яка забезпечує підкріплення і посилення цього ефекту. Наприклад, цікаві результати дослідження, в якому фізичне навантаження в рамках навантажувального тесту у пацієнтів з ішемічною хворобою серця (ІХС) сприяло кращій переносимості такого ж навантаження через годину (меншою депресією сегмента ST на піку виконання вправи). Однак відомо, що вплив 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 [120, 131].

Незважаючи на значну кількість досліджень, присвячених цій проблемі, наразі феномен ішемічного прекондиціювання та його вплив на кардіоваскулярну захворюваність і смертність залишається недостатньо вивченим; більшість досліджень було проведено на експериментальних моделях та у дослідах in vitro. Крім того, у доступних літературних джерелах немає інформації щодо системних ефектів прекондиціювання [119]. Крім того, суперечливим є питання щодо режиму дозування.
Виходячи з вищевикладеного, на сьогодні існує широкий спектр препаратів, які здатні позитивно впливати на ендотеліальну функцію і систему NO, але летальність від інфаркту міокарда неухильно зростає, тому пошук нових кардіопротекторів є актуальним.

У теперішній час велика кількість епідеміологічних, експериментальних і клінічних досліджень підтверджують протективне значення естрогенів у жіночому організмі та, навпаки, згубні для серцево-судинної системи наслідки зниження їх концентрації в крові після менопаузи [134-136]. Крім того, багатьма експериментальними та клінічними дослідженнями встановлені біологічні ефекти естрогенів, які не пов’язані з їх прямою гормональною дією. Важливим моментом є наявність великої щільності естрогенових рецепторів на серці та ендотелії як у жінок, так і у чоловікв [135]. На теперішній час є багато даних щодо цито- та кардіопротективних ефектів естрогенів. Встановлено, що реалізація кардіопротективних ефектів естрогену відбувається різними шляхами. В їх основі лежать його сприятливі впливи на ліпідний профіль й ендотеліальну функцію, хоча можна говорити і про прямий вплив гормону на кардіоміоцити. Велике значення має стимулювання цим гормоном вироблення NO-синтази, яка відіграє одну з ключових ролей у відкритті АТФ-залежних калієвих каналів мітохондрій і, відповідно, у запуску ішемічного прекондиціювання міокарда [136-140]. З’явилися дані щодо можливостей естрогенів індукувати синтез HSP-білків в умовах гіпоксії. 
Вищевикладене обумовлює актуальність і перспективність подальших досліджень у цьому напрямку.
1.3. Участь естрогенів у реалізації механізмів ендогенної цитопротекції в умовах гіпоксичного пошкодження серця. Перспективи застосування селективних модуляторів естрогенових рецепторів

Виходячи з аналізу літературних джерел, актуальним і перспективним напрямом у створенні нових цитопротективних препаратів, що застосовуються при гіпоксичному ураженні клітин, є пошук сполук, здатних індукувати фактори ендогенної цитопротекції (HSP-білки; HIF-білки, NO) [141-144, 147]. Експериментальні дослідження останнього десятиріччя, які проводились у цьому напрямку, встановили ряд факторів, здатних індукувати експресію шаперонів, починаючи від прекондиціювання, теплового стресу та магнітного поля і закінчуючи деякими лікарськими засобами (антиоксиданти, тритерпенові сполуки, аримокломол, аденозин, нітрати, кислота вальпроєва, естрогени та інші) [148-152]. Серед цього ряду на особливу увагу заслуговують естрогени. Історично склалося, що дослідження естрогенів проводилися в галузі їх впливу на вторинні статеві ознаки у самок, мітотичну активність у міометрії, проліферацію фолікулярних гранульозних клітин яєчників [146, 149, 153-156]. Однак виявлення великої кількості естрогенових рецепторів у тканинах, які не є класичними мішенями естрогенів, причому в індивідуумів як жіночої, так і чоловічої статі, свідчать про те, що естрогени регулюють в організмі не тільки репродуктивні процеси [157]. Низкою експериментальних досліджень продемонстровано захисні властивості естрогенів щодо кісткової тканини, серцево-судинноїі та центральної нервовової системи [152-157]. Звертає на себе увагу велика щільність естрогенових рецепторів обох типів (α та β типів) на серці, а також ендотелії коронарних судин [142]. Розроблена на сьогодні, переважно за кордоном, концепція кардіопротективного впливу лікарських препаратів естрогену грунтується на великому клінічному матеріалі, який свідчить про здатність естрогенів запобігати, гальмувати прогресування ІХС, артеріальної гіпертензії, пароксизмальних форм порушення серцевого ритму, атеросклерозу, перш за все жінок з дефіцитом естрогенів [149, 150].

Результати епідеміологічних досліджень показують значне (на 40-50 %) зниження імовірності розвитку коронарних захворювань у жінок, які отримували після менопаузи замісну терапію. Автори вказують на захисну дію естрогенів відносно серцево-судинної системи і вважають, що є підстави говорити про можливе продовження життя жінки за допомогою замісної терапії. Останніми роками тривають дослідження ролі естрогенів і гістагенів в регуляції функції серцево-судинної системи й обговорюється доцільність замісної гормональної терапії в постменопаузі [155-159]. У дослідженнях, що проводились раніше, спостерігався позитивний вплив ЗГТ на параметри функціонування серцево-судинної системи у молодих жінок з вираженими перименопаузальними симптомами. Обгрунтуванням ефективності впливу естрогенів на серцево-судинну систему є присутність в її клітинах α- і β-естрогенних рецепторів. Перші присутні в гонадах, репродуктивному тракті, молочних залозах, серцево-судинній системі і головному мозку [145]. Крім того, за даними деяких дослідників, на серці існують загальні для усіх стероїдних лігандів, включаючи серцеві глікозиди, ділянки зв’язування, котрі відповідають за мембранний етап впізнавання і проникнення ліганду до внутрішньоклітинних специфічних рецепторів. Доказом цього є здатність серцевих глікозидів проявляти естрогеноподібні ефекти на міометрії [142]. Естроген може впливати на серцево-судинну систему як локально, так і системно. Модуляція функцій ряду клітин стінки судин і міокарда естрогенами здійснюється за допомогою геномних і негеномних ефектів через рецептори естрогенів. Велика кількість естрогенових рецепторів експресується в серці і судинах, що підтверджує ідею про те, що серцево-судинна система є органом-мішенню для дії естрогенів. Ефекти естрогенів, що демонструють зміни в експресії гена, оцінюються як “геномні”. Однак естроген-залежні сигнальні шляхи і функція естрогенових рецепторів (ЕР) набагато складніші [146,157]. Показано, що ЕР судин можуть бути транскрипційно активовані і без зв’язку з естрогеном, а за допомогою прямого фосфорилювання рецептора різними кіназами (ліганд-незалежної активації рецептора). Естрогени надають швидкий негеномний ефект на судини і мають довготривалий (геномний) вплив, що зменшує відповідь на пошкодження судини і попереджує атеросклероз [158-159]. Дослідження in vitro, експерименти на тваринах і клінічні дані показують, що естрогени регулюють функцію ендотелію артерій, м’язових клітин і кардіоміоцитів [143, 146, 160]. Відомі два механізми дії естрогенів: геномний і негеномний. Геномні ефекти здійснюються за допомогою зв’язування зі специфічними ядерними естроген-рецепторами, вони розвиваються через 12-24 години. Негеномні ефекти характеризуються швидким (секунди) розвитком і опосередковуються трансмембранними механізмами: активацією ферментів синтезу оксиду азоту або модуляцією іонних каналів. Оксид азоту сприяє кардіопротективній дії: стимулює релаксацію гладком’язових клітин (що веде до вазодилатації), гальмує активацію тромбоцитів та їх адгезію, гальмує адгезію лейкоцитів до ендотелію, їх інвазію у стінку артерії, збільшує колатеральний кровотік при оклюзії артерій, гальмує проходження іонів кальцію через канали, інгібують проліферацію клітин гладких м’язів судин і стимулює ангіогенез [147-150]. Також естрогени сповільнюють розвиток атеросклерозу (перешкоджають експресії адгезивних молекул, інгібують окислення ліпопротеїнів низької щільності (ЛПНЩ), регулюють функцію ендотелію (сприяють вивільненню ендотелій-залежного релаксуючого фактора, збільшують продукцію простацикліну, знижують рівень ендотеліну), інгібують трансмембранний потік іонів кальцію, запобігають ремоделюванню судинної стінки [150, 152, 157, 158]. Множинні антиатерогенні властивості естрогенів, зникають з настанням менопаузи, що проявляється зменшенням таких факторів ризику серцево-судинних захворювань, як збільшення індексу маси тіла, артеріальна гіпертензія, підвищення загального холестерину (ХС), ЛПНЩ, тригліцеридів (ТГ), глюкози, фібриногена [161]. У дослідженні PHOREA (Postmenopausal Hormone Replacement Against Atherosclerosis) у жінок з атеросклерозом сонних артерій комбінована терапія 17β-естрадіолом і гестагеном не супроводжувалася достовірними змінами товщини комплексу інтима-медіа загальної сонної артерії. Однак тривалість лікування становила всього 1 рік. У той же час ЗГТ в даному дослідженні мала позитивний вплив на показники жорсткості/еластичності судинної стінки [142, 147, 155].
Все це обумовлює перспективність подальшого вивчення кардіопротективних властивостей естрогенів. Однак впровадження в клініку естрогенів в якості кардіопротективних препаратів обмежується їх прямою гормональною активністю, а також неоднозначним впливом на систему згортання крові. 

У зв’язку з цим, цікавим напрямом є застосування в якості агоністів естрогенових рецепторів так званих селективних модуляторів естрогенових рецепторів (SERM). Селективні модулятори естрогенових рецепторів – це хімічні сполуки, які мають вибірковий як естроген-агоністичний, так і естроген-антагоністичний вплив на різні органи і тканини, що залежить від дози і типу EР-рецепторів. Ці речовини за хімічною будовою не належать до естрогенів. Однак завдяки особливостям своєї молекулярної структури та фізико-хімічним властивостям вони здатні взаємодіяти з естрогеновими рецепторами [154]. Застосування SERM в клінічній практиці для профілактики і лікування ряду захворювань грунтується на їх специфічному естроген-агоністичному й естроген-антагоністичному впливі на естрогенові рецептори в різних клітинах [155]. Відомо, що при зв’язуванні з агоністом або антагоністом ЕР зазнає конформаційних змін, що сприяє його спонтанній димеризації і полегшує подальшу взаємодію димера зі специфічним відповідним елементом для естрогенів, локалізованих в гені-мішені. Встановлено, що естроген полегшує взаємодію ЕР з білками-коактиваторами, необхідними для запуску транскрипції генів. При зв’язуванні ЕР з антагоністом, навпаки, відбувається взаємодія рецептора з білком-корепресором. Зв’язування рецептора з різними SERM дозволяє прийняти ЕР-конформацію, що відрізняється від тієї, яка викликається класичними агоністами або антагоністами. Отже, ефекти SERM залежать від відносного рівня експресії кофакторів (корепресорів і коактиваторів) [145, 149].
Унікальність фармакології SERM може бути пояснена декількома взаємодіючими механізмами: 1) диференціальною експресією естрогенових рецепторів у певних тканинах-мішенях; 2) диференціальною конформацією естрогенового рецептора при зв’язуванні з лігандом; 3) диференціальною експресією і зв’язуванням з естрогеновим рецептором корегуляторних білків [149-153]. Вважають, що відносні рівні експресії двох ізоформ естрогенових рецепторів (ЕРα і ЕРβ) впливають на клітинну відповідь на естрогени. SERM можуть функціонувати як повні антагоністи, діючи через ЕРβ на гени, що містять відповідні елементи, але можуть відігравати роль і часткових агоністів, діючи через ЕРα [159-161].

На даний час з групи SERM в клінічній практиці застосовуються такі препарати: тамоксифен, тореміфен, ралоксифен, лазофоксифен, базедоксифен, лівіал. Здебільш ці препарати призначають для лікування онкологічних захворювань, а також остеопорозу у жінок в постменопаузальному періоді.
На теперішній час існує багато робіт, в яких продемонстровано нейропротективну активність SERM, а також встановлені антигіпоксантні, антиоксидантні, енерготропні, властивості SERM в умовах експериментального гострого порушення мозкового кровообігу. Подібні ефекти SERM є загальнобіологічними, тому перспективним напрямком є вивчення цитопротекторних властивостей SERM в умовах гіпоксичного пошкодження серця.
РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1. Об’єкт та предмет дослідження
Об’єктом дослідження була ефективність селективних модуляторів естрогенових рецепторів за умов гострого інфаркту міокарда.

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

2.1.1. Характеристика лабораторних тварин. Експериментальна частина роботи була виконана на 250 статевозрілих щурах-самцях масою 190-230 г. Експериментальні тварини були отримані з ДУ “Інститут фармакології та токсикології НАМН України”. Тварини перебували на стандартному раціоні харчування при природній зміні дня та ночі. Температура повітря становила 18-20ºС, освітлення в кімнаті – 100 люкс, у клітці – (20-40) люкс.

Всі експериментальні процедури здійснювали відповідно до вимог Європейської конвенції щодо захисту хребетних тварин (м. Страсбург, 18.03.1986 р.), Директив Ради Європейського економічного співтовариства щодо захисту хребетних тварин (м. Страсбург, 24.11.1986 р.), Статуту Української асоціації біоетики та норм, методичних рекомендацій ДФЦ МОЗ України, “Положення про використання тварин в біомедичних дослідженнях” [162-166], закону України “Про лікарські засоби” (1996 р., ст. 7, 8, 12), принципів ІСН GСP (2008 р.), GLР (2002 р.), “Порядку проведення клінічних випробувань лікарських засобів та експертизи матеріалів клінічних випробувань” і “Типового положення про комісію з питань етики”, затверджених наказами МОЗ України № 523 від 12.07.2012 р. та № 616 від 03.08.2012 р. Використовували припустиму для статистичної обробки й отримання достовірних результатів кількість тварин (по 10 на групу), а також мінімально достатню для досягнення мети та вирішення завдань дослідження кількість експериментальних груп, тобто загальну кількість тварин [163].

2.1.2. Перелік використаних засобів. В експериментальних дослідженнях застосовували наступні лікарські препарати:
1. досліди in vitro – селективні модулятори естрогенових рецепторів тамоксифену цитрат (tamoxifen citrate, рег. № EF3300), тореміфен (toremifene, рег. № 1705834), лівіал (livial, рег. № 38006), референс-препарат естрадіолу валеріат (estradiol valerate, рег. № 52093D), які вносили в інкубаційне середовище. Дози представлені в табл. 2.1;
2. досліди in vivo – препарати селективних модуляторів естрогенових рецепторів тамоксифену цитрат, тореміфен, референс-препарати тіотриазолін (thiotriazolin, рег. № 11117), що нині є універсальним антиоксидантом, і капікор (сapicor, рег. № 11114), який, згідно з його фармакологічними властивостями, доцільно застосовувати в гострому періоді інфаркту міокарда [107]. У табл. 2.2 містяться ефективні дозування досліджуваних препаратів, які були розраховані з використанням методу регресивного аналізу та 3D-моделі.
Таблиця 2.1
Лікарські препарати, що використані в експерименті (in vitro)

	Фармакологічна група
	Назва
	Доза
	Шлях введення
	Виробник

	Естрогени
	Естрадіолу валеріат (рег. № 52093D)
	10-7 М
	інкубаційне середовище
	“BAYER”

	Селективні модулятори естрогенових рецепторів
	Лівіал (рег. № 38006)
	10-7 М
	інкубаційне середовище
	N.V. Organon

	
	Тамоксифену цитрат (рег. № EF3300)
	10-7 М
	інкубаційне середовище
	“ЕБЕВЕ”

	
	Тореміфен (рег. № 1705834)
	10-7 М
	інкубаційне середовище
	“ORION PHARMA”


Таблиця 2.2

Лікарські препарати, що були використані в експерименті

	Фармакологічна

група
	Назва
	Доза
	Шлях введення
	Виробник

	Антиоксиданти
	Тіотриазолін (рег. № 11117)
	50 мг/кг
	внутрішньо-черевно
	АО “Галичфарм” Розробка НПО “Фарматрон”

	Кардіопротектори
	Капікор (рег. № 11114)
	6 мг/кг
	внутрішньо-черевно
	АТ “Олайнфарм”

	Селективні модулятори естрогенових рецепторів
	Тамоксифену цитрат (рег. № EF3300)
	0,1 мг/кг
	внутрішньо-черевно
	“ЕБЕВЕ”

	
	Тореміфен (рег. № 1705834)
	0,1 мг/кг
	внутрішньо-черевно
	“ORION PHARMA”


У дослідах in vitrо досліджувані препарати додавали в суспензію кардіоміоцитів. У дослідах in vivo вони вводилися внутрішньочеревно 1 раз на добу, починаючи з першого дня моделювання інфаркту міокарда, у вищезазначених дозах впродовж перших 4 діб ішемії міокарда (гострий період).
2.2. Дизайн дослідження

Було розроблене 2-етапне дослідження.

Дослідження in vitro (рис. 2.1) та in vivo (рис. 2.2).
Перший етап дослідження in vitro: гіпоксію in vitro моделювали шляхом внесення в суспензію кардіоміоцитів розрізнювача тканинного дихання (-1-метил-4-феніл-1,2,3,6-тетрагідропіридин-1-метил-4-феніл-1,2,3,6-тетрагідропіридил (МФП)) у концентрації 0,6 мкМ [164]. Із цією метою подрібнені шматочки міокарда розміром 1-2 мм3 вносили в буферний розчин об’ємом 7 мл, що містить 0,3 М сахарози, 250 мкМ ЕДТА, 5 мМ трис, pH 7,4; додавали 0,6 мкМ МФП та інкубували 120 хв при температурі 20°С. Досліджувані препарати (селективні модулятори естрогенових рецепторів – тамоксифену цитрат (“ЕБЕВЕ”, Австрія), тореміфен (“ORIONPHARMA”, Фінляндія), лівіал (N.V.Organon, Швейцарія) та референс-препарат естрадіолу валеріат (“BAYER”, Франція)) вносили в інкубаційне середовище в ЕС50 – 10-7 М [162-165].
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Рис. 2.1. Дослідження in vitro.
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Рис. 2.2. Дослідження in vivo.

Були виділені 6 експериментальних серій суспензій: 
1 – інтактна (n=10); 
2 – контрольна (120-хв інкубація з МФП) (n=10); 
3 – МФП гіпоксія з додаванням тамоксифену цитрату (120-хв інкубація з МФП з додаванням 10-7 тамоксифену) (n=10); 
4 – МФП гіпоксія з додаванням тореміфену (120-хв інкубація з МФП з додаванням 10-7 тореміфену) (n=10); 
5 – МФП гіпоксія з додаванням лівіалу (120-хв інкубація з МФП з додаванням 10-7 лівіалу) (n=10); 
6 – МФП гіпоксія з додаванням естрадіолу валеріату (120-хв інкубація з МФП з додаванням 10-7 естрадіолу валеріату) (n=10).

Вивчали наступні показники:

1. стан енергетичного метаболізму визначали за рівнями макроергічних фосфатів (АТФ, АДФ, АМФ), а також лактату, малату та пірувату;

2. вираженість оксидативного стресу оцінювали за допомогою імуноферментного визначення нітротирозину (НТЗ) та гомоцистеїну (ГЦ);
3. стан АОС встановлювали за допомогою визначення КАТ та СОД;
4. ультраструктуру кардіоміоцитів вивчали за допомогою електронної мікроскопії.
Другий етап дослідження in vivo: ГІМ моделювали шляхом введення впродовж 4 діб коронароспазмуючого агента вазопресину (Sigma) (1 од/кг підшкірно) та β1,2,3-адреноміметика ізопреналіну (200 мг/кг внутрішньом’язово) [162]. Досліджувані препарати (тамоксифену цитрат, тореміфен, тіотриазолін, капікор) вводили внутрішньочеревно через 20 хв після введення ізадрину протягом 4 діб [162].
Розподіл тварин за групами: 
1 – Інтактні тварини

2 – Лабораторні тварини моделювання ІМ (контроль)

3– Лабораторні тварини з ІМ + тамоксифену цитрат (0,1 мг/кг)

4 – Лабораторні тварини з ІМ + тореміфен (0,1 мг/кг)

5 – Лабораторні тварини з ІМ + капікор (6 мг/кг)

6 – Лабораторні тварини з ІМ + тіотриазолін (50 мг/кг)
Тварин виводили з експерименту на 4-ту добу. В якості групи порівняння використовувалися тварини з гострим інфарктом міокарда. Для найкращої відтворюваності результатів експериментальні тварини підбиралися однієї вікової і вагової категорії, що містились в однакових умовах.
Наявність інфаркту міокарда підтверджували наявністю маркеру пошкодження кардіоміоцитів Тропоніну І та ЕКГ- змінами.
2.3. Методи дослідження
2.3.1. Фармакологічні методи дослідження. Для визначення максимально ефективної дози досліджуваних лікарських засобів в умовах моделювання ішемії кардіоміоцитів проводилося дозозалежне дослідження зміни низки оцінюваних параметрів (відсоток виживання, енергетичний заряд мітохондрій, а також вміст нітротирозину, ST2). Потім за допомогою математичних методів регресійного аналізу визначали найбільш ефективну дозу досліджуваних препаратів [168, 169].
2.3.2. Фізіологічні методи дослідження. Для підтвердження ГІМ проводили ЕКГ-дослідження. На 4 добу через 60 хв після останньої ін’єкції досліджуваних препаратів тварини наркотизувалися тіопентал-натрієм (40 мг/кг), після чого реєструвалася ЕКГ шляхом накладання на кінцівки голчатих електродів за загальноприйнятою схемою в стандартних відведеннях [165]. Аналіз ЕКГ проводився на комп’ютерному аналізаторі CardioCom-2000plus (ХАІ-Медика, Україна). Як електрокардіографічний критерій ефективності протиішемічної дії препарату використовувався метод ЕКГ-картування [165] з розрахунком показників сумарного ступеня зміщення сегмента SТ відносно ізолінії (ΣΔST). Цей принцип був використаний в експериментах на щурах із застосуванням 21 грудного електрода з паралельною реєстрацією ЕКГ в 3-х стандартних відведеннях і розрахунком показника ΣΔST.
2.3.3. Загальноклінічні методи дослідження. Вивчення агрегаційної здатності тромбоцитів проводилося на світловому агрегометрі SOLAR AP2110 (Білорусь), що дозволяє визначити кількість тромбоцитів і виявити закономірність змін світлопропускання в збагаченій тромбоцитами плазмі (ЗТП) за методом Борна. Для роботи використовувалася багата та бідна тромбоцитами плазма.
Отримання плазми, збагаченої тромбоцитами. Плазма, багата тромбоцитами, одержується при центрифугуванні зі швидкістю 1000 об/хв протягом 7-10 хв. Потім її відбирають за допомогою напівавтоматичної піпетки та переносять в іншу пробірку.
Вимірювання параметрів спонтанної агрегації проводять у ЗТП.
Дослідження плазмового гемостазу. Отримання плазми, бідної тромбоцитами. Багату тромбоцитами плазму центрифугують при 3000 об/хв протягом 15 хв. Центрифугування проводять при кімнатній температурі. Збагачену та бідну тромбоцитами плазму досліджують впродовж 2 годин від моменту забору крові.
Вивчення плазмового гемостазу проводилося з визначенням протромбінового індексу та МНВ. Для дослідження використовувалася цитратна плазма, бідна тромбоцитами. Робота проводилася на напівавтоматичному коагулометрі Coag Chrom 3003 з використанням ліофілізованого тромбопластину з СаCl2 (набір “РТ” фірми Bio-Ksel, Польща).
2.3.4. Біохімічні методи дослідження. З метою оцінки тяжкості ішемічного пошкодження тканин серця й ефективності досліджуваних лікарських засобів проводили вивчення АОС, енергетичного метаболізму в гомогенаті серця.
Для біохімічних досліджень тканини серця гомогенізували на холоді в сольовому ізотонічному середовищі (0,15 М КСl) при температурі +4ºС за допомогою гомогенізатора SilentCrusher S. (Німеччина) у співвідношенні тканина-сольовий розчин 1:40. Після чого методом диференційного центрифугування виділяли суспензію кардіоміоцитів (15000 g) при температурі 15°С (10 хв). Безбілковий екстракт одержували додаванням точної наважки гомогенату тканини серця в хлорну кислоту (0,6 М) з подальшою нейтралізацією 5,0 М калію карбонатом [166-169].
Активність КАТ визначали спектрофотометричним методом. КАТ, що знаходиться в пробі, розкладає пероксид водню, залишок перекису визначають за реакцією з молібдатом амонію. Її активність оцінювали за ступенем розкладання перекису водню. Активність КАТ виражали в мкат/мг білка/хв [170].
Біохімічне визначення СОД проводили за методом Чеварі та співавт. СОД конкурує з нітросинім тетразолієм (НСТ) за супероксидрадикали, що утворюються внаслідок аеробної взаємодії НАДН та феназинметасульфату (ФМС). У результаті цієї реакції НСТ відновлюється до гідразинтетразолію. У присутності СОД відсоток відновлення НСТ змінюється. Для розрахунку активності СОД обчислювали відсоток гальмування відновлення НСТ. Активність СОД виражали в у. о./мг білка/хв [171, 172].
Визначення активності глутатіонредуктази (ГР) проводили спектрофотометрично при довжині хвилі 340 нм за швидкістю окислення NADH. Активність ферменту виражали в мкмолях/г тканини/хв [166, 173].
Активність НАДФ-залежної малатдегідрогенази вивчали за зміною швидкості відновлення НАДФ в інкубаційному середовищі при насичених концентраціях субстратів і кофакторів [121]. Реакцію запускали додаванням 0,1 мл тканинного екстракту (Е1) і через 3 хв – Е2 (довжина хвилі 340 нм). Активність ферменту виражали в нмоль НАДФН2, що утворився за 1 хв в розрахунку на 1 мг білка (НАДФН2/хв на 1 мг білка) [163-166, 173].
Активність Ц-C-О визначали спектрофотометрично за інтенсивністю окислення відновленого цитохрому ферментом, що міститься в досліджуваному розчині. Швидкість окислення цитохрому вимірювали при довжині хвилі 550 нм. Для вивчення швидкості ферментативної реакції у вміст кювети вносили 40 мкл досліджуваного матеріалу та секундоміром відзначали початок реакції. Оптичну щільність вимірювали кожні 30 с протягом 3 хв. Активність ферменту виражали в зміні екстинкції в 1 хв на 1,0 г тканини [163-166].
Активність Г-6-ФДГ досліджували спектрофотометрично. Визначення активності Г-6-ФДГ грунтувалося на вимірюванні швидкості відновлення НАДФ в інкубаційному середовищі при насичених концентраціях субстратів і кофакторів [163-166]. Активність ферменту виражали в нмоль НАДФН2, що утворився за 1 хв в розрахунку на 1 мг білка (НАДФН2/хв на 1 мг білка) [163-166].
Визначення концентрації гомоцистеїну “Homocysteine” (“Axis-ShieldDiagnostics”) здійснювали за допомогою імуноферментного методу. Концентрацію виражали в мкм/г тканини [163-166].
Визначення вмісту нітротирозину “Nitrоtіrosin” (ELISA Kit “Hycult biotechnology b.v.”) у тканинах серця проводили імуноферментним методом, що грунтується на твердофазній ензимозв’язаній імуносорбції, за принципом “сендвіча” [163-166].
Визначення тропоніну I здійснювали імуноферментним методом, що базується на використанні “сендвіч”-варіанту твердофазного імуноферментного аналізу [163-166].
ST2 встановлювали методом Critical Diagnostics Presage®, що є кількісним ІФА-методом (т. з. сендвіч-метод) для вимірювання концентрації ST2 в сироватці або плазмі крові. Аналіз проводився в 96-ямкових мікропланшетах, дно лунок яких було вкрите моноклональними антитілами. Розбавлені зразки плазми або сироватки крові вносили до відповідних лунок мікропланшетів та інкубували протягом необхідного часу. Після етапів промивання реагенти видалялися з лунок мікропланшетів, а також вносилися додаткові реагенти, які згодом вимивалися. Аналіз проводився при додаванні колориметричного реагенту, результуючий сигнал вимірювався спектрофотометрично при 450 нм [163-166].
Концентрацію аденілових нуклеотидів у тканинах серця визначали методом тонкошарової хроматографії в системі діоксан-ізопропанол-вода-аміак (4:2:4:1). АТФ, АДФ, АМФ ідентифікували в ультрафіолеті в хроматошарі ультрафіолетового світла 365 нм з подальшою прямою спектрофотометрією при довжині хвилі 260 нм. Вміст аденілових нуклеотидів розраховували за калібрувальною кривою та виражали в мкмоль/г тканини [163-166].
На підставі вивчення концентрації АТФ, АДФ, АМФ вираховували наступні додаткові показники енергетичного обміну [163-166]: 
енергетичний заряд (ЕЗ), який обчислювали за формулою АТФ+1/2АДФ/АТФ+АДФ+АМФ; 
енергетичний потенціал (ЕП) – АТФ+АДФ; 
термодинамічний контроль дихання (ТКД) – АДФ/АМФ.

Кількісне визначення вмісту пірувату в тканинах серця здійснювали за методом Цоха-Лампрехта, що полягає у відновленні пірувату в присутності ЛДГ до лактату. Кількість використаного в реакції пірувату еквімолярна кількості НАДН, спад якого визначається при довжині хвилі 340 нм. Кількість пірувату виражали в мкмоль/г тканини [163-166].
Кількісне визначення малату проводили за методом Хохорста. У присутності МДГ малат перетворюється в щавлевооцтову кислоту. Її зв’язування гідразин-гліциновим буфером забезпечує повне окислення малату. Утворення відновленої форми НАДН еквімолярне кількості окисленого малату, наростання якого реєстрували при 340 нм. Концентрацію малату виражали в мкмоль/г тканини [163-166].
Вміст лактату в тканинах серця визначали спектрофотометрією. У присутності лактатдегідрогенази молочна кислота переходить у піровиноградну, зв’язування утворюється в ході реакції пірувату з гідразин-гліциновим буфером, що сприяє повному окисленню лактату. Утворення відновленої форми НАД еквімолярне кількості окисленого лактату, яку реєстрували спектрофотометрично при довжині хвилі 340 нм і виражали у мкмоль/г тканини [163-166].
Визначення концентрації ізоцитрату в тканинах проводили за методом Зіберта. Під дією НАДФ-ізоцитратдегідрогенази, що міститься в пробі, ізоцитрат перетворюється в α-кетоглутарат. Кількість ізоцитрату, що прореагувала, еквімолярна кількості утвореного НАДФН, про збільшення якого судили за зміною оптичної щільності проби при довжині хвилі 340 нм.

Визначення концентрації HSP-70 здійснювали за допомогою імуноферментного методу. Концентрацію виражали в нг/мл.
Встановлення концентрації eNOS проводили за допомогою імуноферментного методу. Концентрацію виражали в нг/мл.
2.3.5. Метод молекулярно-генетичного дослідження ендотеліальної ізоформи NO-синтази та білків теплового шоку 70. 
Для аналізу експресії генів використовували метод полімеразної ланцюгової реакції зі зворотною транскрипцією в режимі реального часу (ЗТ-ПЛР). Об'єктом дослідження були фрагменти тканин, які були залиті у парафінові блоки після стандартної гістологічної підготовки. 
Молекулярно-генетичне дослідження включало декілька етапів. 

1 етап: депарафінізація зразків, попередньо фіксованих в розчині Буена і залитих в парафін. 

2 етап: виділення тотальної РНК.

Виділення тотальної РНК з тканини щурів проводили з використанням набору „Trizol RNA Prep 100” („ИЗОГЕН”), який містить наступні реагенти: Trizol reagent та ExtraGene Е. РНК виділяють відповідно до протоколу набору з виконанням наступних етапів: 

2.1 В пробірки загальним об’ємом 1,5 мл вносили по 100 мкл подрібненої тканини, що досліджувалась, добавляли 1 мл Trizol reagent та інтенсивно перемішували вміст до утворення гомогенної емульсії. Інкубацію проводили при + 4 °C протягом 5 хв.

2.2 Додавали в пробірки 200 мкл хлороформу та інтенсивно перемішували вміст пробірок. Інкубацію проводили при + 4 °C протягом 5 хв.

2.3 Центрифугували пробірки з сумішшю 5 хв при 14000 об / хв для розділення фаз. Прозору верхню фазу з РНК обережно переносили в стерильну пробірку загальним об’ємом 1,5 мл намагаючись не задіти пограничну між фазами білу плівку з ДНК та білками.

2.4 Додавали в пробірки рівний об’єм ізопропанолу, приблизно 600 мкл. та інтенсивно перемішували вміст пробірок та переносили пробірки в морозильну камеру при t = -20 °C на 30 хв.

2.5 Центрифугували пробірки з сумішшю 15 хв при 14000 об / хв. Повністю видаляли супернатант перевертанням пробірки. 

2.6 Додавали в пробірку 1 мл холодного 75% етилового спирту, перемішували вміст пробірки перевертанням 4-5 разів, центрифугували пробірки з сумішшю 5 хв при 14000 об / хв та обережно видаляли супернатант перевертанням пробірки.

2.7 Просушували осад при t = + 65 °C протягом 3 хв. та додавали в пробірки 50-100 мкл реагенту ExtraGene Е.

2.8 Суспензували вміст на вортексі 15-20 с та залишували при кімнатній температурі на 15-20 хв. Потім ще раз суспендували вміст пробірок на вортексі.

3 етап: зворотня транскрипція (виділення кДНК)

Для зворотної транскрипції (синтез кДНК) використовували „Набір реагентів для проведення зворотньої транскрипції (ОТ-1)” („СІНТОЛ”). Підготовку та проведення реакції проводили відповідно до протоколу набору з виконанням наступних етапів:

3.1 Готували наступну реакційну суміш в пробірці на льоду: тотальна РНК (2 мкл); Random-6 праймер (1 мкл); деіонізована вода очищена від нуклеаз (11 мкл). Загальний об’єм ― 14 мкл. Обережно перемішували.

3.2 В пробірку добавляли наступні компоненти в зазначеному порядку: реакційна суміш 2,5x (10 мкл); зворотня транскриптаза MMLV-RT (1 мкл). Загальний об’єм ― 25 мкл. Обережно перемішували та центрифугували.

3.3 Інкубували суміш при t = + 45 °C протягом 45 хв.

3.4 Зупиняли реакцію прогріванням при t = + 92 °C протягом 5 хв. та переносили пробірки на лід.

4 етап: полімеразно-ланцюгова реакція в режимі реального часу.

Для визначення рівня експресії досліджуваних генів використовували ампліфікатор CFX96™Real-Time PCR Detection Systems («Bio-Rad Laboratories, Inc.», США) і набір реактивів для проведения ПЦР-РВ в присутствии SYBR Green R-402 («Синтол», Росія). 
Фінальна реакційна суміш для ампліфікації включала барвник SYBR Green, ДНК – полімеразу SynTaq с игибирующими активность фермента антителами, по 0,2 мкл прямого і зворотного специфічних праймерів, dNTP- дезоксинуклеозидтрифосфаты, 1 мкл матриці (кДНК). 
Реакційну суміш доводили до загального обсягу 25 мкл додаванням деіонізованої Н2О. Специфічні пари праймерів (5'-3') для аналізу досліджуваних і референсного генів були підібрані за допомогою програмного забезпечення PrimerBlast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) та виготовлені фірмою ThermoScientific, США. 
Ампліфікація відбувалася за таких умов: ініціююча денатурація 95 °C ― 10 хв; далі 50 циклів: денатурація ― 95 °С, 15сек., віджиг праймерів ― 58-63 °С, 30 сек., елонгація ― 72 °С, 30 сек. Реєстрація інтенсивності флуоресценції відбувалася автоматично наприкінці стадії елонгації кожного циклу по каналу SybrGreen. 

В якості референс-гену для визначення відносного значення зміни рівня експресії досліджуваних генів був використаний ген глицеральдегид-3-фосфат дегідрогенази (GAPDH). Для вираження відносного рівня експресії генів використовували порівняльний Ct метод (ΔΔCt метод). В експеримент були включені негативні контролі: без додавання кДНК матриці в реакцію ПЛР, без додавання мРНК матриці в синтезі кДНК, без додавання ферменту в синтезі кДНК. Усі реакції ампліфікації виконували на індивідуальних зразках у трьох повторах.

2.3.6. Електронно-мікроскопічні методи дослідження. Для трансмісійного електронно-мікроскопічного дослідження тканину серця (верхівку) фіксували 3 % розчином глутаральдегіду в буфері, pH 7,4 протягом 2 годин при 40°C; потім дофіксували 1 % розчином чотириокису осмію в буфері протягом 1,5 годин і зневоднювали в розчинах спиртів зростаючої концентрації (70 % спирт був насичений ураніл-ацетатом). Зразки тканини заливали в епоксидну смолу Епон-812, розведену ацетоном в 3, 2 та 1,5 рази відповідно, кожен раз залишаючи препарати для просочення смолою на ніч при кімнатній температурі. Останнім етапом було переміщення препаратів у нерозведену смолу при 37°С протягом ночі та подальша полімеризація Епона при 60°С до твердого склоподібного стану. Серійні ультратонкі зрізи готували на ультрамікротомі LKB-III та забарвлювали свинцем за Рейнольдсом. Отримані препарати переглядали та фотографували в електронному мікроскопі [163-166].
Для кількісного підрахунку мітохондрій, що мають “пошкодження”, проводили сканування електронно-мікроскопічних фотографій і підраховували загальну кількість мітохондрій і кількість пошкоджених мітохондрій. У результаті обчислювалася частка мітохондрій з ушкодженнями як відношення кількості пошкоджених мітохондрій до загальної кількості мітохондрій на знімку. Для підрахунку та сканування відбиралися непересічні знімки, що містять не менше 80-ти мітохондрій [163-166]. Підрахунок проводили на комп’ютері в програмі Adobe Photoshop 7.
2.3.7. Статистичні методи аналізу. Статистичну обробку даних здійснювали з використанням стандартного пакету програм статистичної обробки результатів: Microsoft Office Excel 2003, STATISTICA® forWindows 6.0 (StatSoft Inc., № AXXR712D833214FAN5). Для кожної досліджуваної величини визначали показники середнього арифметичного (М) і стандартної помилки репрезентативності середнього арифметичного (m). Нормальність розподілу оцінювали за критеріями Колмогорова-Смирнова (D), Ліллієфорса, Шапіро-Уілка (W). У випадку розподілу, що відрізняється від нормального, або аналізу порядкових змінних використовували критерій Манна-Уїтні (U) для 2-х непов’язаних вибірок, для більшої кількості вибірок – Крускала-Волліса (H) з подальшим порівнянням за Ґеймсом-Говелом. Порівняння груп за якісною ознакою проводили за допомогою критерію χ² з аналізом таблиць спряженості. Дані були представлені у вигляді середнього арифметичного та стандартної помилки репрезентативності середнього значення. Взаємозв’язок між досліджуваними змінними проводили, використовуючи процедуру бінарного регресійного аналізу. Для всіх видів аналізу статистично значущими вважали відмінності при рівні значущості менше 0,05 [163-166, 174].
РОЗДІЛ 3 

РЕЗУЛЬТАТИ ВЛАСНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ
3.1. Дослідження in vitro
3.1.1. Дослідження впливу селективних модуляторів естрогенових рецепторів на молекулярно-біохімічні зміни кардіоміоцитів в умовах гіпоксії in vitro. Згідно з Європейською конвенцією щодо захисту тварин, що використовується в експериментальних та інших наукових цілях, проведення доклінічних досліджень у кожному конкретному випадку має бути науково обґрунтованим і обов’язково супроводжуватися суворим дотриманням низки етичних норм і принципів. У зв’язку з цим нині існують альтернативні методи досліджень, одним з яких є дослідження in vitro [167-169].

Розроблені на сьогодні методи гіпоксії in vitro кардіоміоцитів дозволяють отримати якісно нову та достовірну інформацію про стан кардіоміоцитів в умовах моделювання патобіохімічних процесів і вплив на них медикаментозних препаратів, що досліджуються [164].

На першому етапі досліджень була використана модель МФП-індукованої гіпоксії, що здатна відображати патобіохімічні процеси в умовах гіпоксичного пошкодження клітин.
Метою першого етапу було проведення скринінгу біологічних ефектів SERM порівняно з естрадіолу валеріатом на моделі МФП-індукованої гіпоксії in vitro.

В інкубаційне середовище кардіоміоцитів з МФП-індукованою гіпоксією вносили наступні препарати: тамоксифену цитрат, тореміфен, лівіал та естрадіолу валеріат у концентраціях 10-7 М.

Внесення в інкубаційне середовище 0,6 мкМ МФП призводило до каскаду патобіохімічних змін кардіоміоцитів, характерних для гіпоксичного пошкодження тканин. На 120-ту хвилину МФП-індукованої гіпоксії був зареєстрований виражений енергодефіцит, що є невід’ємною частиною гіпоксії, оскільки виникає внаслідок порушення трофіки тканин [49]. Енергодефіцит виявлявся дисбалансом вмісту в клітинах макроергічних фосфатів, а саме: статистично вірогідним зменшенням концентрації АТФ й АДФ на тлі збільшення вмісту АМФ. Крім того, внаслідок гальмування аеробного окиснення виникали компенсаторна активація гліколізу та порушення функціонування циклу Кребса, що спричиняло значні зміни перерозподілу його проміжних продуктів. Результатом цих процесів було зареєстроване значне падіння вмісту піровиноградної кислоти та малату на тлі великого накопичення концентрації лактату як “тупикового” продукту в енергетичному метаболізмі кардіоміоцитів (табл. 3.1).
Таблиця 3.1
Динаміка змін вмісту аденозинтрифосфату, аденозиндифосфату, аденозинмонофосфату, малату, пірувату та лактату в суспензії кардіоміоцитів з МФП-індукованою гіпоксією in vitro (M±m, n=10)

	Показники
	0 хв (інтактна суспензія) 
	60 хв 
	120 хв 

	АТФ, ммоль/г тканини
	2,7±0,17
	2,1±0,1*
	1,6±0,07#

	АДФ, ммоль/г тканини
	1,1±0,13
	0,74±0,07*
	0,32±0,08#

	АМФ, ммоль/г тканини
	0,1±0,02
	0,42±0,04*
	0,91±0,064#

	Малат, ммоль/г тканини
	0,28±0,04
	0,19±0,03*
	0,16±0,03#

	Піруват, ммоль/г тканини
	0,2±0,03
	0,15±0,02*
	0,1±0,02#

	Лактат, ммоль/г тканини
	2,1±0,17
	8,4±0,21*
	17,2±0,72#


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної суспензії; # – p≤0,05 відносно 60-хв МФП-індукованої гіпоксії.

Патобіохімічні зміни також відбувалися на тлі розвитку енергодефіциту в суспензії кардіоміоцитів, про що свідчило статистично вірогідне падіння ЕЗ, ЕП, ТКД на 25 %, 44 % та 96 % відповідно відносно групи інтакту (табл. 3.2).

Таблиця 3.2

Функціональні показники енергообміну в суспензії кардіоміоцитів на 120 хвилину гіпоксії in vitro (M±m, n=10)

	Серії суспензій кардіоміоцитів 
	ЕЗ
	ЕП
	ТКД

	Інтактна суспензія
	0,83±0,1
	3,45±0,04
	8,5±0,02

	Контрольна суспензія
	0,62±0,04*
	1,92±0,02*
	0,35±0,01*


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної суспензії.

Для повноти уявлень про метаболічні порушення, що виникають у кардіоміоцитах в умовах гіпоксії in vitro, обгрунтованим є вивчення змін антиоксидантної системи, а саме дослідження вмісту гомо цистеїну (ГЦ) та нітротирозину.

На сьогодні відомо, що ГЦ є атерогенним фактором, що відіграє важливу роль на ранніх стадіях атерогенезу: інгібування росту ендотеліальних клітин, прооксидантна дія, мітогенний вплив на гладком’язові тканини, стимулювання акумуляції білків у атеромі [32-36, 185, 186]. Результатом цих процесів є розвиток дисфункції ендотелію, а надалі й структурно-геометричних змін судинної стінки, що згодом призводить до ІХС [186].

Також ГЦ впливає на утворення оксиду азоту, знижуючи чутливість тканин до даної речовини. Гіпергомоцистеїнемія (ГГЦ) призводить до зниження біологічної доступності та пригнічення ефектів оксиду азоту. Цей факт пояснює зменшення судинорозширювального ефекту препаратів, що містять NO та використовуються в кардіологічній практиці. Крім того, ГГЦ призводить до прогресування атеросклерозу в зв’язку з посиленням проліферації гладком’язових клітин судинної стінки. У низці робіт були представлені дані про те, що товщина шару інтима-медіа залежить від рівня ГЦ в крові обстежуваних. Було встановлено достовірний зв’язок між концентрацією ГЦ та смертністю в пацієнтів з ангіографічно доведеними захворюваннями коронарних артерій [183]. Універсальним маркером пошкодження білків клітини є нітротирозин, що є продуктом нітрозування тирозину, що відбувається за участі реактивних форм азоту, як-от пероксинітрит та оксид азоту (IV). Нітротирозин виробляється в організмі при патологічних станах, як-от ІХС, ішемічне пошкодження мозку, та вважається маркером NO-залежного оксидативного стресу.

Вищезазначене обумовлює важливість здатності потенційних кардіопротекторів впливати на концентрацію цих біомаркерів.

Проведені дослідження показали, що на 120 хвилину гіпоксії в кардіоміоцитах інтенсифікувалися процеси вільнорадикального окиснення, внаслідок чого реєструвалося накопичення цито- та геномотоксичних маркерів окисного стресу (НТЗ та ГЦ) на тлі суттєвого падіння активності ключових ензимів АОС (КАТ та СОД).

Звертало на себе увагу значне накопичення цитотоксичної сполуки – ГЦ (на 83 %), що відіграє провідну роль у порушенні енергопродукуючої функції мітохондрій, виснаженні енергетичних запасів клітини, що призводить до посилення оксидативного пошкодження функціонально-активних білків [187-189]. Паралельно зі збільшенням вмісту ГЦ відбувалося значне підвищення маркера окисної деструкції білкових молекул – НТЗ, що також є однією з основних ланок розвитку енергодефіциту в умовах гіпоксії, враховуючи те, що нітрозуючого стресу зазнавали не тільки білки мембрани кардіоміоцитів і їхніх органел, але й білки дихального ланцюга мітохондрій.
Встановлені патобіохімічні зміни метаболізму кардіоміоцитів в умовах МФП-індукованої гіпоксії обумовлюють необхідність потенційних кардіопротекторів обмежувати явища оксидативного стресу та позитивно впливати на клітинний енергетичний метаболізм.

Внесення до інкубаційного середовища SERM та естрадіолу валеріату в концентрації 10-7 призводило до зменшення процесів оксидативного пошкодження функціонально активних молекул у суспензії кардіоміоцитів, про що свідчило зменшення концентрації НТЗ, ГЦ на тлі нормалізації активності КАТ (табл. 3.3).

Таблиця 3.3
Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів та естрадіолу валеріату на показники оксидативного стресу й енергообміну кардіоміоцитів на 120 хвилину гіпоксії in vitro (M±m, n=10)
	Серії суспензій 
кардіоміоцитів 
	ГЦ, 
ммоль/л
	НТЗ, у. о./г білка 
	КАТ, у. о./мг білка/хв 

	Інтактна суспензія
	0,81±0,07
	0,47±0,02
	38,5±2,44

	Контрольна суспензія
	4,76±0,21*
	1,5±0,21*
	14,8±1,2*

	МФП-гіпоксія+естрадіолу валеріат, 10-7
	1,66±0,18#
	0,73±0,036#
	19,4±0,62#

	МФП-гіпоксія+тамоксифену цитрат, 10-7
	1,96±0,18#
	0,74±0,04#
	23,1±1,84#

	МФП-гіпоксія+тореміфен, 10-7
	1,24±0,17#
	0,69±0,03#
	28,2±2,14#

	МФП-гіпоксія+лівіал, 10-7
	3,1±0,23#
	0,97±0,11#
	17,1±0,84#


Примітка. * – p≤0,05 по відношенню до інтактної суспензії; # – p≤0,05 по відношенню до контрольної суспензії.
Аналіз отриманих результатів показав, що найменш активним серед SERM за свої впливом на показники оксидативного стресу виявився препарат лівіал, який у середньому зменшував НТЗ на 35 %, ГЦ – 34 %. Референс-препарат естрадіолу валеріат продемонстрував виражену антиоксидантну дію відносно вмісту НТЗ та ГЦ, але помірну щодо активності КАТ, що пов’язано з його прямою антиоксидантною активністю, а це цілком збігається з дослідженнями інших авторів [148, 150, 151]. 

Встановлені антиоксидантні властивості досліджуваних препаратів пояснюють їхні виражені енерготропні ефекти в умовах гіпоксії кардіоміоцитів in vitro. Внесення в інкубаційне середовище тамоксифену, лівіалу та, особливо, тореміфену й естрадіолу валеріату в концентрації 10-7 призводило до підвищення вмісту АТФ, АДФ, сприяло активації компенсаторної продукції енергії (підвищення стосовно контрольної суспензії вмісту малату та пірувату), а також обмежувало продукцію лактату.

Дія всіх дослідних препаратів була односпрямованою, але різних ступенів. Найбільш активним був тореміфен, що підвищував у суспензії кардіоміоцитів концентрацію АТФ, малату та пірувату на 33 %; 41 %; 47 % відповідно й обмежував накопичення лактату в середньому на 76 % (табл. 3.4).
Таблиця 3.4

Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів та естрадіолу валеріату на показники енергообміну кардіоміоцитів на 120 хвилину гіпоксії in vitro (M±m, n=10)

	Показники
	0 хв, інтактна суспензія 
	120 хв, контрольна суспензія 
	МФП-гіпоксія+
естрадіолу валеріат, 
10-7 
	МФП-гіпоксія+
тамокси
фен, 
10-7 
	МФП-гіпоксія+
тореміфен, 10-7 
	МФП-гіпоксія+
лівіал, 
107 

	АТФ, ммоль/г тканини
	2,6±0,17
	1,6±0,07*
	1,8±0,09#
	2,0±0,11#
	2,4±0,1&
	1,84±0,02#

	АДФ, ммоль/г тканини
	0,85±0,13
	0,32±0,08*
	0,7±0,04#
	0,78±0,03#
	0,82±0,03&
	0,58±0,04#

	АМФ, ммоль/г тканини
	0,1±0,02
	0,91±0,064*
	0,6±0,03#
	0,46±0,02#
	0,24±0,03&
	0,7±0,02#

	Малат, ммоль/г тканини
	0,28±0,04
	0,16±0,03*
	0,21±0,03#
	0,25±0,05#
	0,27±0,02&
	0,2±0,01#


Продовження таблиці 3.4

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Піруват, ммоль/г тканини
	0,2±0,03
	0,1±0,02*
	0,16±0,04#
	0,18±

0,015#
	0,19±0,04&
	0,16±0,03#

	Лактат, ммоль/г тканини
	2,1±0,17
	17,2±0,72*
	11,5±0,74#
	8,56±0,7#
	4,2±0,31&
	14,8±0,67#


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної суспензії; # – p≤0,05 відносно контрольної суспензії; & – p≤0,05 відносно тамоксифену, естрадіолу та лівіалу.
На тлі внесення в інкубаційне середовище SERM також відбувалося збільшення ЕЗ в середньому на 24 %, ЕП – 46 %, ТКД – 94 % (табл. 3.5).
Таблиця 3.5

Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів на функціональні показники енергообміну в суспензії кардіоміоцитів на 120 хвилину гіпоксії in vitro (M±m, n=10)

	Серії суспензій кардіоміоцитів 
	ЕЗ
	ЕП
	ТКД

	Інтактна суспензія
	0,83±0,1
	3,45±0,04
	8,5±0,02

	Контрольна суспензія
	0,62±0,04*
	1,92±0,02*
	0,35±0,01*

	МФП-гіпоксія+естрадіолу валеріат, 10-7
	0,68±0,08#
	2,5±0,03#
	1,69±0,04#

	МФП-гіпоксія+тамоксифену цитрат, 10-7
	0,8±0,05#
	2,78±0,04#
	1,71±0,02#


Продовження таблиці 3.5

	1
	2
	3
	4

	МФП-гіпоксія+тореміфен, 10-7
	0,82±0,03#
	3,22±0,02#
	3,42±0,03#

	МФП-гіпоксія+лівіал, 10-7
	0,68±0,04#
	2,42±0,03#
	0,83±0,04#


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної суспензії; # – p≤0,05 відносно контрольної суспензії.
У зв’язку зі встановленими ефектами дослідних препаратів обґрунтованою є оцінка їхньої цитопротекторної дії за здатністю впливати на морфофункціональні показники кардіоміоцитів в умовах гіпоксії in vitro. Необхідно зазначити, що нині, на думку багатьох дослідників, морфологічна цілісність клітини при гіпоксії є інтегральним показником цитопротекторних ефектів потенційних кардіопротекторів.

3.1.2. Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів на морфофункціональні й ультраструктурні зміни кардіоміоцитів в умовах гіпоксії in vitro. З метою підтвердження цитопротективної дії досліджуваних препаратів in vitro була вивчена їхня здатність впливати на ультраструктуру кардіоміоцитів. За допомогою методу електронної мікроскопії було встановлено, що в суспензії мітохондрій без додавання МФП кардіоміоцити інтактного шлуночкового міокарда в субсарколемальній зоні містили поліморфні мітохондрії. Серед них виявлялися органели порівняно великого обсягу, що мають довгасту або кулясту форму, упорядковану орієнтацію крист і помірно щільний матрикс. Парануклеарна зона скорочувальних кардіоміоцитів була представлена переважно мітохондріями з ультраструктурними ознаками помірної функціональної активності.

Більшість мітохондрій контактували одна з одною за допомогою міжмітохондріальних контактів. Мітохондріальні контактні ділянки характеризувалися підвищеною електронною щільністю внутрішньої та зовнішньої мембран, водночас контур зовнішніх мембран сусідніх мітохондрій місцями повністю зливався. Протяжність контактів становила 400-700 нм. Між міофібрилами мітохондрії утворювали класичні діади або були представлені групою органел. Зовнішні мембрани органел контактували, формуючи міжмітохондріальні контакти на рівні Z-ліній.
Контакти виявлялися не тільки між двома сусідніми мітохондріями в торцевих зонах, а й між бічними ділянками органел, особливо при груповому розташуванні мітохондрій між міофібрилами. Новоутворення органел відбувалося переважно за рахунок високоенергетичних мітохондрій (рис. 3.1).
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Рис. 3.1. Ділянка кардіоміоциту без МФП-індукованої гіпоксії. Електронограма х 6000.

Після внесення в суспензію кардіоміоцитів МФП кардіоміоцити шлуночків в умовах інкубації в гіпоксичному середовищі містили численні органели, пошкоджені за вакуолярно-літичним типом (рис. 3.2).
Органели парануклеарної локалізації були представлені низькоенергетичними мітохондріями невеликого розміру зі світлим матриксом і неупорядкованими кристами. Серед змінених органел зустрічалися мітохондрії з ознаками перенапруження: ділянками нерівномірного просвітлення матриксу, явищами руйнування крист. Основна частина мітохондрій була представлена органелами з незворотними пошкодженнями, явищами перевантаження. Іноді зустрічалися мітохондрії гігантських розмірів за рахунок різкого набряку матриксу. Крім того, була зареєстрована невелика кількість міжмітохондріальних контактів протяжністю від 50 до 150 нм.

[image: image4.jpg]



Рис. 3.2  Ділянка кардіоміоциту з МФП-індукованою гіпоксією in vitro, 120 хвилина. Електронограма х6000.

Подібна вираженість морфологічних змін кардіоміоцитів, на нашу думку, безпосередньо пов’язана зі значним приростом вмісту гомоцистеїну, оскільки широко відома роль цього маркера в процесах трансметилювання ДНК, білків. Наслідками гіпометилювання ДНК є нестабільність хромосом, що сприяє мутагенезу, порушенню генної експресії та запуску процесів загибелі клітини.

Зі свого боку гіпометилювання білкових молекул призводить до зміни функціональної активності білків, особливо білків дихального ланцюга мітохондрій, спричиняючи розвиток вторинної мітохондріальної дисфункції та стійкого енергодефіциту кардіоміоцитів, що теж робить певний внесок у процеси клітинної загибелі [190-192].

Внесення до інкубаційного середовища SERM призводило до покращення морфологічних характеристик клітин. Були зафіксовані мітохондрії з вакуолярним типом пошкодження, без ознак руйнування зовнішніх мембран, помірним кристолізисом та електронно-світлим матриксом. Паралельно спостерігалося значно активніше новоутворення мікромітохондрій, ніж у серії з МФП-індукованою гіпоксією in vitro. У структурі зовнішньої мембрани пошкоджень не відмічалося. Крім того, була виявлена невелика кількість набряклих мітохондрій зі зруйнованими кристами та зонами просвітлення матриксу. Органели клітин мали помірний електронно-щільний матрикс. Міжмітохондріальні контакти виявлялися в значній кількості. Важливо зазначити, що при внесенні в суспензію кардіоміоцитів тамоксифену спостерігалася велика кількість мікромітохондрій високоенергетичного типу, на відміну від серії кардіоміоцитів з внесенням естрадіолу валеріату, в якій реєструвалися виключно низькоенергетичні новоутворені органели (рис. 3.3).
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Рис. 3.3. Ділянка кардіоміоциту з МФП-індукованою гіпоксією in vitro з внесенням селективних модуляторів естрогенових рецепторів (10-7 М), 120 хвилина. Електронограма х12000.

На підставі вищевикладеного можна зробити висновок, що позитивна дія дослідних препаратів виявлялася в покращенні морфологічних характеристик клітин. При внесенні в інкубаційне середовище SERM спостерігалася велика кількість мікромітохондрій високоенергетичного типу, що свідчить про відновлення енергетичного метаболізму в клітинах.
Отже, проведеними дослідженнями були встановлені цитопротекторні ефекти SERM, тобто здатність позитивно впливати на АОС й енергетичний обмін. Найменш ефективним виявився лівіал, що, на нашу думку, пов’язано з особливостями його зв’язування з EP і метаболізмом в організмі.

3.2. Визначення ефективних доз селективних модуляторів естрогенових рецепторів та референс-препаратів (тіотриазоліну та капікору) в умовах моделювання гострого інфаркту міокарда

З огляду на те, що ефективність досліджуваних препаратів буде оцінюватися на моделі гострого інфаркту міокарда, необхідне встановлення ефективних доз селективних модуляторів естрогенових рецепторів (тореміфена цитрату, тамоксифену) та референс-препаратів (тіотриазоліну та капікору) в умовах моделювання ГІМ.

Були обрані наступні інтегральні показники ефективності дослідних препаратів: відсоток тварин, які вижили; концентрація ST2 в плазмі експериментальних тварин; концентрація нітротирозину в гомогенаті серця; енергетичний заряд кардіоміоцитів. Вони вивчалися на 4-ту добу експериментальної модельної патології.

Кількість тварин у кожній експериментальній групі становила 25. Забір біологічного матеріалу для досліджень (плазма крові, гомогенат серця) проводили на 4-ту добу ГІМ. Ефективна доза дослідних препаратів встановлювалася методом ядерної оцінки регресії.

3.2.1. Визначення діапазону ефективних доз референс-препаратів (тіотриазоліну та капікору). Тіотриазолін експериментальним тваринам вводили внутрішньочеревно 1 раз на добу, починаючи з 1 дня моделювання ГІМ, в наступних дозах: 25 мг/кг; 50 мг/кг; 100 мг/кг; 150 мг/кг. Капікор експериментальним тваринам вводили внутрішньочеревно 1 раз на добу, починаючи з 1 дня моделювання ГІМ, в таких дозах: 1 мг/кг; 3 мг/кг; 6 мг/кг; 10 мг/кг.
Результати проведених досліджень показали, що референс-препарат тіотриазолін виявляв найбільш виражену дію за своїм впливом на концентрацію нітротирозину, ЕЗ та ST2-маркер у дозі 50 мг/кг, що повністю узгоджується з даними інших авторів [67, 92]. Тіотриазолін у даній дозі знижував концентрацію НТЗ на 68 % відносно контрольної групи тварин, а також зменшував вміст ST2-маркера в плазмі крові на 4 добу ГІМ (табл. 3.6). Проте в жодному з дозувань він не чинив статистично достовірного впливу на ЕЗ.

Таблиця 3.6
Вплив тіотриазоліну (25-250 мг/кг) на концентрацію нітротирозину, енергетичний заряд кардіоміоцитів, маркер прогнозу кардіоваскулярних захворювань у плазмі, кількість тварин, які вижили на 4 добу гострого інфаркту міокарда (M±m, n=25)
	Групи тварин 
	НТЗ, у. о./мг білка
	ST2, мг/мл
	ЕЗ
	Кількість тварин, які вижили, абс.

	Інтакт
	0,14±0,03
	11,4±1,59
	0,87±0,1
	25

	ГІМ, 4 доба
	1,3±0,27*
	47,2±6,47*
	0,64±0,04*
	10

	Тіотриазолін (25 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,94±0,15#
	41,4±2,31#
	0,66±0,05#
	11

	Тіотриазолін (50 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,5±0,09#
	36,8±1,54#
	0,74±0,02#
	13

	Тіотриазолін (100 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,84±0,11#
	44,2±3,1#
	0,68±0,03#
	11

	Тіотриазолін (150 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,9±0,1#
	41,4±2,44#
	0,7±0,02#
	10


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; # – p≤0,05 відносно групи з ГІМ, 4 доба.

При дослідженні ефективної дози капікору було встановлено, що в дозі 1 мг/кг даний препарат не чинив статистично значущої дії на дослідні показники. Достовірні ефекти капікору реєструвалися, починаючи з 3 мг/кг, а максимум прояву ефектів – 6 мг/кг (зниження концентрації нітротирозину на 58 %, ST2 – 32 %, підвищення ЕЗ – 20 %). У цій же дозі капікор достовірно впливав на відсоток тварин, які вижили.

У дозі 10 мг/кг він знижував свою активність і достовірно не діяв на відсоток тварин, які вижили (табл. 3.7).
Таблиця 3.7
Вплив капікору (1-10 мг/кг) на концентрацію нітротирозину, енергетичний заряд кардіоміоцитів, маркер прогнозу кардіоваскулярних захворювань у плазмі, кількість тварин, які вижили на 4 добу гострого інфаркту міокарда (M±m, n=25)
	Групи тварин 
	НТЗ, у. о./мг білка
	ST2, мг/мл
	ЕЗ
	Кількість тварин, які вижили, абс.

	Інтакт
	0,14±0,03
	11,4±1,59
	0,87±0,1
	25

	ГІМ, 4 доба
	1,3±0,27*
	47,2±6,47*
	0,64±0,04*
	10

	Капікор (1 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	1,1±0,14#
	41,5±2,14#
	0,68±0,07#
	11

	Капікор (3 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,87±0,37#
	39,5±3,1#
	0,71±0,04#
	13

	Капікор (6 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,68±0,11#
	32,2±1,47#
	0,77±0,08#
	15

	Капікор (10 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,75±0,17#
	40,1±1,14#
	0,73±0,04#
	11

	Капікор (10 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,75±0,17#
	40,1±1,14#
	0,73±0,04#
	11


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; # – p≤0,05 відносно групи з ГІМ, 4 доба.

3.2.2. Визначення діапазону ефективних доз селективних модуляторів естрогенових рецепторів (тамоксифену цитрату та тореміфену). Селективні модулятори естрогенових рецепторів експериментальним тваринам вводили внутрішньочеревно 1 раз на добу, починаючи з 1 дня моделювання ГІМ, в наступних дозах: 0,025 мг/кг; 0,050 мг/кг; 0,1 мг/кг; 0,2 мг/кг.

З табл. 3.8, 3.9 видно, що свою біологічну дію тореміфен і тамоксифену цитрат починали виявляти з дози 0,05 мг/кг, в якій було відзначено статистично достовірне зниження концентрації НТЗ та підвищення ЕЗ.

Таблиця 3.8
Вплив тамоксифену цитрату (0,025-0,2 мг/кг) на концентрацію нітротирозину, енергетичний заряд кардіоміоцитів, маркер прогнозу кардіоваскулярних захворювань у плазмі, кількість тварин, які вижили на 4 добу гострого інфаркту міокарда (M±m, n=25)

	Групи тварин 
	НТЗ, у. о./мг білка
	ST2, мг/мл
	ЕЗ
	Кількість тварин, які вижили, абс.

	Інтакт
	0,14±0,03
	11,4±1,59
	0,87±0,1
	25

	ГІМ, 4 доба
	1,3±0,27*
	47,2±6,47*
	0,64±0,04*
	10

	Тамоксифену цитрат (0,025 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,9±0,18#
	44,5±1,12#
	0,66±0,05#
	9

	Тамоксифену цитрат (0,050 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,69±0,12#
	36,2±1,87#
	0,72±0,03#
	12

	Тамоксифену цитрат (0,1 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,57±0,11#
	27,7±4,2#
	0,75±0,05#
	18


Продовження таблиці 3.8

	1
	2
	3
	4
	5

	Тамоксифену цитрат (0,2 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	1,1±0,32#
	38,8±5,2#
	0,67±0,04#
	11


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; # – p≤0,05 відносно групи з ГІМ, 4 доба.
Таблиця 3.9
Вплив тореміфену (0,025-0,2 мг/кг) на концентрацію нітротирозину, енергетичний заряд кардіоміоцитів, маркер прогнозу кардіоваскулярних захворювань у плазмі, кількість тварин, які вижили на 4 добу гострого інфаркту міокарда (M±m, n=25)

	Групи тварин 
	НТЗ, у. о./мг білка
	ST2, мг/мл
	ЕЗ
	Кількість тварин, які вижили, абс.

	Інтакт
	0,14±0,03
	11,4±1,59
	0,87±0,1
	25

	ГІМ, 4 доба
	1,3±0,27*
	47,2±6,47*
	0,64±0,04*
	10

	Тореміфен (0,025 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,95±0,14#
	37,8±4,41#
	0,69±0,03#
	12

	Тореміфен (0,050 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,66±0,12#
	30,8±2,8#
	0,76±0,02#
	14

	Тореміфен (0,1 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,52±0,12#
	22,7±3,72#
	0,83±0,03#
	20

	Тореміфен (0,2 мг/кг)+ГІМ, 4 доба
	0,89±0,32#
	39,9±4,12#
	0,74±0,06#
	11


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; # – p≤0,05 відносно групи з ГІМ, 4 доба.

Максимальний прояв біологічної дії дослідних селективних модуляторів естрогенових рецепторів було відзначено в дозі 0,1 мг/кг, в якій препарати достовірно знижували концентрацію ST2-маркера в плазмі (тамоксифену цитрат – на 41 %; тореміфен – 53 % відносно контрольної групи тварин) на тлі достовірного збільшення відсотка тварин, які вижили на 4 добу ГІМ (тореміфен – 80 %). Важливо відзначити, що отримані дані повністю узгоджуються з інформацією, одержаною при встановленні ефективної дози на моделі гострого порушення мозкового кровообігу [128]. Певно, в даній дозі селективні модулятори естрогенових рецепторів виявляють найбільш виражений агоністичний вплив на естрогенові рецептори.

3.2.3. Встановлення найбільш ефективної дози ядерною оцінкою регресії. В якості інтегральних показників ефективності досліджуваних препаратів були обрані наступні: концентрація в плазмі крові ST2-маркера, ЕЗ мітохондрій, кількість тварин, які вижили. Водночас випробувані дози (інтервал кроку) збільшували відсоток тварин, що вижили, в 1,5-2 рази, оскільки кількість спостережень у кожній групі дорівнювала 25. Як пороговий ефект брали такий результат, що статистично значуще перевищував ці показники в контрольній групі.

Як видно з отриманих даних, з урахуванням тільки наявності результативної ознаки ефективні дози препаратів найімовірніше перебувають у наступних діапазонах: для тіотриазоліну – 50-100 мг/кг, тамоксифену цитрату та тореміфену – 0,05-0,1 мг/кг, капікору – 6-10 мг/кг.

На другому етапі дослідження необхідності у відтворенні послідовності ефектів не було, оскільки не відмічалося парадоксальних функцій ефективності в жодному препараті. На даному етапі була проведена додаткова оцінка залежності “доза-ефект” методом аналізу їхнього впливу на концентрацію НТЗ в гомогенаті серця. Для вивчення дії різних доз досліджуваних препаратів був використаний тримірний візуальний аналіз даних за допомогою побудови графіків поверхні 3D (рис. 3.4).
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Рис. 3.4. 3D-графіки поверхні зміни концентрації маркера прогнозу кардіоваскулярних захворювань і кількості тварин, що вижили, залежно від ефективних доз тіотриазоліну (А), капікору (Б), тамоксифену (В) та тореміфену (Г).
Вибір даної методики дозволив виявити складні нелінійні взаємозв’язки між змінними, приховану структуру даних між випробуваними дозами – “крок”, який би забезпечував статистично адекватне визначення ефективних доз. Відомо наступне: якщо інтервал між випробуваними дозами буде великим, наприклад, більше 2, то перекриття їхніх розподілів (показник трансгресії) буде незначним або взагалі буде відсутнім. У таких випадках значення ефективної дози буде визначене ніби “на порожньому місці”, що не завжди виключалося при використанні пробіт-аналізу. При малому інтервалі між випробуваними дозами (при їх відмінності менше ніж в 1,3 рази) буде спостерігатися взаємне проникнення розподілів двох випробуваних доз, що забезпечить достатню точність показника ефективної дози. Тільки в цьому випадку розрахункові ефективні дози будуть містити біологічну інформацію про рівень індивідуальної чутливості в заданій точці функції ефективності [164].

На підставі аналізу 3D-графіків для кожного дослідного препарату були визначені ефективні дози: тіотриазолін – 50 мг/кг; капікор – 6 мг/кг; тамоксифену цитрат, тореміфен – по 0,1 мг/кг.

3.3. Дослідження in vivo
3.3.1. Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів на вміст у плазмі крові маркерів пошкодження міокарда й електрокардіографічні характеристики серця на тлі експериментального інфаркту міокарда. Попередніми дослідженнями були встановлені цитопротективні ефекти селективних модуляторів естрогенових рецепторів в умовах моделювання гіпоксії кардіоміоцитів in vitro, у зв’язку з чим актуальним є вивчення кардіотропних властивостей SERM в умовах in vivo (моделювання ГІМ).

Систематичне введення лабораторним тваринам коронароспастичного агента призводило до поступового, прогресуючого ішемічного пошкодження кардіоміоцитів. Як видно з табл. 3.10, на 4 добу після введення пітуїтрину й ізадрину в плазмі крові тварин контрольної групи було зареєстроване збільшення біологічного маркера ІМ тропоніну I, концентрація якого в середньому становила 1,77 нг/мл, і маркера пошкодження КМЦ креатинфосфокінази МВ фракції (МВ-КФК), що в середньому складала 0,18 ммоль/л/год.

Таблиця 3.10
Вплив дослідних препаратів на активність у плазмі крові креатинфосфокінази МВ фракції та вміст тропоніну І у щурів з експериментальним інфарктом міокарда M±m, n=10)
	Групи тварин 
	МВ-КФК, ммоль/л/год
	Тропонін I, нг/мл

	Інтактна група
	0,05±0,003
	0,25±0,02

	Контрольна група (ГІМ)
	0,18±0,02*
	1,77±0,34*

	ГІМ+тамоксифену цитрат (0,1 мг/кг)
	0,071±0,003#
	0,64±0,03#

	ГІМ+тореміфен (0,1 мг/кг)
	0,07±0,002#
	0,5±0,02#


Продовження таблиці 3.10

	1
	2
	3

	ГІМ+тіотриазолін (50 мг/кг)
	0,14±0,001#
	0,96±0,04#

	ГІМ+капікор (6 мг/кг)
	0,11±0,002#
	0,88±0,03#


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; # – p≤0,05 відносно контрольної групи тварин.
Паралельно в даних тварин були зареєстровані електрокардіографічні зміни, що характерні для ішемії міокарда. Експериментальний ГІМ в тварин характеризувався збільшенням ЧСС до 541 уд./хв порівняно з інтактною групою (норма – 380-450 уд./хв). Водночас, враховуючи особливості експериментальної моделі та дифузний характер ішемічного пошкодження міокарда, було виявлено збільшення сегмента ST від ізолінії, депресію амплітуди зубця Т, а також зубець QS, що притаманно ГІМ (рис. 3.5, табл. 3.11).
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Рис. 3.5. Електрокардіографічні зміни в щурів з гострим інфарктом міокарда (II відведення – QS – комплекс).

Таблиця 3.11
Характеристика електрокардіограми при експериментальній терапії гострого інфаркту міокарда (M±m, n=10)
	Досліджувані показники
	ІМ (контроль) 
	ІМ+тіотриазолін 
	ІМ+капі
кор 
	ІМ+тамоксифен 
	ІМ+тореміфен 
	Інтакт 

	ЧСС, уд./хв
	541±10
	442±10

РST <0,05
	438±11

РST <0,05
	432±11

РST <0,05
	391±11
	441±13

	Сумарне відхилення ST від ізолінії (мВ)
	0,220±
0,006
	0,183±
0,006

РST<0,05
	0,178±
0,006

РST<0,05
	0,175±
0,006

РST<0,05
	0,172±0,006
	-

	Амплітуда зубців, мВ
	P
	0,060±
0,003
	0,061±
0,003

РST<0,05
	0,059±
0,003

РST<0,05
	0,058±
0,003

РST<0,05
	0,057±
0,004

РST<0,05
	0,060±
0,003

	
	R
	0,1±0,01
	0,17±0,01

РST<0,05
	0,016±
0,01
РST<0,05
	0,16±0,01

РST<0,05
	0,18±0,01

РST<0,05
	0,22±
0,02

	
	T
	0,040±
0,003
	0,058±
0,003

РST<0,05
	0,059±
0,007

РST<0,05
	0,059±
0,007

РST<0,05
	0,053±
0,001

РST<0,05
	0,050±
0,007

	
	Q
	0,122±
0,001
	-
	-
	-
	-
	-

	Тривалість інтервалів, мс
	PQ
	42,0±1,1
	43,3±1,2

РST<0,05
	42,6±1,2

РST<0,05
	44,3±0,9

РST<0,05
	42,4±1,2

РST<0,05
	43,0±1,2

РST<0,05

	
	QRS
	32,2±0,9
	40,3±0,9

РST<0,05
	41,2±0,9

РST<0,05
	40,2±0,9

РST<0,05
	41,0±0,77

РST<0,05
	41,2±0,9

РST<0,05


Примітка. РST  – достовірність різниці щодо контрольної групи за t-критерієм Стьюдента.

Спрямованість і вираженість протиішемічної дії досліджуваних препаратів проявилася їхньою здатністю зменшувати гіперферментемію серцевого ізоензиму креатинфосфокінази (МВ-КФК) та концентрацію тропоніну І [181-183, 193]. Найбільш активними за своїм впливом на дані показники виявилися селективні модулятори естрогенових рецепторів – тамоксифену цитрат і тореміфен. Ці препарати знижували гіперферментемію МВ-КФК в середньому на 58 %, тропоніну І – 46 %.

Експериментальна терапія ГІМ дослідними препаратами також призводила до зниження ЧСС. Тамоксифену цитрат зменшував ЧСС на 20 %, тореміфен – 28 %, капікор – 19 %, тіотриазолін – 19 %. Також вони знижували відхилення ST від ізолінії (тамоксифену цитрат на 16,4 %, тореміфен – 16,6 %, капікор – 16,2 %, тіотриазолін – 17,4 %), що в середньому складало 0,048 мВ, порівняно з групою контролю, сприяли відновленню до контрольного рівня амплітуди зубця Т, що свідчить про їхню протиішемічну дію.
Отже, експериментальний ГІМ у тварин характеризувався типовими для ІМ пошкодженнями. Експериментальна терапія дослідними препаратами  призводила до зменшення ЧСС, відхилення ST від ізолінії, сприяла відновленню до контрольного рівня амплітуди зубця Т. Також вона знижувала рівень маркера пошкодження кардіоміоцитів МВ-КФК та концентрацію Тропоніну І, що свідчить про їхню протиішемічну дію.
3.3.2. Дослідження тромбоцитарно-судинного та плазмового гемостазу в умовах експериментального інфаркту міокарда та введення селективних модуляторів естрогенових рецепторів. На сьогодні відомо, що одним з побічних ефектів естрогенів є порушення системи згортання. Довготривале вживання цих препаратів супроводжується зростанням ризику тромбозів і тромбоемболій у пацієнтів. Враховуючи викладене, було проведене вивчення впливу досліджуваних препаратів на тромбоцитарно-судинний і плазмовий гемостаз в експериментальних тварин.

Вивчення показників плазмового гемостазу здійснювалося з визначенням протромбінового часу та вмісту фібриногену. Враховуючи протромбіновий час, визначали протромбіновий індекс і МНВ.
Отримані результати вказують на значне зростання фібриногену та зменшення протромбінового часу в щурів з експериментальним ІМ. Введення SERM і референс-препаратів призводило до незначного поліпшення вивчених показників, проте без досягнення статистично значущих відмінностей. Введення тореміфену викликало зростання протромбінового часу на 16,1 %, тамоксифену – майже на 5,0 %; капікор сприяв нормалізації показника на 13,7 %. Відповідно змінювалися й розрахункові показники: протромбіновий індекс і МНВ. Слід зазначити, що вміст фібриногену, який, окрім своєї ролі в системі гемостазу, є білком гострої фази, знижувався під дією досліджуваних препаратів. На нашу думку, це відбувалося внаслідок нормалізації окисно-відновного гомеостазу, зменшення інтенсивності вільнорадикальних процесів та обмеження молекулярно-біохімічних реакцій запального типу. Встановлено, що найбільш активними з цього боку були тореміфен і тамоксифен, які за силою своєї дії переважали референс-препарат капікор. Тореміфен сприяв нормалізації рівня фібриногену на 23,1 %, тамоксифену цитрат – 20,5 %. Відсутність у капікору такої вираженої позитивної дії пояснюється лише його впливом на систему оксиду азоту й ендотеліотропною активністю [192]. Тіотриазолін, навпаки, як препарат з вираженою антиоксидантною та метаболітотропною активністю знижував рівень фібриногену на 25,6 %. Проте відчутного впливу на перебіг реакцій плазмового гемостазу препарат не мав (табл. 3.12).

Таблиця 3.12
Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів і референс-препаратів на коагуляційний (плазмовий) гемостаз в умовах інфаркту міокарда (M±m, n=10)
	Групи тварин (n=10)
	Протромбіновий час, с
	Протромбіновий індекс, %
	МНВ, од.
	Фібриноген, г/л

	Інтакт
	22,1±1,05
	68,3±1,4
	1,57±0,8
	5,6±1,3


Продовження таблиці 3.12

	1
	2
	3
	4
	5

	ІМ
	16,1±1,1*
	82,5±1,6*
	1,23±0,77*
	7,8±1,7*

	ІМ+тамоксифену цитрат
	16,9±0,95#
	81,2±0,75#
	1,25±0,6#
	6,2±0,81#

	ІМ+тореміфен
	18,7±0,88#
	80,1±1,05#
	1,21±0,74#
	6,0±0,73#

	ІМ+капікор
	18,3±0,64#
	79,3±1,1#
	1,29±0,68#
	6,9±0,9#

	ІМ+ТТЗ
	16,5±0,85#
	82,7±1,4#
	1,27±0,84#
	5,8±1,2#


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; # – p≤0,05 відносно контрольної групи тварин.

Визначення функціонального стану тромбоцитарно-судинного гемостазу в умовах експериментального ІМ виявило розвиток тромбоцитозу, скорочення часу та зростання ступеня агрегації. У групі контролю було відмічене зростання кількості тромбоцитів на 37,1 %, час агрегації скорочувався на 32,4 % з паралельним збільшенням ступеня агрегації на 53,8 %. Отримані дані підтверджують активацію тромбоцитарної ланки гемостазу при розвитку біохімічних реакцій, що запускаються в умовах розвитку ІМ. Введення досліджуваних препаратів викликало зміни вивчених показників. Найбільш активним щодо нормалізації функціонального стану тромбоцитів був капікор. За рахунок ендотеліотропного впливу він знижував ступінь і підвищував час агрегації тромбоцитів на 29,9 % і 30,8 % відповідно (табл. 3.13).
Введення SERM також викликало нормалізацію вивчених показників. Тореміфен зменшував ступінь агрегації на 18,9 %, час агрегації подовжувався на 15,1 % з паралельним зниженням кількості тромбоцитів на 20,3 %. Тамоксифен також викликав подібні зміни, проте подовжував час агрегації на 33,5 %. Відчутного впливу на досліджувані показники при введенні тіотриазоліну виявлено не було.

Таблиця 3.13
Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів і референс-препаратів на тромбоцитарно-судинний гемостаз в умовах інфаркту міокарда (M±m, n=10)
	Групи тварин 
	Тромбоцити, 109 /л
	Час агрегації, с
	Ступінь агрегації, %

	Інтакт
	532,2±65,3
	21,6±2,8
	76,4±3,4

	ІМ
	729,7±80,5*
	14,6±1,6*
	117,5±4,22*

	ІМ+тамоксифену цитрат
	591,5±77,3#
	19,5±1,2#
	80,9±3,6#

	ІМ+тореміфен
	581,1±74,2#
	16,8±1,85#
	95,2±2,85#

	ІМ+капікор
	566,4±68,2#
	19,1±0,84#
	82,3±3,1#

	ІМ+ТТЗ
	725,5±62,3#
	14,9±1,25#
	119,3±3,15#


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; # – p≤0,05 відносно контрольної групи тварин.

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

3.3.3. Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів на розвиток оксидативного та нітрозуючого стресів у щурів з гострим инфарктом міокарда. При моделюванні ГІМ в тканинах серця тварин був зареєстрований розвиток оксидативного стресу та зсув тіол-дисульфідної рівноваги. Аналіз вмісту маркерів тіол-дисульфідної й антиоксидантної систем, а також рівень активності їхніх ключових ферментів показав патобіохімічні зміни [194, 195]. На 4 добу ГІМ було зафіксовано падіння активності ключового ферменту антиоксидантного захисту (супероксиддисмутази (СОД)) на 58,9 %, ферменту тіол-дисульфідної системи (глутатіонредуктази (ГР)) – 58,7 %, КАТ – 54 % (табл. 3.14), що свідчить про неможливість реалізації адаптаційно-компенсаторних можливостей організму.
Таблиця 3.14
Вплив тамоксифену цитрату, тореміфену, тіотриазоліну, капікору на активність супероксиддисмутази, глутатіонредуктази та каталази в гомогенаті серця щурів з експериментальним гострим інфарктом міокарда (M±m, n=10)
	Групи тварин (n=10)
	СОД, у. о./мг білка/хв
	ГР, у. о./мг білка/хв
	КАТ, у. о./мг білка/хв

	Інтактна група
	165,1±2,37
	24,7±0,72
	20,2±0,24

	Контрольна група (ГІМ)
	67,8±1,41*
	10,2±0,68*
	9,2±0,17*

	ІМ+тамоксифену цитрат (0,1 мг/кг)
	120,71±2,28#
	16,7±0,37#
	13.8 ±0,33#

	ІМ+тореміфен (0,1 мг/кг)
	138,4±2,07#
	18,9±0,57#
	17,9±0,24#

	ІМ+тіотриазолін (50 мг/кг)
	126,2±2,4#
	17,8±0,36#
	14,8±0,14#

	ІМ+капікор (6 мг/кг)
	94,2±1,2#
	14,8±0,59#
	11,2±0,13#


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; # – p≤0,05 відносно контрольної групи тварин.

Звертало на себе увагу значне накопичення ГЦ на 89 %; він відіграє провідну роль у порушенні енергопродукуючої функції мітохондрій. Крім того, зрив резервно-адаптаційних можливостей організму супроводжувався суттєвим накопиченням маркера окисної деструкції білкових молекул НТЗ на 89,2 % (табл. 3.15).

Введення досліджуваних препаратів тамоксифену цитрату, тореміфену та референс-препаратів тіотриазолін і капікор призводило до нормалізації активності СОД, ГР та КАТ порівняно з контролем у відповідні терміни модельованої патології.
Таблиця 3.15
Вплив тамоксифену цитрату,тореміфену, тіотриазоліну, капікору на вміст гомо цистеїну та нітротирозину в гомогенаті серця щурів з експериментальним гострим інфарктом міокарда (M±m, n=10)
	Групи тварин (n=10)
	Нітротирозин, у. о./г білка
	Гомоцистеїн, ммоль/л

	Інтактна група
	0,14±0,03
	0,4±0,11

	Контрольна група (ІМ)
	1,3±0,27*
	  3,7±0,88*

	ГІМ+тамоксифену цитрат (0,1 мг/кг)
	0,57±0,11#
	 2,2±0,12#

	ГІМ+тореміфен (0,1 мг/кг)
	0,52±0,12#
	1,1±0,1#

	ГІМ+тіотриазолін (50 мг/кг)
	0,68±0,09#
	  0,9±0,08#

	ГІМ+капікор (6 мг/кг)
	0,78±0,11#
	  2,9±0,12#


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; # – p≤0,05 відносно контрольної групи тварин.

З отриманих даних видно, що найбільш ефективними за своїм впливом на показники антиоксидантної та тіол-дисульфідної систем виявилися селективні модулятори естрогенових рецепторів і референс-препарат тіотриазолін, що містить у своїй молекулярній будові тіольні групи. Тамоксифену цитрат підвищував активність СОД на 44 %, ГР – 38,9 %, КАТ – 50 %; тореміфен – на 51 %, 46 %, 94,5 % відповідно; тіотриазолін –46 %, 43 %, 60,9 % відповідно; капікор – 28 %, 31 %, 21,7 % відповідно. Отже, найбільш активними виявилися селективні модулятори естрогенових рецепторів та антиоксидант тіотриазолін. Капікор за своїм впливом на показники АОС був найменш активним.

Також був відмічений позитивний вплив досліджуваних препаратів на вміст маркерних продуктів оксидативного стресу, що виявлявся зменшенням кількості окислених дериватів тіол-дисульфідної системи (ГЦ та НТЗ). Як можна побачити з отриманих даних, усі препарати знижували концентрацію в гомогенаті серця НТЗ при паралельному зменшенні вмісту ГЦ. Дія досліджуваних препаратів була односпрямованою, проте різних ступенів вираженості. Усі вони статистично достовірно знижували маркерні продукти оксидативного стресу. Найбільш активними за своїм впливом на показники оксидативного стресу виявилися селективні модулятори естрогенових рецепторів тореміфену цитрат та антиоксидантний референс-препарат тіотриазолін, що в середньому зменшували концентрацію ГТЗ та ГЦ на 55 % і 51 %. Найменш активним виявився капікор, що знижував вміст НТЗ на 45,7 %, гомоцистеїну – 22 %.

Важливо зазначити, що антиоксидантні властивості SERM у дослідах in vitro й in vivo були односпрямованими.

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

3.3.4. Функціональний стан кардіоміоцитів та енергетичний метаболізм серцевої тканини щурів з експериментальним інфарктом міокарда на тлі курсового призначення селективних модуляторів естрогенових рецепторів. Розвиток оксидативного стресу та накопичення його токсичних дериватів призводили до розвитку енергодефіциту. З табл. 3.16 видно, що моделювання ІМ спричиняло типові ішемічні порушення енергетичного метаболізму міокарда: активацію гліколізу, дискоординацію в циклі Кребса, виснаження вуглеводних резервів, гальмування компенсаторних шунтів енергії.

Призначення досліджуваних препаратів призводило до нормалізації енергетичного метаболізму КМЦ. Найбільш ефективними виявилися SERM і капікор. Тіотриазолін за своїм впливом на енергетичний метаболізм мав помірну дію. Встановлені фармакодинамічні характеристики тіотриазоліну, на нашу думку, пояснюються його високою антирадикальною активністю та здатністю зв’язувати цитотоксичні дериватори АФК. Проте в умовах ішемічного пошкодження КМЦ він, очевидно, не здатний до швидкої активації компенсаторних молекулярно-біохімічних реакцій (синтез, експресія HSP-, HIF-білків, модуляція NO-синтази) [144, 243].
Таблиця 3.16
Показники вуглеводно-енергетичного обміну та малат-аспартатного шунта при експериментальній терапії гострого інфаркту міокарда 

(M±m, n=10)
	Показники
	Інтактна група (n=10)
	Контрольна група (ГІМ) (n=10)
	ГІМ+тамоксифену цитрат (0,1 мг/кг) (n=10)
	ГІМ+тореміфен (0,1 мг/кг) (n=10)
	ГІМ+тіотриазолін (50 мг/кг) (n=10)
	ГІМ+капікор (6 мг/кг) (n=10)

	АТФ, мкмоль/г ткан
	3,4±0,012
	1,7±0,012*
	2,8±0,011#
	3,0±0,02#
	2,1±0,014#
	2,5±0,013#

	АДФ, мкмоль/г ткан
	0,91±0,11
	0,32±0,07*
	0,76±0,02#
	0,88±0,02#
	0,7±0,03#
	0,63±0,02#

	АМФ, мкмоль/г ткан
	0,1±0,03
	0,9±0,06*
	0,42±0,02#
	0,25±0,02#
	0,5±0,03#
	0,54±0,02#

	Глікоген, мкмоль/г ткан
	11,4±0,89
	3,92±0,28*
	7,23±0,3#
	8,11±0,58#
	5,27±0,14#
	7,0±0,2#

	Глюкозо-6-фосфат, мкмоль/г ткан
	0,71±0,04
	0,33±0,03*
	0,52±0,02#
	0,58±0,02#
	0,41±0,03#
	0,48±0,03#

	Лактат, мкмоль/г ткан
	3,4±0,32
	14,2±0,97*
	7,1±0,12#
	6,47±0,14*
	9,0±0,11#
	8,1±0,1#


Продовження таблиці 3.16

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Ізоцит

рат, мкмоль/г ткан
	0,51±0,03
	0,17±0,02*
	0,37±0,03#
	0,41±0,03#
	0,25±0,04#
	0,33±0,02#

	Цитохром-С-оксидаза, мкм/мг/хв
	6,2±0,14
	3,2±0,2*
	5,0±0,12#
	5,2±0,11#
	4,4±0,17#
	4,8±0,13#

	МДГ, мкм/мг/хв
	8,1±0,07
	4,5±0,06*
	6,8±0,04#
	7,1±0,03#
	5,2±0,02#
	6,0±0,02#

	Малат, мкмоль/г ткан
	0,81±0,03
	0,3±0,01*
	0,68±0,04#
	0,73±0,03#
	0,52±0,02#
	0,61±0,04#

	Аспартат, мкмоль/г ткан
	16,7±0,14
	10,3±0,12*
	14,5±0,17#
	14,2±0,13#
	12,2±0,14#
	13,8±0,16#

	КФК мх, мкм/мг/хв
	0,81±0,07
	0,33±0,01*
	0,77±0,05#
	0,75±0,03#
	0,54±0,05#
	0,68±0,02#


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; # – p≤0,05 відносно контрольної групи тварин.

Як видно з отриманих даних, призначення тіотриазоліну й, особливо, тамоксифену, тореміфену, капікору призводило до посилення продукції АТФ за рахунок інтенсифікації аеробних процесів. Водночас досліджувані препарати не впливали на виснаження субстратів окислення – глікогену та глюкозо-6-фосфату. Під їхньою дією в КМЦ відбувалося зменшення активності малопродуктивного анаеробного гліколізу, про що свідчило зниження рівня лактату; відмічалася нормалізація окислення в циклі Кребса на дикарбоновій (підвищення рівня малату) й, особливо, трикарбоновій (підвищення рівня ізоцитрату) ділянках і дихальному ланцюгу (активність цитохром-С-оксидази). Важливим моментом у механізмі їхньої енерготропної дії був активуючий вплив на компенсаторний малат-аспартатний шунт. Відомо, що в умовах ішемії малат-аспартатний човник здійснює перенос відновлених еквівалентів, що з’являються в цитоплазмі під час гліколізу в мітохондрії. НАДН+, що утворюється в цитоплазмі в умовах зниженого вмісту кисню, використовується для перетворення щавелевооцтової кислоти в малат, що проникає в мітохондрію, бере участь в експорті α-кетоглутарату та в мітохондріях перетворюється на щавелевооцтову кислоту з утворенням НАДН, доступного для електронно-транспортного ланцюга (з 2 протонів створюються 3 молекули АТФ). Щавелевооцтова кислота, що утворилася з малату, перетворюється на α-кетоглутарат та аспартат. α-кетоглутарат йде з мітохондрій в обмін на малат, а аспартат обмінюється на глутамат. Перенос відбувається за рахунок градієнта глутамату та високого внутрішньомітохондріального відношення глутамат/аспартат [39, 41, 134]. Співвідношення НАДН/НАД+ і малат/щавелевооцтова кислота регулюються МДГ. При моделюванні ГІМ спостерігалося гальмування малат-аспартатного шунта, що виражалося в зниженні активності МДГ (на 44 %), зменшенні рівня малату (на 65 %), аспартату (на 38 %). Досліджувані препарати, особливо тореміфен, зменшували гальмування активності малат-аспартатного шунта, про що свідчило підвищення активності МДГ, збільшення вмісту малату й аспартату. Важливою особливістю було те, що експериментальна терапія призводила до збільшення не тільки продукції енергії, але і її транспорту, про що свідчило збільшення активності мітохoндріальної креатинфосфокінази (КФК-мх). Особливо виражену дію щодо активності даного ензиму мали тореміфен і тамоксифен, які в середньому збільшували його активність на 56 %.
Важливо відзначити, що паралельно з відновленням внутрішньоклітинного балансу макроергів досліджувані препарати достовірно підвищували кількість пірувату та малату на тлі зниження концентрації молочної кислоти (відповідно на 39 % і 54 %).

Патобіохімічні зміни також відбувалися в мітохондріях КМЦ на тлі розвитку енергодефіциту, про що свідчило статистично вірогідне падіння ЕЗ, ЕП, ТКД на 45 %, 62 % та 80 % відповідно (табл. 3.17).

Таблиця 3.17
Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів на функціональні показники енергообміну серцевого м’яза на 4 добу гострого інфаркту міокарда (M±m, n=10)
	Експериментальні групи тварин 
	ЕЗ
	ЕП
	ТКД

	Інтактна група
	0,87±0,1
	4,31±0,04
	9,1±0,02

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

	ГІМ+тамоксифену цитрат (0,1 мг/кг)
	0,75±0,05#
	3,56±0,04#
	1,8±0,02#

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

	ГІМ+тіотриазолін (50 мг/кг)
	0,74±0,06#
	2,8±0,02#
	1,4±0,02#

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


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; # – p≤0,05 відносно контрольної групи тварин.

Аналіз даних, отриманих при введенні досліджуваних препаратів, показав, що одним з компонентів кардіопротективної дії SERM і референс-препаратів капікор і тіотриазолін є їхня здатність покращувати енергетичний метаболізм КМЦ. SERM і особливо тореміфен поліпшували всі функціональні показники енергообміну. На тлі призначення SERM відбувалося збільшення ЕЗ в середньому на 24 %, ЕП – 42 %, ТКД – 81 %.

Отже, все вищезазначене дає можливість зробити висновок, що досліджувані препарати мали комплексний позитивний вплив на енергетичний метаболізм у КМЦ, гальмували активність малат-аспартатного шунта, про що свідчить підвищення активності МДГ, збільшення вмісту малату й аспартату, підвищували активність КФК-мх, концентрацію АТФ в середньому на 15 %, АДФ – 63 % та зменшували вміст АМФ на 44 %. Особливо виражену дію щодо впливу на енергетичний обмін мав тореміфен, що збільшував ЕЗ на 25,6 %, ЕП – 44 %, ТКД – 90 %.

3.3.5. Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів на експресію та вміст білків теплового шоку й ендотеліальної ізоформи NO-синтази в серці щурів в умовах моделювання гострого інфаркту міокарда. Нині велику увагу приділяють HSP-білкам, що відіграють значну роль у підвищенні стійкості клітинного апарату біосинтезу білка до пошкоджуючих факторів, як-от ішемія. Відомо, що в умовах стресу загальний біосинтез білка знижується, а синтез HSP70 різко збільшується [66]. Водночас більшість HSP70 знаходиться в ядрі серед постраждалих внаслідок стресу прерибосом. Поступово вміст HSP70 в ядрі зменшується, а в цитоплазмі збільшується. До цього часу пошкоджена структура прерибосом відновлюється, а загальний біосинтез досягає початкового достресового рівня [67]. У пізнішу фазу після стресу HSP70 накопичуються в цитоплазмі. Характерними клітинними проявами стресу є агрегація та накопичення денатурованих білків, активація вільнорадикальних процесів і кальцієвого перевантаження. Як показано в багатьох дослідженнях, HSP70 може обмежувати ці зміни, беручи участь у деградації незворотно пошкоджених білків, підвищуючи потужність антиоксидантних ферментів та обмежуючи пошкоджені ефекти кальцієвого перевантаження за рахунок зв’язування кальцієвого рецептора кальмодуліну. Багатьма дослідниками доведено, що механізмом захисної дії HSP70 є блокада гіперпродукції оксиду азоту (NO) [66, 67]. Значущість цього ефекту HSP70 визначається тим, що гіперпродукція NO відіграє ключову роль у розвитку багатьох патологічних станів, як-от гіпотензія, ішемічні пошкодження органів. Розвиток ішемічного пошкодження серця пов’язаний з активацією вільнорадикальних процесів, кальцієвого перевантаження, денатурацією білків, виснаженням запасів АТФ та глюкози, накопиченням токсичних метаболітів [67, 90]. Всі ці чинники задіяні в активації синтезу HSP70. Значення індукованого ішемічного синтезу HSP70 стало зрозумілим при вивченні феномена ішемічного прекондиціонування. Було показано, що короткочасна ішемія (кілька хвилин), яка індукує накопичення в серці HSP70, значно підвищує стійкість міокарда до подальшої тривалої ішемії. Аналогічна ситуація спостерігається при тепловому прекондиціюванні, коли синтез HSP70 попередньо стимулюють за допомогою теплового шоку. У результаті було зроблено висновок про те, що активація HSP70 лежить в основі адаптації міокарда до пошкоджень [76, 79]. Тому у своїх дослідженнях ми вивчали вплив вказаних раніше препаратів на HSP70. Були отримані наступні результати: при дослідженні характеру експресії/синтезу HSP70-білків у кардіоміоцитах було зафіксовано різноспрямований характер експресії та синтезу цього білка. Як видно з табл. 3.18, на 4 добу ГІМ в щурів контрольної групи було зареєстроване суттєве, більш ніж на 90 %, підвищення експресії mRNA HSP70.
Таблиця 3.18
Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів на експресію та синтез білків теплового шоку 70 у кардіоміоцитах щурів з гострим інфарктом міокарда (M±m, n=10)
	Експериментальні групи тварин 
	HSP 70 (mRNA, у. о.)
	HSP 70, нг/мл

	Інтактна група
	1,1±0,03
	2,7±0,21

	ГІМ, 4 доба (контрольна група)
	10,3±1,1*
	0,68±0,1*

	ГІМ+тамоксифен (0,1 мг/кг)
	0,77±0,05#
	1,74±0,2#

	ГІМ+тореміфен (0,1 мг/кг)
	0,86±0,06&
	2,3±0,34&

	ГІМ+капікор (6 мг/кг)
	1,0±0,04#
	1,4±0,12#

	ГІМ+тіотриазолін (50 мг/кг)
	3,1±0,07&
	0,88±0,17&


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; # – p≤0,05 відносно контрольної групи тварин; & – p≤0,05 відносно груп тварин з курсовим призначенням тамоксифену цитрату та капікору.

Проте при аналізі концентрації HSP70-білка в кардіоміоцитах було зафіксовано падіння його вмісту більш ніж на 74 %, що, на нашу думку, пов’язано зі зривом компенсаторно-адаптаційних реакцій клітини у відповідь на гіпоксію та неспроможність білоксинтезуючого апарату клітини реалізувати продукцію HSP70-білка.
Водночас курсове призначення тамоксифену цитрату, тореміфену та капікору тваринам з ГІМ призводило до модулюючого ефекту відносно характеру експресії та синтезу HSP70-білка. Аналіз даних щодо експресивної активності mRNA HSP70 показав, що SERM і референс-препарат капікор здатні в умовах гіпоксії модулювати експресію HSP70. Тобто при ГІМ досліджувані препарати не стимулювали та не підвищували експресію HSP70, а навпаки, спричиняли її нормалізацію. Ці процеси відбувалися на тлі збільшення відносно контрольної групи тварин вмісту самих HSP70-білків у КМЦ на 4 добу ІМ. На нашу думку, подібний вплив препаратів є ключовим механізмом їхньої кардіопротективної дії та пояснюється нижченаведеними обставинами. Експериментальна терапія SERM і капікором обмежувала розвиток оксидативного стресу та водночас запобігала окисній деструкції HSP70-білків. Отже, згідно з даними низки літературних джерел і нашими попередніми дослідженнями було встановлено, що при зв’язуванні SERM з естрогеновими рецепторами серця відбувається вивільнення HSP70 з комплексу ER-HSP70 та входження останніх всередину клітини відповідно без зміни експресивної активності mRNA HSP70 [68-71].

На сьогодні NO є одним з важливих факторів захисту клітини в умовах гіпоксичного пошкодження, ізоформа eNOS, що продукує оксид азоту, є фізіологічно значущим вазодилятатором, інгібітором агрегації й адгезії тромбоцитів порівняно з іншими ізоформами. Оксид азоту не тільки бере активну участь у регуляції тонусу судинної стінки, її проникності для ліпідів і клітин крові, інтенсивності клітинної проліферації, але й контролює активність внутрішньосудинного тромбоутворення та фібринолізу. У зв’язку з цим була здійснена оцінка здатності SERM в умовах моделювання ГІМ впливати на експресію та синтез eNOS [64-68].
Проведеними дослідженнями було встановлено, що на тлі розвитку оксидативного стресу й енергодефіциту КМЦ при ГІМ відбувалася дискоординація експресійної активності eNOS і синтез її в клітині. Як видно з табл. 3.19, на 4 добу ішемії експресійна активність даного ферменту знижувалася на 94,3 % при паралельному зменшенні його концентрації в КМЦ відносно інтактної групи тварин.
Таблиця 3.19
Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів на експресію та синтез білків теплового шоку 70 у кардіоміоцитах щурів з гострим інфарктом міокарда (M±m, n=10)
	Експериментальні групи тварин (n=10)
	eNOS (mRNA, у. о.)
	eNOS, нг/мл

	Інтактна група
	7,85±0,27
	11,5±0,51

	ГІМ, 4 доба (контрольна група)
	2,17±0,14*
	0,65±0,05*

	ГІМ+тамоксифен (0,1 мг/кг)
	4,88±0,22#
	4,47±0,11#

	ГІМ+тореміфен (0,1 мг/кг)
	5,97±0,2&
	7,24±0,27&

	ГІМ+капікор (6 мг/кг)
	4,1±0,11#
	5,11±0,14#

	ГІМ+тіотриазолін (50 мг/кг)
	3,24±0,17&
	2,17±0,08&


Примітка. * – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; # – p≤0,05 відносно контрольної групи тварин; & – p≤0,05 відносно груп тварин з курсовим призначенням тамоксифену цитрату та капікору.

В умовах ГІМ SERM надавали статистично значущі ефекти на характер експресії та концентрації eNOS у КМЦ. З отриманих даних видно, що курсове призначення тамоксифену цитрату (0,1 мг/кг) і тореміфену (0,1 мг/кг) призводило до нормалізації експресійної активності eNOS при паралельному збільшенні її концентрації (тамоксифен – на 85,5 %, тореміфен – 91 %) порівняно з контрольною групою тварин. Дані ефекти SERM, на нашу думку, обумовлені їхніми антиоксидантними властивостями, а також модулюючими ефектами відносно HSP70-білків.

Встановлені ефекти SERM щодо eNOS певною мірою пояснюють їхній позитивний вплив на реологічні властивості крові в умовах ГІМ. Відомо, що агрегуючі тромбоцити вивільняють АДФ, що активує ендотеліальну NO-синтазу (eNOS). Утворений ендотеліальний NO попереджає агрегацію тромбоцитів, протидіє вазоконстрикторному ефекту тромбоксану А2 та серотоніну, що продукуються тромбоцитами. В умовах дефіциту ендотеліальної NO цей захисний механізм не працює та, відповідно, створюються умови, що сприяють вазоконстрикції, тромбозам та ішемії. Зі свого боку, SERM за рахунок нормалізації експресії eNOS, можливо, підвищують біодоступність оксиду азоту, у такий спосіб знижуючи агрегацію тромбоцитів, що було продемонстровано в пункті 3.3.2.

Отже, вивчення впливу на експресійну активність і вміст у КМЦ HSP70-білків та eNOS продемонструвало здатність досліджуваних препаратів позитивно впливати на дані фактори ендогенної цитопротекції, що може розцінюватися як один з важливих моментів механізму цито- та кардіопротективних ефектів SERM.

Виходячи з вищевикладеного, при моделюванні ГІМ SERM чинили комплексну цитопротективну дію, а саме модулювали характер експресії та синтезу HSP-білків, зменшували напруженість оксидативного стресу, покращували енергетичний обмін клітини. Проявом подібних цитопротективних ефектів було збільшення кількості тварин, які вижили в дослідних групах, отримуючих SERM. За всіма досліджуваними показниками SERM достовірно перевищували подібні ефекти референc-препарату. Серед SERM найбільш активним виявився тореміфен.

3.3.6. Вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів на маркер прогнозу кардіоваскулярної патології. Останніми роками експериментальними та клінічними дослідженнями було показано, що з метою фармакологічної оцінки моніторингу ефективності кардіопротективних лікарських засобів, діагностики та лікування кардіоваскулярних захворювань доцільно використовувати визначення біомаркера ST2.

ST2 є представником сімейства рецепторів інтерлейкіну-1 (IL-1) [196-201]. ST2 існує у двох ізоформах: трансмембранній (ST2L) і “розчинній” (sST2), що не пов’язана з клітиною або мембраною та вільно циркулює в системі кровообігу. Багатьма дослідженнями доведено, що лігандом рецептора ST2 є інтерлейкін-33 (IL-33) [203-207]. Гіпоксичне пошкодження кардіоміоцитів і фібробластів, надлишковий тиск, розтягнення слугують основним стимулом активації системи IL-33/ST2 у серці [208]. Свою кардіопротективну дію IL-33 здійснює при взаємодії з рецептором ST2L [196, 209-216]. Водночас sST2 є рецептором-“пасткою”, з’єднавшись з яким, IL-33 виявляється від’єднаним від шляхів проведення сигналу та нездатним реалізувати свій кардіопротективний ефект [217-222].

Важливою особливістю ST2 є швидка блокада кардіопротективного ефекту IL33 в умовах ішемії, що сприяє розвитку ремоделювання та фіброзу серця [223]. При адекватно підібраній кардіопротективній терапії концентрація ST2 швидко знижується, що пояснює перспективність його використання для оцінки кардіопротективних властивостей дослідних препаратів [207, 224-228]. Перспективність застосування ST2 як маркера моніторингу ефективності препаратів пояснюється інтегративними властивостями даного біомаркера, що відображає зміни в трьох основних ланках ІМ: гіпоксія, запалення, міокардіальний стрес. Проведеними дослідженнями було встановлено, що при підвищенні вмісту тропоніну І, що є патогномонічним маркером ГІМ, бачимо статистично значуще збільшення “розчинної” ізоформи ST2-рецептора (sST2) в плазмі крові щурів з експериментальним ІМ (табл. 3.20). Цікаві дані були отримані при вивченні характеру концентрації ST2 в плазмі тварин з експериментальною терапією ІМ. При введенні щурам досліджуваних препаратів спрямованість і вираженість протиішемічної дії виявилася їхньою здатністю зменшувати гіперферментемію серцевого ізоензиму креатинфосфокінази (МВ-КФК), а також знижувати вміст кардіологічного маркера ST2 в плазмі.

Таблиця 3.20
Вплив досліджуваних препаратів на активність у плазмі крові ферменту серцевого ізоензиму креатинфосфокінази МВ фракція, тропоніну І і вміст маркера прогнозу кардіоваскулярних захворювань у тварин з гострим інфарктом міокарда (M±m, n=10)
	Групи тварин (n=10)
	МВ-КФК, ммоль/л/год
	Тропонін I, нг/мл
	ST2, нг/мл
	% тварин, які вижили

	Інтактна група
	0,05±0,003
	0,25±0,02
	11,4±1,59
	-

	Контрольна група (ГІМ)
	0,18±0,02*
	1,77±0,34*
	47,2±6,47*
	40

	ГІМ+тамоксифену цитрат (0,1 мг/кг)
	0,071±0,003&
	0,64±0,03&
	27,7±4,2&
	70

	ГІМ+тореміфен (0,1 мг/кг)
	0,07±0,002&
	0,5±0,02&
	22,7±3,72&
	80

	ГІМ+тіотриазолін (50 мг/кг)
	0,09±0,001#
	0,96±0,04#
	36,8±4,12#
	50

	ГІМ+капікор (6 мг/кг)
	0,08±0,002#
	0,88±0,03#
	32,2±3,41#
	60


Примітка.* – p≤0,05 відносно інтактної групи тварин; # – p≤0,05 відносно контрольної групи тварин; & – p≤0,05 відносно груп тварин з курсовим призначенням тіотриазоліну та капікору.

Найбільш активними за своїм впливом на дані показники виявилися селективні модулятори естрогенових рецепторів тамоксифену цитрат і тореміфен. Ці препарати знижували гіперферментемію МВ-КФК в середньому на 58 %, концентрацію ST2 – 46 %.

Також низкою досліджень був показаний зв’язок між розвитком оксидативного стресу та гіперпродукцією sST2 [229-232]. Закономірним результатом подібних змін стало статистично значуще збільшення в плазмі крові щурів з експериментальним ІМ “розчинної” ізоформи ST2-рецептора. Як показали наші дослідження, зростання концентрації ST2 в плазмі крові тварин з експериментальним ІМ відбувалося на тлі розвитку оксидативного стресу та корелювало зі статистично достовірним збільшенням у гомогенаті ішемізованої ділянки серця маркерів оксидативного стресу (нітротирозину (НТЗ) та гомоцистеїну (ГЦ)).

З отриманих даних видно, що концентрація ST2 була порівняна з ефективністю препаратів за їхнім впливом на вміст маркерів оксидативного стресу, проте тіотриазолін продемонстрував дещо меншу активність. Важливою особливістю є те, що отримані значення концентрації ST2 корелюють з кількістю тих тварин, які вижили, в кожній експериментальній серії. Тобто чим нижча концентрація маркера ST2, тим більша кількість експериментальних тварин вижила на 4 добу модельованої патології.

Виходячи з концентрації ST2, можна побудувати ряд ефективності досліджуваних препаратів від найбільш до найменш ефективного. Він має наступний вигляд: тореміфен – тамоксифен – капікор – тіотриазолін.

Аналіз отриманих даних свідчить про те, що один з провідних механізмів їхньої цитопротективної дії дає можливість знижувати концентрацію ST2-маркера.

Дана властивість препаратів односпрямована, проте реалізується різними шляхами. Найменш активним виявився тіотриазолін. Під його впливом відсоток тварин, які вижили на 4 добу модельованої патології, склав лише 50 %. Капікор був більш активним, забезпечуючи зниження ST2 на 33 % та збільшуючи відсоток тварин, які вижили, до 60 %. Дані ефекти капікору, на нашу думку, пояснюються комбінацією гамма-бутиробетаїну дигідрату з мельдоній дигідратом, що, з одного боку, забезпечує обмеження розвитку оксидативного стресу, з іншого, – нормалізацію біохімічних процесів у мітохондріях, зменшуючи розвиток лактат-ацидозу. Найбільш виражені ефекти продемонстрували селективні модулятори естрогенових рецепторів тореміфену цитрат і тамоксифен. Дані препарати в умовах експериментального ІМ за рахунок модуляції естрогенових рецепторів (ER) серця призводять до конформаційних змін молекули ER і вивільнення з комплексу з ним HSP70-білків, входження останніх всередину мітохондрій [212, 234]. З іншого боку, зменшення в плазмі крові ST2 (більш ніж на 46 %), на нашу думку, забезпечує реалізацію кардіопротективних властивостей IL-33 [235]. Відомо, що IL-33 в умовах гіпоксії здатний запускати каскад патобіохімічних процесів, що призводять до зменшення фіброзу міокарда, запобігають розвитку гіпертрофії КМЦ, знижують апоптоз і поліпшують функціональну здатність міокарда. Взаємопотенціювання даних ефектів SERM в умовах гострої ішемії міокарда призводило до вираженого кардіопротекторного ефекту, збільшуючи відсоток тварин, що вижили, в середньому до 75 %.

У зв’язку з цим підвищення концентрації ST2-маркера та зниження її при введенні кардіопротективних препаратів має практичне значення в діагностиці кардіоваскулярних захворювань, а також моніторингу ефективності проведеної терапії в експериментальних і клінічних дослідженнях.

Отже, враховуючи все вищевикладене, можна зробити висновок, що під час проведення досліджень in vitro й in vivo всі досліджувані препарати в умовах ішемії КМЦ виявляли односпрямовану комплексну кардіо- та цитопротективну дію, проте різних ступенів вираженості. Це виявлялося в здатності препаратів позитивно впливати на маркери пошкодження АОС, поліпшувати енергетичний метаболізм, модулююче діяти на HSP70 та eNOS, знижувати рівень маркерів пошкодження кардіоміоцитів МВ-КФК, тропоніну І, ST2, поліпшувати показники ЕКГ, а також сприяти нормалізації показників коагуляційного та судинно-тромбоцитарного гемостазу.

Загалом отримані результати підтверджують здатність SERM позитивно впливати на гіпоксичні й ішемічні пошкодження тканин, що узгоджується з даними сучасних експериментальних досліджень інших авторів [117].

Результати проведеного експерименту дозволяють зробити наступні висновки.
1. Моделювання МФП-індукованої гіпоксії КМЦ in vitro призводило до розвитку в інкубаційному середовищі оксидативного стресу, порушення енергетичного метаболізму на тлі морфофункціональних змін у КМЦ, що є типовими для гіпоксичного пошкодження в клітинах.

2. Встановлено, що внесення до інкубаційного середовища тамоксифену цитрату, тореміфену, лівіалу та референс-препарату естрадіолу на 120-ту хвилину МФП-індукованої гіпоксії обмежувало розвиток оксидативного стресу, відновлювало енергетичний метаболізм і покращувало морфологічну картину КМЦ. За силою фармакологічних ефектів дія SERM була односпрямована та порівняна з силою дії естрадіолу валеріату.

3. Встановлено, що в дослідах in vitro найбільш активними препаратами відносно впливу на показники оксидативного стресу, енергетичний обмін і морфологічну картину КМЦ виявилися тамоксифену цитрат і тореміфен.

4. Встановлені для SERM і референc-препаратів у дослідах in vivo єфективні дози (ED50) становили: тореміфену цитрат, тамоксифен – 0,1 мг/кг; тіотриазолін – 50 мг/кг; капікор – 6 мг/кг.

5. Моделювання ГІМ в лабораторних тварин призводило до електрокардіографічних змін, підвищення в плазмі крові маркерів пошкодження кардіоміоцитів МВ-КФК, тропоніну І і збільшення концентрації ST2.

6. Курсове призначення SERM і референс-препаратів протягом 4 діб тваринам з ГІМ обмежувало розвиток оксидативного стресу, енергодефіциту, зменшувало концентрацію в плазі крові маркерів пошкодження міокарда МВ-КФК, тропоніну І і ST2.

7. Встановлено, що в умовах моделювання ГІМ селективні модулятори естрогенових рецепторів модулююче впливали на експресію та синтез HSP-білків eNOS у кардіоміоцитах щурів. Кардіопротекторна дія SERM виявилася їхньої здатністю збільшувати відсоток тварин, які вижили на 4 добу ГІМ.

УЗАГАЛЬНЕННЯ ТА АНАЛІЗ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ
Нині в усьому світі спостерігається прогресування частоти серцево-судинних захворювань. Гострі форми ішемічної хвороби серця тривалий час посідають провідне місце в загальній структурі серцево-судинної захворюваності і смертності. Незважаючи на суттєві досягнення останніх років у їх діагностиці та лікуванні, усвіті спостерігається тенденція до помолодшання контингенту з даними хворобами, несприятливого перебігу захворювання та, як наслідок, зростання кількості випадків ранньої інвалідизації осіб працездатного віку [78, 79]. У зв’язку з цим перспективним напрямком дослідження слід вважати пошук нових кардіопротекторів для вдосконалення лікування ішемічної хвороби серця (ІХС), особливо гострих форм [78, 79, 82].

Серцева діяльність в основному спрямована на безперебійне енергопостачання всіх тканин організму, що здійснюється шляхом доставки кисню і поживних речовин безпосередньо до функціонуючих клітин. У той же час серце, що є енергоспоживаючим органом, значною мірою залежить від стану його енергопостачання. Ішемія міокарда виникає за наявності дисбалансу між енергопостачанням міокарда та його метаболічними потребами. При ішемії змінюється біохімізм енергоутворення в кардіоміоцитах, порушуються обмінні процеси, знижується ефективність функціонування клітин, що, у свою чергу, призводить до зниження ефективності роботи серця в цілому. Прогресування ішемії неминуче призводить до необоротнього пошкодження, загибелі клітин та утворення ділянок некрозу – розвитку інфаркту міокарда. Основна мета при корекції ішемії міокарда – усунення (або зменшення) невідповідності між потребою міокарда в кисні та його доставкою [76, 77].
В основі розвитку інфаркту міокарда лежить гостра оклюзія або спазм коронарної артерії, у результаті чого розвиваються некроз міокарда, дисфункція лівого шлуночка, аритмії. На клітинному рівні порушуються структура і функції мембран (проникність, трансмембранний іонний транспорт), утворюються патологічні біологічно активні речовини мембранного походження. Метаболічні порушення характеризуються прогресуючим зниженням рівня високоенергетичних фосфатів, накопиченням потенційно токсичних продуктів метаболізму, таких, як лактат, іони Н+, вільні кисневі радикали, а також накопиченням іонів натрію і кальцію, що призводить до морфологічного ушкодження і загибелі клітини [76, 79-81]. 

Метою нашого дослідження стало вивчення цито- і кардіопротекторних ефектів селективних модуляторів естрогенових рецепторів за умов моделювання гострого інфаркта міокарда.

Проведеними дослідженнями in vitro та in vivo були встановлені антиоксидантні, енерготропні, HSP-та eNOS-модулюючі ефекти селективних модуляторів естрогенових рецепторів. Встановлено їх позитивний вплив на реологічні властивості крові і здатність обмежувати накопичення маркерів пошкодження міокарда на 4 добу експериментальної патології.

Проводячи аналіз отриманих даних, можно зробити висновок, що внесення в інкубаційне середовище 0,6 мкМ МФП призводило до каскаду патобіохімічних змін кардіоміоцитів, характерних для гіпоксичного пошкодження тканин. Так, на 120-ту хвилину МФП-індукованої гіпоксії нами був зареєстрований виражений енергодефіцит, який є невід’ємною частиною гіпоксії, оскільки виникає внаслідок порушення трофіки тканин [139, 146]. Енергодефіцит проявлявся дисбалансом вмісту в клітинах макроергічних фосфатів, а саме: статистично вірогідне зменшення концентрації АТФ на 40,7 %  та АДФ на 70 % на тлі збільшення концентрації АМФ на 91 %. Крім того, внаслідок гальмування аеробного окиснення виникала компенсаторна активація гліколізу і порушення функціонування циклу Кребса, що спричиняло значні зміни перерозподілу його проміжних продуктів. Результатом цих процесів було зареєстроване нами значне падіння вмісту піровіноградної кислоти і малату на тлі значного накопичення концентрації лактату як “тупикового” продукту в енергетичному метаболізмі кардіоміоцитів [146].

Також патобіохімічні зміни в суспензії кардіоміоцитів призводили до порушення функціональної активності мітохондрій і розвитку мітохондріальної дисфункції. Так, починаючи з 30 хвилини інкубації, спостерігалось поступове падіння ЕЗ на 25 %, ЕП на 44 %, ТКД на 96 % відносно групи інтакта.
Відомо, що NО і його метаболіти мають прооксидантні властивості [16, 27], тобто NO і його похідні можуть викликати перекисне окислення фосфоліпідів й окислення тіольних груп білків мітохондріальної мембрани, приводячи до вивільнення в цитозольапоптогенних чинників. Більшість цитотоксичних ефектів NO належать пероксинітриту (ONOO-), який утворюється в реакції з O2, що обумовлено дуже високою швидкістю їх взаємодії (2×1010 м-1с-1) [29, 30, 39]. ONOO- пошкоджує судинний ендотелій, збільшує кількість тромбоцитів, бере участь в процесах ендотоксемії, в гострому легеневому пошкодженні приреспіраторному дистрес-синдромі.ONOO- легко проникає через клітинні мембрани. Токсична дія ONOO- залежить від його концентрації. При низьких концентраціях проявляються регуляторні і протекторні властивості щодо функції ферментних систем і виживання клітин.Утворення ОNОO- може частково нейтралізувати пряму токсичну діяю NO або O2 [30, 116, 119]. ONOO- інтенсивно нітролізує білки та можебути джерелом дуже токсичного гідроксил-радикала OН в реакції. Надалі ОН призводить до окисного пошкодження макромолекул, викликаючиокислювальний стрес. При окисленні у водному середовищі ОNОO- протонується і руйнується з утворенням близько 70 % аніона нітрату і 30 % радикалів (гідроксильного і діоксиду азоту), які і обумовлюють його окисні та нітритні властивості. Тому токсичні ефекти ОNОO- особливо виражені ворганізмі в умовах ацидозу, в ішемізованих тканинах, а також у фагосомах активованих фагоцитарних клітин. Дані властивості пероксинітриту поширюються в організмі на різні біомолекули (низькомолекулярні метаболіти, нуклеїновікислоти, ліпіди і білки), викликаючи порушення функції клітин і пошкодження тканин, розвиток ПОЛ, щоможе відігравати суттєву роль в патогенезі якна молекулярному, так і на функціональному рівні [114, 118, 124]. Нітрозуючий та оксидативний стрес в організмі часто виявляється одночасно [126]. При цьому S-нітрозування білків поєднується з їхS-тіоліруванням. Внаслідок взаємодії СО2 і ОNОO- утворюється нітрозопероксикарбонатний аніон (ONOOCOO-), який розпадається з утворенням 65 % аніона нітрату та 35 % реактивних радикалів діоксиду азоту (NO2) і карбонатного аніону (СО3). Великі концентрації NO в тканинах (>10-6 М) можуть викликати пошкодження власних клітин. При цьому інгібуються дихальні ферменти мітохондрій, відбувається фрагментація дезоксирибонуклеїнової кислоти (ДНК), нітрація білків і біогенних моноамінів, а також активується ПОЛ [128].

У своїх дослідженнях нами також було зафіксовано розвиток оксидативного і нітрозуючого стресів (підвищення маркерів окисної деструкції НТЗ та ГЦ, падіння рівня активності каталази).

Так, на 120-ту хвилину гіпоксії у кардіоміоцитах відбувалась інтенсифікація процесів вільнорадикального окиснення, внаслідок чого реєструвалось накопичення цито – і геномотоксичних маркерів окисного стресу – НТЗ (підвищення на 62 % відносно інтакту) та ГЦ (підвищення на 83 % відносно інтакту). Важливо зазначити, що ці процеси проходили на тлі значного (більш ніж на 63 %) падіння активності ключового ензиму антиоксидантного захисту – каталази. Подібна зміна активності каталази пояснюється зривом компенсаторно-пристосувальних механізмів клітини на 120 хвилину гіпоксії, що є характерним для цієї моделі гіпоксії. Це збігається з даними інших дослідників. 

Нині відомо, що гомоцистеїн є маркером пошкодження антиоксидантної системи, він має виражену токсичну дію на клітину. ГЦ швидко окислюється в плазмі крові, в результаті чого утворюється велика кількість АФК [184-188]. При цьому відбувається пошкодження клітин ендотелію, що призводить до втрати еластичності внутрішньосудинної стінки, а такожокислення ліпопротеїдів, що, усвою чергу, сприяє розвитку серцево-судинної патології. Безпосередньо пошкоджуючи внутрішню артеріальну стінку, ГЦ також пригнічує синтез оксиду азоту (NO). Нітротирозин є універсальним маркером пошкодження білків клітини [194, 195].

Відомо, що в умовах ішемічного пошкодження клітин порушується експресія генів шаперонів і фолдінг білків. Регуляторні протеїни клітини, особливо мітохондріальні,  внаслідок їх окисної модифікації змінюють свою конформацію, що призводить до порушення функціонування білкового апарату мітохондрій, циклу окисного фосфорилювання, порушення імпорту мітохондріальних білків з цитоплазми та до ще більшого накопичення АФК [147]. Внесення до інкубаційного середовища SERM та естрадіолу валеріату приводило до зменшення інтенсивності оксидативного стресу, що проявлялось зменшенням вмісту в суспензії кардіоміоцитів нітротирозину – в середньому на 59 %, та гомоцистеїну – у середньому на 46 %, відносно суспензії із МФП-індукованої гіпоксії. Разом з цим відбувалась нормалізація активності каталази, особливо на тлі внесення тамоксифену, що, на нашу думку, зумовлено здатністю досліджуваних препаратів зменшувати накопичення гомоцистеїну, нормалізуючи тим самим процеси метилювання білків.Дія дослідних препаратів була односпрямована, однак різної сили. 
Встановлений вплив селективних модуляторів естрогенових рецепторів та естрадіолу валеріату на явища оксидативного стресу пояснює їх здатність покращувати енергетичний метаболізм кардіоміоцитів в умовах їх гіпоксичного пошкодження. Так, естрадіолу валеріат та SERM збільшують концентрацію АТФ: відповідно на 11 % та 20 %, АДФ –у середньому на 63 % та зменшують вміст АМФ, відповідно на 33 % та 55 %, а також підвищують ЕЗ у середньому на 24 %, ЕП – 46 %, ТКД – 94 %. Важливо відзначити, що паралельно з відновленням внутрішньоклітинного балансу макроергів дослідні препарати достовірно підвищували кількість пірувату та малату на тлі зниження концентрації молочної кислоти (відповідно на 39 % та 54 %), що обмежувало розвиток лактат-ацидозу в умовах гіпоксії. 
Порушення балансу між системами генерації і системами видалення АФК в мітохондрії призводить до виникнення окисного стресу, в результаті якого відбувається відкриття неспецифічної пори, що обумовлює втрату мембранного потенціалу і, отже, неможливість імпортування мітохондріальних білків, синтезованих в цитоплазмі. Якщо ж відкриття неспецифічної пори відбувається в більшості мітохондрій клітини, це неминуче призводить до запуску в клітині апоптозу, оскільки у всіх цих органелах відбувається набухання мітохондріального матриксу, руйнування зовнішньої мітохондріальної мембрани, вихід цитохрому та інших проапоптозних агентів з міжмембранного простору в цитозоль [191, 192].

В наших дослідах інтенсивність і спрямованість патобіохімічних реакцій в умовах МФП-індукованої гіпоксії теж проявлялась деструктивними ультраструктурними змінами. Так, на 120 хвилину гіпоксії in vitro кардіоміоцити вміщували багато органел, пошкоджених за вакуолярно - літичним типом. Органели парануклеарної локалізації були представлені низькоенергетичними мітохондріями невеликого розміру зі світлим матриксом і невпорядкованими кристами. Серед змінених органел зустрічались мітохондрії з ознаками перевантаження: ділянки нерівномірного просвітлення матриксу, з явищами руйнування крист. Основна частина мітохондрій була представлена органелами з незворотними пошкодженнями, з явищами перевантаження. Іноді зустрічались мітохондрії гігантських розмірів за рахунок різкого набряку матриксу. Крім того, було зареєстровано невелику кількість міжмітохондріальних контактів, протяжністю від 50 до 150 нм. Подібна вираженість морфологічних змін кардіоміоцитів  безпосередньо пов’язана, на нашу думку, зі значним приростом вмісту гомоцистеїну, оскільки широко відома роль цього маркера у процесах трансметилювання ДНК, білків. Наслідком гіпометилювання ДНК є нестабільність хромосом, що сприяє мутагенезу, порушенню генної експресії та запуску процесів загибелі клітини. У свою чергу, гіпометилювання білкових молекул призводить до зміни функціональної активності білків, особливо білків дихального ланцюга мітохондрій, призводячи до розвитку вторинної мітохондріальної дисфункції та стійкого енергодефіциту кардіоміоцитів, що теж робить певний внесок у процеси клітинної загибелі [146, 148, 239].

Відомо, що в умовах ішемічного пошкодження клітин порушується експресія генів шаперонів і фолдінг білків. Регуляторні протеїни клітини, особливо мітохондріальні,  внаслідок їх окисної модифікації змінюють свою конформацію, що призводить до порушення функціонування білкового апарату мітохондрій, циклу окисного фосфорилювання, порушення імпорту мітохондріальних білків з цитоплазми та до ще більшого накопичення АФК [55]. Внесення до інкубаційного середовища SERM та естрадіолу валеріату приводило до позитивної дії досліджуваних препаратів на стан антиоксидантної системи кардіоміоцитів, що проявлялось покращенням морфологічних характеристик клітин. Так, на тлі внесення в суспензію кардіоміоцитів естрадіолу валеріату та SERM були зафіксовані мітохондрії з вакуолярним типом пошкодження, без ознак руйнування зовнішніх мембран, помірним кристолізисом та електронно-світлим матриксом. Паралельно з цим було зафіксоване значно активніше, ніж у серії з МФП-індукованою гіпоксією in vitro, новоутворення мікромітохондрій. У структурі зовнішньої мембрани пошкоджень не спостерігалось. Крім того, була виявлена невелика кількість набряклих мітохондрій зі зруйнованими кристами та зонами просвітлення матриксу. Органели клітин мали помірний електронно- щільний матрикс. Міжмітохондріальні контакти виявлялись у значній кількості. Важливо зазначити, що при внесенні в суспензію кардіоміоцитів тореміфену спостерігалась велика кількість мікромітохондрій високоенергетичного типу, на відміну від серії кардіоміоцитів із внесенням естрадіолу, у якій реєструвались виключно низькоенергетичні новоутворені органели.

Отже, проведеними нами експериментальними дослідженнями була встановлена кардіопротекторна дія естрадіолу валеріату та селективних модуляторів естрогенових рецепторів в умовах МФП-індукованої гіпоксії in vitro, яка проявлялась їх здатністю обмежувати розвиток оксидативного стресу та нормалізувати енергетичний обмін клітин. На нашу думку, подібні ефекти дослідних препаратів реалізуються, по-перше, за рахунок їх прямої антиоксидантної дії [115, 116, 118], по-друге, естрадіолу валеріат та селективні модулятори здатні впливати на експресію глобальних факторів транскрипції, зокрема AP-1, який є відповідальним за синтез ключових ензимів антиоксидантної та тіол-дисульфідної систем [114, 115, 117]. Крім того, дослідні препарати за рахунок своїх геномних і позагеномних ефектів здатні збільшувати в умовах гіпоксії вміст в клітинах факторів ендогенної цитопротекції, особливо HSP- та HIF-білків [114, 115], що знайшло підтвердження при проведенні наших досліджень in vivo.

Виходячи з вищенаведеного, можна зробити висновок, що досліджувані препарати позитивно впливали на стан антиоксидантної, тіол-дисульфідної системи і системи енергообміну, дія їх була односпрямована, однак різного ступеня вираженості. Найбільш активними виявились селективні модулятори естрогенових рецепторів тамоксифену цитрат і тореміфен, препарат лівіал статистично достовірно значущих ефектів не проявив.

Отже, нами для подальших досліджень in vivo, в умовах моделювання гострого інфаркту міокарда, були відібрані модулятори естрогенових рецепторів тамоксифену цитрат і тореміфен. Референс-препаратами вибрані універсальний антиоксидант тіотриазолін і капікор, який через свої фармакологічні властивості та за даними багатьох досліджень, призначають в гострому періоді інфаркту міокарда.

З метою вивчення кардіопротективних властивостей селективних модуляторів естрогенових рецепторів у порівнянні з референс-препаратами в умовах модельної патології необхідно встановити їх ефективні дози. Методом ядерної оцінки регресії, використовуючи 3D-моделі, нами були визначені ефективні дози досліджуваних препартов на моделі ГІМ. Так, у тіотриазоліну ефективна доза становила 50 мг/кг; капікору – 6 мг/кг; тамоксифену цитрату та тореміфену – 0,1 мг/кг.

Наступним етапом нашого дослідження було моделювання ГІМ (вазопресин-ізадринова модель). 

Експериментальний ГІМ у тварин характеризувався типовими для інфаркту міокарда пошкодженнями, підвищенням у плазмі крові тварин контрольної групи біологічного маркера інфаркту міокарда – Тропоніну I, та маркера пошкодження кардіоміоцитів - КФК-МВ. Водночас у даних тварин були зареєстровані електрокардіографічні зміни, характерні для ішемії міокарда. Експериментальний ГІМ у тварин характеризувався збільшенням ЧСС до 541 уд./хв, порівняно з інтактною групою. Разом з тим було виявлено збільшення сегмента ST від ізолінії, депресію амплітуди зубця Т, а також зареєстрований зубець QS, що свідчить про адекватність обраної моделі.

Експериментальна терапія інфаркту міокарда дослідними препаратами приводила до зниження ЧСС, зменшення відхилення ST від ізолінії, порівняно з групою контроля, та сприяла відновленню до контрольного рівня амплітуди зубця Т, що свідчить про їх протиішемічну дію. 

Курсове призначення дослідних препаратів у встановлених ефективних дозах проявилось їх здатністю зменшувати гіперферментемію серцевого ізоензиму креатинфосфокінази (МВ-КФК) у середньому на 58 % та маркера пошкодження кардіоміоцитів тропоніну І у середньому на 46 %.

На теперішній час для естрогенів вже вивчений побічний вплив на систему гемостазу. Відомо, що естрогени стимулюють синтез специфічних білків печінки: ангіотензиногену, що сприяє підвищенню таких факторів згортання крові, як II, VII, IX, X, через це при надлишку естрогену в організмі спостерігається схильність до гіпертонії та тромбозів [55, 67, 68, 177, 179].

Отже, логічним є вивчення впливу селективних модуляторів естрогенових рецепторів на систему згортання крові. Отримані нами дані дозволяють зробити висновок, що SERM в дозі 0,1 мг/кг не призводить до активації тромбоцитарно-судинного гемостазу в експериментальних тварин з ГІМ. Введення вказаних препаратів сприяє незначній нормалізації показників коагуляційного і судинно-тромбоцитарного гемостазу. Найбільш активним уцьому відношенні був тореміфен, який знижував протромбіновий індекс на 16,1 %, сприяв нормалізації рівня фібриногену на 23,1 %.

При визначенні функціонального стану тромбоцитарно-судинного гемостазу в умовах експериментального інфаркту міокарда виявлено типові процеси для данної модельної патології, а саме: розвиток тромбоцитозу, скорочення часу і зростання ступеня агрегації. У групі контролю відмічено зростання кількості тромбоцитів на 37,1 %, час агрегації скорочувався на 32,4 % з паралельним зростанням ступеня агрегації на 53,8 %. Отримані дані свідчать про активацію тромбоцитарної ланки гемостазу при розвитку патобіохімічних реакцій, що запускаються в умовах розвитку ІМ. Введення досліджуваних препаратів сприяло поліпшенню таких показників, як ступінь агрегації, час агрегації та кількість тромбоцитів. Так, найбільш активним відносно нормалізації функціонального стану тромбоцитів був капікор. Цей препарат, за рахунок його ендотеліотропного впливу, знижував ступінь і підвищував час агрегації тромбоцитів на 29,9 % і 30,8 % відповідно. Введення SERM також викликало нормалізацію вивчених показників. Так, тореміфен зменшував ступінь агрегації на 18,9 %, час агрегації подовжувався на 15,1 % з паралельним зниженням кількості тромбоцитів на 20,3 %. Тамоксифен також викликав подібні зміни, проте подовжував час агрегації на 33,5 %.

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

На сьогодні добре відомо, що розвиток оксидативного стресу і накопичення цито- і геномотоксичних продуктів окисної деструкції макромолекул призводять до розвитку енергодефіциту. Так, моделювання гострого інфаркту міокарда призводило до типових ішемічних порушень енергетичного метаболізму міокарда: активації гліколізу, дискоординації у циклі Кребса, виснаження вуглеводних резервів, гальмування компенсаторних шунтів енергії [38, 45, 48]. Розвиток оксидативного стресу і накопичення цито- та геномотоксичних продуктів окисної деструкції макромолекул призводили до розвитку енергодефіциту. Так, найбільш ефективними препаратами виявилися селективні модулятори естрогенових рецепторів і капікор. Тіотриазолін, який продемонстрував виражену антиоксидантну активність, за своїм впливом на енергетичний метаболізм мав помірну дію. Установлені фармакодинамічні характеристики тіотриазоліну пояснюються, на нашу думку, його високою антирадикальною активністю і здатністю зв’язувати цитотоксичні дериватори АФК [40]. Однак в умовах ішемічного пошкодження кардіоміоцитів він, очевидно, не здатний до швидкої активації компенсаторних молекулярно-біохімічних реакцій (синтез, експресія HSP-, HIF-білків, модуляція NO-синтази) [46]. Призначення тіотриазоліну й, особливо, тамоксифену, тореміфену, капікору приводило до посилення продукції АТФ за рахунок інтенсифікації аеробних процесів. При цьому дослідні препарати не впливали на виснаження субстратів окислення – глікогену і глюкозо-6-фосфату. Під їх впливом в кардіоміоцитах відбувалось зменшення активності малопродуктивного анаеробного гліколізу, про що свідчило зниження рівня лактату; відбувалася нормалізація окислення в циклі Кребса на дикарбоновій (підвищення рівня малату) й, особливо, трикарбоновій (підвищення рівня ізоцитрату) ділянках та дихальному ланцюгу (активність цитохром-С-оксидази). Важливим моментом у механізмі їх енерготропної дії був активуючий вплив на компенсаторний малат-аспартатний шунт. Відомо, що в умовах ішемії малат-аспартатний човник здійснює перенос відновлених еквівалентів, які утворюються в цитоплазмі в ході гліколізу в мітохондрії.  НАДН+, який утворюється в цитоплазмі в умовах зниженого вмісту кисню, використовується для перетворення  щавелевооцтової  кислоти в малат, який проникає в мітохондрію, бере участь в експорті α-кетоглутарату і в мітохондріях перетворюється у щавелевооцтову кислоту з утворенням НАДН, доступного для електроннотранспортного ланцюга (з 2 протонів утворюються 3 молекули АТФ). Щавелевооцтова кислота, яка утворилася з малату, перетворюється на α-кетоглутарат й аспартат. Α-кетоглутарат йде з мітохондрій в обмін на малат, а аспартат обмінюється на глутамат. Перенос відбувається за рахунок градієнта глутаматуі високого внутрішньомітохондріального відношення глутамат/аспартат [40, 41]. Співвідношення НАДН/НАД+  і малат/щавелевооцтова кислота регулюється малатдегідрогеназою (МДГ). При моделюванні ГІМ спостерігалось гальмування малат-аспартатного шунта, що виражалося у зниженні активності МДГ, зменшенні рівня малату та аспартату, за рахунок чого відбувалось статистично вірогідне падіння ЕЗ, ЕП, ТКД, відповідно на 45 %, 62 % та 80 %.

Досліджувані препарати, особливо тореміфен, приводили до нормалізації енергетичного метаболізму кардіоміоцитів, зменшували гальмування активності малат-аспартатного шунта,про що свідчило підвищення активності МДГ, збільшення вмісту малату й аспартату, підвищення ЕЗ, ЕП, ТКД. Важливою особливістю є те, що експериментальна терапія приводила дозбільшення не тільки продукування енергії, але і її транспортування, про що свідчило збільшення активності мітохoндріальної креатинфосфокінази (КФК-мх). Так, найбільш ефективними препаратами виявилися селективні модулятори естрогенових рецепторів і капікор. Тіотриазолін за своїм впливом на енергетичний метаболізм мавпомірну дію. Установлені фармакодинамічні характеристики тіотриазоліну пояснюються, на нашу думку, його високою антирадикальною активністю іздатністю зв’язувати цитотоксичні дериватори АФК. Однак в умовах ішемічного пошкодження кардіоміоцитів він, вочевидь, не здатний до швидкої активації компенсаторних молекулярно-біохімічних реакцій (синтез, експресія HSP-; HIF-білків, модуляція NO-синтази) [39, 236]. На сьогодні відомо, що до основних складових системи антиоксидантного захисту відносяться супероксиддисмутаза, зокрема її мітохондріальна і цитоплазматична ізоформи, каталаза та глутатіон [48-51]. Монооксид азоту ефективно перехоплює такі небезпечні радикали, як O2, OH, RОО, тіольний (GS). У нормі в клітинах і тканинах організму концентрації СОД на два порядки перевищують концентраціі NО. Це створює перешкоду для утворення піроксинітриту ОNОO-, незважаючи на те, що можливість контакту О2 з ферментом менше, ніж з NО через обмеження дифузії між клітинними компонентами, а швидкість синтезу ОNОO- значно вище, ніж швидкість усунення О2- в супероксиддисмутазній реакції (2×109 М-1с-1). Однак СОД в присутності високих концентрацій Н2О2 і NO може утворювати ОNОO-. ОNОO- може відновлюватись в NО за допомогою нітритредуктази. У цьому процесі беруть участь NADH або NADPH і флавопротеїни. В результаті нітритредуктазних реакцій не тільки знижується концентрація токсичних АФА, а й подовжується час життя NО [38-44]. NO інгібує опосередковувані Fe3 + оксидативні реакції та тим самим виявляє антиоксидантну дію. Мішенями прямої дії NО є Сu і Zn, що входять до складу СОД, і високоенергетичні вільні радикали (радикали з вуглецевим центром, ліпідні, діоксид азоту) [38-41, 44, 47, 49, 240-243]. Прямі ефекти NO домінують в організмі при фізіологічних умовах, коли ця молекула синтезується конститутивними формами NOS в низьких кількостях. При цьому концентрація NO в тканинах становить 0,1-1 мкмоль, в той час як O2- в силу високої супероксиддисмутазної активності – менше на 3 порядки. Завдяки прямій дії NO здійснюються головним чином його регуляторні та сигнальні функції [48, 51, 52, 241-244].

Непряма дія NO опосередковується через його реактивні форми, які є продуктом реакції NО з О2, О2 або Н2О2, і проявляється при збільшенні синтезу NО, пов'язаного з індукцією iNOS, яка спостерігається при запальних процесах різної етіології, і поєднується з посиленням утворення АФК [52-58].

Паралельно з електрокардіографічними змінами і порушенням енергетичної системи у тканинах серця тварин з ГІМ нами був зареєстрований розвиток оксидативного стресу та зсув тіо-дисульфідної рівноваги. Так, розвиток нітрозуючого стресу призводить, за допомогою гіперпродукції пероксінітриту, до необоротного пригнічення мітохондріального дихання, безпосередньо взаємодіючи із залізом активних центрів ключових ензимів, а також нітрозуючи по S-, N-, O-елементам тіольний, фенольні, гідроксильні та аміногрупи білкової частини цих ензимів, а при більш вираженому прояві нітрозуючого стресу необоротно окислюючи їх. В умовах ішемічного пошкодження тканини серця антиоксидантна рівновага зміщується в бік прооксидантної [38-44]. Відбувається накопичення маркерних продуктів окисної деструкції білків, особливо нітротирозину, що призводить до порушення функціонування білків, особливо дихального ланцюга і, як наслідок, загибелі всієї клітини. Паралельно з цим окислювальний стрес, за рахунок пошкодження нуклеїнових кислот, призводить до пригнічення експресії генів, відповідальних за синтез факторів ендогенної цитопротекції (HSP-; HIF-білки), а також ензимів антиоксидантного захисту - каталази, супероксиддисмутази [36, 38, 66, 69].
У своїх дослідженнях при аналізі вмісту маркерів антиоксидантної системи, а також рівня активності їх ключових ферментів виявленіпевнітипові патобіохімічні зміни. На 4 добу ГІМ було зафіксовано падіння активності ключового ферменту антиоксидантного захисту – супероксиддисмутази, та ферменту тіол-дисульфідної системи – ГР, що, на нашу думку, свідчить про зрив адаптаційно-компенсаторних можливостей організму. Також реєструвалось і зміщення тіол-дисульфідної системи в бік зниження її відновлених інтермедіатів (значне падіння рівня глутатіону і цистеїну). Крім того, зрив резервно-адаптаційних можливостей організму супроводжувався суттєвим накопиченням маркера окисної деструкції білкових молекул – НТЗ .

Експериментальна терапія тамоксифеном, тореміфеном та референс-препаратами – тіотриазоліном і капікором, приводила до статистично значущого підвищення активності СОД і ГР порівняно з контролем у відповідні терміни модельованої патології. Найбільш ефективними, за своїм впливом на показники антиоксидантної і тіолдисульфідної систем, виявилися селективні модулятори естрогенових рецепторів та референс-препарат – тіотриазолін, якій містить у своїй молекулярній будові тіольні групи. Позитивний вплив досліджуваних препаратів було відмічено і на вміст маркерних продуктів оксидативного стресу, що проявлялося зменшенням кількості окислених дериватів тіол-дисульфідної системи – гомоцистеїну, а також НТЗ. Дія препаратів була односпрямована в дослідах як in vitro, так і in vivo.

Відомо, що ішемічні пошкодження серця пов’язані з активацією вільно-радикальних процесів, кальцієвим навантаженням, денатурацією білкових молекул, виснаженням внутрішньоклітинного пулу АТФ та глюкози, накопиченням токсичних метаболітів, зниженням клітинного pH, розвитком мітохондріальноїдисфункції. Вищенаведені чинники залучені до активації експресії і синтезу HSP70 у гострому періоді ІМ. Значення індукції HSP70 за умов гострої гіпоксії кардіоміоцитів набуло важливості при вивченні феномену ішемічногопрекондиціювання [120]. Було показано, що короткотривала ішемія (декілька хвилин) призводить до значного накопичення у кардіоміоцитах HSP70 та підвищення стійкості міокарда до подальшої тривалої гіпоксії. Результатом багатьох експериментальних робіт є висновок про те, що активація синтезу HSP70 лежить в основі компенсаторно-адаптаційних механізмів міокарда до гіпоксичного пошкодження [62-68, 70].

За даними багатьох досліджень доведено, що індукція HSP-і HIF-білків-найбільш консервативна та універсальна система клітинної відповіді на гіпоксію. Співвідношення рівня HSP та загального білкав клітині, яка піддана стресу, настільки велика, що кількість білків  теплового шоку в нійдосягає 15-20 % від усіх розчинених білків в цитоплазмі [64, 66, 68].Саме з індукцією експресії та синтезу даних білків в клітині в умовах гіпоксії ряд дослідників пов'язують запуск адаптаційних молекулярно-біохімічних реакцій в клітині у відповідь на гіпоксію [58, 66, 69, 71].

За даними низки літературних джерел, при зв’язуванні SERM з естрогеновими рецепторами серця відбувається вивільнення HSP70 з комплексу EР-HSP70 та входження останніх всередину клітини, відповідно без зміни експресивної активності mRNA HSP70 [64-71]. Потенціювання надходження HSP70-білків у клітину приводить до реалізації протективних властивостей HSP70-білків в умовах гіпоксичного пошкодження кардіоміоцитів. Низкою досліджень була продемонстрована здатність даних білків регулювати процеси енергетичного метаболізму (активуючи компенсаторні шляхи продукції енергії), а також, зменшуючи цитотоксичні наслідки нітрозуючого, оксидативного стресу, модулювати концентрацію IL33 [221-218]. 

Відомо, що в умовах гіпоксії HSP-білки здатні обмежувати молекулярні зрушення у клітині шляхом дезагрегації аномальних білкових агрегатів та знищувати необоротно пошкоджені білки. HSP-білки підвищують потужність антиоксидантних ферментів і зменшують пошкоджуючі ефекти надлишку кальцію в клітині за рахунок зв’язування рецептора до кальцію – кальмодуліну [69, 72, 237]. Крім того, почали з’являтися дані щодо можливості HSP-білків блокувати гіперпродукцію оксиду азоту. Значущість цього ефекту HSP визначається тим, що гіперпродукція NO обумовлює розвиток нітрозуючого стресу і накопичення цито- і геномотоксичного продукту нітрозуючого пошкодження білків – нітротирозину [45, 48, 51, 66, 69].

Важливо зазначити, що при дослідженні характеру експресії / синтезу HSP70-білків у кардіоміоцитах нами було зафіксовано різноспрямований характер експресії і синтезу цього білка. Так, на 4 добу ГІМ у щурів контрольної групи було зареєстровано суттєве підвищення експресії mRNA HSP70. Однак при аналізі концентрації HSP 70-білка у кардіоміоцитах нами було зафіксовано падіння його вмісту, що, на нашу думку, пов’язано зі зривом компенсаторно-адаптаційних реакцій клітини у відповідь на гіпоксію та неспроможність білоксинтезуючого апарату клітини  реалізувати продукцію HSP70-білка.

Водночас курсове призначення тамоксифену цитрату, тореміфену та капікору тваринам з ГІМ приводило до модулюючого ефекту відносно характеру експресії і синтезу HSP70-білка. Так, в умовах ГІМ дослідні препарати не стимулювали і не підвищували експресію HSP70, а навпаки, спричиняли її нормалізацію. Ці процеси відбувались на тлі збільшення, відносно контрольної групи тварин, вмісту самих HSP70-білків у кардіоміоцитах. На нашу думку, подібний вплив препаратів є ключовим механізмом їх кардіопротективної дії і пояснюється нижче наведеними обставинами. По-перше, експериментальна терапія SERM і капікором обмежувала розвиток оксидативного стресу і разом з цим запобігала окисній деструкції HSP70-білків. По-друге, за даними низки літературних джерел, при зв’язуванні SERM з естрогеновими рецепторами серця відбувається вивільнення HSP 70 з комплексу ER-HSP70 та входження останніх всередину клітини, відповідно без зміни експресивної активності mRNA HSP70. Подібні ефекти HSP 70 щодо IL33, на нашу думку, пояснюються тим, що білки теплового шоку мають так званий процитокіновий ефект. Цю властивість мають не тільки HSP70, а й інші шаперони, такі, як HSP90, HSP32. Для позаклітинного HSP70 був запропонований новий термін “шаперокін” [68, 71, 112, 119, 123]. На відміну від позаклітинного HSP70, збільшення експресії або вмісту внутрішньоклітинного HSP70 викликає гальмування передачі проліферативних, апоптотичних, запальних сигналів.

Отже, в умовах моделювання ГІМ SERM модулювали характер експресії та синтез HSP-білків. 

Доведено, що одним з основних патофізіологічних механізмів розвитку, що лежить в основі ішемічної хвороби серця, у тому числі гострого ІМ, є дисфункція судинного ендотелію. Порушення функції ендотелію проявляється зниженням здатності судин до дилятації і посиленням вазоконстрикції, активацією системи цитокінів, порушенням антитромбогенних властивостей стінки судини. Основну роль у виникненні ендотеліальної дисфункції відіграє порушення синтезу оксиду азоту [69, 72, 74]. Особливе значення у розгляді фізіологічної ролі NO має питання регуляції активності NOS. Конститутивні форми NOS (eNOS i nNOS) регулюються внутрішньоклітинним рівнем Са2+ [39, 41, 48, 67]. Позаклітинні гормони та інші агенти, взаємодіючи з поверхневими клітинними рецепторами, відкривають кальцієві канали, і він проникає всередину, де в комплексі з кальмодуліном активує NOS. Зв’язаний з NOS кальмодулін сприяє передачі електрону з НАДФН на флавінпротеїновий домен NOS і далі з флавіну на гемовий домен NOS. Характерною особливістю NO є його здатність швидко дифундувати через мембрану клітини, яка його синтезувала, у міжклітинний простір і також легко (без взаємодії з рецепторами) проникати до клітин-мішеней. Всередині клітини він активує одні ензими та інгібує інші. Однією з важливих мішеней NO є ГЦ [43, 49, 189]. Активація цього ензиму супроводжується виділенням цГМФ, під впливом якого відбувається релаксація гладко-м’язових волокон судинної стінки. Цьому сприяє пряма активація К+-каналів [185]. Базальний тонус судин визначається ступенем тонічного напруження розміщених у їхній стінці гладеньком’язових волокон [186]. Крім вазоконстрикторного тонусу, судини здатні до активної вазодилятації, обумовленої секрецією NO [67, 69].У серці NO, що виділяється ендотеліальними клітинами, через підвищення внутрішньоклітинної концентрації цГМФ забезпечує контрактильну функцію міокарда, посилює релаксацію шлуночків і збільшує діастолічну розтягненість [52, 54, 57]. Доведено також, що NO, який утворюється всередині кардіоміоцитів, є досить важливою складовою для здійснення β-адренергіч- ного ізотропного та хронотропного ефектів [58]. Крім того, NO здатний інгібувати адгезію лейкоцитів до судинної стінки та впливати на вироблення факторів росту, а також чинить антимітогенну та антипроліферативну дії [34, 39, 41, 49, 58, 71]. Основне значення у розвитку ендотеліальної дисфункції має вільнорадикальне окислення, продукція потужних вазоконстрикторів, а також цитокінів, які пригнічують продукцію NO [51, 54]. Оксид азоту бере участь у регуляції розподілу кровотокуу відповідь на метаболічні порушення. У зв’язку з метаболічними змінами при недостатності кровообігу ендотелій не може достатньо продукувати NO для їх корекції [46, 47, 51]. Звісно, оксид азоту відіграє важливу роль у нейтралізації агресивних радикалів супероксиду, які особливо накопичуються у хворих на інфаркт міокарда [38, 39]. Кисневі радикали призводять до звуження судин, підвищуючи в них тиск. Збільшене їх формування веде до зменшення NO-продукуючої активності. Важливим є і те, що супероксидний аніон O2 взаємодіє з NO й утворює пероксинітрит, який є дуже стійким і високотоксичним, руйнує ДНК, викликає апоптоз [38, 45]. Оксид азоту інгібує ріст судинних гладко-м’язових клітин й агрегацію тромбоцитів [43], а також експресію й адгезію нейтрофілів до ендотелію [19-21, 45]. Один із механізмів адгезії – інактивація аніонів супероксиду. Аніони супероксиду сприяють адгезії лейкоцитів до судинного ендотелію, звільнюють аніони супероксиду з активованих поліморфонуклеарних лейкоцитів, що відмічається в патогенезі серцево-судинних захворювань [43, 45].
Дослідженнями встановлено, що eNOS, як і HSP70-білки, проявляли статистично значущі ефекти на експресію і концентрацію eNOS в кардіоміоцитах. При моделюванні гіпоксії кардіоміоцитів було зафіксовано падіння експресії та концентрації eNOS, відповідно на 94,3 % та 72,4 %. Курсове призначення тамоксифену цитратуі тореміфену приводило до нормалізації експресійної активності eNOS при паралельному збільшенні її концентрації (тамоксифен – на 85,5 %; тореміфен – на 91 %) порівняно з контрольною групою тварин. Дані ефекти SERM, на нашу думку, обумовлені їх антиоксидантними властивостями та HSP70-тропною дією.
Отже, встановлені нами ефекти SERM відносно eNOS говорять про те, що досліджувані препарати здатні позитивно впливати на фактори ендогенної цитопротекції, а це можна оцінити як один з важливих моментів механізму цито- та кардіопротективних ефектів SERM.

Виходячи з вищевикладеного, можна зробити висновок, що SERM в умовах моделювання ГІМ спричиняли комплексну цитопротекторну і кардіопротекторну дію, а саме: модулювали характер експресії і синтезу HSP-білків та eNOS, зменшували вираженість оксидативного стресу, покращували енергетичний обмін клітини. Проявом подібних цитопротекторних ефектів було збільшення кількості тварин, які вижили в дослідних групах, отримуючих SERM.

В останні роки як експериментальними, так і клінічними дослідженнями було показано, що з метою фармакологічної оцінки моніторингу ефективності нових кардіопротективних лікарських засобів та результатів лікування доцільно використовувати визначення кардіологічного біомаркера ST2. 

Відомо, що рецептор ST2 – представник сімейства рецепторів інтерлейкіну-1 (IL-1) [204, 207, 209]. ST2 існує у двох ізоформах: трансмембранній (ST2L) та “розчинній” (sST2), яка не пов'язана з клітиною або мембраною і вільно циркулює в системі кровообігу. Рядом досліджень показано, що лігандом рецептора ST2 є інтерлейкін-33 (IL-33) [223, 226, 228]. IL-33 секретується розтягнутими фібробластами і має антигіпертрофічний ефект у відповідь на натяг міокарда. В експериментах на тваринах введення IL-33 запобігало розвитку надлишкової гіпертрофії і фіброзу ЛШ; фізіологічна роль такого впливу полягає у профілактиці підвищення внутрішньошлуночкового тиску [198, 223, 234]. Гіпоксичне пошкодження кардіоміоцитів і фібробластів, надлишковий тиск, розтягнення є основним стимулом активації системи IL-33/ST2 у серці [14]. Свою кардіопротективну дію IL-33здійснює при взаємодії з рецептором ST2L [198-203, 218]. Водночас sST2 є рецептором-“пасткою”, з’єднавшись з яким, IL-33 виявляється від'єднаним від шляхів проведення сигналу і нездатним реалізувати свій кардіопротективний ефект [213, 216]. Експресія ST2 механічно активується кардіоміоцитами у відповідь на натяг і бере участь у відповіді на пошкодження і ремоделювання міокарда [221, 224]. Експериментально було встановлено, що при введенні великих доз ST2 застосування IL-33 не запобігає ремоделюванню міокарда ЛШ і прогресуванню ХСН. У серці ST2 відіграє біологічну роль у природженому імунному процесі, модулює серцевий сигнальний шлях. Важливою особливістю ST2 є швидка, в умовах ішемії, блокада кардіопротективного ефекту IL-33, що сприяє розвитку ремоделювання та фіброзу серця [214, 218, 232]. Сигнальна система ST2/IL-33 бере участь в регуляції запальної і нейрогормональної активації та запобіганні ремоделювання міокарда [203, 214, 225]. При порушенні функціонування цієї системи існує ризик розвитку ХСН.

Перспективність використання ST2 в якості маркера моніторинга ефективності препаратів пояснюється інтегративними властивостями даного біомаркера, який відображає зміни у трьох основних ланках інфаркту міокарда: гіпоксія, запалення, міокардіальний стрес. Низка досліджень показує зв’язок між розвитком оксидативного стресу і гіперпродукцією sST2 [18, 19]. При адекватно підібраній  кардіопротекторній терапії концентрація ST2 швидко знижується, що пояснює перспективність його використання для оцінки кардіопротекторних властивостей дослідних препаратів [206-210].

У своїй роботі ми вивчали маркери пошкодження міокарда МВ-КФК та тропонін І із ST2. Нашими дослідженнями на 4 добу після введення пітуїтрину та ізадрину в плазмі крові тварин контрольної групи було зареєстровано збільшення біологічних маркерів інфаркту міокарда МВ-КФК і тропоніну І, що дійсно свідчило про наявність інфаркту міокарда. Закономірним результатом подібних змін стало статистично значуще збільшення в плазмі крові щурів з експериментальним інфарктом міокарда “розчинної” ізоформи ST2-рецептора (sST2).

При експериментальній терапії дослідні препарати зменшували гіперферментемію серцевого ізоензиму креатинфосфокінази
(МВ-КФК)і маркера пошкодження кардіоміоцитів Тропоніну І, паралельно знижуючи вміст у плазмі крові дослідних тварин кардіологічного маркера ST2. 
Цікаві дані нами були отримані при вивченні характеру концентрації ST2 в плазмі тварин з експериментальною терапією інфаркту міокарда. Як відомо, SERM здатні обмежувати розвиток оксидативного інітрозуючого стресів, приводячи до зниження концентрації гомоцистеїну і нітротирозину в ішемізованих тканинах. Як показали наші дослідження, збільшення концентрації ST2 в плазмі крові щурів з експериментальним інфарктом міокарда корелювало зі статистично достовірним збільшенням в гомогенаті ішемізованої ділянки серця маркерів оксидативного стресу - нітротирозину і гомоцистеїну. Розвиток нітрозуючого стресу приводит до збільшення нітротирозину на 90 % та збільшення гомоцистеїну на 89 % на тлі зміщення тіол-дисульфідної рівноваги в бік окислених тіолів. Паралельно з цим, окислювальний стрес, за рахунок пошкодження нуклеїнових кислот, призводить до пригнічення експресії генів, відповідальних за синтез факторів ендогенної цитопротекції (HSP-, HIF-білки), а також ензимів антиоксидантного захисту - каталази, супероксиддисмутази [178, 243-244].

При експериментальній терапії, аналізуючи вміст маркерів пошкодження антиоксидантної системи та концентрацію ST2, можна зробити висновок, що вона була порівняна з ефективністю препаратів за їх впливом на вміст маркерів оксидативного стресу. Важливою особливістю є те, що отримані значення концентрації ST2 корелюють з кількістю тварин, які вижили в кожній експериментальної серії. Тобто, чим нижче концентрація маркера ST2, тим більша кількість експериментальних тварин вижило на 4 добу модельної патології. Виходячи з концентрації ST2, можна побудувати ряд ефективності досліджених нами препаратів від найбільш до найменш ефективних. Даний ряд має вигляд: тореміфен – тамоксифену цитрат - капікор - тіотриазолін. 

Аналіз отриманих даних свідчить, що одним з провідних механізмів кардіопротекторних ефектів SERM є можливість знижувати концентрацію ST2-маркера. Дана властивість препаратів односпрямована, проте реалізується різними шляхами. Так, антиоксидантний препарат - тіотриазолін, здатний зв'язувати цитотоксичні деривати АФК своїми SH-групами, тим самим знижуючи концентрацію нітротирозину і гомоцистеїну. Менш виражені ефекти тіотриазолін проявляв щодо концентрації ST2-маркера, що не дозволяло йому повністю реалізовувати кардіопротективні ефекти. Під впливом тіотриазоліну відсоток тварин, які вижили на 4 добу модельної патології, склав лише 50 %. Капікор виявився більш активним, забезпечуючи зниження ST2- на 33 % і збільшуючи відсоток тварин, які вижили, до 60 %. Дані ефекти капікору, на нашу думку, пояснюються комбінацією гамма-бутеробетаїна дигідрату з мельдоній дигідратом, що, з одного боку, забезпечує обмеження розвитку оксидативного стресу, з іншого, – нормалізацію біохімічних процесів в мітохондріях, зменшуючи розвиток лактат-ацидозу. Найбільш виражені ефекти продемонстрували селективні модулятори естрогенових рецепторів тореміфен і тамоксифен. Дані препарати в умовах експериментального інфаркту міокарда за рахунок модуляції естрогенових рецепторів (EР) серця приводять до конформаційних змін молекули EР і вивільнення з комплексу з ним HSP70-білків та входження останніх всередину мітохондрій. З іншого боку, зменшення в плазмі крові ST2 (більше, ніж на 46 %) забезпечує, на нашу думку, реалізацію кардіопротекторних властивостей IL 33. Взаємопотенціювання даних ефектів SERM в умовах гострої ішемії міокарда приводило до вираженого кардіопротекторного ефекту, збільшуючи відсоток тварин, які вижили, в середньому, на 65 %.
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Рис. 1. Гіпотетичні механізми кардіопротективної дії селективних модуляторів естрогенових рецепторів.
Отже, можна зробити висновок, що механізм кардіопротекторної дії SERM в умовах ГІМ обумовлений їх антиоксидантними властивостями, здатністю нормалізовувати енергетичний баланс клітин, модулюючим впливом на експресію і синтез факторів ендогенної цитопротекції, таких, як HSP 70-білки та eNOS, регулюючим впливом на ST2-маркер. 

Вищевикладене дозволяє зробити висновок, що отримані нами дані є теоретичним обґрунтуванням перспективності застосування SERM у якості кардіопротекторів для гострого періоду ІМ та пошуку нових високоефективних кардіо- і цитопротекторів серед даної групи препаратів.

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

1. Селективні модулятори естрогенових рецепторів тамоксифен, тореміфен і лівіал суттєво (р<0,05) обмежують розвиток оксидативного стресу шляхом зменшення концентрації нітротирозину в середньому на 59 %, гомоцистеїну – 46 %, нормалізації активності каталази на 32 %, а також сприяють відновленню енергетичного метаболізму, про що свідчить підвищення енергетичного заряду на 24 %, енергетичного потенціалу – 46 %, термодинамічного контролю дихання – 94 % на тлі МФП-індукованої гіпоксії, покращують морфофункціональний стан кардіоміоцитів. Спрямованість і сила дії селективних модуляторів естрогенових рецепторів аналогічна дії препарату порівняння – естрадіолу валеріату.

2. Для селективних модуляторів естрогенових рецепторів і референc-препаратів при моделюванні гострого інфаркту міокарда були встановлені ED50 (внутрішньочеревне введення) за їхньою здатністю впливати на зменшення концентрації нітротирозину, маркера прогнозу кардіоваскулярних захворювань, збільшення енергетичного заряду кардіоміоцитів у співвідношенні до кількості тварин, які вижили на 4 добу гострого інфаркту міокарда. ED50 для тореміфену, тамоксифену становлять 0,1 мг/кг, тіотриазоліну – 50 мг/кг, капікору – 6 мг/кг.

3. За умов моделювання гострого інфаркту міокарда селективні модулятори естрогенових рецепторів суттєво знижували рівень тропонінів на 45 %, маркер прогнозу кардіоваскулярних захворювань в плазмі крові тварин – 28 %, а також обмежували розвиток оксидативного стресу, зменшуючи концентрацію нітротирозину на 58 %, гомоцистеїну – 55 %, що відбувалося на тлі нормалізації активності каталази на 72 % та відновлення енергетичного метаболізму, про що свідчило підвищення енергетичного заряду на 24 %, енергетичного потенціалу – 42 %, термодинамічного контролю дихання – 81 %. Зазначені ефекти селективних модуляторів естрогенових рецепторів супроводжувалися нормалізацією електрофізіологічних показників (зниження частоти серцевих скорочень на 24 %, зменшення відхилення ST від ізолінії на 16,5 %).

4. Тореміфен і референс-препарати, особливо капікор, більшою мірою модулювали експресію гена білків теплового шоку й ендотеліальної ізоформи NO-синтази, що призводило до нормалізації концентрації білків теплового шоку й ендотеліальної ізоформи NO-синтази в кардіоміоцитах щурів з гострим інфарктом міокарда. Кардіопротекторна дія селективних модуляторів естрогенових рецепторів підтверджувалася зростанням виживання тварин, у середньому, на 65 %.

5. Механізм кардіопротекторної дії селективних модуляторів естрогенових рецепторів в умовах гострого інфаркту міокарда зумовлений їхніми антиоксидантними властивостями, регулюючим впливом на маркер прогнозу кардіоваскулярних захворювань і модулюючою дією на експресію та синтез фактора ендогенної цитопротекції (білка теплового шоку 70). Отримані дані є теоретичним обґрунтуванням перспективності застосування селективних модуляторів естрогенових рецепторів як кардіопротекторів у гострий період інфаркту міокарда та пошуку нових високоефективних кардіо- та цитопротекторів серед селективних модуляторів естрогенових рецепторів.
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(163). - C. 9-17.

4. Jle tTa xoau BnpoBamkeno: Ha kadenpi kminiuHOi ¢apmakonorii, dapmarii i
dapmakoTeparnii Ta KocMeTosorii 3amopi3bKoro NepKaBHOTO MEIWYHOIO YHIBEPCHUTETY B
JEKIIHHOMY Kypcl Ta TpH TpOBENEHHI MNPaKTUYHHUX 3aHATh 3a po3auiom «KitiHiyna
(bapMakoJioris JIiKapChbKMX 3aco0iB, IO BIUIMBAIOTh Ha CEPLEBO — CYOUHHY CHCTEMY» 3
motoro 2017 p.

5. Pe3syabTaTH BHPOBaJKeHHsi: BukopucTaHHS pe3ynbTaTiB HAYKOBHX JOCIHIIKEHB
[TaBnosa C.B, JleBuenko K.B. B yu6oBOMy Ta HayKOBOMY MpOLECi NO3BOJSE PO3IMIUPUTH
3HaHHS CTYIEHTIB MPO HOBi PO3poOKM B 00JacTi JiKapchbKUX 3aco0iB, IO BIUIMBAIOTh Ha
(bYHKIIIFO CepLeBO-CyAUHHOI CUCTEMH.

O6roBopeHO Ta 3aTBEpAKEHO Ha 3aciaHHi Kadeap,

IPOTOKOJ 3aciganHs Kadenpu Ne _Z_z Bix 30. 01 2018 p.

BinnosinansHui 32 BIPOBAKEHHS
3aBimyBau kadeapu KIiHI4HOI (hapMaKoJIorii,
dbapmariii i papmaxoreparii Ta KOCMETOJIOTTI],

npodecop //Z:f O.B. Kpaiinamenko
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AKT BITPOBAKEHHSA

pe3yJabTaris qucepraniiinoi po6oru Jlesuenxo K.B. «KappaionporekTusni Bracrusocri
CCJICKTHBHHX MO/1y/ISITOPIiB €CTPOreHOBHX PELENTOPIB 32 YMOB eKCIHEPHMEHTATLHOI0
inpapKTy Miokapaa» y HaB4aILHHII Npowec Ta HAYKOBO-A0CTIAHY po6oTy Kadeapu
KJIiHIYHOT 1a0opaTopHoi tiarnocTHku XapKiBCbKOro HAMIOHAILHOIO MEJINYHOI 0
yHiBepcHTETY

I.HaiimenyBanns mpomosumuii st BpoBauKeHHS (Meron mpodinakruxm,
MIATHOCTHKH, JIIKYBAHHS, NPHCTPii, dopma opranizauiiiHoi po6oTu Ta in.): BU3HAUEHSs
excripecii ta cuntesy HSP 70- 6inkis, eNOS y sxocti MapKepy IarHOCTUKH Ta CKPHMHIHTY
eeKTMBHOCTI MeTabO T TOTPOIHOT Teparii 3a yMoB rocTporo iHpapkTy Miokapaa.

2. Kum 3anpononosano: Jlepyenxo K.B. acucrenTom KadeIpH KIiHIYHOI 1aGopaTopHOT
JUArHOCTUKH 3amopi3bKOro AEp>KaBHOTO MEIHYHOIO YHIBEPCHTETY, crenianbHicts 14.03.05 —
dbapmakosoris.

3. sxepesio indopmauii (meroauuni pexomenani, iHpopmauiitamii mmer, 3BiT Npo
H/IP, mcepranis, monorpadis, 3°i31m, KoH(pepenuii, cevinapu Ta in.):

Jlepuenko K.B. BmimB CeleKTHBHHX MOJyJNSTOPIiB €CTPOrEHOBHX pEeUenTopiB  Ha
excnpecito ta cunres hsp 70-6inkiB y xapaioMionuTax mypis 3 eKCIepUMEHTAIbHHM rOCTPUM
iHapkTom miokapia // ®apmakonorist Ta Jikapcbka Tokcukonoris . 2017. Ne6 (56). C. 59-68.;
Jleuenko K.B. AHTHOKCHIAHTHa Ta EHEProOTPONHA i CEJEKTHBHHUX MOZYJISITOPIB
CCTPOTCHOBHX PELENTOPIB B yMOBaX MOJIEIOBAHHS TOCTPOro iHdapkTy Miokapzaa. / Onechkuii
mennunuil sxypaai. 2017. Ne5 (163). C. 9-17. aucepraniiine nocnimxernus Jlepuenxko K.B. 3a
TeMOI0 «KapionpoTeKTHBHI BIACTHBOCT] CEEKTHBHIX MOY/ISTOPIB €CTPOTEHOBHX PELCIITOPIB
3a YMOB CKCIEPUMEH TaJIbHOTO 1HPAPKTY MioKapaay.

4. /le i KoM BIPOBATKEHO Pe3yJbTATH JOCIIIKEHb: BIPOBAKEHO Y HABYAIBHHMIA
TPOoIEC Ta y HAYKOBO-10CIIAHY po0oTy Kadeapr KIiHiYHOI 1abopaTopHOT JiarHOCTHKH.

5. PesyabTatu 3acTocyBanHs Meroay 3a nepioa 3 25.01.2017 — 15.01. 2018 p.p.

6. EdexTuBHicTE BHPOBAIKEHHSI BUKOPHCTAHHS PE3yJIbTATIB HAYKOBHUX JOCIIIKEHb
Jlesuenko K.B. B naykoBoMy mpoleci I03BOJISi€ PO3IIMPHTH YSBJIEHHS OO0 OiONOTiYHMX
MapKepiB MaToJIOTIi cepueBO-CYAUHHOT CHCTEMM.

7.3ayBaskeHHs Ta NPOMO3HILIi: BiJICYTHI.

3aBigyBau Kadeapy KIiHIYHOI JJabopaTOpHOT AiarHOCTHKH /

/ =
JIOKTOP MEJIMYHUX HayK, npodecop / Z O.1. 3amro60BChKa
/

/
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AKT BITPOBA/I’)KEHHSA
pe3ynbTaris aucepTauiiuoi po6otu Jlesuenko Karepunu Bitaniisuu

1. Hassa npomo3umii jmas  Buposamxkenms: Moaymowounii s SERM  Ha
excrnpecciro eNOS.

2. Ycranosa, ii aapeca, BAKOHABWI: 3anopi3bkuii NepKaBHUN MeIUUHHUIL YHIBEPCHTET,
69000, m. 3anopixokst, npocnexT MasikoBebkoro, 26, Jlepuenko K.B.

3. xepena indopmanii:

1) Ilasnos C. B. BniuB ceeKTHBHHX MOIJIATOPIB €CTPOreHOBHX peuenTtopis Ha
ekcrpecito Ta cuntes HSp70 - GinkiB y kapmiomioummTax uypiB - 3
CKCMEPUMEHTAIBHUM TOCTPUM iHGapkToM Miokapaa / C. B. Tlaenos, K. B.
JleBuenko, A. M, Kamumuuii // ®apmakonoris Ta Jikapchka TOKCHKOJIOTIS. -
2017. - Ne 6 (56). - C. 59-68.

2) Jlesuenko K. B. KapaionporextuBHi eeKTH CEleKTHBHHX MOJYJISITOPIB
€CTPOr€HOBHX PELENTOPIB B yMOBaX €KCHEPUMEHTAIBHOrO iH(apkTy Miokapaa /
Jlepuenko K. B., Ilasnos C. B. // «MeanyHa Hayka B TIPaKTHKY OXOPOHH
3710pOB’s» | BCEYKPAiHChKA HAyKOBA-NIPAKTH4YHA KOH(DEPEHIlis MOJOANX YHEHHX
17 macronana 2017 p., 36ipuuk te3. - IToarasa, 2017. - C. 69.

3) JleBuenko K. B. KapaionpoTekTHBHI BIaCTHBOCTI CEIEKTHBHMX MOZYJISITOPIB
ectporeHoBHX peuentopis / K. B. Jlepuenko, O. FO. SIposwuii // Cyuachi acriektu
MenuLuHH i hapmauii - 2016 : Te3u Beeykp. Hayk.-npakT. KOHG. MOIOAHX BYEHHX
Ta CTYZACHTIB 3 MDKHAp. y4acTio, MpHcBsiueHoi [{uro Hayku (12-13 tpaBHs 2016 P
M. 3anopiioks). - 3anopixoks : 3J[MY, 2016. - C. 32.

4. [le i K01 BIPOBA/KEHO: B HABYAIbHHIA NpOLIEC KadyepH 3araibHOI (papmarii Ta
Oesmexu nikiB [IKCO HOaY 3 < o 2018 p.

5. Pe3yibTaT BUPOBAIKEHHS: BHKOPHUCTAHHS pPE3YJbTATIB HAYKOBHX OCIIIKEHB
Jlepuenko K.B. B nenaroriuHomy mpoueci 03BONS€ POMIHPHTH VSBICHHS LIOAO0
MeTabOoITOTPOITHUX JIIKAPCHKHMX 3aC00i1B.

6. 3ayBakeHHSl TA NPONO3MUIi: HE BHOCHIIUCA.

O6roBopeHo Ta 3aTBepIKEHO Ha 3acinaHHi kadeapu 3aranbHOI papmariii Ta Ge3rekH iKis
INIKC® HdaV, npotokon Ne 7 Big [/ o 2018 p.

BianosiganbHui 32 BIIPOBAIKEHHS:
3aBiayBad4 kadeapu 3aranbHoi papmaii Ta 6esnexu gikis IMKC® [HcTHTYTY NinBHEeHHS
kBanigikauii cneuianictis papmauii HationansHoro gapmaneBTHIHOrO YHIBEPCUTETY
MO3 Ykpainu, 1.¢apm.Hayk, n A
npogeco

pogpecop ,, JLL Iynsra

-
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AKT ITPO BITPOBAJDKEHH A

1. HaiimenyBanng __npono3uuii (MeToa npodilakTHKH, AiarHOCTHKH, JIKYBAHHI,
npucTpiii, ¢opma oprauizauiiinoi _poGornm _Ta _in.):KapaionpoTeKTHBHI BJIACTHBOCTI
CEJIEKTUBHUX MOIYJISATOPIB €CTPOr€HOBHUX pELENTOPIB 33 YMOB €KCIIEPUMEHTATbHOIO
1H(apKTy MiOKapaa.
p 4 Knuv i KOJIH 3anpoOnOHOBAHHHACHCTEHTOM Kadenpu KIIHIYHOI JsabopaTopHOi
JIaTHOCTHKH 3anopi3bKoro JepkaBHOTO MEAWYHOrO YHIBEpCHTETy, 3100yBaveM JleBueHKO
Karepunoro BitaniiBHO¥0.
3. Jxepesio indopmanii:
1. TaenoB C.B. AHTHOKCHA@HTHI Ta KAapJIOMPOTEKTHBHI BIACTUBOCTI TaMOKCH(EHY
LUTPaTy 3a YMOB TiMOKCHYHOTO MOLIKOMKEeHHS kapaiomiouutis / C.B. Ilasnos, K.B.
JleBueHko // ®apmakosioris Ta Jikapchka Tokcukoioris - 2016. - Ne6 (51). - C. 66-72.
2. IMasnos C.B. BmiMB CeNeKTHBHHMX MOMAYJATOPIB €CTPOTCHOBHX pPELENTOPIB Ha
excrpecito Ta cuute3 HSP 70-0inkiB y KapaioMiOUMTaX UIYpiB 3 €KCIIePHUMEHTAIbHUM
roctpum iHdapktom wmiokapua / C.B. IlaBios, K.B. Jlepuenko,AM. Kamumnuii //
dapmakosioris Ta jiikapeska Tokcukooris — 2017. Ne6 (56). — C. 59-68.
3. Pavlov S. V. Cardioprotective effects of the estrogen receptors modulators in the
conditions of experimental acute myocardial infarction / Pavlov S.V.,Levchenko K. V.,
Gorbachova S. V. // Zaporozhye Medical Journal — 2017 — Vol. 19, Ne6 — p.731-737.
4. Jle i KOIH BHPOBAIKEHO: y HAYKOBO-NIEAAroriuHuii mpouec 3a Temowo «Jlikapehbki
3ac00H, 1110 BIUTMBAIOTh HA CEPLIEBO-CYIMHHY CHCTeMY» kadenpn papmakonorii Ta MEAH4HOT
perienTypy XapKiBCHKOTO HALIOHAIBHOTO MeH4HOro yHiBepcutety 2018-2019 H. p.
S. Pe3yabTATH _3aCTOCYBAHHSIPE3YJIbTATIB HAYKOBUX gocnikeHp Jlepyenko K.B.
J03BOJISIE  PO3IIMPHTH ySABJIEHHS PO Cy4acHi KapJiONpOTEKTHBHI IMperapartd, ix
MOJIEKYJISIDHI ME€XaHi3MH [ii Ta BH3HAYWUTH LUISXH MOJAJIBLIOr0 TMOLIYKY HOBHX
BHCOKOE(EKTHBHUX KApIiONPOTEKTHBHHUX JIIKAPCHKUX 3aC0O01B.
6. EdexTHBHICTL _BNpPOBAIUKEHHS 32 KPHTEDisiIMH, BHC/IOBJICHAMH B JUKepesti
indopmanii (1.3)BU3HAYEHHS] HOBUX KapAIONPOTEKTHBHUX MPENapaTiB 3 METOKO CTBOPEHH
HOBHUX e(eKTUBHHX Ta Ge3MevHHX JIKapChbKUX 3aC001B.
7. 3ayBakeHHS Ta NPONo3nuii:He BHCIOBIEHO.
Ipotokon 3acimanus kadenpu Ne /[ Bin«_ /[ » _ci2e{ 2018 p.

BignosiganpHuii 3a

BIPOBAKEHHS: ,
3aBinysau kadeapu dapmakosorii L/
Ta MenuuHoi peuentypn XHMY o 4 T.1. €pmonenko

1.dapM.H., npodecop (/
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pe3yibTaTiB qucepTaniiinoi po6otu JleBuenko K.B. 3a Temoro
«KapaionpoTexTHBHI B/IaCTHBOCTI Ce/IeKTHBHHX MOIYJ/ISITOPIiB €CTPOreHOBHX
pelenTopiB 3a yMOB eKCIePHMEHTAJILHOrO iHpapKTy Miokapaa»
y HayKOBO-IIEAAaroTi4YHHUH MpoIiec

1.HafimeHyBaHHS NPONO3HLIi 51 BIPOBAXKEHHS: EneprorpornHi BiacTHBOCTI
CEJIEKTHBHUX  MOJYJISATOPIB ~ €CTPOTEHOBHX  peLENTopiB B  yMOBax
eKCIIEPUMEHTAIBHOrO 1H(hapKTy MioKap/a.

2. YcraHoBa po3pobHHK, axpeca, IIIB aBropis: 3amopisskuit Jep KaBHUN

MEeIMYHHH yHIBEpCHTeT, M. 3amopixks, mp. MaskoBcskoro, 26. I1aBnos C.B.,
JleBuenko K.B.

3. lxepeso indopmanii: Marepianmu mucepramiiiHoi poGotu Jleuenko K.B.
IPEJCTABIIEH] Y HACTYIHHX CTATTAX:

1. TlaBnos C.B. LIMTONPOTEKTHBHI e(eKTH CeNeKTHBHHUX MOAYJIATOPIB
€CTPOTCHOBUX DELENTOpiB 3a YMOB Timokcii KapmiomionmuriB in vitro / C.B.
IlapmoB, K.B. Jlesuenko // ®apmakornoris Ta JTikapchka TOKCHKOJOTiS — 2016. —
Ne4-5 (50). — C. 78-83.

2. IlaBnoB C.B. AHTHOKCHIAHTHA Ta €HEpProTpONHa Mi CEJEKTUBHUX
MOJIYJIITOPIB €CTPOr€HOBHX PELENTOPiB B YMOBAX MOJETIOBAHHS TOCTpPOTo
iHpapkTy miokapna / C.B. IMasnos, K.B. Jlesuenko, Bineuskuii C.A. // Onecekuii
MeUYHUH XypHaI — 2017. — Ne5 (163). — C. 9-17.

4. le Ta xom BipoBaxKeno: Ha xadexpi thapmaxoiorii Ta MeUYHOT perenTypu
3arnopi3pKoro AepKaBHOTO MeIUYHOIO YHIBEPCUTETY B JeKIiffHOMY Kypci Ta mpu
MPOBEJICHHI NMPAKTHYHHUX 3aHATH 33 PO3ILIOM «®apMaKoJIorisi cepleBo-cyIUHHOT
cucreMm» 3 jmororo 2017 p.

S. Pesyabratu BnpoBagmenns: Bukopucranms pe3ybTaTiB  HAYKOBHMX
nocnimkenb ITaBmosa C.B, JleBuenko K.B. B y4boBOMy mpoueci g03BoIIsIE
PO3IIMPUTH 3HAHHS CTYNEHTIB PO HOBi PO3POOGKU B 06NACTi JTiKapCHKUX 3aco0iB,
IO BIUTMBAIOTh Ha CEPUEBO-CYAUHHY CHUCTEMY.

O6roBopeHo Ta 3aTBEpIHKEHO Ha 3acinaHHi Kadenp,

IPOTOKOJI 3acifaHHs kadenpu Ne 5 Bix 23. 01 2018 .

BinnosinaneHuit 3a BipoBamkeHHs _
3aBigyBau kabenpu dapmaxonorii K

Ta MEIUYHOI PELENTYypH,

npodecop & I.®. Beneniuen
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