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АНОТАЦІЯ
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Метою дослідження було проведення первинного скринінгу за антиоксидантною, цитопротекторною активностями в ряду похідних 1,2,4-триазолу in vitro, визначення сполуки-лідера, вивчення її кардіо- та ендотеліопротекторних властивостей, оцінка її ефективності на моделях патологічних станів серцево-судинної системи різного ґенезу та створення на її основі оригінального препарату. 

Об’єкт дослідження - ендотеліальна дисфункція в умовах експериментального інфаркту міокарда, гострої ішемії міокарда, хронічної серцевої недостатності та спонтанної артеріальної гіпертензії.

Предмет дослідження - ендотеліопротекторна, кардіопротекторна, протиішемічна дія найбільш активної сполуки серед 11 похідних 1,2,4-триазолу – (S)-2,6 діаміногексанової кислоти 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат (Ангіолін) в умовах експериментального інфаркту міокарда, гострої ішемії міокарда, хронічної серцевої недостатності та спонтанної артеріальної гіпертензії, профіль безпеки та фармакокінетичні характеристики.

Серцево-судинні захворювання – артеріальна гіпертензія (АГ), ішемічна хвороба серця (ІХС), хронічна серцева недостатність (ХСН) – посідають перше місце серед причин смертності, інвалідності, непрацездатності населення                 [В. Н. Коваленко, 2016; Ю. М. Сіренко, 2016].

В основі патогенезу серцево-судинних захворювань провідна роль відводиться ендотеліальній судинній дисфункції (ЕД), фармакологічна корекція якої при серцево-судинній патології є наразі одним з найбільш перспективних наукових напрямків. Сучасна медицина визнає ендотелій найважливішим органом, що грає ключову роль в регуляції гомеостазу, судинного тонусу і його структури. Клітини ендотелію синтезують і секретують значний спектр біологічно активних речовин, які є потужними вазоконстрикторами і вазодилятаторами, беруть участь у процесах запалення, тромбоутворення, проліферації та ремоделювання судинної стінки, що в свою чергу, значно впливає на прогресування серцево-судинної патології   [Н. І. Булаєва, 2013; Я. К. Радзішевська, 2015].

Головними аспектами, що лежать в основі ЕД є зниження утворення і біодоступності оксиду азоту, який вважають сигнальним фактором вазорелаксуючої системи [Х. М. Марков, 2011; О. І. Соловйов, А. С. Хромов, 2018; A. Sharma, 2016].

Майбутнє за препаратами, які володіють не лише кардіопротекторним ефектом, але й опосередкованим позитивним впливом на ендотеліальну функцію судин [И. С. Чекман, 2016]. Пошук засобів спрямованого лікування ЕД, що може бути патобіохімічною мішенню впливу коригуючих лікарських засобів [Reina N. J. G., 2017], і створення нового класу фармакологічних препаратів – ендотеліопротекторів – є важливим клініко-експериментальним завданням. Тому, об’єднуючою для проведення дисертаційного випробування стала концепція про ендотелій як мішень для профілактики та лікування патологічних процесів серцево-судинної системи, що призводять до ІХС, ХСН, АГ.

У теоретичному плані ще не з’ясована роль порушень при вищезазначених станах окремих лімітуючих ланок метаболізму: енергетичного обміну, обміну оксиду азоту, показників тіол-дисульфідної системи, факторів росту ендотелію, прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу та компенсаторних метаболічних шляхів, а також молекулярних механізмів їх регуляції у формуванні ішемічного пошкодження міокарда та ефективність ендогенної кардіопротекції. Проведення цілеспрямованої кардіо- та ендотеліопротекції можливо тільки після дослідження змін цих показників та з’ясування ролі ендотелію в патогенезі вищезазначених захворювань, що дасть можливість проведення цілеспрямованої фармакологічної корекції. Значну цінність являють собою дані про вплив різних метаболітотропних засобів на функціональні характеристики ендотелію [Н. О. Горчакова, 2017; В. В. Дунаєв, В. С. Тишкин, 2003;              І. А. Мазур, І. Ф. Бєленічев, 2017]. Базуючись на експериментальних даних про фармакологічні властивості тіотриазоліну, з метою створення оригінального препарату з більш високою кардіопротекторною активністю та наявністю нових ендотеліопротекторних властивостей в Запорізькому державному медичному університеті та НПО «Фарматрон» [І. А. Мазур, 2005; І. Ф. Бєленічев, 2009] синтезовані нові молекули – похідні 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіокарбонових кислот, в т.ч. сполучення, до структури якого входять складові молекул тіотриазоліну та L- лізину – (S)-2,6 діаміногексанової кислоти 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат (робоча назва Лізиній, нова назва Ангіолін). 
У зв’язку з тим, що порушення ендотеліальної дисфункції є наслідком оксидативного та нітрозуючого стресу був проведенний скринінг 11 сполук серед похідних 1,2,4,- триазолу серед яких ангіолін був визначенний як сполука-лідер, що перевищує за антиоксидантними та цитопротекторними властивостями інші досліджувані речовини.
З метою визначення безпеки ангіоліну були проведені експерименти щодо вивчення його гострої та хронічної токсичності на 3-х видах тварин при різних шляхах введення. Ці експерименти показали, що препарат належить до V класу токсичності (практично нетоксичні речовини). 

Для встановлення та оцінки середньої ефективної дози (ЕД50) були проведені дослідження на моделі гострої ішемії міокарда в експериментах на щурах при внутрішньоочеревинному введенні. Ефективна терапевтична доза ангіоліну визначалася після побудови кривої «доза–ефект». Було встановлено ефективну дозу препарату «Ангіолін» - 50 мг/кг маси тіла тварин.

При гострому інфаркті міокарда ангіолін (50 мг/кг) більшою мірою, ніж мілдронат (100 мг/кг) впливав на показники ЕКГ у щурів, достовірно знижуючи ЧСС на 21,7%, зменшуючи відхилення ST на 20%, відновлюючи до контрольного рівня амплітуду зубця Т, нормалізував більшою мірою, ніж мілдронат, морфофункціональні характеристики міокарда, а саме зменшував зону некрозу на 57,8%, підвищуючи концентрацію РНК ядер кардіоміоцитів на 15,5%, цитоплазми на 30,1%, зменшував щільність ядер апоптичних деструктивно змінених кардіоміоцитів на 60%, відновлював показники системи синтезу, метаболізму, транспорту оксиду азоту (активність NO-синтази, вміст метаболітів NO, нітротирозину, L-аргініну) та тіол-дисульфідної системи (вміст метіоніну, цистеїну, відновлених сульфгідрильних груп), показників енергетичного обміну (вміст аденілових нуклеотидів, глікогену, глюкозо-6-фосфату, пірувату, ізоцитрату, малату, активність креатинфосфокінази, малатдегідрогенази, цитохром-С-оксидази), прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу (рівень АФГ, КФГ, активність СОД, глутатіонпероксидази). При гострій ішемії міокарда, що моделювали оклюзією гілки низхідної коронарної артерії у щурів, ангіолін також переважав мілдронат, відновлюючи вміст АТФ, активність креатинфосфокінази в міокарді та проявляв антиоксидантну дію, зменшуючи вміст АФГ, КФГ. При гострій ішемії міокарда у кролів, яку моделювали введенням кофеїн-бензоату натрію і адреналіну, ангіолін при профілактичному внутрішньовенному введенні (50 мг / кг) відновлював показники скоротливої активності міокарда РІЛШ, РУІЛШ, Рmax і артеріальний тиск,  перевищуючи дію мілдронату. 
Переважаючий вплив ангіоліну над мілдронатом визначений на моделі хронічної серцевої недостатності за введення доксорубіцину щурам. Ангіолін підвищував рухову активність тварин на 35 добу, попереджав розвиток гіпертрофії міокарда і запобігав втраті білка в цитоплазмі і мітохондріях, зменшував щільність ядер апоптичних та деструктивно зміненних кардіоміоцитів, збільшуючи площу, щільність ядер, концентрацію РНК в ядрах і цитоплазмі кардіоміоцитів, запобігав розвитку фіброзу та відновлював морфометричні показники ендотеліоцитів. При хронічній серцевій недостатності у щурів ангіолін більшою мірою, ніж мілдронат, збільшував вміст загальної NO-синтази, L-аргініну, щільність eNOS, зменшував щільність iNOS, рівень метаболітів NO, нітротирозину, відновлював показники тіол-дисульфідної системи (вміст метіоніну, цистеїну, загальних відновлених тіолів, активність глутатіонредуктази, глутатіонпероксидази), підвищував рівень показників енергетичного обміну міокарда щурів  (вміст аденілових нуклеотидів, лактату, пірувату, малату, глутамату, аспартату, активність креатинфосфокінази). При внутрішньошлунковому введенні ангіоліну (100 мг/кг) кролям з доксорубіциновою ХСН спостерігали відновлення скоротливої функції лівого шлуночка, що відображено зростанням РІЛШ на 29%, РУІЛШ на 29%, Рmax лівого шлуночка на 21,3%.

Для лікування АГ застосовують препарати різної хімічної структури та механізму дії, в тому числі: бета-адреноблокатори, інгібітори ангіотензинперетворюючого ферменту, антагоністи кальцію, блокатори ангіотензинових рецепторів, діуретики [Г. В. Дзяк, 2011; І. С. Чекман, 2011; М. І. Лутай, 2011].
У щурів із спонтанною артеріальною гіпертензією (САГ) ангіолін в дозі 100 мг/кг понижував у міокарді вміст маркерів окиснювальної модифікації білків (АФГ, КФГ). Комбіноване введення щурам зі спонтанною артеріальною гіпертензією ірбесартану з ангіоліном та квінаприлу з ангіоліном мало більш нормалізуючий вплив на показники жирнокислотного складу ліпідів в плазмі крові, ніж окреме застосування препаратів, які впливають на ангіотензинперетворюючу систему.
Ангіолін (100 мг / кг) на відміну від ірбесартану (30мг/кг) та квінаприлу (10 мг/кг) збільшував при внутрішньошлунковому введенні в мітохондріальній і цитозольній фракціях міокарда щурів з САГ вміст аденілових нуклеотидів, білка теплового шоку (HSP 70) та попереджав відкриття мітохондріальної пори, нормалізуював показники тіол-дисульфідної системи (активність глутатіонредуктази, вміст загальних відновлених тіолів) в мітохондріальній і цитозольній фракціях кардіоміоцитів. Сумісне введення ангіоліну з ірбесартаном та квінаприлом мало профілактичний вплив щодо змін вищезазначених показників. У щурів з САГ ангіолін, а також комбінації ангіоліну 
з квінаприлом і ірбесартаном нормалізували співвідношення еNOS/iNOS у міокарді, достовірно підвищуючи активність загальної NOS, зменшуючи концентрацію продуктів перетворення (нітротирозину, нітритів). 

Для подальшого застосування та отримання дозволу на проведення клінічних досліджень були визначенні фармакокінетичні характеристики ангіоліну при пероральному та парентеральному введенні. Встановлені показники фармакокінетики ангіоліну при введенні таблеток та одноразовому внутрішньовенному введенні 2,5% розчину для ін’єкцій.

Для визначення основних активних центрів ангіоліну було проведено вивчення його квантово-хімічних властивостей. Квантово-хімічними дослідженнями визначені реакційні центри молекули, що беруть участь у комплексоутворенні. Ангіолін може бути переносником NO, утворюючи з ним стабільні S-нітрозильні комплекси. Ангіолін запобігав перетворенню NO під дією АФК в пероксинітрит, зберігаючи його ендотеліопротекторні властивості. 
На підставі проведених досліджень було підтверджено, що ангіолін належить до малотоксичних сполук, має кардіо- та ендотеліопротекторну дії на моделях гострого інфаркту міокарда, хронічної серцевої недостатності, на моделі спонтанної генетично обумовленної артеріальної гіпертензії. За показниками функції і метаболізму міокарда ангіолін перевищує дію мілдронату, у випадках гострої ішемії міокарда, гострого інфаркту міокарда, а також у випадках хронічної серцевої недостатності, також посилює антиоксидантну та енерготропну дію інгібітора АПФ – квінаприлу, та блокатора рецепторів ангіотензину-II – ірбесартану при артеріальній гіпертензії.

Теоретично обгрунтована та експериментально доведена доцільність створення на основі сполуки-лідера оригінального препарату з кардіо- та ендотеліопротекторною дією для нормалізації функціонування серцево-судинної системи за умов патологічних станів різного генезу.
Ключові слова: ангіолін, квінаприл, ірбесартан, мілдронат, гострий інфаркт міокарда, хронічна серцева недостатність, артеріальна гіпертензія, енергетичний обмін, метаболізм оксиду азоту, антиоксидантна дія, кардіо- та ендотеліопротекторні властивості.
ANNOTATION
    Nahorna O. O.  Cardio- and endothelialprotective properties of derivatives of 1,2,4-triazole.  - Qualifying scientific work on the rights of the manuscript.

        Thesis for the scientific degree of doctor of medical sciences in specialty 14.03.05 – pharmacology. – National Medical University O.O. Bohomolets, (implementation of the theis),  Kyiv; SI «Institute of Pharmacology and Toxicology of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine» (defense), Kyiv, 2018.
         The aim of the study was to conduct an initial screening for antioxidant, cytoprotective activities in a series of derivatives of 1,2,4-triazole in vitro, to determine the leader compound, to study its cardiopulmonary and endothelial-protective properties, to evaluate its efficacy on models of pathological states of the cardiovascular system of various genesis  and the creation of an original drug on its basis.

 The object of the study is endothelial dysfunction in conditions of experimental myocardial infarction, acute myocardial ischemia, chronic heart failure and spontaneous arterial hypertension.

 The subject of the study is endothelial-protective, cardioprotective, anti-ischemic activity of the most active compound among 11 derivatives of 1,2,4-triazole -     (S) -2,6 diaminohexanoic acid 3-methyl-1,2,4-triazolyl-5-thioacetate (angiolin)  in conditions of experimental myocardial infarction, acute myocardial ischemia, chronic heart failure and spontaneous arterial hypertension, safety profile and pharmacokinetic characteristics.

 Cardiovascular diseases – arterial hypertension (AH), coronary heart disease (CHD), chronic heart failure (CHF) - rank first among the causes of mortality, disability, disability [V. N. Kovalenko, 2016;  Y M. Sirenko, 2016].

 In the basis of the pathogenesis of cardiovascular diseases the leading role is assigned to endothelial vascular dysfunction (ED), the pharmacological correction of which in cardiovascular pathology is currently one of the most promising areas of science.  Modern medicine recognizes the endothelium as the most important organ that plays a key role in regulating homeostasis, vascular tone and its structure.  Endothelial cells synthesize and secrete a large range of biologically active substances, which are powerful vasoconstrictors and vasodilators, participate in the processes of inflammation, thrombosis, proliferation and remodeling of the vascular wall, which in turn significantly affects the progression of cardiovascular pathology [N. I. Bulayeva, 2013;  Y. K. Radzishevskaya, 2015].

 The main aspects that underlie ED are the reduction of the formation and bioavailability of nitric oxide, which is considered a signaling factor of vasorelaxing system [X.  M. Markov, 2011;  A. I. Soloviev, A. S. Khromov, 2018;  A. Sharma, 2016].

 Drugs that have not only a cardioprotective effect, but also an indirect positive effect on the endothelial function of the vessels are the things of the future                 [I. S. Chekman, 2016].  The search for ED therapy, which may be the pathobiochemical target of the effect of remedial drugs [Reina N. J. G., 2017], and the creation of a new class of pharmacological drugs - endothelial protozoa - is an important clinical and experimental task.  Therefore, the concept of endothelium as a target for the prevention and treatment of pathological processes of the cardiovascular system, leading to CHD, CHF, AH, became the unifying for the dissertation test.

 In terms of theory, the role of the violations of the above-mentioned conditions of certain limiting metabolic units has not yet been clarified: energy metabolism, nitric oxide exchange, thiol-disulphide system indices, endothelial growth factors, prooxidant antioxidant homeostasis, and compensatory metabolic pathways, as well as molecular mechanisms for their regulation in the formation of ischemic damage to the myocardium and the effectiveness of endogenous cardioprotection.  Conducting a targeted cardiomedotherapeutic and endothelial prophylaxis is possible only after studying the changes in these indices and ascertaining the role of the endothelium in the pathogenesis of the aforementioned diseases, which will allow for targeted pharmacological correction. Significant value is the data on the influence of various metabolitotropic agents on the functional characteristics of the endothelium [N. O. Gorchakova, 2017; V. V. Dunayev, V. S Tishkin, 2003;            I. A. Mazur, I. F Belenichev, 2017]. Based on experimental data on the pharmacological properties of thiotriazolin, in order to create an original drug with a higher cardioprotective activity and the presence of new endothelial-protective properties in the Zaporizhzhya State Medical University and the pharmaceutical company «Pharmatron» [I. A. Mazur, 2005;  I. F. Belenichev, 2009] synthesized new molecules - derivatives of 3-methyl-1,2,4-triazolyl-5-thiocarboxylic acids, including  The structure, which consists of the components of the thiotriazolin and L-lysine molecules - (S) -2,6 diaminohexanoic acid, is 3-methyl-1,2,4-triazolyl-5-thioacetate (working title Lizini, a new name Angiolin).

 Due to the fact that endothelial dysfunction is a consequence of oxidative and nitrosating stress, screening of 11 compounds among the 1,2,4-triazole derivatives was conducted, among which angiolin was identified as a leader compound that exceeded the antioxidant and cytoprotective properties of others  studying the substance.

In order to determine the safety of angiolin, experiments were conducted to study its acute and chronic toxicity in 3 species of animals at different routes of administration.  These experiments showed that the drug belongs to the class V toxicity (practically non-toxic substances).

 For the establishment and evaluation of an average effective dose (ED50), studies have been conducted on acute myocardial ischemia in rat experiments with intraperitoneal administration. An effective therapeutic dose of angiolin was determined after the construction of the «dose-effect» curve. An effective dose of «Angiolin» - 50 mg / kg of body weight of animals was established.

In an acute myocardial infarction, angiolin (50 mg / kg) more than mildronate (100 mg / kg) has an effect on ECG values in rats, significantly decreasing heart rate by 21,7%, reducing ST deviation by 20%, restoring to the control level of the amplitude the T wave, normalized to a greater extent than mildronate, morphofunctional characteristics of the myocardium, namely decreasing the necrosis region by 57,8%, increasing the concentration of RNA nuclei of cardiomyocytes by 15,5%, cytoplasm by 30,1%, decreasing the tendency of nuclei of apoptotic destructively altered cardiomyocytes  by 60%, restored system performance  synthesis, metabolism, transport of nitric oxide (NO activity - synthase, NO content, nitrotirosine, L-arginine) and thiol-disulphide system (content of methionine, cysteine, reduced sulfhydryl groups), energy metabolism indices (adenine nucleotide content, glycogen, glucose -6-phosphate, pyruvate, isocitrate, malate, activity of creatine phosphokinase, malate dehydrogenase, cytochrome-C-oxidase), prooxidant antioxidant homeostasis (level of AFG, CFG, SOD activity, glutathione peroxidase). In acute myocardial ischemia, which modeled the occlusion of the lower coronary artery branches in rats, angiolin also predominated mildronate, restoring the ATP content, activity of creatine phosphokinase in the myocardium, and exhibiting antioxidant activity, reducing the content of AFG, CFG. In acute myocardial ischemia in rabbits, which was simulated by the administration of sodium caffeine benzoate and adrenaline, angiolin, at prophylactic intravenous administration (50 mg / kg), reconstructed the parameters of myocardial contractile activity RILSH, RUILSH, Рmax and arterial pressure, exceeding the action of mildronate.

The predominant effect of angiolin on mildronate is determined on the model of chronic heart failure for the administration of doxorubicin to rats. Angiolin increased motor activity by 35 days, prevented the development of myocardial hypertrophy and prevented the loss of protein in the cytoplasm and mitochondria, reduced the density of nuclei of apoptotic and destructively altered cardiomyocytes, increasing the area, nucleus density, concentration of RNA in the nuclei and cytoplasm of cardiomyocytes, preventing the development of fibrosis and restoring morphometric indices of endothelial cells. In chronic heart failure in rats, angiolin more than mildronate increased the content of total NO-synthase, L-arginine, eNOS density, decreased iNOS, the level of metabolites NO, nitrotyrosin, reduced the levels of thiol-disulphide system (content of methionine, cysteine, total  reduced thiol activity, glutathione reductase activity, glutathione peroxidase), increased the level of indices of energy metabolism of myocardium in rats (content of adenine nucleotides, lactate, pyruvate, malate, glutamate, aspartate, activity of creatine phosphocin bases). At intrahepatic administration of angiolin               (100 mg / kg) with doxorubicin cholesterol was observed to restore the contractive function of the left ventricle, which is reflected by an increase in RILS by 29%, RUILHS by 29%, left ventricular Pmax by 21,3%.

For the treatment of AH drugs of different chemical structure and mechanism of action are used, including: beta-blockers, angiotensin-converting enzyme inhibitors, calcium antagonists, angiotensin receptor blockers, diuretics                 [G.  V. Dzyak, 2011;  I. S. Chekman, 2011;  M. I. Lutay, 2011].

In rats with spontaneous arterial hypertension (SAH) angiolin in a dose of    100 mg / kg decreased myocardial contents of markers of oxidative modification of proteins (AFG, CFG). Combined administration to rats with spontaneous arterial hypertension with irbesartan with angiolin and quinapril with angiolin has a more normalizing effect on lipid lipid profile in plasma than the separate use of drugs that affect the angiotensin-converting system.

Angiolin (100 mg / kg), unlike irbesartan (30 mg / kg) and quinapril (10 mg / kg), increased the content of adenine nucleotides, the heat shock protein (HSP 70) and warned with intra-gastrointestinal administration of mitochondrial and cytosolic fractions of myocardium rats with SAH.  the discovery of the mitochondrial pore, normalized the parameters of the thiol-disulphide system (glutathione reductase activity, the content of total reduced thiols) in the mitochondrial and cytosolic fractions of cardiomyocytes. The co-administration of angiolin with irbesartan and quinapril had a prophylactic effect on the changes of the above-mentioned parameters.  In rats with SAH angiolin, as well as combinations of angiolin with quinapril and irbesartan, normalized the ratio of eNOS / iNOS in the myocardium, significantly increasing the activity of the total NOS by reducing the concentration of transformation products (nitrotyrosine, nitrites).
For further application and obtaining permission for clinical trials, the pharmacokinetic characteristics of angiolin were determined for oral and parenteral administration. The established pharmacokinetics of angiolin in the administration of tablets and a single intravenous injection of 2,5% solution for injection.

To determine the main active angiolin centers, the study of its quantum-chemical properties was carried out. Quantum-chemical studies have identified the reaction centers of the molecule involved in complex formation. Angiolin can be a carrier of NO, forming stable S-nitrosyl complexes with it. Angiolin has prevented the transformation of NO under the action of AFK into peroxynitrite, while maintaining its endothelial-protective properties.

Based on the performed studies, it was confirmed that angioin is a low - toxic compound, has cardiopulmonary and endotelioprotective effects on models of acute myocardial infarction, chronic heart failure, on a model of spontaneous genetically induced arterial hypertension.  In terms of function and metabolism of the myocardium, angiolin exceeds the effect of mildronate, in cases of acute myocardial ischemia, acute myocardial infarction, as well as in cases of chronic heart failure, it also enhances the antioxidant and energotropic action of the ACE inhibitor – quinapril, and the angiotensin II receptor blocker - irbesartan in arterial  hypertension.

Theoretically substantiated and experimentally proved the expediency of the creation on the basis of the leader compound of the original drug with cardioprotective and endothelial-protective effects for the normalization of the functioning of the cardiovascular system under conditions of pathological states of different genesis.

Key words: angiolin, quinapril, irbesartan, mildronate, acute myocardial infarction, chronic heart failure, arterial hypertension, energy metabolism, nitrogen oxide metabolism, antioxidant effect, cardiomyocyte and endothelial protective properties.
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Вступ

Обґрунтування вибору теми дослідження.

Серцево-судинні захворювання – артеріальна гіпертензія (АГ), ішемічна хвороба серця (ІХС), хронічна серцева недостатність (ХСН) –посідають перше місце серед причин смертності, інвалідності, непрацездатності населення [1, 2].

В основі патогенезу виникнення серцево-судинних захворювань провідна роль належить ендотеліальній судинній дисфункції (ЕД), яка може бути патобіохімічною мішенню впливу коригуючих лікарських засобів [3].

 Сучасна медицина визнає ендотелій найважливішим органом, що відіграє ключову роль в регуляції гомеостазу,  судинного тонусу і його структури. Клітини ендотелію синтезують і секретують значний спектр біологічно активних речовин, які є потужними вазоконстрикторами і вазодилятаторами, беруть участь у процесах запалення, тромбоутворення, проліферації та ремоделюванні судинної стінки, що в свою чергу значно впливає на прогресування серцево-судинної патології [4, 5].
        Основними аспектами, що лежать в основі ендотеліальної дисфункції є зниження утворення і біодоступності оксиду азоту при одночасному підвищенні рівня супероксиданіону та інших вазоконстрикторів [6].

Дисфункція ендотелію проявляється дисбалансом між медіаторами, що забезпечують в нормі оптимальну функцію всіх ендотелійзалежних структур. Порушення продукції, взаємодії, руйнування ендотеліальних вазоактивних факторів спостерігаються одночасно з аномальною судинною реактивністю, змінами в структурі і рості судин при їх патологіях. Вивчення стану ендотеліальної стінки, корекція ЕД при серцево-судинній патології є наразі одним з найбільш перспективних напрямків, що визначає можливість розвитку судинних ускладнень, сприяє поліпшенню прогнозу. Саме тому, пошук засобів спрямованого лікування ЕД і створення нового класу фармакологічних препаратів – ендотеліопротекторів – є важливим клініко-експериментальним завданням.
Нормалізацію функціонального стану ендотелію, що відіграє важливу роль у контролі судинного тонусу, забезпечуючи регуляцію просвіту судини в залежності від швидкості кровообігу і тиску крові на судинну стінку, метаболічних потреб відповідної ділянки тканини  [7, 8], можна досягти за рахунок корекції чинників ризику серцево-судинних захворювань або формування захисного середовища щодо патологічних чинників впливу за допомогою підвищеної доступності NO у стінці судин [9, 10].

Зусилля вчених спрямовані на пошуки найбільш оптимального лікарського засобу, здатного зменшувати вираженість і за можливістю сприяти зворотному розвитку ЕД. [11, 12, 13, 14, 15].
 Достеменно не вивчена роль ендотелію у патогенезі ІХС, АГ, ХСН, не з’ясована можливість фармакологічного впливу на його функціональний стан, що має значний теоретичний та практичний інтерес для метаболітотропної кардіопротекції [16,17,18,19, 20].
Об’єднуючою для проведення дисертаційних випробувань стала концепція про ендотелій як мішень для профілактики та лікування патологічних процесів, що призводять до серцево-судинних захворювань [21, 22, 23]. На сьогодні мало відомо про позитивний вплив на функціональний стан ендотелію препаратів різних фармакологічних груп, що належать до засобів первинної та вторинної кардіопротекції. Тому значну цінність мають дані про вплив різних метаболітотропних засобів на функціональні характеристики ендотелію [24, 25, 26]. 
Майбутнє за препаратами, які володіють не лише кардіопротекторним ефектом, але й опосередкованим позитивним впливом на ендотеліальну функцію судин [27].
Значну науково-практичну зацікавленність виявляють похідні амінокислоти L-лізину – коректора порушень функцій ендотелію. L-лізин в умовах ішемії під дією фермента аргінін-гліцин амідинотрансферази (АГАТ) перетворюється на аргінін – джерело NO. Підвищення активності АГАТ на фоні прийому L-лізину пацієнтів з АГ вимагає нового підходу до їх лікування, тому що це обумовлює зменшення дефіциту NO. L-лізин також підтримує енергетичний потенціал серцевого м’яза, він є джерелом для синтезу карнітину – амінокислоти, яка забезпечує м’язову діяльність енергією [28, 29].

Базуючись на експериментальних даних про фармакологічні властивості L-лізину та тіотриазоліну на кафедрі фармацевтичної хімії Запорізького державного медичного університету [30, 31, 32] синтезована нова, раніше невідома гібридна молекула, що включає структурні компоненти  тіотриазоліну і L-лізину – похідне 5-тіокарбонових кислот 1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат, що представляє інтерес в плані створення нових високоефективних та безпечних метаболітотропних кардіопротекторів з вираженим впливом на ендотелій судин міокарда. У групі вищезазначених сполук за попереднім скринінгом виділена біологічно активна сполука, яка отримала назву ангіолін.

Дослідження фармакологічних властивостей нових похідних 1,2,4-триазолу є перспективними з позицій розробки засобів метаболітотропної кардіо- та ендотеліопротекції та оцінки їх ефективності при експериментальній патології серцево-судинної системи. Отже, вище викладене визначає актуальність даного дослідження, його наукову новизну та практичну значимість.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами

Дисертаційна робота є фрагментом наукової роботи кафедри фармакології Національного медичного університету імені О.О. Богомольця, що виконувалась за темами: «Експериментальне обґрунтування комбінованого застосування кардіотропних препаратів» (№ державної реєстрації – 0111U009417) та «Експериментальне дослідження фармакологічних властивостей ендотеліопротекторних сполук»                               (№ держреєстрації 0115U004159). Робота також виконана відповідно до плану наукових досліджень Запорізького державного медичного університету і є фрагментом науково-дослідної роботи кафедри фармакології та медичної рецептури за темою «Молекулярно-біохімічні механізми формування мітохондріальної дисфункції нейронів головного мозку за умов гострої церебральної ішемії: нові мішені для нейропротекції» (№ держреєстрації 0113U000797; 2013–2015рр.) та «HSP70/HIF-1a-опосередковані механізми ендогенної нейропротекції: розробка підходів до її фармакологічної регуляції» кафедри фармакології та медичної рецептури Запорізького державного медичного університету (№ держреєстрації 0117U000658; 2017–2020)U009417).  Дисертант є співвиконавцем вищезазначених тем.
Мета і завдання дослідження
Метою роботи було проведення первинного скринінгу за антиоксидантною, цитопротекторною активностями в ряду похідних 1,2,4-триазолу in vitro, визначення сполуки-лідера, вивчення її кардіо- та ендотеліопротекторних властивостей, оцінка її ефективності на моделях патологічних станів серцево-судинної системи різного ґенезу та створення на її основі оригінального препарату. 
Для досягнення мети необхідно було вирішити такі завдання:
1. Провести скринінг похідних 1,2,4-триазолу за антиоксидантною та цитопротекторною активностями in vitro та виявити сполуку-лідера.

2.  Оцінити нешкідливість сполуки-лідера в гострому і хронічному експерименті.

3. Дослідити вплив сполуки-лідера на біохімічні і морфо-функціональні показники міокарда щурів за гострого інфаркту міокарда та на показники кардіо- та системної гемодинаміки кролів при гострій ішемії міокарда.

4. Вивчити вплив сполуки-лідера на показники кардіо- та системної гемодинаміки, на біохімічні та морфо-функціональні показники міокарда при хронічній серцевій недостатності.

5. Дослідити вплив сполуки-лідера, ірбесартану, квінаприлу та їх комбінацій на артеріальний тиск та біохімічні показники міокарда щурів зі спонтанною генетично зумовленою артеріальною гіпертензією (САГ).

6. Визначити параметри фармакокінетики таблеток і розчину ангіоліну. 

7. Оцінити квантово-хімічні властивості сполуки-лідера.

8. Внаслідок аналізу та систематизації результатів обгрунтувати доцільність створення на основі сполуки-лідера оригінального препарату з кардіо- та ендотеліопротекторною дією для нормалізації функціонування серцево-судинної системи за умов патологічних станів різного генезу.
Наукова новизна отриманих результатів
На підставі проведених фармакологічних, токсикологічних, електрофізіологічних, морфологічних, імуногістохімічних, фармакокінетичних, квантово-хімічних досліджень визначені патобіохімічні механізми розвитку ЕД, що стали підґрунтям для створення нового ендотеліопротектора прямої дії – ангіоліну.
Вперше, в дослідах in vitro серед похідних 1,2,4-триазолу визначена сполука-лідер – (S)-2,6 діаміногексанової кислоти 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат (Ангіолін), яка за антиоксидантними та цитопротекторними властивостями перевищує подібні в референс-препаратах. Вперше на моделях гострої і хронічної ішемії міокарда вивчені молекулярно-біохімічні механізми кардіо- та ендотеліопротекторної дії ангіоліну. Вперше показано, що механізм ендотеліопротекторної дії ангіоліну безпосередньо пов’язаний з підвищенням експресії VEGF, підвищенням біодоступності і подовженням часу «життя» NO, за рахунок нормалізації сполучених систем NO/SH, а також за рахунок підвищення щільності ендотеліоцитів і стимуляції їх проліферації. Вперше показано, що кардіопротекторні властивості ангіоліну пов’язані з активацією компенсаторного малат-аспартатного човникового механізму, нормалізацією NO/SH-механізмів регуляції ланок енергетичного метаболізму міокарда і антиоксидантного/ прооксидантного гомеостазу, а також за рахунок зменшення загибелі кардіоміоцитів і поліпшення загальної та кардіогемодинаміки. Показано принципові переваги ангіоліну перед бестселером метаболітотропної кардіопротекції мілдронатом. 

Вперше вивчений фармакокінетичний профіль ангіоліну при внутрішньовенному та внутрішньошлунковому введенні. Продемонстрована його висока кардіотропність. 

Вперше продемонстрований профіль безпеки ангіоліну. Доведено, що препарат відноситься до V класу токсичності, не має негативного впливу на органи і системи при тривалому парентеральному і внутрішньошлунковому введенні. 

Показаний потенціюючий ефект ангіоліну при сумісному застосуванні з ірбесартаном і квінаприлом у щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією щодо впливу на біохімічні показники (вміст аденілових нуклеотидів, маркери окиснювальної модифікації білків, антиоксидантні ферменти, показники гліколізу, білки теплового шоку, компоненти системи оксиду азоту та тіол-дисульфідної системи).

В результаті квантово-хімічних розрахунків ангіоліну виявлено основні реакційні центри молекули, які можуть брати участь у комплексоутворенні. Аналіз квантово-хімічних параметрів молекули ангіоліну свідчить про те, що препарат може бути переносником NO, утворюючи з ним стабільні S-нітрозильні комплекси, що є одним із механізмів реалізації ендотеліопротекції.

Здійснено теоретичне та експериментальне обґрунтування доцільності призначення ангіоліну в моно- та комбінованій терапії ішемічної хвороби серця, хронічної серцевої недостатності та артеріальної гіпертензії.

Практичне значення отриманих результатів

Вперше на підставі отриманих результатів експериментальних досліджень розроблено концепцію фармакологічної корекції такого загрозливого предиктора серцево-судинної патології (АГ, ХС, ХСН) як ендотеліальна дисфункція, яка полягає у визначенні пріоритетних ланок-мішеней – сполучені системи NO/SH, біодоступність NO, регуляція експресії VEGF, а також у включенні в комплексну терапію даної патології препаратів, які впливають на ці ланки, зокрема ангіоліну. В результаті проведених досліджень НВО «Фарматрон» розроблено лікарські форми ангіоліну – 2,5% розчин для ін’єкцій та таблетки. На основі результатів досліджень складений звіт з доклінічних випробувань ангіоліну, який був представлений в ДЕЦ МОЗ України з метою отримання дозволу на клінічну апробацію нового лікарського засобу. 

Отримання цього дозволу є підставою для перспективного випуску лікарського засобу під назвою «Ангіолін». За даними експериментальних досліджень отриманий дозвіл МОЗ України на проведення I та II фази клінічних досліджень. Завершена I фаза клінічних досліджень.

Результати досліджень впроваджено в навчальний процес та науково-дослідну роботу на 9 кафедрах фармакології вищих медичних учбових закладів України.

Особистий внесок здобувача
Дисертаційна робота є самостійною науковою працею здобувача. Разом з науковим консультантом визначено тему, метау та об’єм роботи.
Автором самостійно сформульовані завдання, визначено напрямок і методичні підходи дослідження, проведено патентно-інформаційний пошук та роботу з першоджерелами літератури. 

Здобувач брала участь у відборі тварин, формуванні їхніх груп, введенні лікарських засобів, евтаназії, підготовці експериментів, дослідженні механізмів кардіо- та ендотеліопротекторних властивостей, дослідах для визначення фізіологічних, біохімічних, морфологічних, фармакокінетичних, статистичних показників. Біохімічні та морфологічні дослідження проводилися за сприяння кафедри фармакології та медичної рецептури (завідуючий кафедрою професор Бєленічев І.Ф.) та навчального медико-лабораторного центру Запорізького державного медичного університету (завідуючий професор Абрамов А.В.), в яких здобувач особисто брала особисту участь. Проведено науковий аналіз отриманих результатів, сформульовано основні положення та висновки. У наукових працях, що опублікованих у співавторстві, роль здобувача є визначальною.
Апробація результатів дослідження
Дисертаційна робота апробована на наукових конференціях та засіданнях кафедри фармакології Національного медичного університету імені О.О. Богомольця. Основні положення дисертації доповідалися та обговорювалися на: ХІІ з’їзді Всеукраїнського лікарського товариства ВУЛТ (м. Київ, 2013), ІІІ Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Клінічна фармакологія та фармакотерапія захворювань у світлі доказової медицини» (м. Вінниця, 2013), науково-практичній конференції «Актуальні питання безпечного застосування ліків» (м. Тернопіль, 2013), Міжнародній науково-практичній конференції, присвяченій Всесвітньому дню здоров’я (м. Київ, 2014), ХХІ Російському національному конгресі «Человек и лекарство» (м. Москва, 2014), XIV Національному конгресі кардіологів (м. Київ, 2014), ХІІІ Конгресі СФУЛТ (м. Чернівці, 2014), VIII Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Досягнення клінічної фармакології та фармакотерапії на шляхах доказової медицини» (м. Вінниця, 2014), Всеукраїнській науково-практичній конференції «Актуальні питання експериментальної та клінічної біохімії і фармакології» (м. Тернопіль, 2014), Конференції «Ендотеліальна дисфункція при вік-залежній патології – діагностика, профілактика, лікування» (м. Київ, 2015), ІІІ Міжнародній конференції по серцю, мозку (м. Париж, 2016), Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю, присвяченій пам’яті В.В. Дунаєва «Фундаментальні та клінічні аспекти фармакології» (м. Запоріжжя, 2016), І Міжнародній науково-практичній конференції «Ліки – Людині. Сучасні проблеми фармакотерапії і призначення лікарських засобів» (м. Харків, 2017), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Сучасні проблеми клінічної фармакології з позиції доказової медицини» (м. Тернопіль, 2017), Х Міжнародній міждисциплінарній науково-практичній конференції «Сучасні аспекти збереження здоров’я людини» (м. Свалява, 2017), V Національному з’їзді фармакологів України (Запоріжжя, 2017 р.).

Публікація результатів дослідження

За матеріалами дисертації опубліковано 53 наукові праці, у тому числі 30 робіт у наукових фахових виданнях, 23 матеріали з’їздів, конференцій, конгресів. Дисертант є співавтором 2 методичних рекомендацій, 2 монографій, отримано 3 патенти України.

          Обсяг і структура дисертації 

Дисертаційна робота написана українською мовою, викладена на 346 сторінках машинописного тексту, складається зі вступу, огляду літератури, матеріалів і методів дослідження, 7 розділів власних досліджень, обговорення результатів, а також висновків та списку використаних літературних джерел. У дисертаційній роботі наведено 67 таблиць, ілюстрована 11 рисунками. Список використаних джерел налічує 379 найменувань (242 – кирилицею, 137 – латиницею).
РОЗДІЛ 1  
ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 
МЕХАНІЗМИ РОЗВИТКУ ЕНДОТЕЛІАЛЬНОЇ ДИСФУНКЦІЇ ТА ШЛЯХИ ПОШУКУ ЕНДОТЕЛІОПРОТЕКТОРІВ
1.1. 
Функціональний стан судин та ендотелію при захворюваннях серцево-судинної системи

На сьогодні особливу увагу експериментаторів і клініцистів привертає проблема дослідження властивостей ендотелію судин у зв’язку з отриманими даними щодо його провідної ролі між багатьма важливими функціями: вазодилятацією та вазоконстрикцією, інгібіторами та промоутерами росту, анти- та тромбозом, факторами, що сприяють та перешкоджають запальному процесу, анти- та прооксидантами [8, 33, 34].
Згідно з сучасними даними, ендотелій – це ендокринний і паракринний моношар клітин з численними регуляторними функціями. Судинний ендотелій є найбільшою системою в організмі [35].
Деякі вчені припускають, що ендотелій судин є своєрідним «серцево-судинним ендокринним органом», який підтримує зв’язок між кров’ю та тканинами, особливо в гемодинамічних критичних випадках [36, 37, 38, 39].

Для судинного ендотелію характерні такі функції [16, 17]:
1. Вивільнення вазоактивних агентів: оксиду азоту (NO), ендотеліну, ангіотензину І і, можливо, ангіотензину ІІ, простагландину, тромбоксану;

2. Перешкодження процесам коагуляції (згортання крові) та участь в фібринолізі: 

2.1. Перешкодження адгезії тромбоцитів до стінки судини завдяки тромборезистентній поверхні ендотелію (що має однаковий заряд з тромбоцитами);

2.2. Утворення простацикліну та NO-природних дезагрегантів;

2.3. Утворення t-PA (тканинного активатора плазміногену);
2.4. Експресія на поверхні клітин ендотелію тромбомодуліну – білка, здатного зв’язувати тромбіни – та гепариноподібні плазмозамінники;

3. Здійснення імунних функцій:

3.1. Представлення антигенів імунокомпетентним клітинам;

3.2. Секреція інтерлейкіну-1 (стимулятора Т-лімфоцитів);

4. Реалізація ферментативної активності:

4.1. Експресія на поверхні ендотеліальних клітин ангіотензин-перетворюючого ферменту АПФ (перетворення ангіотензину І в ангіотензин ІІ);

5. Участь в регуляції росту гладеньком’язових клітин:

5.1. Секреція ендотеліального фактора релаксації (ЕФР);

5.2. Секреція гепариноподібних інгібіторів росту;

6. Захист гладеньком’язових клітин від вазоконстрикторних впливів:

6.1. Важливість збереження цілісності ендотелію, для низки вазодилатуючих чинників, наприклад, ацетилхоліну.

Незважаючи на багатогранну роль ендотелію, однією із його функцій вважають підтримку судинного тонусу (розслаблення та скорочення), що регулюється через продукцію кількох релаксуючих та констрикторних факторів, які впливають на відповідний гладеньком’язовий шар [40].

При цьому ендотелій виконує також секреторну функцію шляхом вивільнення ендотеліальних релаксуючих та констрикторних факторів, що забезпечує динамічну рівновагу між ними, а також впливає на проникність судин [35, 41, 42]. 

Під дисфункцією ендотелію розуміють дисбаланс між системами локальної регуляції гомеостазу та судинного тонусу, а також між анти- і прокоагулянтними медіаторами, факторами росту та їх iнгібіторами [38].

До різноманітних пошкоджуючих факторів ендотеліальних клітин належать  порушення рівноваги, вільні радикали, перекиси, цитокіни, циркулюючі імунні комплекси [43], що сприяють розвитку оксидативного і нітрозуючого стресу.
Ендотеліальну дисфункцію вважають системною патологією, тому що вона пов’язана з порушенням мікроструктури і секреторної функції ендотелійзалежних клітин та різних органів, що призводить до зниження ендотелійзалежної вазодилатації, гіперкоагуляції, підвищеного тромбоутворення, збільшення судинної проникності та міграції ліпопротеїдів в інтиму судин, проліферації гладком’язових клітин і ремоделюванню міокарда та судин [44, 45, 46, 47]. 

Оксид азоту вважають сигнальним фактором вазорелаксуючої системи, тому що головним механізмом формування ЕД є зниження утворення і біодоступності NO, поява його цитотоксичних форм на тлі оксидативного стресу та дефіциту відновлених низькомолекулярних тіолів [48]. При цьому основними причинами дефіциту NO в ендотеліальних клітинах можуть бути знижений вміст попередника оксиду азоту (L-аргініну), зниження експресії або активності ендотеліальної синтази оксиду азоту, недостатність кофакторів синтезу NO (особливо тетрагідробіоптерину), підвищення рівня ендогенних інгібіторів eNOS асиметричного диметиларгініну і монометил-L-аргініну, підвищене утворення реактивних форм кисню (зокрема, супероксид аніону), а також ліпопротеїдів низької щільності (особливо їх окиснених форм) [49]. Молекулярні основи дисфункції судинного ендотелію – складна і не до кінця вивчена проблема. У цьому зв’язку система “еNOS – L-аргінін –NO” може зайняти в найближчому майбутньому роль провідної ланки фармакологічної корекції ЕД [44, 50, 51]. Багато авторів відзначають безпосередню участь NO в процесі загибелі клітин (у т. ч. ендотеліоцитів) в умовах ішемії, атеросклерозу, алкогольної інтоксикації та інших патологічних станів [52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 51, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66]. 

Такі результати отримали при використанні селективних інгібіторів конституційної та індуцибельної ізоформ NO-синтаз (NOS), а також у дослідах на тваринах з дефіцитом гена, що кодує iNOS. Збільшення концентрації NO в головному мозку відзначається як при локальній, так і при загальній ішемії і спостерігається з перших хвилин гострого порушення мозкового кровообігу (ГПМК), сягаючи максимуму на 1–3 добу. При цьому активність іNOS різко підвищується як в осередку ішемії, так і на периферії. Участь оксиду азоту в процесах ушкодження і загибелі нейронів і ендотеліо- цитів має свою специфіку і визначається ізоформами NOS, а також залежить від виду та стадії розвитку інсульту. На початковій стадії ішемії переважає експресія конституційної кальційзалежної NOS, обумовленої трансміттерним аутокоїдозом.
Пошкодження і загибель клітин на даному етапі не залежать від рівня оксиду азоту, проте мають непрямий вплив на механізми запуску клітинної смерті – активують фосфоліпазу, підсилюють утворення гідроксилрадикала, модулюють активність мембранних рецепторів. У відстрочений період ішемічного процесу (з 7–14 доби – при глобальній і з 1–3 доби – при локальній ішемії) реєструється гіперпродукція NO за участю індуцибельної NOS активованої глії, макрофагів і нейтрофілів. Відстрочений характер експресії індуцибельної NOS пов’язаний з більш пізніми термінами появи активованої астро- і макроглії і клітин запалення. Так, при локальній ішемії зазначені вище клітини-продуценти NO знаходяться в периферичних тканинах, а при глобальній – у найбільш чутливих до дефіциту кисню структурах [44, 50, 83, 67, 68].

У теплокровних організмів крім NO-синтаз додатковим джерелом оксиду азоту є нітрат/нітритредуктази, здатні відновлювати нітрати та нітрити. Таку активність мають гліоцити та тимоцити. Так, ксантиноксидаза має властивість відновлювати нітрати та нітрити до NO. Відомо, що оксид азоту в клітинах-мішенях утворює активні деривати – нітрозоній (NO+), нітроксил (NO–) і пероксинітрит (ONOO–). В останні роки встановлено, що такі продукти перетворення NO, як пероксинітрит, іоннітрозонію, нітроксил і диазоттриоксид (N2O3) є основними субстратами нітрозуючого стресу. Внаслідок цього відбувається пряма взаємодія NO з металами (гемове залізо гемоглобіну, міоглобін, залізовмісні ензими, негемове залізо, залізо сіркових білків і ДНК, міді і цинку), а також непряма взаємодія NO+ (S-, N-, O-нітрозування) з тіольними, фенольними, гідроксильними та аміногрупами білків і ДНК. Подібна взаємодія призводить до десенситизації рецепторів, пригнічення активності мітохондріальних ферментів і фрагментації нуклеїнових кислот. Так, зв’язок оксиду азоту з Fe3+ активного центру каталази призводить до інгібування останньої як у початковому періоді ішемії, так і в постішемічний період фокальної ішемії мозку. Надлишок NO пригнічує гемові ферменти електронно-транспортного ланцюга мітохондрій. Надмірне утворення оксиду азоту в післяішемічний період призводить до взаємодії молекули NO з гемовим залізом і парними тіольними групами, утворюючи динітрозольний комплекс заліза (DNIC – Dinitrosyl Iron Complex). DNIC на відміну від NO є більш агресивним нітрозилюючим агентом; взаємодіючи з тіолами білків, гістидином, аспартатом, глутаміном, метіоніном, цистеїном, глутатіоном, утворює N- і S-нітрозотіоли. DNIC в умовах ішемії викликає необоротне нітрозилювання залізо-сірчаних кластерів мітохондріальних білків (НАДН-убіхінон оксиредуктаза, сукцинат-убіхінон оксиредуктаза, цис-аконитаза), тим самим призводячи до формування мітохондріальної та ендотеліальної дисфункції. Перенос оксиду азоту і його метаболізм відбувається за участю тіол-дисульфідної системи, яка швидко реагує на зміни метаболізму на органи і системи [50, 55, 62, 69, 70, 71]. Зміщення тіол-дисульфідної системи відбувається за рахунок зниження її відновлених інтермедіатів, при цьому значно знижується рівень мітохондріального глутатіону. У фізіологічних умовах утворення DNIC сприяє депонуванню і транспортуванню NO, підвищуючи його біодоступність і перешкоджаючи утворенню пероксинітриту. Проте в умовах ішемічного ушкодження мозку, при гіперпродукції NO DNIC відіграє суто негативну роль у процесі нейродеструкції [50, 55, 51, 60, 72].

NO+ є потужним нітрозилюючим агентом, мішенями якого можуть бути нуклеофільні групи активних тіолів, аміни, карбоксили, гідроксили і ароматичні кільця. NO+ утворюється з надлишку NO за участю двовалентного заліза і кисню. NO має відновні властивості, надає позитивну інотропну, лузитропну дію на міокард, знижує поріг судомної готовності. При ішемії (в умовах лактат-ацидозу, що розвивається) проявляються прооксидантні властивості NO– відносно тіолів і амінів. Отримані дані in vitro свідчать про те, що внесення в суспензію нейронів іону нітрозонію знижує вміст глутатіону. Також за допомогою іону нітрозонію встановлено, що NO– порушує електричну активність нейронів, пригнічує активність натрієвих каналів. Мабуть, різноспрямованість впливу NO пов’язана з його концентрацією, підвищення якої призводить до утворення токсичного нітрит-аніону. N2O3, що є джерелом NO+, проявляє властивості сильного нітрозилюючого агента, взаємодіє з аліфатичними та ароматичними амінами і утворює N-нітроаміни. Нітроаміни, а саме продукти їх перетворення під дією Р450 (іон діазонію і формальдегід), є факторами, які алкілують нуклеїнові кислоти, що дезамінують пурини, пригнічують О6-метилгуанін-ДНК-метилтрансферазу, збільшують утворення 8-гідроксигуаніну. N2O3 взаємодіє з цистеїном, утворюючи S-нітрозоцистеїн, і з глутатіоном, утворюючи S-нітроглутатіон. S-нітроглутатіон є основною транспортною молекулою перенесення NO [50, 60]. 

Завдяки проведеним дослідженням встановлено, що транспорт NO відбувається з утворенням N2O3, який потім нітрозилює тіоли. За участю дисульфідізомерази вивільняється NO [51, 69, 70, 73, 74, 75, 76, 77, 78]. 
Існує механізм вивільнення NO з S-нітрозоглутатіону за участю глутамілтранспептидази з утворенням S-нітрозоцистеїнілгліцину, з якого вивільняється NO. У транспорті S-нітрозоглутатіону бере участь цистин, який відновлюється до цистеїну, а останній, реагуючи з S-нітрозоглутатіоном, утворює S-цистеїн. S-цистеїн бере участь у швидкій провідності нейронів, формуючи адаптаційні реакції нейрона на ішемію. Дані реакції контролюються глутатіонредуктазою і глутатіонтрансферазою. При інгібуванні цих ферментів в умовах ішемії відбувається окиснювальна модифікація низькомолекулярних тіолів, утворення гомоцистеїну і, як наслідок, порушення транспорту NO з утворенням його цитотоксичних дериватів, що значно підсилюють окиснювання тіолів [51, 63, 67, 79, 80]. 

Наявність у нейроні активної тіольної антиоксидантної системи, здатної регулювати транспорт NO, забезпечує також стійкість клітини до нітрозилюючого стресу – найбільш раннього нейродеструктивного механізму в умовах ішемії. Відомо, що в перші хвилини ішемії мозку NO (макрофагальний або екзогенний) пригнічує окиснювальне фосфорилювання у мітохондріях клітин-мішеней за рахунок оборотного зв’язування з цитохром-с-оксидазою мітохондрій. Уповільнення електронного транспорту в мітохондріях призводить до генерації супероксиду і, як наслідок, утворення ОNOО–. Синтез пероксинітриту спостерігається в клітинах з високою активністю NO-синтази і ферментів, що продукують активні форми кисню (ксантиноксидаза, НАДН-оксиредуктаза, циклооксигеназа, ліпоксигеназа, ферменти електронно-транспортного ланцюга [50, 51]. 
Завдяки дослідженням останніх років встановлено, що на початкових стадіях ішемії рівень пероксинітриту може знижуватися за допомогою мітохондріальної нітрозоредуктази, яка відновлює його за рахунок НАДФН і НАДН у NO [50, 62]. 
Мішенями окисної і нітрозуючої атаки пероксинітриту є тіоли, СО2, металопротеїди, нуклеїнові кислоти, метаболітотропні трансмітери і ліпіди. Пероксинітрит, будучи відносно стійкою сполукою, при зміщенні рН в кислий бік швидко протонується з утворенням основного продукту – нітратаніону, а також гідроксилрадикалу і діоксиду азоту, що зумовлює його окиснювальні властивості. Тому на початкових стадіях ішемії пероксинітрит взаємодіє з тіолами за типом нітрозилювання, в результаті чого утворюються нітрозотіоли. Пізніше при прогресуванні процесу і прояві лактатацидозу взаємодія відбувається за типом окиснення з утворенням більш стійких дисульфідів. Ці реакції роблять істотний внесок у механізми нейродеструкції внаслідок зсуву тіол-дисульфідної системи в бік окиснених тіольних сполук, зниження відновного потенціалу клітини, порушення експресії генів за рахунок незворотного окиснення цистеїнових залишків редоксзалежних доменів, роз’єднання МАР-кіназного каскаду. Пероксинітрит гальмує активність взаємодіючих метаболічних циклів метіоніну і цистеїну, пригнічуючи ключові ферменти, що регулюють рівень цистеїну, підвищуючи утворення гомоцистеїну. Пероксинітрит реагує і з метаболітотропним трансмітером СО2, утворюючи сильний нітрозилюючий агент – нітрозопероксикарбонат [69, 51].

Важливим механізмом нейротоксичної дії пероксинітриту є його реакція з тирозином і утворення нітротирозину. Пероксинітрит виражено

пригнічує активність Cu-Zn-СОД і Mn-СОД за допомогою нітрозування її тирозинового залишку, а також зв’язування з міддю і зміни валентності.

Пероксинітрит є специфічним агентом, незворотно пригнічуючим мітохондріальне дихання при ішемії, безпосередньо взаємодіючи із залізом активних центрів ключових ензимів, а також нітрозуючи по S-, N-, O-елементам тіольні, фенольні, гідроксильні та аміногрупи білкової частини цих ензимів, а при більш вираженому прояві нітрозуючого стресу необоротно окиснюючи їх. Зміни мітохондріального дихання призводять до зниження заряду мітохондрій, що може ініціювати апоптичний процес, а за відсутності глюкози – некроз. Є дані і про пряму активацію відкриття гігантської пори оксидом азоту, що призводить до виходу цитохрому С і запуску каспазного каскаду [50, 60]. 

Ці результати отримані за впливу на мітохондрії таких цитотоксичних дериватів NO, як пероксинітрит і іон нітрозування, в механізмі яких лежить модифікація тіольних білків мітохондріальної пори. NO та його деривати можуть викликати перекисне окиснення фосфоліпідів. Так, під дією цитотоксичних дериватів NO і гідроксилрадикалу відбувається відкриття мітохондріальних пор, експресія і вихід у цитозоль проапоптичних білків. Цей процес відбувається за рахунок окиснення або нітрозилювання тіольных груп цистеїнзалежної ділянки білка внутрішньої мембрани мітохондрій (АТФ/АДФ-антипортер), що перетворює його в проникний неспецифічний канал-пору. Відкриття пор перетворює мітохондрії з «електростанцій» у «топку» субстратів окиснення без утворення АТФ. Відомо, що порушення кисневого режиму тканин, трансміттерний аутокоїдоз, порушення акумуляції
Са2+ мітохондріями, пошкодження мембрани мітохондрій АФК і NO посилює відкриття пор і вивільнення апоптогенних білків з ушкоджених мітохондрій. Мітохондріальна пора являє собою канал, що проходить крізь обидві мітохондріальні мембрани і складається з трьох білків: транслокатора аденілових нуклеотидів, потенціалзалежного аніонного каналу (порина) і бензодіазепінового рецептора. Коли цей комплекс зв’язується з Са2+, через мембранну пору можуть проходити речовини з невеликою молекулярною масою. Це призводить до зниження мембранного потенціалу і набухання матрикса; цілісність зовнішньої мембрани неминуче порушується і з міжмембранного простору в цитоплазму виходять білки апоптозу. Нітрозилювання білків за залишками тирозину,  здійснюване ONOO–, може мати негативні функціональні наслідки, бо воно пригнічує фосфорилювання тирозину, тобто порушує деякі шляхи передачі сигналу в клітині. Пероксинітрит може нітрозилювати і цитохром С у мітохондріях, що призводить до порушення його функцій, зокрема, він стає нездатним підтримувати перенесення електронів у дихальному ланцюгу і не відновлюється аскорбатом. Оскільки одночасно відбувається вихід цитохрому С (в тому числі і нітрованного) у цитоплазму, можна припускати участь такого нітрозилювання і в інших сигнальних процесах. Пероксинітрит призводить до нітрозилювання гуаніну і розриву ланцюгів ДНК. Щодо пошкоджень геному клітин, відомий ще один ефект NO: його деривати із супероксидрадикалом інгібують ферменти, відповідальні за репарацію ДНК. Залежно від джерела (різні донори NO) NO діє на алкілтрансферазу, формамідопіримідин-ДНК-глікозилазу та лігазу. NO підвищує активність PARP у клітинах Беца і АДФ-рибозилювання при глобальній ішемії, можливо, внаслідок розривів ДНК, але це швидше призводить до некрозу через виснаження пулу НАД і ATФ. У зв’язку з дією NO та його похідних на ДНК цікавими є дані про його вплив на експресію білка р53 [50], що пригнічує ріст пухлин, підтримує цілісність геному і може викликати зупинку клітинного циклу, або апоптоз. Відомо, що р53 може індукувати експресію Bax, Fas, p53AIP (Apoptosis Inducing Protein) та інших апоптогенних білків, а також сам переміщається у мітохондрію при апоптозі, що може бути однією з причин вироблення АФК та зниження заряду мітохондрій. Взаємодія NO із членами суперсімейства Bcl-2 виражається також у тому, що при дії оксиду азоту на клітину значно знижується рівень внутрішньоклітинного Bcl-2 білка, можливо, через каспазаіндуковане розщеплення або р53-залежне пригнічення його експресії [72, 79, 81]. 
Проапоптотичний ефект оксиду азоту виражається також в індукованому ним підвищенні експресії апоптогенних білків Вах. На додаток до описаних вище функцій мітохондрій слід згадати останні дослідження в цій галузі, які показують, що мітохондрії мають відношення не лише до сприйняття апоптотичного сигналу від NO, але й до утворення самого NO. Дійсно, в останніх роботах продемонстрована наявність конститутивної форми NOS в мітохондріях [60]. 

Встановлено, що ця ізоформа NOS локалізована в мітохондріальній мембрані (очевидно – у внутрішній). Визначено, що NOS дуже схожа з макрофагальною iNOS, але конститутивно експресується. Очищена мNOS при дефіциті L-аргініну здатна продукувати супероксидрадикал. Логічно припустити участь цієї мNOS у регуляції апоптозу за рахунок впливу на тіол-дисульфідну рівновагу білків мітохондріальної пори в реакції як нітрозилювання, так і окиснення. Крім того, отримані дані про роль мNOS в регуляції рівня кальцію в мітохондріях. У нормі мNOS перешкоджає надходженню надлишку кальцію в мітохондрії, в умовах ішемії при підвищенні активності мNOS відбувається зростання внутрішньомітохондріального кальцію і відкриття мітохондріальних пор. Можливо, що на початкових стадіях ішемії ця реакція відіграє захисну роль, тому що, регулюючи кальційзалежні механізми відкриття гігантських пор, мNOS здатна активувати компенсаторні енергетичні шунти. У подальшому, особливо в післяішемічний період, зростаюча активність мNOS призводить до неконтрольованого відкриття пор мітохондрій та ініціює мітоптоз. Крім того, мNOS за допомогою вироблення дозуючого рівня NO здатна регулювати мітохондріальне дихання в нормі та на початкових, компенсованих стадіях ішемії, модулюючи активність цитохром-С -оксидази, комплекси I і II електронотранспортного ланцюга і рівень НАДФН, ФАД і коензиму Q10, а також змінюючи доступність О2 для акцептування електронів. Надалі роль мNOS змінюється на кардинально протилежну – вона бере участь в активації «паразитарних» реакцій утворення АФК мітохондріями. 
Особливої уваги в розширенні уявлень про механізми цитотоксичності NO і загибелі клітин заслуговує тіол-дисульфідна система. Інтермедіати тіол-дисульфідної системи мають транспортні властивості відносно NO, тим самим підвищуючи його біодоступність. Крім того, багато тіолів – глутатіон, цистеїн, метіонін – здатні значно обмежувати цитотоксичність NO та його дериватів, збільшуючи шанс клітини вижити за умов патологічного процесу [50, 51, 62, 63, 69, 70, 82, 83, 84, 85, 86]. 

Ендотелій здійснює і синтез цілого ряду факторів росту, що беруть участь у формуванні атеросклеротичного ураження. Їх продукція також збільшується під дією медіаторів запалення і факторів ризику атеросклерозу 

[33, 37, 43].
На сьогодні велика увага дослідників привертається до процесів ангіогенезу, процесу утворення нових кровоносних судин з уже існуючої судинної системи [87, 88].
Одним з найважливіших та специфічних факторів, що регулюють процеси ангіогенезу, є васкулоендотеліальний фактор росту (VEGF). VEGF – судинний ендотеліальний фактор росту (vascularendothelialgrowthfactor) – розглядають як мультифункціональний цитокін, що представляє собою гемодимерний глікопротеїн з молекулярною масою 45 кДА та який включає 26 амінокислот. Фактору росту ендотелію належить регулююча роль у стимуляції росту судин та їхній проникності, його підтримуюча кровопостачальна активність особливо важлива при надмірному навантаженні [8].
VEGF було знайдено в яєчниках, плаценті, нирках, печінці та мозку ембріона, в сироватці крові та в синовіальній рідині. Цей цитокін продукується різними типами клітин – макрофагами, фібробластами, лімфоцитами, поліморфно-ядерними клітинами, остеобластами, ендотеліальними (ЕК) та гладеньком’язовими (ГМК) клітинами, мезангінальними клітинами клубочків нирок, тромбоцитами та кератиноцитами [87, 88, 89].
Підтримці ендотелію в стабільному стані сприяє  NO, стабільна продукція якого необхідна для підтримки ендотелію в неактивному стані. NO синтезується ендотелієм та опосередковується ендотеліальною NO-синтазою (eNOS).
Наслідками VEGF-індукованої NO-продукції є також блокада проліферації  ГМК, антитромботична дія й інгібування лейкоцитарної адгезії. VEGF, пригнічуючи проліферацію ГМК та опосередковуючи антиапоптичний ефект, сприяє виживанню ендотелію.

 VEGF також здійснює великий вплив на проникність судин, забезпечуючи вихід з судин плазменних білків (фібронектин, вітронектин, фібриноген, фактори коагуляції) та активуючи експресію тканинного фактора (клітинний ініціатор коагуляції крові), що веде до формування місць контакту для мігруючих ендотеліальних, гладеньком’язових та запальних клітин. В експерименті на мишах він підвищував проникність судин, збільшуючи набряк та, відповідно, припухлість суглобів [90].

Перехід ЕК в судини потребує активації VEGF  на їхній поверхні. Активовані VEGF ЕК декретують металопротеїнази, що розщеплюють матрикс оболонки судини, який складається з білків та полісахаридів.
Наведено дані щодо важливої ролі VEGF в патогенезі артеріальної гіпертензії. Показано, що одним із побічних ефектів блокади VEGF з боку серцево-судинної системи є розвиток артеріальної гіпертензії. Це може обмежувати широке використання препаратів, що блокують дію VEGF, які вже широко та ефективно використовуються в онкології [91, 92].  Дослідження ролі ендотелію та механізмів розвитку ендотеліальної дисфункції, сприяло пошуку препаратів з ендотеліопротекторною дією.

1.2. Лікарські засоби з ендотеліопротекторною дією

В останні роки вчені світу звернули особливу увагу на ендотелій, як патогенетичну мішень порушень серцевої і судинної діяльності при патологічних станах та точку прикладання дії лікарських засобів. Ендотелій під  впливом кардіотропних засобів сприяє підтримці судинного гомеостазу, реалізації вазодилятуючої, протизапальної, протифібринолітичної, антитромботичної, антигіпертензивної дій [93]. Тому дисфункція ендотелію спостерігається у більшості пацієнтів з серцево-судинними захворюваннями [94].
Оскільки у даний час не існує препаратів для специфічної корекції ендотеліальної дисфункції, велику цінність мають дані про вплив серцево-судинних лікарських засобів різних фармакологічних груп на функціональні характеристики ендотелію. Значний практичний інтерес може представляти комплексне лікування ЕД при хронічній церебральній ішемії, артеріальній гіпертензії, алкогольному пошкодженні міокарда та головного мозку, хронічній серцевій недостатності, коли базова кардіопротекторна і нейропротекторна терапія буде поєднуватися із застосуванням препаратів, які оптимізують енергообмін. Застосування таких препаратів зменшує негативний вплив оксидативного і нітрозуючого стресів на ендотелій судинної стінки, та індукують утворення оксиду азоту. Можна вважати, що майбутнє належить препаратам, які мають не лише кардіо- або нейропротекторну дію, але й опосередковано позитивно впливають на ендотеліальну функцію. Великий практичний інтерес може представляти комплексне лікування ЕД при серцево-судинній патології, коли реперфузійна, антитромботична і кардіо- або нейропротекторна терапія буде поєднуватися із застосуванням інших препаратів-коректорів порушень функцій ендотелію.
Пошук ендотеліопротекторів здійснюють серед метаболічних і метаболітотропних сполук, які можуть характеризуватися безпекою та ефективністю [95].

У зв’язку з вищевикладеним, стало актуальним вивчення ендотеліопротекторних властивостей препаратів з різними патогенетичними механізмами дії, що поліпшують метаболізм, мають антиоксидантні властивості, є природними донорами оксиду азоту та активаторами ферменту NO-синтази, що містять у своєму складі «есенціальні» фосфоліпіди, а також афінно очищені антитіла до ендотеліальної NO-синтази, що встановлено при експериментальних моделях цереброваскулярної патології  [46, 52, 82, 85, 96, 97]. 
В умовах гіпоксії процеси ішемічного ушкодження міокарда посилюються під впливом підвищеного викиду катехоламінів при фізичному і емоційному напруженні. Катехоламіни активізують вільнорадикальне окиснення жирних кислот з накопиченням проміжних продуктів, небезпечних для організму (ацил-КоА, ацилкарнитин). Вони пошкоджують клітинні мембрани і блокують доставку АТФ із мітохондрій до органел клітини. В результаті цього відбувається апоптоз клітин, навіть якщо запасів АТФ достатньо для їхнього функціонування протягом деякого часу. Для запобігання цього процесу необхідно або поліпшення їх кровопостачання, або обмеження синтезу карнітину як основного фактора, що визначає інтенсивність використання довголанцюгових жирних кислот [82, 97]. 
Основною відмінністю триметилгідразонію пропіонату від інших лікарських засобів, що застосовуються для корекції метаболізму, є наявність додаткових лікувальних впливів, які відкривають широкі можливості для його застосування. Складні ефіри триметилгідразонію пропіонату і гамма-бутиробетаїну є структурними аналогами ацетилхоліну. Триметилгідразонію пропіонат, стимулюючи рецептори ацетилхоліну, викликає індукцію ендотеліальної NO-синтази. Впливаючи як активатор на рецептори ацетилхоліну, триметилгідразонію пропіонат поліпшує нейропластичні властивості мозку, які здатні стати основою для багатьох церебральних клінічних ефектів [59]. 

Зазначають, що триметилгідразонію пропіонат, а також препарат «Капікор», до складу якого він входить при доксорубіциновій кардіоміопатії нормалізують баланс між ендотеліальною та індуцибельною ізоформами NO-синтази, що призводить до зміщення співвідношення факторів вазодилятації та вазоконстрикції [98].
Триметилгідразонію пропіонат здатний активувати гени, що відповідають за захист організму від стресу [46]. 
Завдяки подібному механізму дії триметилгідразонію пропіонат незамінний при підвищеному розумовому напруженні та роботі в екстремальних ситуаціях [66, 75, 83, 96]. 
Призначення лікарських засобів до складу яких входить триметилгідразонію пропіонат у хворих з хворобою Паркінсон сприяє пониженню вираженості оксидативного стресу – ключового механізму розвитку хвороби, зменшенню ступеня ендотеліальної дисфункції, що підтверджує ефективність засобу як ендотелій стабілізатора при нейродеструктивних процесах [99].     
У той же час, ефективність застосування триметилгідразонію пропіонату у хворих із хронічними формами ІХС залишається маловивченою, а його кардіо- і ендотеліопротекторна дія – дискутабельною, хоча у дослідженнях на здорових добровольцях, хворих ІХС, ХСН, цереброваскулярною хворобою, АГ було показано, що триметилгідразонію пропіонат поліпшує функцію ендотелію, стан ліпідного профілю, попереджає від реперфузійного пошкодження, прискорює відновлення функцій міокарда і головного мозку [100]. 
Останнім часом підтверджено ефективність при ІХС комбінованого препарату «Капікор», що містить триметилгідразонію пропіонат та гамма-бутиробетаїну дигідрат. Показано, що додавання препарату до комплексної терапії сприяє більш вираженому поліпшенню якості життя хворих на ІХС, зменшенню частоти нападів стенокардії, зростанню ефективності лікування, покращенню вазорегулюючої функції ендотелію [101]. 

Особливої уваги заслуговує «специфічний» вплив сполук, спрямований на поліпшення синтезу NO, як наприклад, замісна терапія L-аргініном (субстратом eNOS), а також тетрагідробіоптерином (кофактором еNOS), який визначає активність даного ферменту [50, 69, 80].
Крім того, відомі наукові факти, які підтверджують, що в даний час використовують цитопротектори метаболічної дії (триметазидин, триметилгідразонію пропіонат), які не тільки блокують бета-окиснення жирних кислот в мітохондріях, а також на альтернативній основі стимулюють окиснення глюкози,  впливають на індукцію біосинтезу оксиду азоту за рахунок збільшення кількості гамма-бутиробетаїну, а також здатності протистояти окиснювальному стресу [49, 66, 80].
У триметилгідразонію пропіонату (мельдонію) встановлена непряма кардіопротекторна дія завдяки впливу на накопичення гамма-бутиробетаїну і зменшенню його вільнорадикальної активації [102, 103].
Так,  призначення триметилгідразонію пропіонату у комплексній терапії хронічної серцевої недостатності (ХСН) сприяло зниженню внутрішньоміокардіальної напруги, нормалізації стану ендотеліальної та гуморальної регуляції. У хворих на ХСН, які отримували триметилгідразонію пропіонат, реєстрували збільшення концентрації метаболіту NO у сироватці крові та вірогідне зниження в еритроцитах – ознаки нормалізації обміну оксиду азоту; наближення показників функції ендотелію судин до значень практично здорових осіб, що свідчить про нормалізацію вазорегулюючої функції ендотелію судин, поліпшення неендотеліальних механізмів регуляції вазодилатації та відновлення ауторегуляторних властивостей судинної стінки. Триметилгідразонію пропіонат є конкурентним інгібітором ферменту гамма-бутиробетаїнгідроксилази, який каталізує процес перетворення гамма-бутиробетаїну в карнітин [46, 57, 82, 96, 104].

Триметилгідразонію пропіонат не є препаратом карнітину, він лише обмежує швидкість біосинтезу карнітину з його попередника гамма-бутиробетаїну. Карнітин, будучи своєрідним транспортером, сприяє проникненню жирних кислот у клітину, де відбувається процес їх бета-окиснення. В умовах достатнього надходження кисню з жирних кислот, які проникли в мітохондрії, утворюються макроергічні сполуки у вигляді АТФ. Під впливом триметилгідразонію пропіонату обмежується транспорт через мембрани мітохондрій лише довголанцюгових жирних кислот, тоді як коротколанцюгові можуть вільно проникати у мітохондрії і окиснюватися там [96].

При утворенні значної кількісті гамма-бутиробетаїну і недостатньої–карнітину, менше довголанцюгових (наприклад, пальмітинової кислоти) жирних кислот надходить у мітохондрії, що  не позначається на метаболізмі коротколанцюгових (наприклад, бутирату) жирних кислот. Інші парціальні інгібітори окиснення жирних кислот не здатні запобігти накопиченню в мітохондріях активованих форм довголанцюгових жирних кислот – ацил-КоА і ацилкарнітину, а також шкідливого впливу цих метаболітів на транспорт АТФ і клітинні мембрани [46]. 
Процеси окиснення жирних кислот і глюкози пов’язані між собою і знаходяться в реципрокній залежності: якщо пригнічується окиснення жирних кислот, збільшується споживання глюкози. В умовах нестачі кисню, що спостерігається у пацієнтів з ІХС, клітині вигідніше використовувати окиснення глюкози, ніж жирних кислот, тому що для цього необхідна менша кількість кисню [53, 58, 104].
Таким чином, триметилгідразонію пропіонат частково сповільнюючи транспорт жирних кислот, зменшує їхнє окиснення, в результаті чого зменшується потреба клітини у кисні. Препарат запобігає накопиченню токсичних проміжних продуктів обміну речовин (ацилкарнітин і ацил-КоА) і викликаних ними пошкоджень клітин. Зменшення швидкості окиснення жирних кислот включає альтернативну систему виробництва енергії – окиснення глюкози, яка на 12% ефективніше використовує кисень для синтезу АТФ. Цей механізм також визначає цитопротекторну дію триметилгідразонію пропіонату на ішемізовані клітини. В результаті підвищується стійкість кардіоміоцитів до нестачі кисню, раціональніше використовуються енергетичні ресурси, що допомагає серцю виживати в екстремальних умовах [97]. 

Триметилгідразонію пропіонат стимулює аеробний гліколіз, що не супроводжується накопиченням у тканинах лактату, тому що система піруватдегідрогенази забезпечує швидке подальше окиснення глюкози. Триметилгідразонію пропіонат відновлює транспорт АТФ до органел клітини. Отримані результати дозволяють вважати триметилгідразонію пропіонат певною мірою засобом фармакологічного прекондиціонування, здатним оптимізувати окиснення глюкози [46, 52, 96]. 

Відомо, що багато лікарських засобів з різними механізмами дії мають виражений в тій чи іншій мірі вплив на функцію судинного ендотелію.

Так, нітрати відновлюють дефіцит ендогенного NO, інгібітори АПФ крім зниження синтезу АТ-II перешкоджають руйнуванню кінінів, статини покращують бар’єрну функцію ендотеліоцитів щодо окиснених ЛПНЩ, антагоністи кальцію гальмують активність АТ-II і ендотеліну в гладеньких м’язах судин, посилюючи вазодилатуючий ефект NO, блокатори ангіотензинових рецепторів блокують АТ-ІІ-рецептори, сприяють накопиченню NO.

Згідно з європейськими та українськими рекомендаціями інгібітори АПФ і блокатори рецепторів ангіотензину ІІ, які володіють опосередкованим впливом на функцію ендотелію, залишаються препаратами першої лінії для лікування артеріальної гіпертензії. Ендотеліопротекторну дію мають інгібітори ендотелінперетворюючого ферменту та антагоністи рецепторів ендотеліну-1, які гальмують активність пептиду, інгібітори АПФ (особливо квінаприл) та блокатори ангіотензину II (особливо ірбесартан) [57, 58, 82, 84, 85, 92, 97].
Інгібітор АПФ – квінаприл, що має високу спорідненість до тканьового АПФ, поліпшує ендотелійзалежну вазодилятацію у хворих з коронарним атеросклерозом. 

Інгібітори ангіотензинперетворюючого ферменту та блокатори рецепторів ангіотензину ІІ практично не різняться, стосовно ступеня зниження артеріального тиску [105, 106].
Разом з тим, в цих групах у деяких препаратів більше виражені органо- та ендотеліопротекторні властивості. Це стосується інгібітора АПФ – квінаприлу та блокатора рецепторів ангіотензину ІІ 1 типу – ірбесартану [107, 108, 109].
Ірбесартан – добре відомий блокатор рецепторів ангіотензину ІІ, що призначають для лікування артеріальної гіпертензії. Препарат ефективно понижує артеріальний тиск, попереджає серцево-судинні ускладнення та добре переноситься, оскільки його прийом не супроводжується кашлем, головним болем - побічним ефектом інгібіторів АПФ [110].

Ірбесартан – специфічний конкурентний антагоніст рецепторів підтипу АТ-1, що характеризується високою селективністю та незворотньою блокадою АТ-1-рецепторів, може мати ендотеліопротекторну дію, що обумовлену його антипроліферативною, антиоксидантною дією, активацією продукції адинопектину [111].

Ірбесартан призначається з іншими лікарськими засобами та може застосовуватися в комбінаціях для підвищенння активності та регресу ураження (гіпертрофії) лівого шлуночка, підвищення ефективності артерій, поліпшення функції ендотелію [112,113].
Сартани поступаються інгібіторам АПФ за профілактикою інфаркту міокарда, але інгібітори АПФ поступаються сартанам за профілактикою інсульту [114].

В дослідах in vivo та in vitro доведені ендотеліопротекторні властивості ірбесартану [115]. Визначена також властивість ірбесартану уповільнювати прогресування нефропатії у пацієнтів з АГ та цукровим діабетом [116, 117].

В дослідженнi IDNT показано, що ірбесартан не тільки позитивно впливає на функцію нирок, але й зменшує ризик прогресування ураження нирок або смерті. Крім того, ірбесартан в дослідженні IRMA-2 зменшував мікроальбумінурію вже на ранніх стадіях нефропатії [116]. Виявлено можливості застосування ірбесартану у хворих при сполученні артеріальної гіпертензії з хронічною обструктивною хворобою легенів [118].

Порівнюючи вплив ірбесартану та раміприлу як засобів антигіпертензивної терапії у хворих зі сполученням гіпертонічної хвороби та бронхіальної астми, встановлено, що ірбесартан ефективно забезпечує стабільний і надійний контроль артеріального тиску, уповільнюючи прогресування патологічних змін з боку серцево-судинної системи, позитивно впливає на функцію зовнішнього дихання і характеризується більшою схильністю пацієнта до лікування, тому може бути оптимальним вибором препарату при лікуванні артеріальної гіпертензії у хворих з бронхіальною астмою [119].

Органо- та ендотеліопротекторні властивості разом з антигіпертензивною активністю визначено також у інгібітора АПФ – квінаприлу та його активного метаболіту квінаприлату [120].
Значною ефективністю при артеріальній гіпертензії володіє інгібітор АПФ – квінаприл, який у хворих з коморбідною патологією (артеріальна гіпертензія і серцева недостатність І-ІІ функціонального класу) не тільки понижує артеріальний тиск, але також корегує структурно-функціональні порушення серця, викликає регрес ремоделювання, зміщує регуляторно-адаптивний стан [121].

Встановлено, що незважаючи на низьку концентрацію в плазмі, квінаприл добре всмоктується при пероральному введенні. Завдяки антиоксидантним та ендотеліопротекторним властивостям квінаприл може пригнічувати побічні ефекти пропофолу стосовно гомеостазу, антиоксидантний, антифібринолітичний вплив, хоча квінаприл може потенціювати гіпотензивний ефект пропофолу [122].

Переваги квінаприлу перед лозартаном, еналаприлом, амлодипіном за впливом їх на ендотеліальну дисфункцію доведено у відкритому рандомізованому багатоцентровому перехресному дослідженні при оцінці динаміки функції ендотелію у хворих з неускладненою ішемічною хворобою серця за змінами протозалежної дилятації плечової артерії.

Квінаприл як і сартани ефективний при пошкодженні нирок (нефропатії) в умовах цукрового діабету. Квінаприл запобігає пошкодженню тканин нирок, а не канальців [123].

Тобто як квінаприл, так і ірбесартан проявляють ендотеліопротекторну дію та антигіпертензивний ефект, але опосередковано. Водночас ангіолін створений як ендотеліопротектор прямої дії. При вивченні загальнотоксичного ефекту та специфічної токсичності розчину та порошку таблеток ангіоліну не було виявлено побічних реакцій з боку серцево-судинної, нервової, травної систем, кровотворення та імунітету. Метою даного розділу було порівняння впливу ірбесартану, квінаприлу, ангіоліну та їх комбінацій на артеріальний тиск щурів зі спонтанною генетично зумовленою артеріальною гіпертензією.

Є дані про вплив похідного оксипіридину на збереження морфофункціонального стану ендотеліоцитів в умовах оксидативного стресу. Похідне оксипіридину (сіль 2-етил-6-метил-3-оксипіридину) – структурний аналог вітаміну B6 і бурштинової кислоти – є антиоксидантом нового покоління. Він інгібує процеси перекисного окиснення ліпідів, активує ендогенну антиоксидантну систему супероксиддисмутази і церулоплазміну, попереджає зниження активності глутатіонзалежних ферментів, у результаті чого, вірогідно, зменшується активність процесів оксидативного стресу. Похідне оксипіридину, модулюючи активність мембранозв’язаних ферментів й рецепторних комплексів, посилює їхню здатність зв’язуватися з лігандами, сприяє збереженню структурно-функціональної організації біомембран, транспорту нейромедіаторів і покращенню синаптичної передачі. Він може підсилювати компенсаторну активацію аеробного гліколізу, знижувати ступінь пригнічення окисних процесів у циклі Кребса в умовах гіпоксії з підвищенням вмісту АТФ і креатинфосфату, активувати енергосинтезуючі функції мітохондрій [124, 97].

Оскільки провідна роль в розвитку ЕД належить саме оксидативному і нітрозуючому стресам, актуальними завданнями сучасної експериментальної фармакології є розробка нової технології доклінічної оцінки ендотеліотропної активності лікарських засобів з антиоксидантною дією та пошук потенційних ендотеліопротекторів серед S-заміщених азагетероциклів. Відносно цього інтерес представляє препарат –  тіотриазолін. Він належить до кардіопротекторів прямої дії і має цитопротекторний ефект, який реалізується на клітинному рівні,  завдяки  впливу безпосередньо на ішемізовані кардіоміоцити [50, 51, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 80, 82, 84, 85, 97, 121]. 

Висока ефективність тіотриазоліну в лікуванні серцево-судинних захворювань пояснюється його регуляторним впливом на енергетичний метаболізм і потужним антиоксидантним ефектом. У багатьох роботах показано вплив тіотриазоліну на енергетичний обмін, порушення якого є потенціальною ланкою патогенезу багатьох патологічних станів [50, 97]. 
Тіотриазолін ефективно коригує дисбаланс, який виникає у системі аденілових нуклеотидів (АТФ – АДФ – АМФ) в умовах недостатнього кровопостачання тканин (інфаркт міокарда, інсульт та ін). Введення препарату попереджає швидке виснаження енергетичних ресурсів клітин і перехід їх метаболізму на енергетично менш вигідний анаеробний шлях окиснення глюкози.

Знижений вміст креатинфосфокінази в біологічних середовищах організму при лікуванні препаратами тіотриазоліну пацієнтів зі стенокардією, з гострими порушеннями кровообігу в судинах сітківки відображає його позитивну дію на енергетичний обмін і стабілізацію мембран клітин, у тому числі і кардіоміоцитів. Тіотриазолін ефективно коригує дискоординовані зміни у функціонуванні циклу Кребса, що виникають в умовах тканинної гіпоксії. За здатністю знижувати рівень молочної кислоти, а також підвищувати вміст пірувату і сукцинату тіотриазолін перевершує пірацетам у 2-3 рази, переводячи некомпенсований метаболічний ацидоз у компенсований [50, 97]. 
Видається цікавою екстраполяція механізму дії тіотриазоліну на інші кардіопротектори. Одним з таких препаратів є триметазидин, який інгібує 3-кетоацил-КоА-тиолазу – фермент окиснення жирних кислот, що знижує їх рівень. Проте, маючи слабку пригнічувальну дію на карнітин-пальміто-ілтранслоказу 1-го типу (значно слабшу порівняно з аміодароном), триметазидин не збільшує захоплення і окиснення пірувату. Крім того, триметазидин не проявляє антиоксидантних властивостей, що, можливо, 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), виконаному майже на 20 тис. пацієнтів. Крім коригувального впливу на енергетичний метаболізм тіотриазолін має високу антиоксидантну активність [82,124].
Останнім часом для корекції ЕД у практиці ангіоневрології знаходить все більше застосування український препарат L-лізину есцинат [50]. 
В основі його потужної протизапальної, антиексудативної дії лежить здатність підвищувати резистентність судин за рахунок зменшення кількості пор капілярів та їх діаметра, мембранотропного ефекту і змочуваності ендотеліоцитів, що полегшує спрямований всередину капіляра струм тканинної рідини і знижує периваскулярний набряк [50].
Певну ендотеліопротекторну дію при розвитку ЕД у пацієнтів з постінфарктною ішемічною кардіоміопатією в сполученні з неалкогольною жировою хворобою печінки виявлено при призначенні урсодезоксихолевої кислоти протягом 6 місяців [125]. 

Існують експериментальні дані, що активний компонент екстракту кореня горця багатоколірного має ендотеліопротекторну дію в дослідженнях на пупковій вені завдяки інгібіції активності компонентів оксидативного стресу [126].

Проте в усіх перелічених вище метаболітотропних кардіопротекторів, антиоксидантів, антиангінальних засобів і нейропротекторів відсутній експериментально доведений і клінічно стверджений самостійний ендотеліопротекторний ефект, що диктує нагальну необхідність створення оригінального препарату з ендотеліопротекторною дією. З метою створення ефективного метаболітотропного ендотеліопротектора в НВО «Фарматрон» була синтезована активна субстанція (S)-2,6-диаміногексанової кислоти 3-метил-1,2,4-триазоло-5-тіоацетат (робоча назва Лізиній, нова назва Ангіолін), яка поєднує у своїй структурі фрагменти молекул тіотриазоліну і L-лізину есцинату і має високі протиішемічні, кардіопротекторні, нейропротекторні, антиоксидантні та протизапальні властивості [61].
1.3.  Фармакологічна характеристика похідних 1,2,4-триазолу та лікарських засобів на їх основі

Останнім часом з усіх названих антиоксидантів найбільше застосування як в експериментальній, так і в практичній медицині знайшли «прямі» антиоксидантні препарати. Але застосовувані в останній час лікарскьі засоби цієї групи – дибунол і (-токоферола ацетат не задовольняють вимоги сучасної медицини. Вони володіють відносно низькою ефективністю, діючи на кінцевих етапах ПОЛ, не впливають на активність ферментних антиоксидантних комплексів. При розкладі вільних радикалів поліненасичених жирних кислот можуть утворюватися токсичні продукти. При тривалому застосуванні або використанні в високих дозах препарати даної групи (дибунол) проявляють ряд побічних ефектів.

Більшість цих сполук жиророзчинні, що перешкоджає їх застосуванню у практичній медицині, особливо для фармакокорекції гострих станів. Практично всі інгібітори вільно-радикального перекисного окиснення (ВРПО) більш ефективні при профілактичному призначенні. Особливо це стосується таких груп антиоксидантів, як інгібітори активних форм кисню та інгібітори утворення вільних форм кисню.

Отже, зазначені факти зумовлюють необхідність розробки нових антиоксидантів з низькою токсичністю і високою ефективністю в різні періоди ішемічного пошкодження.

Таким чином, істотну роль процесів ВРПО ішемічного пошкодження серцевого м’яза і мозкової тканини, експериментальні і клінічні дані про наявність у речовин з антиоксидантною активністю виражених протиішемічних властивостей і в той же час певні недоліки у застосовуваних з лікувальною метою антиоксидантів, обумовлюють необхідність пошуку і створення нових, високоефективних і безпечних інгібіторів ВРПО. У зв’язку з цим, останнім часом активно проводяться подібні пошуки в нашій країні та за кордоном. Враховуючи багатокомпонентність процесів ВРПО, ведеться пошук речовин з антиоксидантною активністю серед різних класів хімічних сполук — селенітів, сірковмістких сполук, 6-оксипіридинів, комплексоутворюючих речовин, нативних ферментів і т.д. За кордоном вже проходять клінічну апробацію препарати, створені на основі меркаптопропіонілгліцину, супероксидисмутази, каталази та ін.

Певний інтерес в плані пошуку антиоксидантів серед інших відносно маловивчених сполук становлять похідні 1,2,4-триазолу і хіназоліну,  синтезовані на кафедрі фармацевтичної хімії (завідуючий кафедрою, проф. І. А. Мазур) Запорізького державного медичного університету. На основі багаторічної роботи вчених Запорізького державного медичного університету на вітчизняному ветеринарному та фармацевтичному ринку впроваджені і широко застосовуються оригінальні засоби «Авесстим», «Тіотріазолін» та «Трифузол».

Насамперед, ці сполуки відрізняються структурною спорідненістю до природних біохімічно активних речовин, що обумовлює їх відносно низький рівень токсичності та широкий спектр біологічних ефектів. Крім того, при випробуванні окремих сполук серед них виявлено певну протиішемічну та антиоксидантну активність.

Похідні 1,2,4-триазолу мають  структурне ядро (рис 1),  що забезпечує широкий спектр біологічної активності. Так, в них встановлено наявність антимікробної та протигрибкової активності [127].  
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Рис.1. Структурне ядро похідних 1,2,4 – триазолу.

Такими властивостями володіють – 1,2,4-триазоло(3,4-в)-1,3,4-триазоли, триазолопірідазіндіони [128]. 

В медичній практиці для лікування системних мікозів вже застосовують похідні 1-(1,3-діоксо​аланіл-2)-метил-1-Н-1,2,4-триазолу [129].   Так, вченими [130, 131, 132] було визначено потенційні протимікробні та протигрибкові засоби серед похідних 3-тіо-1,2,4-тріазолів. Також інформація стосовно антимікробної та антибактеріальної дії висвітлена у статтях  [130, 133]. 

Дослідники відзначають, що підвищення дії спостерігається у структурах біциклічного характеру, похідних 1,2,4-біс-тріазолів та сполук, що містять аміногрупу в 4-положенні ядра 1,2,4-тріазолу та їхніх іліденамінопохідних.

Серед ацельованих 1,2,4-триазолів, 1,2,4-триазоліл-3-карбоксамідів, 5-заміщених 1,2,4-триазоліл-3-карбоксиамід-нуклеотидів, похідних 7-триазоло-(1,5-а)-піридин-6-нуклеотидів виявлено противірусні властивості [134]. В останній час відомий високоактивний противірусний препарат – рибовірин, який в хімічному відношенні є 1-(-Д-рибофуранозіл-1,2,4-триазол-3-карбоксиамід [135]. Відомим є також той факт, що похідним 1,2,4-триазолу притаманна протипухлинна та протиракова дія. У загальносвітовій практиці лікарі використовують препарати «Летрозол» та «Анастрозол», як активні протипухлинні агенти. Актуальними варіантами вирішення проблеми загальносвітового масштабу виявились дослідження авторів [136, 137, 138, 139], які відзначають високі показники протипухлинної активності досліджуваних похідних 1,2,4-триазолу. Значну активність проявили сполуки з залишком бензофурилу, та конденсовані з азометиновими комплексами [140].
Дослідження вчених [141, 142] свідчать про протиракову дію похідних 1,2,4-триазолу.  Характерною рисою 
стала наявність у сполук фторбензильного фрагменту.
Теоретичним аспектом отриманих результатів може слугувати інгібуюча дія сполук на вільнорадикальні процеси. У проведених дослідженнях [143, 144, 145, 146, 147] описана антиоксидантна активність, що притаманна багатьом класам сполук, похідних 1,2,4-триазолу, зокрема речовин катіонно-аніонної структури.
Серед заміщених 1,2,4-триазолів і 5-аміно-1,2,4-триазолів, 5-меркапто-4Н-1,2,4-триазолів, 1,2,4-триазолів-(1,5-а)-піримідинів [148, 149, 150], 1,2,4-триазоло-2,3-діазофенотіазинів, 1,2,4-триазоло-(3,4-а)-ізохіноліну, 1,2,4-триазоло-(4,3-в)-1,2,4-триазинів виявлено анальгетичну та противірусну активність. Окремі вчені [149] відзначають їхню протизапальну дію.  Також відомі дослідження вітчизняних дослідників, що виявляють жарознижуючий ефект

[151, 152, 153, 154].
Аналіз літератури дає змогу припустити, що у якості перспективних антипіретичних субстанцій можуть бути представлені сполуки класу 3-алкілтіо-5-R-1,2,4-триазолів. У деяких випадках в якості антипіретичних субстанцій рекомендовані гідразиди 2-(4-R-5-R1-1,2,4-триазол-3-ілтіо)ацетних кислот. З протизапальною та жарознижуючою дією деякі сполуки здатні проявляти анальгетичну активність [155].
Деякі дані свідчать про інгібуючу дію щодо збудників туберкульозу 
[156, 157, 158, 159, 160], що також підкреслює актуальність досліджень в боротьбі з хворобою загальносвітового масштабу.
Заміщеним 1,2,4-триазолу та їх конденсованим системам з піридазином, властива нейротропна активність [161]. Більшість робіт присвячено пошуку речовин з нейротропною активністю в ряді триазолодіазепінах. Встановлено, що нейротропною активністю володіють триазолохінаксоліни і триазолілбензофенони. Серед триазолхіназолінів і триазолофталазинів виявлено речовини з властивостями модуляторів бензодіазепінових рецепторів. З-поміж похідних 1,2,4-триазолів наявні сполуки з антиоксиолітичною, антигістамінною, кардіотропною, бронхолітичною, спазмолітичною, антигіпоксичною, антимікотичною активностями, а також речовини, які можуть застосовуватись як антагоністи холіцистокінину та протизапальні засоби, і засоби лікування лейшманіозу, інгібітори ароматози. Похідні 1,2,4-триазолу застосовуються як стимулятори росту, гербіциди, фунгіциди і акарициди в сільському господарстві, а також як азотовмістні матеріали в техніці. 
Похідним 3-тіо-4-R-5-R1-1,2,4-триазолу притаманні гіполіпідемічні властивості та здатність впливати на функції печінки [162, 163, 164, 165, 166, 167, 168], що може бути актуальним в комплексному лікуванні хронічної серцевої недостатності, гепатитів та ожиріння. 
Поширюється ряд сполук, що можуть бути впроваджені в медичну практику в якості високоефективних, малотоксичних та економічно вигідних у промисловому виробництві судинних засобів [169, 170, 171].

Відзначаються у літературних джерелах дослідження, в яких надається
перевага сполукам, похідним 1,2,4-триазолу, здатним проявляти антидепресантну дію [172, 173]. 

Деякі з досліджуваних груп сполук впроваджуються вітчизняними вченими у ветеринарну практику [172, 173, 174]. 

На кафедрі фармацевтичної хімії Запорізького державного медичного університету в результаті скринінгових досліджень похідних 5-тіо-1,2,4-триазолу і 4-аміно-1,2,4-триазолу виявлено сполуки, які володіють високою противірусною, протимікробною, протигрибковою, нейролептичною, гіпертензивною, діуретичною, протизапальною, аналептичною і анальгезуючою активностями [175, 176, 177, 178, 179, 180, 181]. 
Співпрацівниками кафедр фармакології Запорізького державного медичного університету та Національної фармацевтичної академії серед похідних 5-тіо-1,2,4-триазолу і 4-аміно-1,2,4-триазолу виявлено сполуки з високою анаболічною, ранозагоюючою, антигіпоксичною активністю [182]. 
У працях Стеця В. Р. і Дроговоз С. М. описано похідні 5-тіо-1,2,4-триазолу і 4-аміно-1,2,4-триазолу, що мають антиоксидантну властивість [183], яку було встановлено при токсичному пошкодженні печінки чотирьоххлористим вуглецем. 

Похідні 5-тіо-1,2,4-триазолу і 4-аміно-1,2,4-триазолу інгібували процеси ПОЛ, що проявлялось у зниженні кінцевого продукту ПОЛ – МДА. Вказувалось, що найбільш перспективними є похідні 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-(-тіокарбонових кислот і солей 1-алкіл-4-аміно-1,2,4-триазолію.
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Рис.2. Сполуки ряду похідних 1,2,4-триазолу.
Сполуки даних рядів проявляли високу антиоксидантну активність і перевершували за силою ефекту широко застосовуваний антиоксидант – токоферолу ацетат. Проте механізм антиоксидантної дії похідних 1,2,4-триазоліл-5-(-тіокарбонових кислот і 1-алкіл-4-аміно-1,2,4-триазолу не вивчений. Досі невідомий їх вплив на активність ферментного захисного комплексу, дії на рівень ендогенних антиоксидантів і проміжних продуктів ВРПО. Можна лише припустити, що їхня дія пов’язана з активацією антиоксидантних ферментів, оскільки відомо, що 3-аміно-1,2,4-триазоли гальмують ВРПО шляхом впливу на активність каталази. Окрім того, наявність у 5-тіо-1,2,4-триазолів тіольної групи дозволяє прогнозувати властивості прямих антиоксидантів. Ці сполуки не вивчені на предмет антиоксидантної та протиішемічної активності при ішемії головного мозку.

Під час дослідження біологічної активності похідних 5-(хінолін-2-іл,
2-гідроксихінолін-4-іл)-4-R-3-тіо-1,2,4-тріазолів для поглибленого дослідження специфічної   активності   рекомендовано   калій   4-((2-((5-(хінолін-2-іл)-1Н-1,2,4-тріазол-3-іл)тіо)ацетил)гідразоно)метил)бензоат, що має найменші показники гострої токсичності, високі показники антиоксидантної та антигіпоксичної дії.
1.4. Похідні 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіокарбонових кислот – перспективні кардіо- та ендотеліопротектори

При тривалому впливі факторів, таких як ішемія, порушення мозкового кровообігу тощо, які супроводжуються окисним стресом, відбувається зміна ендотеліальної відповіді з тенденцією до домінування і хронічної гіперактивації вазоконстрикції і гемокоагуляції, факторів росту і проліферації, що, в кінцевому підсумку призводить до розвитку ендотеліальної дисфункції [184, 185, 186, 187, 188]. 

Ендотеліальна дисфункція розглядається як предиктор цереброваскулярних і серцево-судинних захворювань. При цьому встановлення ролі ендотелію у патогенезі вищезазначених захворювань інспірувало розуміння того, що ендотелій регулює не тільки периферичний кровотік, а й функції життевоважливих органів [189, 190, 191, 192]. 

Саме тому об’єднуючим фактором стала концепція про ендотелій як мішень, вплив на яку відіграє роль у профілактиці та лікуванні патологічних процесів, як при цереброваскулярних так і при серцево-судинних захворюваннях. На сьогодні мало відомо про позитивний вплив на функціональний стан ендотелію препаратів різних фармакологічних груп, що відносяться до засобів первинної та вторинної нейропротекції, а також кардіопротекторів, органопротекорів. Тому, значну цінність представляють дані про вплив різних сполук з анксиолітичною дією  на функціональні характеристики ендотелію [193, 194].
У попередньому розділі показано наявність антиоксидантної і антигіпоксичної властивості похідних триазолу, виділено 2 сполуки (ангіолін, тіотриазолін), які за вираженістю антиоксидантної дії перевищують вплив інших, що свідчить про можливу наявність у них ендотеліопротекторних та органопротекторних властивостей. Зареєстрованим препаратом в Україні, похідним триазолу є Тіотриазолін.

В останні роки широке застосування у неврологічній і нейрохірургічній практиці отримали Тіотриазолін і L-лізину есцинат. Обидва ці препарати, володіючи унікальними властивостями, різною мірою здатні переривати каскад реакцій, що запускаються в головному мозку у відповідь на ішемічне ураження, і зменшувати пошкодження ендотелію [195, 196]. У тіотриазоліну також визначено кардіо- та гепатопротекторну активність.
L-лізину есцинат має потужні протизапальні, антиексудативні і мембранотропні властивості. В результаті дії L-лізину есцинат підвищує резистентність судин за рахунок зменшення кількості пор капілярів і збільшення проникності мембран ендотеліоцитів, що призводить до збільшення струму тканинної рідини в просвіт капіляра і зменшення периваскулярного набряку. Також спостерігається зниження активаціі ендотеліоцитів, попереджаючи адгезію нейтрофілів на внутрішній поверхні судинної стінки, що запобігає її пошкодженню [197, 198, 199, 200].

Тіотриазолін, володіючи потужною антиоксидантною дією, опосередковано знижує пошкодження ендотеліоцитів і попереджає розвиток ендотеліальної дисфункції. Це реалізується, в першу чергу, за рахунок зменшення продуктів окисної модифікації білка і перекисного окиснення ліпідів, а також зменшення утворення активних форм кисню [201, 202].

В основі протиішемічної дії тіотриазоліну лежить його здатність посилювати компенсаторну активацію анаеробного гліколізу, знижувати ступінь пригнічення окисних процесів у циклі Кребса із збереженням внутрішньоклітинного фонду аденозинтрифосфату, стабілізувати метаболізм кардіоміоцитів [203, 204]. 

Водночас, тіотриазолін гальмує утворення початкових і кінцевих продуктів реакції перекисного окиснення ліпідів у патологічно змінених тканинах, знижує чутливість міокарда до адренергічного кардіостимулюючого впливу катехоламінів, перешкоджає прогресуючому пригніченню скорочувальної активності серця і розвитку порушень серцевого ритму [205, 206, 207].

Одним з найважливіших властивостей препарату є стабілізація зони некрозу і зменшення ділянки ішемізованої тканини. Також, на тлі введення препарату, збільшується толерантність кардіоміоцитів і нейронів до гіпоксичної, циркуляторної і гемічної гіпоксіі [208, 209, 210]. 

Описаний вище складний механізм дії Тіотриазоліну і ефекти, які він викликає, обумовлюють широкий спектр застосування препарату в кардіологічній, терапевтичній, неврологічній, хірургічній, гінекологічній, урологічній, педіатричній, офтальмологічній та багатьох інших галузях сучасної практичної медицини [208, 204].

Виходячи із експериментальних даних про фармакологічні властивості L-лізину, тіотриазоліну, співробітники НВО «Фарматрон» і кафедри фармацевтичної хімії Запорізького державного медичного університету синтезували нову, раніше не відому молекулу: L - лізину 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат [211, 212] (робоча назва «Ангіолін»), яка викликає інтерес у плані створення нових високоефективних і безпечних ендотеліо- органопротекторів і,  визначили доцільність і перспективність проведення дослідження в даному напрямку [213, 214, 215, 216, 217].

Експериментальними дослідженнями було показано виражену нейропротекторну активність ангіоліну на моделі церебральної ішемії. Гостре порушення мозкового кровообігу (ГМПК) за ішемічним типом до  4-ї доби експерименту призводило до зменшення вмісту АТФ і АДФ, на тлі збільшення вмісту АМФ відносно контролю.

Моделювання ГПМК за ішемічним типом зумовлювало зниження пірувату, збільшення вмісту лактату і зменшення концентрації малату відносно групи контрольних тварин. 

Введення ангіоліну підвищувало концентрацію АТФ і АДФ, і знижувало вміст АМФ відносно групи контролю, підвищувало показники гліколізу. Висока активність ангіоліну обумовлена ​​наявністю в його структурі 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетату, який за рахунок активації малат-аспартатного шунта забезпечує додаткову окиснювальну продукцію енергії. Надалі встановили, що ангіолін відновлював показники гліколізу.

Морфогістометричними дослідженнями встановлено, що моделювання ГПМК за ішемічним типом призводило до зменшення щільності та площі тіл нейронів, зменшення вмісту РНК в нейронах відносно контрольної групи тварин. Призначення ангіоліну, призводило до збільшення щільності і площі тіл нейронів, підвищуючи вміст РНК в нейронах відносно контрольної групи.

Моделювання ГПМК до 4-ї доби експерименту викликає виражені дегенеративні процеси щодо нейроглії, які проявляються в зменшенні щільності та площі тіл гліальних клітин, а також зменшенні вмісту РНК. Введення ангіоліну достовірно підвищувало відносно контрольної групи всі параметри нейроглії, що проявлялося у збільшенні щільності і площі тіл гліальних клітин при збільшенні вмісту РНК. В контрольній групі тварин спостерігалось значне  зниження проліферації ендотеліоцитів, що свідчить про ендотеліальну дисфункцію, порівнянно з інтактною групою, на тлі збільшення площі ядер і підвищення концентрації ендотелій-пролиферуючого фактора зростання (VEGF).

Ангіолін достовірно збільшував щільність проліферуючих клітин і площу ядер на тлі підвищення концентрації VEGF щодо контролю.

При моделюванні церебральної ішемії відзначалося зниження щільності ядер ендотеліоцитів і площі ядер на тлі зменшення концентрації РНК в ядрах відносно групи контрольних тварин. Призначення ангіоліну збільшувало щільність і площу ядер при збільшенні концентрації РНК в ядрах відносно контрольної групи.

Введення ангіоліну піддослідним тваринам сприяло нормалізації стану ендотеліоцитів судин головного мозку. Так, щільність ядер стінки судини збільшувалася на 23%, площа і діаметр - на 48,3% і 15,87% відповідно, а концентрація РНК підвищувалася на 28,3% відносно контролю, достовірно перевершуючи показники групи референс-препаратів.

При моделювання ішемічного інсульту знижувалася площа ядер ендотеліоцитів, зменшувалася концентрація VEGF. Курсове призначення ангіоліну збільшувало щільність проліферуючих клітин на 42,8%, площу ядер в 1,11 рази, діаметр ядер на 30,6%, на тлі підвищення концентрації VEGF на 40% щодо групи нелікованних тварин і достовірно перевершуючи показники групи з введенням Пірацетаму. Дані показники свідчать про ендотеліопротекторну дію ангіоліну, ефект якого спостерігався вже на 4-у добу розвитку мозкової катастрофи, а до 18-ї доби - максимально виражений.

У багатьох експериментальних роботах останнього десятиліття показано значну роль гіпо- та гіперекспрессії генів раннього реагування c-fos у розвитку морфологічної загибелі клітин головного мозку при нейродеструктивних захворюваннях, а також їхню безпосередню участь в процесах фрагментації мітохондріальної ДНК, і як наслідок – порушення білоксинтезуючої функції мітохондрій, що має певний внесок у розвиток мітохондріальної дисфункції [218, 219, 220].

Встановлено вплив Ангіоліну на щільність c-fos позитивних нейронів  СА1 зони гіпокампу.

Відомо, що в умовах гіперпродукції АФК мітохондріальними біоенергетичними системами головного мозку, в умовах ішемії головного мозку, відбувається активація експресії редокс-чутливих генів, багато з яких необхідні для ініціювання білок синтезуючих процесів у клітині. Так, при нормальній концентрації кисню в навколишньому з клітиною середовищі (нормоксії) під дією АФК відбувається в основному активація JunB, ATF-2-факторів транскрипції, а в умовах окисного стресу – переважно факторів c-Jun і c-fos. Активація саме цих факторів транскрипції в умовах гіперпродукції АФК пояснюється тим, що JunB і c-fos містять в своїх ДНК-зв’язуючих доменах високочутливі до АФК залишки цистеїну – Cys252, Cys154, Cys61. Окиснення їх SH-груп призводить до зворотньої інактивації АР-1 і NF-kB. Дані фактори глобальної транскрипції відповідальні за експресію і синтез факторів ендогенної цитопротекції, а саме HIF і HSP, а також ключових мітохондріальних ферментів малат-аспартатного шунта [196, 218, 219, 220, 221, 222].

Таким чином, з огляду на надзвичайно важливу роль експресії гена       c-fos в фізіологічних і патологічних процесах, його слід розглядати як перспективну мішень фармакологічної корекції мітохондріальної дісфункції та її негативних наслідків в умовах церебральної ішемії.

Проведеними гістоіммунохімічними дослідженнями встановлено, що розвиток церебральної ішемії на 4-у добу супроводжувався значним зниженням кількості c-fos-позитивних нейронів відносно інтактної групи тварин. Низкою досліджень показано, що характер експресії даного гена визначає тип загибелі нейрона: апоптоз/некроз. У разі значного зниження гена c-fos клітина некротично гине [223].  

Було встановлено, що зменшення кількості c-fos-позитивних нейронів в контрольній групі тварин призводило до паралельного посилення морфологічної загибелі нейронів за типом некрозу, про що свідчило перевищення етідіумбромід позитивних нейронів (некроз) відносно Hoecht позитивних нейронів (апоптоз), в середньому на 75% у даній експериментальній групі.

Курсове призначення ангіоліну (50 мг/кг) тваринам з гострою ішемією підвищувало кількість c-fos – позитивних нейронів СА1гіпокампа порявняно з контрольною групою тварин. Завдяки впливу на ген c-fos ангіолін впливав на морфологічний тип загибелі нейронів в умовах ішемії головного мозку,  переключаючи його з некрозу на апоптоз.

При моделюванні хронічної алкогольної інтоксикації у щурів савців ангіолін при лікувальному режимі введення в дозі 100 мг/кг внутрішньошлунково мав позитивний вплив на площу та щільність нейронів і гліальних клітин СА1 зони гіпокампу, вміст РНК та значно зменшував вміст апоптозу [221], що підтверджує його нейропротекторну і антиапоптичну дії.  

Серед препаратів для лікування захворювань серцево-судинної системи (ССС) активно досліджується препарат нового покоління з групи метаболітотропних сполук. Його в Україні розробив колектив                     НВО «Фарматрон» – автор оригінальних вітчизняних препаратів. Останній відомий як дизайнер, розробник і впроваджувач нових вітчизняних  препаратів, таких як тіотриазолін, тіоцетам, кардіотрил тощо, які заповнили суттєвий сегмент вітчизняних засобів для лікування і попередження наслідків серцево-судинної патології. Однак, не зважаючи на досить великий арсенал препаратів цієї групи, як в Україні, так і за кордоном, рівень позитивних змін у здоров’ї цієї категорії населення ще не відповідає бажаному. Це обумовлено багатьма чинниками, одним з яких є недостатність забезпечення лікарськими засобами пацієнтів, які мають захворюваня серцево-судинної системи, що залишається основною причиною смертності населення як у світі, так і в нашій країні. Тому пошук нових, сучасних, ефективних вітчизняних ліків, які не тільки не поступаються кращим закордонним зразкам, а й навіть можуть переважати за ефективністю та профілем безпеки – проблема актуальна не лише з медичної точки зору, а й має суто економічні і, звичайно, соціальні причини.

Експериментально встановлено нейропротекторна, органопротекторна дії ангіоліну, які підтверджено фармакологічними, біохімічними, гістологічними, морфологічними дослідженнями, що може бути підставою для висловлення припущення про наявність у ангіоліну кардіо- та ендотеліопротекторної активності.

РОЗДІЛ 2
МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Основою даної роботи є результати експериментального дослідження механізмів впливу найбільш активної сполуки (далі ангіолін)  серед 11 похідних 1,2,4-триазолу  на ключові ланки в патогенезі розвитку ендотеліальної дисфункції при інфаркті міокарда, гострій ішемії міокарда та хронічної серцевої недостатності. Також проведена оцінка її  кардіопротекторної, протиішемічної активності як при монотерапії, так і  при сумісному застосуванні з засобами  специфічної антигіпертензивної терапії при спонтанній артеріальній гіпертензії.

2.1. Об’єкт та предмет дослідження
Об’єкт дослідження: ендотеліальна дисфункція в умовах експериментального інфаркту міокарда, гострої ішемії міокарда, хронічної серцевої недостатності та спонтанної артеріальної гіпертензії.

Предмет дослідження: ендотеліопротекторна, кардіопротекторна, протиішемічна дія найбільш активної сполуки серед 11 похідних 1,2,4-триазолу – (S)-2,6 діаміногексанової кислоти 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат (Ангіолін) в умовах експериментального інфаркту міокарда, гострої ішемії міокарда, хронічної серцевої недостатності та спонтанної артеріальної гіпертензії; профіль безпеки та фармакокінетичні характеристики.
2.1.1. Характеристика лабораторних тварин, залучених до експериментальних досліджень
Всі дослідження виконані на достатній кількості експериментальних тварин. Всі маніпуляції було проведено згідно з положенням про використання тварин в біомедичних дослідах (Страсбурґ, 1986 р., зі змінами, внесеними в 1998 р.) та «Загальних етичних принципів експериментів на тваринах» (Київ, 2001), узгоджених з положеннями «Європейської конвенції по захисту хребетних тварин, які використовуються в експериментальних дослідженнях та з іншою науковою метою». Протоколи експериментальних досліджень і їх результати затверджені рішенням Комісії з біоетики НМУ ім. О. О. Богомольця (протокол № 112 від 31.05.2018 р.).

Експериментальні дослідження проведено на 85 кролях породи Шиншила обох статей масою 3,0–4,0 кг, отриманих з віварію Національного медичного університету ім. О. О. Богомольця, м. Київ; 495 щурах, з яких 440 – білі щурі обох статей стадного розведення лінії Вістар масою 190–220 г, 55 – щурі-самці зі спонтанною артеріальною гіпертензією (САГ) масою 320 г. (АТ – 180 мм.рт.ст.), отриманих з віварію інституту фізіології ім. О. О. Богомольця; 150 білих мишах лінії С57BL/6, та СВА масою 18–22 г. 

Утримання тварин, спостереження за ними та експерименти проведено згідно Методичних рекомендацій ДЕЦ МОЗ України [224]. Перед початком дослідження тварин, що відповідають критеріям включення в експеримент, було розподілено на групи за допомогою методу рандомізації. Тварин, які не відповідають критеріям, було виключено з дослідження під час карантину. Клітки з тваринами було поміщено в окремі кімнати. Світловий режим: 12 годин – світло, 12 годин – темрява. Температура повітря підтримувалася в межах 19–25°С, відносна вологість – 50–70%. Температура і вологість повітря реєструвалися щодня. Було встановлено режим провітрювання, що забезпечує близько 15 обсягів приміщення на годину. Піддослідні тварини утримувалися на однакових раціонах, у звичайних умовах віварію. Тварини розміщувалися в стандартних клітках – щурі по 5 особин у клітці, кролики по 1 тварині в клітці. Раціон харчування – фуражне зерно, хліб, коренеплоди (буряк, морква).
2.1.2. Характеристика лікарських засобів, які використані в роботі

Усі використані у процесі проведення досліджень лікарські засоби, вводили внутрішньоочеревинно або внутрішньошлунково один або три  рази упродовж 1–21 діб. Для отримання однорідної суспензії для внутрішньошлункового введення таблетованих форм, використано  розчин Твіну-80 (Полісорбат LAUROPAN T/80, Італія). Умовно-терапевтичну дозу (ЕД50) при парентеральному введенні найбільш активної сполуки серед 11 похідних 1,2,4-триазолу – Ангіоліну вивчали експериментально (див. 2.3). Дози референс-препаратів, а також ЕД50 Ангіоліну при внутрішньошлунковому введенні отримано з літературних джерел. Вони знаходилися в діапазоні терапевтичних (ЕД50), рекомендованих у  дослідженнях кардіопротекторних, нейропротекторних чи органопротекторних властивостей в експерименті (табл. 2.1). Контрольна група тварин отримувала дистильовану воду.
Таблиця 2.1
Групи фармакологічних засобів
	Групи засобів 
	Назва лікарського препарату

(торгова назва, виробник)
	Доза, мг/кг
	Літературні джерела
	Форма випуску

	1
	2
	3
	4
	5

	Потенційний препарат, що вивчається
	(S)-2,6діаміногексанової кислоти 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат (Ангіолін) ДП «Завод Хімічних Реактивів»,               м. Харьків (сертифікат №1, серія № 010713); серія № 10072013); (НВО «Фарматрон», Україна)
	 в/о не відомо

100, в/ш 
	                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      [225]
	Субстанція

2,5% розчин для ін’єкцій

таблетки по 0,25 г.

	Метаболітотропний кардіопротектор 
	Мілдронат (триметилгідразинію пропіонат) № UA/3419/02/02 

АТ «Гріндекс», Латвія
	100, в/о

250, в/ш
	[82]

[216]
	10%  розчин для ін’єкцій,

капсули по 0,5 г.

	Ноотропний 
	Пірацетам 

(2-(2-оксопірролідин-1-іл)-ацетамід)

№ UA/06723/02/01
«Санітас», Латвія
	500 в/о
	[50]
	20% розчин  розчин для ін’ єкцій


Продовження таблиці 2.1
	1
	2
	3
	4
	5

	Антиоксидант
	Мексидол

(2-этил-6-метил-3-гідроксипіридину сукцинат)
 № 002161/01

ООО «НПК» «Фармасофт», Росія
	0,1 мкМ
	[97]

	5% розчин для ін’ єкцій

	Антиоксидант 
	Унітіол

(димеркаптопропансульфонат натрію моногідрат)

№ 2023-02-01 ОАО  «Мосхімфармпрепарати», Росія 
	0,1 мкМ
	[97]
	5% розчин для для ін’ єкцій

	Антиоксидант
	а-токоферолу ацетат

№ 3010116

Зентива, Словенія
	0,38мкМ
	[97]
	капсули по 0,1 г.

	Антиоксидант
	Дибунол

(2,6-ди-треть-утил-4-метилфенол)

№ 128-37-0

Sigma-Aldrich
	0,38мкМ
	[97]
	субстація

	Антиоксидант
	Метіонін 

(L-R-2-аміно-4-(метилмеркапто)масляна кислота) 

№ 348-67-4

Sigma-Aldrich
	0,1мкМ
	[97]
	субстація

	Антагоністи рецепторів ангіотензину II
	Апровель 

(ірбесартан)

№ UA/8136/02/02

 Санофі Вінтроп Індастріа, Франція
	30 в/ш
	[112]
	таблетки по 

0,15 г.

	Інгібітори ангіотензинперетворюючого ферменту (АПФ).
	Аккупро 

(квінаприл) 

№ UA/1570/01/01

Пфайзер Менюфекчуринг Дойчленд ГмбХ,Німеччина,
	10 в/ш
	[120]
	таблетки по 0,05 г.


2.2. Методи дослідження in vitro
Виділення збагачених фракцій нейронів і нейроглії проводиться у два етапи. На першому етапі мозкова тканина дезінтегрується з метою одержання клітинної суспензії, на другому – здійснюється диференціальне ультрацентрифугування у градієнті щільності сахарози і фіколу. Для одержання нейронів і нейроглії щурів декапітують і швидко вилучають мозок. Кору головного мозку відокремлюють від білої речовини, подрібнюють і переносять у розчин, що містить 7,5 % полівінілпіролідону 

(ПВП), 1% бичачий сироватковий альбумін (БСА) і 10 мМ СаСl2. Отриману суспензію фільтрують через три сита під невеликим тиском для зменшення втрат нейрональних клітин. Після послідовного пропускання через сита клітинну суспензію нашаровують на градієнт, що складається з 2 видів сахарози — 1 моль/л і 1,75 моль/л. Центрифугування проводять при 60000 g протягом 15 хв (при температурі 10 °С). У результаті центрифугування одержують два шари і щільний осад. Верхній шар представлений залишками мієлінових оболонок, другий шар складається з гліальних і нейрональних клітин. Осад, представлений тілами нейронів, відповідав ступеню чистоти        90 %. Надалі проводять додаткове очищення другого шару шляхом другого фільтрування й ультрацентрифугування. Виділені нейрональні клітини відмивають від сахарози й альбуміну охолодженим фізіологічним розчином (температура розчину +4°С). Отриману в такий спосіб суспензію ділять на серії: 

– контрольна: суспензія нейронів, до якої додають динітрозольний комплекс заліза (DNIC) в токсичній зоні 250 мкмоль/л;

– дослідна: суспензія нейронів, до якої додають DNIC (250 мкмоль/л) і досліджувані похідні 1,2,4-триазоліл-5-тіокарбонових кислот у концентрації 0,1 мкмоль/л;

– референс: суспензія нейронів, до якої додають DNIC (250 мкмоль/л) і референс-препарати – а-токоферол, дибунол, мексидол, метіонін та унітіол.  На цьому етапі було досліджено 11 сполук похідних 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіокарбонових кислот, та їх солей. Дані сполуки були синтезовані на кафедрі фармацевтичної хімії Запорізького державного медичного університету (завідуючий кафедрою, професор І. А. Мазур). Сполуки цих рядів – кристалічні речовини, від безбарвного до темно-коричневого кольору. Для оцінки захисної дії похідних 1,2,4-триазоліл-5-тіокарбонових кислот в цитозольній фракції гомогенату головного мозку визначали маркери окисної модифікації білка – альдегідфенілгідразони (АФГ) і кетонфенілгідразони (КФГ), маркер нітрозативного стресу – нітротирозин, а також показники системи глутатіону – активність глутатіонредуктази, активність глутатіонтрансферази, вміст глутатіону відновленого та глутатіону окисненого.
2.3. Визначення умовно  терапевтичної дози (ЕД50)
- Визначення  ЕД50 ангіоліну при внутрішньоочеревинному введенні
Ефективну дозу ангіоліну при внутрішньоочеревинному введенні визначали на моделі гострої ішемії міокарда (ГІМ), викликаної введенням адреналіну і кофеїну – бензоату натрію щурам. Дана модель ішемії не супроводжувалась значною загибеллю тварин і рекомендована для проведення патобіохімічних досліджень [224].
За 30 хв. до моделювання ГІМ тваринам внутрішньоочеревинно одноразово вводили водний розчин ангіоліну в дозі 25,0; 50,0; 100,0; 150,0 і 250,0 мг / кг. У цій серії експерименту було сім груп тварин: 

1) інтактні (7 щурів);

2) контрольні - з гострою ішемією міокарда (ГІМ) (7 щурів);

3) тварини з ГІМ, які отримували ангіолін в дозі 25 мг / кг (7 щурів);

4) тварини з ГІМ, які отримували ангіолін в дозі 50 мг / кг (7 щурів);

5) тварини з ГІМ, які отримували ангіолін в дозі 100 мг / кг (7 щурів);

6) тварини з ГІМ, які отримували ангіолін в дозі 150 мг / кг (7 щурів);

7) тварини з ГІМ, які отримували ангіолін в дозі 250 мг / кг (7 щурів).

Розчин ангіоліну (2,5 %) готували екстемпорально на воді для ін’єкцій, стерильний. Через 60 хв після введення адреналіну і кофеїну – бензоату натрію, тварин виводили з експерименту під тіопенталовим наркозом                  (40 мг/кг) і з черевної аорти у них відбиралась кров. У сироватці крові визначалась активність кардіоспецифічного ізоферменту креатинфосфокінази (МВ-КФК). Ефективна терапевтична доза ангіоліну визначалась після побудови кривої «доза - ефект».

ЕД50 ангіоліна при внутрішньошлунковому введенні було визначено і розраховано в роботах Бєленічева І.Ф. і становить 100 мг / кг для щурів [225].
2.4. Характеристика експериментальних моделей

Модель гострого інфаркту міокарда у щурів
Інфаркт міокарда (ІМ) моделювали поетапним введенням ізадрину та пітуїтрину за такою схемою: пітуїтрин - 0,5 Од/кг внутрішньоочеревинно, через 20 хв. ізадрин – 100 мг/кг підшкірно, через 6 годин ін’єкція ізадрину повторювалась і через 24 години повторно вводились обидві речовини в тих же дозах. У роботі використовувався пітуїтрин для ін’єкцій виробництва АВ «Endokrininiai» (Литва) та ізадрин виробництва ОАТ «Нижфарм» (Російська Федерація). Ця модель відтворює дрібновогнищевий інфаркт міокарда [224].  Ангіолін вводили 3 рази внутрішньоочеревинно в дозі 50 мг/кг протягом доби паралельно з формуванням інфаркту за 30 хв до ін’єкції пітуїтрину та ізадрину і через 30 хв після ін’єкції ізадрину. Мілдронат 10% розчин вводили за тією ж схемою в дозі 100 мг/кг. У цій серії експерименту було чотири групи тварин:

1) інтактні (10 щурів);

2) контрольні - з інфарктом міокарда (ІМ) (10 щурів);

3) тварини з ІМ, які отримували ангіолін (10 щурів);

4) тварини з ІМ, які отримували мілдронат (10 щурів).

Тварин виводили з експерименту через 60 хв після останньої ін’єкції ізадрину під тіопенталовим наркозом (40 мг/кг). 

Модель гострої ішемії міокарда у щурів  
Моделювання проводили шляхом незворотньої оклюзії гілки низхідної коронарної артерії (ОГКА) [228]. Операцію проводили під тіопенталовим наркозом (40 мг/кг). Ангіолін вводили внутрішньоочеревинно в дозі 50 мг/кг за  30 хв до операції, мілдронат за тією ж схемою в дозі 100 мг/кг. У цій серії експерименту було чотири групи тварин:

1) інтактні (10 щурів);

2) контрольні - з оклюзією гілки низхідної коронарної артерії (ОГКА) (10 щурів);

3) тварини з ОГКА, які одержували ангіолін (10 щурів);

4) тварини з ОГКА, які одержували мілдронат (10 щурів).

Тварин виводили з експерименту через 20 хвилин після операції під тіопенталовим наркозом (40 мг/кг). 
Модель гострої ішемії міокарда у кролів 
Гостру ішемію міокарда у кролів моделювали шляхом внутрішньовенного введення кофеїн-бензоата натрію з розрахунку 20 мг/кг, потім через 3 хв внутрішньовенно вводили адреналіну гідрохлорид з розрахунку 0,2 мг/кг адреналіну основи [226]. За 30 хв до введення кофеїн-бензоата натрію внутрішньовенно вводили досліджуванні препарати ангіолін – 50 мг/кг, мілдронат за тією ж схемою в дозі 100 мг/кг. У цій серії експерименту було 4 групи тварин: 1-а – інтактна (14 кролів); 2-а група – кролі з гострою ішемією міокарда (5 тварин); 3-я група – кролі з гострою ішемією міокарда, яким внутрішньовенно вводили ангіолін (7 тварин); 4-а група – кролі з гострою ішемією міокарда, яким внутрішньовенно вводили мілдронат (5 щурів).
Модель гострої робочої гіпоксії (навантаження) у щурів
Гостру робочу гіпоксію (навантаження) у щурів моделювали фізичним навантаженням на тредбані в анаеробному режимі [227, 228]. Тварин заставляли бігати на тредбані до повного виснаження («відмови») при швидкості руху ленти 50 м/хв. та нахилу кута – 20°. Тварин виводили з експерименту під тіопенталовим наркозом (40 мг/кг) в момент «відмови» від фізичного навантаження. 

Ангіолін вводили внутрішньоочеревинно в дозі 50 мг/кг за 30 хв до експерименту, мілдронат - за такою ж схемою в дозі – 100 мг/кг. У цій серії експерименту було 4 групи тварин: інтактні – без фізичного навантаження; контрольні – з фізичним навантаженням без введення препаратів; тварини з фізичним навантаженням, яким вводили ангіолін; тварини з фізичним навантаженням, яким вводили мілдронат.

Модель гострої гіпоксії на тлі коронароспазму у щурів  

Також гостру робочу гіпоксію (навантаження) [224] моделювали на тлі попереднього  (за 30 хв) введення коронароспастичного агента – пітуїтрина, який вводили внутрішньоочеревинно в дозі 1 Од/кг (по 10 тварин в кожній групі). В роботі використовувався пітуітрин для ін’єкцій виробництва АВ «Endokrininiai» (Литва). Тварин виводили з експерименту під тіопенталовим наркозом (40 мг/кг) в момент «відмови» від фізичного навантаження. Ангіолін вводили внутрішньоочеревинно в дозі  50 мг/кг за 30 хв до експерименту, мілдронат – за такою ж схемою, в дозі  – 100 мг/кг. У цій серії експерименту було 4 групи тварин: інтактні – з фізичним навантаженням без введення пітуітрину; контрольні – з фізичним навантаженням, на тлі введення пітуітрину, без введення препаратів; тварини з фізичним навантаженням, на тлі введення пітуітрина, яким вводили ангіолін; тварини з фізичним навантаженням,  на тлі введення пітуїтрину, яким вводили мілдронат. 

Модель хронічної серцевої недостатності у щурів
Хронічну серцеву недостатність (ХСН) у щурів моделювали за допомогою доксорубіцину [224] (внутрішньоочеревинно в кумулятивній дозі 15 мг/кг, поділеної на 6 ін’єкцій протягом 14 діб), застосовуючи препарат фірми «Ебеве», Австрія. Ангіолін вводили в дозі 100 мг/кг, а мілдронат в дозі 250 мг/кг. Препарати вводили внутрішньошлунково паралельно, протягом введення доксорубіцину (14 діб) та потім ще протягом 21 доби. Тварин виводили з експерименту на 35 добу під тіопенталовим наркозом (40 мг/кг).

Тварини були поділені на наступні групи: інтактні тварини; щурі з ХСН, які отримували фізіологічний розчин з Твіном – 80; щурі з ХСН, яким внутрішньошлунково вводили ангіолін в дозі 100 мг/кг; щурі з ХСН, яким внутрішньошлунково вводили мілдронат в дозі 250 мг/кг.

Модель хронічної серцевої недостатності у кролів 
Вплив ангіоліну на показники кардіогемодинаміки вивчали на моделі хронічної серцевої недостатності (ХСН) у кролів породи Шиншила [229]. З цією метою кролям внутрішньовенно  в кумулятивній дозі 15 мг/кг, поділеній на 6 ін’єкцій протягом 14 діб вводили доксорубіцин, застосовуючи препарат фірми «Ебеве», Австрія. Доксорубіцин розводили фізіологічним розчином відповідно інструкції до 25 мл і вводили в дозі 2,5 мг/кг (0,125 мл/100 г. маси) внутрішньовенно 1 раз в 2 доби протягом 14 днів. Ангіолін вводили 1 раз у добу внутрішньошлунково в дозі 100 мг/кг у вигляді суспензії з Твіном-80 паралельно з введенням доксорубіцину протягом 14 діб, а потім ще 21 день. Паралельно з ангіоліном вводили препарат мельдонію «Мілдронат» (АТ, Гріндекс, Латвія) внутрішньошлунково в дозі 250 мг/кг. Тварин було поділено на 4 групи:  інтактні; контрольні, кролі з ХСН, яким вводили фізіологічний розчин з Твіном-80; тварини з ХСН, яким вводили ангіолін; тварини з ХСН, яким вводили мілдронат. 
Модель артеріальної гіпертензії 

Кардіо- та ендотеліопротекторні властивості  ангіоліну при артеріальній гіпертензії (АГ) вивчали у щурів лінії  (Окамото – Аокі) SHR- САГ  (щурі із генетично обумовленою спонтанною артеріальною гіпертензією) [230]. Ця модель за патогенетичними механізмами найбільш відповідає АГ у людей. Експерименти проведено на  нормотензивних інтактних білих щурах-самцях лінії Wistar - Kyoto,  щурах-самцях зі спонтанною артеріальною гіпертензією (САГ) масою 320 г. (АТ – 180 мм.рт.ст.) – контроль, а також  щурах з (САГ) масою 320 г. (АТ – 180 мм.рт.ст.), яким вводили досліджувані препарати внутрішньошлунково протягом 3 місяців. Експериментальних тварини було розподілено на 7 груп: 1 група – нормотензивні щури; 2 група – щури з САГ; 3 група – щури з САГ, яким вводили ангіолін (100 мг/кг); 4 група – щури з САГ, яким вводили квінаприл (10 мг/кг); 5 група – щурі з САГ, яким вводили квінаприл (10 мг/кг) та ангіолін (100 мг/кг); 6 група – щурі з САГ, яким вводили ірбесартан (100 мг/кг); 7 група – щурі з САГ, яким вводили ірбесартан (30 мг/кг) та ангіолін (100 мг/кг). 

2.5. Токсикологічні методи дослідження
Визначення гострої токсичності нового препарату «Ангіолін» проводили  за Методичними рекомендаціями ДЕЦ МОЗ України [224] на трьох видах тварин - мишах, щурах, кролях, при трьох шляхах введення. У мишей і щурів гостру токсичність визначали при внутрішньошлунковому та внутрішньоочеревинному введенні, у кролів – при внутрішньовенному введенні. Дослідження гострої токсичності ангіоліну проводили за методом Кербера в модифікації А.О. Лойт і М.Ф. Савченкова [231].  Класифікацію ангіоліну проводили за Сидоровим К.К. Спостереження за тваринами проводили протягом 14 днів. Вибір доз для введення базувався на результатах попередніх пошукових досліджень. Внутрішньошлунково вводили 25 % розчин з таблеток ангіоліну та субстанції за допомогою металевого зонду одноразово 5 групам мишей та щурів, в припустимих об’ємах. Внутрішньоочеревинно ангіолін вводили також у вигляді розчину з таблетованої маси та субстанції 5 групам вищезазначених тварин в припустимих об’ємах. Кролям внутрішньовенно вводили лише 25 % розчин з таблетованої маси, проводили спостереження протягом 2 тижнів. 

У мишей і щурів, які вижили, визначали масу тіла, стан інтегральних показників та проводили паталогоанатомічні дослідження.

Розрахунок ЛД50 проводили за формулою:
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де: Z – середня арифметична величина, отримана від ділення на 2 кількості загиблих від двох суміжних доз;

d – інтервал між двома дозами, що стоять поруч;

n – число тварин для кожної дози.

Крім того, аналізували кумулятивні властивості ангіоліну.

Орієнтовний мінімум інформації отримано в гострих експериментах шляхом визначення індексу кумуляції. Для цього реєстровано летальність після одноразового введення протягом двох тижнів. Індекс кумуляції визначено за формулою: 

Ік =1 - LD50 (14) / LD50 (1)
де ЛД50 – доза, яка викликає загибель 50% тварин за перший день спостереження.

Визначення хронічної токсичності ангіоліну. Незважаючи на те, що дослідження гострої токсичності свідчать про нешкідливість препарату, пролонгованне введення навіть у низьких дозах може призвести до розвитку інтоксикації внаслідок накопичення в організмі метаболічних змін та порушення гомеостазу.  

Дослідження хронічної токсичності ангіоліну  проводили на щурах при внутрішньошлунковому введенні протягом 180 днів, внутрішньоочеревин-ному введенні протягом 90 днів. Тривалість дослідження 6 місяців (180 днів) та 3 місяці 90 днів) обрано згідно методичним рекомендаціям МОЗ України [228]. 3 рівні доз, що було вибрано для внутрішньошлункового дослідження базовані на даних попередніх досліджень. При цьому проводили загальне дослідження над тваринами, визначали масу тіла, можливу летальність, вплив на ЦНС за методом «відкрите поле», вплив на серцево-судинну систему за показниками біоелектричної активності, динаміку змін показників периферичної крові, динаміку змін морфологічного стану лейкоцитів, динаміку вуглеводного та білкового обміну в сироватці крові. Також визначали динаміку змін біохімічних показників білкового обміну та азотовміщуючих речовин у сечі, загальної характеристики сечі. Проведенщ патоморфологічні дослідження (мозкова тканина, нирки, печінка, серце, шлунок, легені, селезінка, наднирники, сімя’ники), показники клітинного та гуморального імунітету.

2.6. Електрофізіологічні методи дослідження

У тварин реєструвалася ЕКГ шляхом накладання на кінцівки голчастих електродів за загальноприйнятою схемою в стандартних відведеннях під тіопентал-натрієвим наркозом (40 мг/кг) [232, 233]. 

Аналіз ЕКГ проводився на комп’ютерному аналізаторі CardioCom-2000 plus (ХАІ-медика, Україна). У якості електрокардіографічного критерію ефективності протиішемічної дії препарату використовувався метод ЕКГ картування [234] з розрахунком показників сумарного ступеня зміщення сегмента ST 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.
Показники кардіо- та системної гемодинаміки визначали загальними методами [229, 235]. У гострому експерименті (наркоз – уретан 1 г/кг), після катетеризації лівого шлуночка серця реєстрували основні параметри кардіо- та гемодинаміки – максимальний тиск лівого шлуночка (РЛШ) мм рт. ст., системний артеріальний тиск (САТ) мм рт. ст., частоту серцевих скорочень (ЧСС) уд / хв. Показники реєстрували на приладі HP VIRICUA Component Monitoring System Hewlet Packard, Німеччина. За допомогою методу термодилюції реєстрували хвилинний обсяг крові (ХОК) у мл. З урахуванням величини ХОК, САТ, ЧСС і поверхні тіла (ПТ) м2 розраховували РІЛШ, РУІЛШ. 
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Ударний об’єм (УОК) – кількість крові, яка викидається кожним шлуночком за одну систолу (за одне скорочення).
УОК = ХОК / ЧСС (мл)
Серцевий (СІ) і систолічний (СиІ) індекси використовуються для порівняння величини ХОК і УОК у тварин різної маси. Це величини ХОК, УОК, розраховані на 1 м2 поверхні тіла.
СІ = ХОК / ПТ (мл / м2 / хв);

СиІ = УОК / ПТ (мл / м2)
Робочий індекс лівого шлуночка (РІЛШ) і робочий ударний індекс лівого шлуночка (РУІЛШ) існують для порівняння насосної функції серця у різних тварин з урахуванням для РІЛШ серцевого індексу (СІ), а для РУІЛШ – систолічного індексу.
РІЛШ = СІ х САТ х 0,0135 (кгм / м2 / хв)

РУІЛШ = СиІ х САТ х 0, 0135 (кгм / м2)
Дебіт серця (Д) враховує викид крові за одну секунду.
Д = ХОК / 60 (мл / с)
Визначали загальний периферичний опір судин (ЗПОС).

	ЗПОС=
	САТ х 1332
	х 100 (дин/с/см-5),

	
	           Д
	


де 1332 - коефіцієнт перерахунку мм рт.ст. в дин/с/см-5.


2.7. Морфологічні методи дослідження
Для морфометричних досліджень використовували міокард.

Серця тварин витягувалися, з них виділяли верхівкову частину, яку поміщали у фіксатор Карнуа на 24 години [236]. Після стандартної процедури зневоднення тканини та її просочення хлороформом і парафіном, міокард заливали в парапласт (MkCormick, США). На ротаційному мікроскопі Microm-325 (Microm Corp., Німеччина) готували серійні гістологічні зрізи товщиною 5 мкм, які потім депарафінували в ксилолі, проводили регідратацію в низхідних концентраціях етанолу (100%, 96%, 70%), відмивали у фізіологічному розчині. Для специфічного виявлення РНК гістологічні зрізи фарбували 24 години галлоціанін-хромовими галунами за Ейнарсоном [274] і заливали в полімерне середовище EUKITT (O.Kindler GmbH, Німеччина) для подальшого мікроскопіювання. Міокард вивчали на мікроскопі Axioskop (Zeiss, Німеччина) в прохідному світлі. Вивчення морфометричних і денситометричних характеристик проводили на комп’ютерній системі цифрового аналізу зображення VIDAS-386 ( «Kontron Elektronik», Німеччина). За допомогою 8-бітної CCD-камери COHU-4922 (COHU Inc., США) зображення ділянок міокарда вводилося в комп’ютерну систему аналізу зображень VIDAS-386 (Kontron Elektronik, Німеччина) та оцифровували за денситометричною шкалою з 256 градаціями сірого кольору. У кожній серії дослідженню піддавали близько 500 ділянок з різних частин міокарда. Морфометричний аналіз клітинної структури міокарда здійснювали в автоматичному режимі за допомогою макро-програми, розробленої в спеціалізованому середовищі програмування VIDAS-2.5 (Kontron Elektronik, Німеччина). Визначали наступні показники: середню площу ядер міокардіоцитів (мкм2), їх питому площу (%), щільність ядер (кількість ядер на 1 мм2 площі міокарда), концентрацію РНК в ядрах і в цитоплазмі міокардіоцитів (одиниці оптичної щільності, ЕОП), які розраховували як логарифм відношення оптичної щільності ядра або цитоплазми до оптичної щільності предметного скла, а також щільність ядер апоптичних і деструктивнозмінених кардіоцитів на 1 мм2 площі міокарда. Також для ендотеліальних клітин капіллярної мережі міокарда визначали наступні показники:

- площа ядра;

- середній діаметр ядра;

- концентрацію РНК в ядрі (одиниці оптичної щільності, ЕОП), яку розраховували як логарифм відношення оптичної щільності ядра до оптичної щільності міжклітинної речовини;

- щільність ядер ендотеліоцитів як кількість клітин на 1мм2 площі зрізу міокарда і стінки судин мікроциркуляторного русла.

2.8. Гістохімічні методи дослідження 

Для гістологічних досліджень серце на 24 години фіксували в рідині Карнуа. Після стандартної процедури зневоднення тканини і її просочення хлороформом і парафіном, міокард заливали в парапласт (MkCormick, США). На ротаційному мікроскопі Microm-325 (Microm Corp., Німеччина) готували серійні гістологічні зрізи товщиною 14 мкм [237]. Для визначення інтенсивності експрес індуцибельної (iNOS) і ендотеліальної (eNOS) NO-синтази гістологічні зрізи серця виділяли з парапласта та регідрували, тричі по 5 хв відмивали фосфатним буфером (рН = 7,4) і протягом 30 хв інкубували з 2Н соляною кислотою (Т = 37 оС). Потім двічі по 5 хв відмивали фосфатним буфером (рН = 7,4), двічі по 5 хвилин відмивали боратним буфером за Холмсом (рН = 8,4) і чотири рази по 5 хв - фосфатним буфером (рН = 7,4). після чого протягом 30 хв інкубували з 0,1% розчином трипсину в фосфатному буфері (Т = 37оС). Після інкубації зрізи чотири рази по 5 хв відмивали фосфатним буфером (рН = 7,4) і потім протягом 24 год інкубували у вологій камері (Т = 4 – 6 оС) з первинними поліклональними антитілами кроликів IgС (1: 500) eNOS (R-20 # SC-648) виробництва Santa Cruz Biotechnology, Inc. (USA). Після інкубації зрізи чотири рази по 5 хвилин відмивали фосфатним буфером (рН = 7,4). Потім протягом 1 години (t = 37оС) інкубували з вторинними антитілами кози до фрагменту Ig G миші, кон’югованими з флюоресцентним барвником (FITC) фірми Sigma-Aldrich (кат. № F2266). Для визначення експересії  iNOS зрізи також після інкубації чотири рази по 5 хвилин відмивали фосфатним буфером (рН = 7,4) і потім протягом 24 годин інкубували у вологій камері (Т = 4 – 6 оС) з первинними поліклональними антитілами iNOS (C-20 # SC -654 FITC), коньюгированими з флюоресцентним барвником (FITC) фірми Santa Cruz Biotechnology, Inc. (USA). Після остаточного чотириразового відмивання фосфатним буфером (рН = 7,4) зрізи розміщували в суміш гліцерин-фосфатний буфер (9: 1). На флюоресцентному мікроскопі Axioskop (Ziess, Germany) визначали інтенсивність експрес ізоформ NOS за щільністю iNOS, eNOS - позитивних клітин в зрізах за допомогою відеокамери COHU – 4922 (USA) і вводили в систему цифрового аналізу зображення VIDAS -386 (Kontron Elektronic, Germany).
2.9. Біохімічні методи дослідження
        Вилучене серце щурів промивали охолодженим 0,15 М KCl (4 °С) 1:10 [237]. Відмите серце відокремлювали від жиру, сполучної тканини, вирізали судини, з внутрішніх порожнин видаляли згустки крові і ще раз відмивали 0,15 KCl (4°С) 1:10. Потім подрібнювали в рідкому азоті до порошкоподібного стану і гомогенізували в 10-кратному обсязі середовища при (2 °С), що містить (в моль): сахарози – 250, трис-HCl-буфера - 20, ЕДТА -1 (рН 7,4) [17]. При температурі (+4°С) методом диференціального центрифугування на рефрижераторній центрифузі Sigma 3-30k (Німеччина) виділяли мітохондріальну фракцію. Для очищення мітохондріальної фракції від великих клітинних фрагментів попередньо проводилося центрифугування протягом 7 хвилин при 1000 g, а потім супернатант повторно центрифугували протягом 20 хвилин при 17000 g. Супернатант зливали і зберігали при -80°С. Осад мітохондрій ресуспендували в середовищі виділення, що містить бичачий сироватковий альбумін (0,5 мг/мл) і знову осаджували протягом 10 хвилин при 17000 g. Мітохондрії суспендували в середовищі виділення, суспензія містила 40-60 мг білка / мл. Для тривалого зберігання мітохондрії заморожують при -80°С. Для визначення швидкості відкриття мітохондріальної пори використовували суспензію 0,5 - 1,0 мг білка/мл.
Безбілковий екстракт отримували додаванням точної наважки гомогенату тканини серця в хлорну кислоту (0,6 моль/л) з наступною нейтралізацією     5,0 моль/л калію карбонатом. 
            Для оцінки інтенсивності оксидативного стресу визначали маркери окисної модифікації білка – альдегідфенілгідразони (АФГ) і карбоксіфенілгідразони (КФГ), а також нітротирозин [238]. Стан антиоксидантної системи оцінювали за активністю СОД, ГР [237]. Стан енергетичного обміну визначали за рівнем найбільш значущих інтермедіатів – АТФ, АДФ, АМФ, лактату, пірувату, малату, активності малатдегідрогенази (МДГ), активності креатинфосфокінази [240]. Про продукцію, метаболізм та транспорт NO судили за активністю NO-синтази (NOS),  вмістом нітротирозину, нітратів, рівня сумарних SH-груп і активності глутатіонредуктази [237].     

Визначення активності супероксиддисмутази (СОД)
Активність СОД [КФ 1.15.1.1] в цитозольній фракції досліджували за реакцією відновлення нітротетразолію синього у присутності феназинметасульфату. Фотометрію виконували при довжині хвилі 540 нм. Активність СОД виражали в у.о./мг білка/хв [239].

Дослідження активності компонентів глутатіонової системи
Глутатіонпероксидаза (ГП) відновлює за допомогою глутатіону гідроперекис трет-бутилу. Залишок відновленого трет-бутилу визначали за інтенсивністю забарвлення нітропрусидом натрію, який має максимум поглинаня при довжині хвилі 540 нм. Її активність виражали в мкмоль глутатіону відновленого/мг білка/хв. [240].
Глутатіон відновлений визначали за методом, заснованим на взаємодії ортофталієвого ангідриду з відновленим глутатіоном, внаслідок чого утворюється флюоресціюючий комплекс, який реєструється флюорометрично при Ex/Em=340/420 нм. Розрахунок глутатіону проводили за калібруючою кривою [241]. 

Глутатіонредуктаза (ГР) відновлює дисульфідний зв’язок окисненого глутатіону GSSG до його сульфгідрильної форми GSH. Відновлення глутатіону відбувається за рахунок енергії НАДФ-Н, що утворюється в пентозному циклі. Є одним з основних ферментів тіол-дисульфідної системи. 

Визначення активності ГР базується на вимірі швидкості окиснення НАДФН, яка регіструється спектрофотометрично за зменшенням оптичної щільності при довжині хвилі 340 нм.

Для оцінки інтенсивності оксидативного стресу в цитозольній та мітохондріальній фракціях гомогенату міокарда визначали маркери окисної модифікації білка – альдегідфенілгідразони (АФГ) і кетонфенілгідразони (КФГ). 
Біохімічний метод оцінки окисного пошкодження білків заснований на реакції взаємодії окиснених амінокислотних залишків з 2,4-динітрофенілгідразином (ДНФГ) та утворенні 2,4-динітрофенілгідразонів. Для цього до 0,2 мг цитозольної та мітохондріальної фракцій клітин додавали 0,1 мл 25 % трихлороцтової кислоти та центрифугували 30 хв при 3000 об/хв. Далі до осаду додавали 1 мл 2,2% ДНФГ та інкубували 1 год при температурі 37°С, потім повторно центрифугували 10 хв при 3000 об/хв. 

Осад, що утворився, промивали 3 мл етилацетату, розчиняли у 3 мл 50 % розчину сечовини, додавали 1 краплю 7 % розчину соляної кислоти та розводили дистильованою водою у 12 разів. 

Підготований таким чином розчин надалі досліджували на спектрофотометрі, визначаючи вміст АФГ при довжині хвилі 274 нм, КФГ – при 363 нм [242].

Встановлення вмісту аденілових нуклеотидів (АТФ)
Метод полягає у визначенні рівня АТФ у 0,2 мг мітохондріальної фракції клітин, шляхом внесення останньої в систему діоксан-ізопропанол-вода-аміак (4:2:4:1) на тонкому шарі сорбенту з наступним кількісним визначенням АТФ шляхом прямої спектрофотометрії при довжині хвилі 260 нм [242].

Визначення лактату за методом Хохорста
Метод визначення вмісту лактату ґрунтується на тому, що в присутності лактатдегідрогенази лактат переходить в піруват. Для цього до 0,2 мг мітохондріальної фракції клітин додавали інкубаційну суміш, що складається з 2 мл гідразин-гліцеринового буфера та 0,2 мл розчину НАД. 

Утворення відновленої форми НАД (НАД-Н) еквімолярно кількості окисненого лактату, зростання кількості якої реєстрували за оптичною щільністю при довжині хвилі 340 нм [237, 243].

Встановлення показників окиснювального метаболізму в тканинах
Визначення вмісту пірувату проводили за методом Цоха-Лампрехта [237]. Принцип методу заснований на тому, що в присутності ЛДГ піруват відновлюється до лактату, кількість пірувату еквімолярна кількості НАД, зменшення якого визначається при довжині хвилиі 340 нм.

Визначення концентрації ізоцитрату

Концентрацію ізоцитрату в тканинах визначали за методом Зіберта. Під дією НАДФ-ізоцитрадегідрогенази, що міститься в пробі ізоцитрат перетворюється в α-кетоглутарат. Кількість ізоцитрату, що прореагував, еквімолярна кількості утвореного НАДФН, приріст якого визначають за змінами оптичної щільності проби при довжині хвилі 340 нм [237].

Активність цитохром-С-оксидази
Показник визначали спектрофотометрично на підставі інтенсивності окиснення відновленого цитохрому ферментом, який міститься в розчині. Спочатку до цитохрому С додають розчин гідросульфіду натрію, надалі змішують з фосфатним буфером. Оптичну щільність вимірюють кожні 30 с протягом 3-х хвилин. Активність ферменту виражають зміною екстинкції за 1 хвилину на 1 г тканини за формулою [237].
Активність НАД-залежної малатдегідрогенази
Зворотню реакцію окиснення яблучної кислоти до щавлевооцтової каталізує НАД-залежна малатдегідрогеназа. Визначення активності НАД-МДТ і субклітинних фракцій проводилися з використанням прямої малатдегідрогеназної реакції, в якій кількість окисненого малату еквімолярно кількості відновленого піридин нуклеотиду. Зміни вмісту НАДН під час реакції реєструвалися спектрофотометрично при довжині хвилі 340 нм [237, 244].
Загальна активність NO-синтази
Активність NO-синтази визначається флюорометричним методом. У каталізуючі NO-синтазою реакції утворення монооксиду азоту з аргініну відчувається стереометричне НАДРН, при реєстрації якого при 340 нм можна оцінювати активність ферменту, вимірюючи оптичну щільність одразу та надалі через 4 хвилини. Активність NO-синтази виражається в нмоль/мг/білку/хвилині [237, 245]
Визначення концентрації нітротирозину
Нітротирозин є специфічним маркером окиснювального стресу. Його визначали в гомогенаті серця твердофазним імуносорбентним методом за набором фірми ELISA та виражали в нмоль/г тканини [238].
Концентрація аргініну, аспартату, метіоніну, цистеїну і глутатіону
Показники визначали методом тонкошарової хроматографії з подальшою спектрофотометрією елюату [246]. 
Вміст сумарних SH груп
Вміст сумарних SH груп визначали з 5,5-дитіобіс-7-нітробензойною кислотою [246]. 

Визначення вмісту білка
Вміст білка оцінювали за методом Бредфорда [237, 245], надалі розраховували коефіцієнти білок/сечовина та білок/амінокислота.

Активність цитозольної і мітохондріальної креатинфосфокінази (КФК-цт, КФК-мх) та ізоензиму креатинфосфокінази в сироватці крові (МВ-КФК)
Дослідження відбувалося за допомогою реактивів фірми «Еббот» [237].

Дослідження функціональної активності мітохондрій
Для дослідження in vitro з міокарда щурів виділяли мітохондріальну фракцію [237,  241].  В інкубаційну суміш (70 ммоль/л сахарози, 5 ммоль/л НЕРЕS, 70 ммоль/л КСl, 0,5–1 ммоль/л КН2РО4 рН 7,4) вносили суспензію мітохондрій (1 мг білка в пробі), утворення мітохондріальної пори ініціювали кальцієм, тобто в інкубаційне середовище додавали 200 мкмоль/л СаСl2.

Мітопротекторна дія визначалася за здатністю досліджуваної речовини запобігати утворенню мітохондріальних пор і знижувати мембранний потенціал (Ψ) мітохондрій. 

Утворення мітохондріальних пор визначали при λ=540 нм за температури 25°С при постійному перемішуванні протягом 25 хв. Визначення мембранного мітохондріального потенціалу проводили за наявності сафронину-О. В інкубаційне середовище вносили суспензію мітохондрій (1 мг білка в пробі) та 9 мкмоль/л сафронину-О. 

Спектрофотометрію проводили при довжині хвилі 515 та 525 нм різниці світлопоглинання при 515 та 525 нм [242].
Дослідження спектру жирних кислот
Газохроматографічне визначення вищих ЖК у тканинах проводили за вказаним у літературі методом [246]. Підготовка проб для аналізу здійснювалась таким чином: наважку тканини кількістю 0,3–0,5 г розміщували в гомогенізатор, і одержаний гомогенат тканин переносили в мірну пробірку об’ємом 10 мл і заливали екстрагуючою сумішшю. Загальні ліпіди тканин екстрагували за допомогою 5 мл хлороформ-метанолової суміші (у співвідношенні 2:1) і тримали 30 хв у холодильнику. Для кращого розподілу фаз додавали 1 мл дистильованої води. Далі відбирали хлороформну нижню фазу піпеткою Пастера. Для повної реакції етап екстракції повторювали двічі. Об’єднані хлороформні екстракти концентрували випарюванням до об’єму однієї краплі під струменем газоподібного азоту при температурі 45 °С на водяній бані. Гідроліз та метилювання вищих ЖК ліпідів тканин виконували таким чином: до сухого осаду ліпідів 5 мл 1 % Н2SO4 в метанолі і переносили розчин в скляну ампулу ємністю 10 мл. Після запаювання проводили гідроліз і метилювання в термостаті при температурі 85 °С  протягом 20 хв. Екстракцію метильованих ЖК проводили двічі гексан-ефірною сумішшю (у співвідношенні 1:1) в кількості 5 мл. Для розподілу фаз додавали 1 мл дистильованої води. Відбирали верхню фазу піпеткою Пастера. Об’єднані екстракти упарювали досуха в потоці азоту при температурі 45 °С  на водяній бані. Сухий осад розчиняли в 40–50 мкл чистого гексану і вводили у випарювач хроматографа в кількості 5 мкл. Газохроматографічний аналіз спектру ЖК ліпідів здійснювали на газових хроматографах серії «Цвет-500» (ЗАТ «Цвет», РФ) в ізотермічному режимі із полум’яно-іонізуючим детектором. Кількісну оцінку спектру ЖК ліпідів проводили за методом нормування шляхом вимірювання площі піків метильованих похідних ЖК та визначенням їх складу у відсотках(%). У спектрі ЖК ліпідів визначали насичені С14:0 – міристинову, С15:0 – пентодеканову, С16:0 – пальмітинову, С17:0 – маргаринову, С18:0 – стеаринову, С16:1 – пальмітоолеїнову, С18:1 – олеїнову, С18:2 – лінолеву, С18:3 – ліноленову, С20:4 – арахідонову жирні кислоти.

Вміст С-реактивного білка визначали на автоматичному біохімічному Prestige 24i, використовуючи набір фірми Cormay (№ каталогу 4-480, серія 210-3131).  
Васкулоендотеліальний фактор (VEGF) визначали в цитозольній фракції гомогенату серця твердофазним імуносорбентним сендвідж-методом ELISA, ELISA Kit (Cat.№ E-EL-R0020) фірми Elobscience і виражали  в пг/мг білка [75]. 
Фактор некрозу пухлини альфа (TNF-a) визначали в цитозольній фракції гомогенату серця твердофазним імуносорбентним сендвідж-методом ELISA, ELISA Kit (Cat.№ E-EL-R0865) фірми Elobscience і визначали в пг/мг білка [75]. 
Інтерферон гамма (INF-g) визначали в цитозольній фракції гомогенату серця твердофазним імуносорбентним сендвідж-методом ELISA, ELISA Kit (Cat.№ E-EL-R009) фірми Elobscience і вимірювали в пг/мг білка [75] .
            Фракції гідроксипроліну (ГП) виділяли за методом Frey [247];
          Вміст гідроксипроліну у фракціях (мкмоль/л) визначали за Stegemann [248];

       Активність колагенази (мкмоль/л•год) визначали за Lindy [249] (із використанням субстрату колагену виробництва фірми Sigma); 
         Сумарний вміст глікозаміногліканів (ГАГ) визначали за Кляцкиним С.А. та Ліфшицем Р.І. [250]. 
2.10. Вестернблотинг
Концентрацію в цитоплазматичній або мітохондріальній фракціях органів (серце) HSP70 визначали методом Вестерн-блот-аналізу. Білки розділяли в 10% поліакриламідному гелі (ПААГ). Поділ білкових фракцій проводився шляхом електрофорезу при напрузі 100 В (для ущільнення гелю), коли проби досягали межі розділу гелів – при напрузі  200 В, до того часу, поки проби не досягнуть закінчення гелю.

Білки з гелю переносили на нітроцелюлозну мембрану при напрузі    100 В і силі струму 0,35 А протягом 1 год.  Після перенесення мембрану поміщали в блокуючий буфер, що містить 1 % розчин бичачого сироваткового альбуміну (SIGMA, USA, кат. № А2153) на 20 год. Відмиту на шейкері протягом 5 хв в розчині 0,1 фосфатного буфера мембрану поміщали в розчин первинних антитіл проти bcl-2 або HSP70 (1: 500), (Santa Cruz Biotechnology) і інкубували 2 год при кімнатній температурі. Відмивали на шейкері 4 рази по 5 хвилин в 0,1 фосфатному буфері. Поміщали мембрану в розчин вторинних антитіл (1: 1000), (біотінілований анти-мишачий IgG, SIGMA, USA, кат. №051М4885), інкубували 2 год. Відмивали на шейкері 4 рази по 5 хвилин в розчині 0,1 фосфатного буфера. Поміщали мембрану в розчин ExtrAvidin-пероксидази (SIGMA, USA, кат. №051М4885) в 1% розчині бичачого сироваткового альбуміну (1: 1000). Інкубували 1 годину і промивали.  Для візуалізації мембрану обробляли розчином AEK: 1 таблетка 3-аміно-9-етілкарбазолу (Sigma, USA, кат. № а6926), розчинена в 2,5 мл ДМФА, що містить 47,5 мл 0,05М ацетатного буфера, рН 5,0, 25 мкл 30 % Н2О2. Інкубували мембрану в субстратній суміші 5-10 хв. Червоний нерозчинний преципітат характеризує комплекс антиген-антитіло в блоті. Промивали мембрану в дистильованій воді кілька разів. Висушували смужки між листами фільтрувального паперу під потоком холодного повітря. Детекцію HSP70 здійснювали за допомогою денситометрії в програмі Adobe Photoshop.
2.11. Фармакокінетичні дослідження

Кількісне визначення субстанції «Ангіоліну» проводили за допомогою високоефективної рідинної хроматографії (ВЕРХ) приладом фірми Agilent Technologies 1200 (США) з мас-спектрометричним детектором. Розпізнавання АФІ «Ангіоліну» здійснювали одноквадрупольним мас-спектрометром з електроспрей-іонізацією за відомими методичними прийомами,  які широко використовуються в експериментальній та клінічній фармакокінетиці [251]. Хроматографічне розділення здійснювали з використанням двох аналітичних колонок Rapid Resolution HT Cartrige 4,6x30 мм 1,8 мкм Zorbax SB-C18 та Agilent XDB-C18 4,6x50 мм 1,8 мкм, з’єднаних послідовно, для підвищення чутливості і найкращої відповідності показників валідаційного тестування до вимог статей ДФУ та ЕМЕА [25, 27].  Підготовку проб крові здійснювали шляхом вилучення із сироватки крові АФІ «Ангіоліну». Для цього в пробірку типу «еппендорф» вносили 0,8 мл сироватки, додавали 1 мл метанолу та ставили на 5 хв в ультразвукову баню при температурі  55 °С для повного осадження білково-ліпідних комплексів. Надосадкову рідину центрифугували при 8000 об/хв протягом 30 хв, заміряли точний об’єм отриманого прозорого розчину і декантували в нову пробірку. Для  хроматографування по 2 мкл підготовлених біопроб крові, відібраних у різні періоди після введення таблетмаси, і вносили до віал. Елюювання проводили в ізократичному режимі з наступним промиванням колонки. В якості рухомої фази використовували суміш вода-ацетонітрил (90%–10%) з додаванням 0,5% розчину мурашиної кислоти (фаза А). Промивання колонки здійснювали розчином ацетонітрилу з 0,5% розчину мурашиної кислоти (фаза В). Швидкість потоку становила 0,5 мл/хв при температурі 45 оС. Метод реєстрації – SIM Method (174 m/z). Фрагментор 120, напруга на капілярі 4000 В, температура газу 250 оС, швидкість – 12 л/хв, тиск розпилювача 35 psig. Час утримання АФІ «Ангіоліну» реєстрували на 2,95 – 3,0 хв, загальна тривалість аналізу складала 10 хв (з урахуванням промивання колонки) [252].

2.12. Квантово-хімічні дослідження

Проведено моделювання ангіоліну послідовно методом молекулярної механіки МН+, напівемпіричним методом РМЗ та методом ab initio 6-31G* [253].  Досліджувані показники: відстані між атомами (Е) в молекулі ангіоліну; розподіл електронної щільності тільки зовнішніх валентних електронів; розподіл електростатичного потенціалу; загальна енергія напруги молекули (ккал/моль); енергія зв’язування (ккал/моль); електронна енергія (ккал/моль); енергія між’ядерної взаємодії (ккал/моль); теплота утворення (ккал/моль); заряди на атомах (од. заряду); значення дипольного моменту молекули (дебай); локалізація та енергії вищої зайнятої (ВЗМО) і нижчої вільної (НВМО) молекулярних орбіталей (еВ) молекули ангіоліну; значення абсолютної жорсткості (ή) (еВ) молекули.
Абсолютну жорсткість (ή) ангіоліну визначено за формулою:
ή = ½ (Енвмо – Евзмо).
Пошук найбільш стабільної конформації молекул проведено послідовно методом молекулярної механіки ММ+, напівемпіричним методом PM3. Для всіх досліджень використаний алгоритм Рібера-Полака.
Розрахунок виграшу енергії зв'язування (∆Е, ккал/моль) при взаємодії молекул проводився за формулою:
 ∆Е = Екомплексу – (E1 + Е2). 
Умови утворення водневого зв’язку, прийняті в розрахунку: відстань між донором електронів та воднем менше 3,2 Е, кут між ковалентними зв’язками, які утворюють донор та акцептор, менший, ніж 120°.

Квантово-фармакологічні дослідження ангіоліну здійснено за допомогою програм Mopac та HyperChem 7.0 [254, 255]. 

Проведено геометричну оптимізацію ангіоліну послідовно методом молекулярної механіки ММ+, напівемпіричним методом PM3. Для всіх досліджень використано алгоритм Рібера-Полака. 

Ілюстрації до розділу 9 виконано з використанням програм Chemcraft (http://www.chemcraftprog.com/ru) та HyperChem Lite (http://www.hyper.com/).

2.13. Статистичні методи
Отримані результати оцінювали на підставі статистичної обробки методами варіаційної статистики [256, 257]. Статистичну обробку результатів досліджень проводили за допомогою спеціалізованої програми «BioStat 2009» (AnalystSoft Inc.,. USA) та пакета програм «Statistica 6.0» (StatSoft Inc., USA, № ліцензія AXXR712D833214FAN5). Порівняльний аналіз в групах проводили з використанням t-критерію Ст’юдента та              U-критерію Уїтні-Манна для двох експериментальних груп, та однофакторного дисперсійного аналізу ANOVA за критерієм Ньюмена-Кейлса для множинних порівнянь. Статистично значущими вважали відмінності за р<0,05. Кількісні дані представлено у вигляді середнього арифметичного (M) та стандартної похибки середнього арифметичного (m) для певної вибірки (n).

РОЗДІЛ 3
ПЕРВИННИЙ СКРИНІНГ У РЯДУ ПОХІДНИХ  1,2,4-триазолУ АНТИОКСИДАНТНОЇ, цитопротекторноЇ АКТИВНОСТей 
IN VITRO 
Дослідження проведено на відібраних 11 сполуках – похідних 1,2,4-триазолу – 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіокарбонових кислотах та їх солях. Вивчення антиоксидантної активності проводилося в дослідах in vitro за умов моделювання нітрозативного стресу шляхом додавання до інкубаційного середовища динітрозольного комплексу заліза (DNIC) в токсичній концентрації 250 мкмоль/л. За умов нормального функціонування клітин, фізіологічних концентрацій оксиду азоту та відсутності дефіциту кисню утворення DNIC є необхідною умовою для транспорту активних форм азоту. Токсичний вплив цієї сполуки на метаболізм клітин проявляється лише при розвитку оксидативного стресу. Значні концентрації DNIC викликають оборотне, а на більш пізніх етапах – незворотне окиснення та нітрозилювання значної частини регуляторних та транспортних білків цитоплазми, внутрішньої та зовнішньої клітинної мембрани. За таких умов відбувається окиснення металів змінної валентності – міді, цинку, заліза, які знаходяться в активних центрах білків-ферментів, що призводить до їх інактивації. Особливо важливими зазначені перетворення є для ферментів, що задіяні у підтримці антиоксидантного захисту.
Встановлено, що додавання вказаного токсичного агента (DNIC) викликало розвиток нітрозативного та оксидативного стресу.  Про це свідчить підвищення маркерів окисного пошкодження білків – альдегідфенілгідразонів (АФГ) та кетонфенілгідразонів (КФГ), а також збільшення вмісту нітротирозину (табл. 3.1 – 3.3). Так, встановлено підвищення на 93,3% рівня АФГ у нейрональній суспензії на 60 хв інкубації. Внесення до інкубаційного середовища досліджуваних сполук показало наявність у них здатності обмежувати реакції оксидативного стресу, що спричинені додаванням DNIC. Найбільш активними у цьому відношенні виявилися сполуки під робочим шифром 1.2 (тіотриазолін) та 1.11 (ангіолін), які обмежували окисну деструкцію білків і накопичення їх альдегідних похідних на 35,9% та 41,5% відповідно (р<0,05). Серед інших сполук досить активними виявилися сполуки з шифром 1.6 (на 30,3%), 1.7 (на 33,8%) та 1.9 (на 28,3%). Наявна антиоксидантна активність у 5 перерахованих сполуках підтверджується статистично значимими отриманими результатами         (табл. 3.1). Всі використані сполуки, окрім 1,2,4-триазолу та 1.10, за силою своєї антиоксидантної активності перевищували використані референс-препарати – метіонін, унітіол, тіосульфат натрію, дибунол та α-токоферол.
Таблиця 3.1

Активність похідних 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-(-тіокарбонових кислот в суспензії нейронів in vitro при DNIC-індукованому стресі, М ± m
	№ п/п
	Сполуки
	Доза, мкмоль/мл
	АФГ, у.о./г білка
	Антиоксидантна активність, %

	1
	2
	3
	4
	5

	1.
	інтакт
	-
	6,41 ± 1,84
	-

	2.
	контроль
	-
	12,39 ± 1,02#
	-

	3.
	1,2,4-триазол
	0,38
	10,31 ± 0,96
	16,8

	4.
	1.1
	2,5
	9,48 ± 0,58
	23,5

	5.
	1.2 (тіотриазолін)
	2,5
	7,94 ± 0,92*
	35,9

	6.
	1.3
	0,38
	9,97 ± 0,84
	19,5

	7.
	1.4
	0,38
	9,06 ± 0,86
	26,9

	8.
	1.5
	2,5
	9,63 ± 0,77
	22,3

	9.
	1.6
	0,38
	8,64 ± 0,91*
	30,3

	10.
	1.7
	2,5
	8,2 ± 1,05*
	33,8

	11.
	1.8
	2,5
	9,22 ± 0,97
	25,6



Продовження таблиці  3.1
	1
	2
	3
	4
	5

	12.
	1.9
	2,5
	8,88 ± 0,74*
	28,3

	13.
	1.10
	2,5
	10,46 ± 1,03
	15,6

	14.
	1.11 (ангіолін)
	2,5
	7,25 ± 0,84*
	41,5

	15.
	метіонін
	0,78
	9,91 ± 0,93
	20,0

	16.
	унітіол
	0,78
	9,86 ± 0,81
	20,4

	17.
	тіосульфат натрію
	15,6
	10,2 ± 1,18
	17,7

	18.
	дибунол
	3,0
	9,46 ± 0,92
	23,6

	19.
	α-токоферол
	2,5
	9,81 ± 0,88
	20,8


          Примітки:
1. # – р<0,05 – статистична достовірність змін між показниками в контрольній та інтактній групах;
2. * – р<0,05 – статистична достовірність змін між показниками в контрольній і дослідних групах.

Паралельно з накопиченням альдегідних похідних, спостерігалося зростання кетонфенілгідразонів (КФГ), що є пізніми маркерами окисної деструкції білкових молекул (табл. 3.2). Вміст зазначеного маркера зростав на 60 хв інкубації у 2,51 рази. Це підтверджує твердження, що під впливом активних форм кисню та азоту відбувається порушення нативної структури білків з утворенням білкових агрегатів та їх розпад на окремі фрагменти. Утворення карбонільних (кетонних) похідних відбувається на більш пізніх етапах окисного стресу за рахунок кон’югації ліпідних пероксидів з амінокислотними залишками гістидину, цистеїну та лізину. Окрім карбонільних похідних утворюються дисульфіди сульфенових (SO), сульфинових (SO2-), сульфонових (SO3-) кислот та сульфоксиду метіоніну. Карбонільні похідні є більш стабільними та токсичними продуктами, аніж альдегідні, вони можуть утворюватися за рахунок амінокислотних залишків аргініну та лізину, що супроводжується виділенням одного або декількох реакційно активних атомів азоту, які можуть включатися у реакції вільно-радикального окиснення та посилювати їх. Наявність у досліджуваних сполуках здатності зменшувати інтенсивність утворення КФГ можна розглядати як найбільш значущу властивість властивість антиоксидантів. Значну силу антиоксидантної дії у цьому відношенні проявляли сполуки 1.2 (тіотриазолін) та сіль лізинію-3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіооцтової кислоти (1.11). Визначено, що вказані сполуки здатні обмежувати накопичення карбонільних похідних на 50,2 % та 55,8 % відповідно (р<0,05). Дещо меншу, але статистично значущу активність проявляли сполуки 1.6 та 1.9. Також встановлено, що кальцієва сіль лізинію-3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіооцтової кислоти (1.4) знижувала вміст КФГ на 37,5 % та АФГ на 26,9 % (р<0,05). Виявлена статистично значуща активність сполуки 1.7 відносно АФГ, не проявлялася відносно карбонільних похідних. Як і у попередньому дослідженні, найбільш слабкий антиоксидантний ефект притаманний речовині з шифром 1.10. 
Таблиця 3.2

Активність похідних 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-(-тіокарбонових кислот в суспензії нейронів in vitro при DNIC-індукованому стресі на 60 хвилину інкубації, М ± m
	№ п/п
	Сполуки
	Доза, мкмоль/мл
	КФГ, у.о./г білка
	Антиоксидантна активність, %

	1
	2
	3
	4
	5

	1.
	інтакт
	-
	3,13 ± 0,61
	-

	2.
	контроль
	-
	7,86 ± 1,27#
	-

	3.
	1,2,4-триазол
	0,38
	6,59 ± 0,67
	16,1

	4.
	1.1
	2,5
	5,32 ± 0,82
	32,3

	5.
	1.2 (тіотриазолін)
	2,5
	3,91 ± 0,31*
	50,2

	6.
	1.3
	0,38
	6,04 ± 0,94
	23,1


Продовження таблиці  3.2
	1
	2
	3
	4
	5

	7.
	1.4
	0,38
	4,91 ± 0,45*
	37,5

	8.
	1.5
	2,5
	5,55 ± 0,39
	29,4

	9.
	1.6
	0,38
	4,06 ± 0,58*
	48,3

	10.
	1.7
	2,5
	5,98 ± 0,65
	23,9

	11.
	1.8
	2,5
	4,96 ± 0,72
	36,9

	12.
	1.9
	2,5
	4,22 ± 0,83*
	46,3

	13.
	1.10
	2,5
	7,08 ± 0,97
	9,9

	14.
	1.11 (ангіолін)
	2,5
	3,47 ± 0,53*
	55,8

	15.
	метіонін
	0,78
	5,92 ± 0,88
	24,7

	16.
	унітіол
	0,78
	5,89 ± 0,96
	25,0

	17.
	тіосульфат натрію
	15,6
	6,11 ± 1,04
	22,2

	18.
	дибунол
	3,0
	5,03 ± 0,93
	36,0

	19.
	α-токоферол
	2,5
	5,74 ± 0,89
	26,9


Примітки:
1. # – р<0,05 – статистична достовірність змін між показниками в контрольній та інтактній групах;

2. * – р<0,05 – статистична достовірність змін між показниками в контрольній і дослідних групах.
Перераховані зміни, а саме накопичення АФГ та КФГ у суспензії нейронів свідчать про розгортання реакцій оксидативного стресу, які відбувалися на фоні підвищення маркера нітрозативного стресу – нітротирозину. Концентрація цього показника на 60 хв інкубації складала 39,48 ± 3,61 нмоль / г білка, що вище значень інтактної серії у 3,9 рази    (табл. 3.3). У даний час нітротирозин розглядається не лише як маркер запалення, а й як показник синтезу оксиду азоту. До його утворення в організмі призводять декілька біохімічних шляхів, в першу чергу синтез пероксинітриту (ONOO-). Останній є сильним окиснювачем та утворюється при взаємодії монооксиду азоту з молекулою кисню.
Таблиця 3.3

Активність похідних 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-(-тіокарбонових кислот в суспензії нейронів in vitro при DNIC-індукованому стресі, М ± m
	№ п/п
	Сполуки
	Доза, мкмоль/мл
	Нітротирозин, нмоль/г білка
	Антиоксидантна активність, %

	1.
	інтакт
	-
	10,03 ± 1,44
	-

	2.
	контроль
	-
	39,48 ± 3,61#
	-

	3.
	1,2,4-триазол
	0,38
	35,34 ± 2,48
	10,5

	4.
	1.1
	2,5
	33,63 ± 2,69
	14,8

	5.
	1.2 (тіотриазолін)
	2,5
	28,18 ± 2,33*
	28,6

	6.
	1.3
	0,38
	37,5 ± 3,05
	5,0

	7.
	1.4
	0,38
	29,95 ± 2,04
	24,1

	8.
	1.5
	2,5
	33,96 ± 2,39
	13,9

	9.
	1.6
	0,38
	29,85 ± 2,17*
	24,4

	10.
	1.7
	2,5
	28,93 ± 2,54*
	26,4

	11.
	1.8
	2,5
	31,22 ± 3,11
	20,9

	12.
	1.9
	2,5
	29,11 ± 3,04*
	26,3

	13.
	1.10
	2,5
	39,05 ± 3,36
	1,1

	14.
	1.11 (ангіолін)
	2,5
	23,54 ± 2,08*
	40,4

	15.
	метіонін
	0,78
	35,87 ± 2,63
	9,1

	16.
	унітіол
	0,78
	33,54 ± 2,29
	15,0

	17.
	тіосульфат натрію
	15,6
	38,91 ± 2,94
	1,4

	18.
	дибунол
	3,0
	32,72 ± 2,57
	17,1

	19.
	α-токоферол
	2,5
	34,48 ± 2,98
	12,7


Примітки:
1. # – р<0,05 – порівняння показників контрольної і інтактної груп, 
2. * – р<0,05 – порівняння показників контрольної і дослідних групах.

Пероксинітрит здатен окиснювати аміно- та тіольні групи білків, що викликає порушення їх структурної конформації та фізико-хімічних властивостей. Утворюючись у клітині, молекула пероксинітриту ініціює процеси перекисного окиснення біліпідного шару мембран та викликає пошкодження цілісності молекул нуклеїнових кислот, в першу чергу ДНК. Суттєву роль у токсичності пероксинітриту відіграє гідроксил-радикал, який утворюється при розпаді останнього. Нітротирозин є стабільним ендогенним продуктом окиснення пероксинітриту та може використовуватися у якості маркера NO-залежних процесів пошкодження у клітині за умов оксидативного та нітрозативного стресу. 

Проведеними дослідженнями встановлено здатність досліджуваних сполук виступати у якості молекул-«пасток» для монооксиду азоту та інших його реакційно-здатних активних форм, що проявлялося зменшенням вмісту нітротирозину в інкубаційному середовищі. З цього випливає, що похідні        3-метил-1,2,4-триазоліл-5-(-тіокарбонових кислот так чи інакше здатні приймати на себе активні форми кисню та азоту, перериваючи тим самим каскад патобіохімічних процесів, які викликають пошкодження клітин. Більш активними у цьому відношенні були тіотриазолін та ангіолін [258, 259]. Внесення цих сполук до нейрональної суспензії з DNIC зменшувало рівень нітротирозину та обмежувало реакції утворення пероксинітриту на 28,6 та 40,4 % відповідно (р<0,05). За силою антиоксидантної дії інші досліджені похідні, що перевищували використані препарати, які порівнювалися, можна структурувати у такому порядку: 1.7 – 26,4 %; 1.9 – 26,3 %; 1.4 – 24,1 %. Сполуки під робочим шифром 1.3 та 1.10 не проявили здатності обмежувати надлишок активних форм азоту, що можливо пояснюється наявністю у структурі молекули іона магнію.

Однією з антиоксидантних систем, що функціонують в організмі є тіол-дисульфідна система та найбільш активна її складова – система глутатіону. Компоненти цієї системи – глутатіон, цистеїн, метіонін та інші, що мають у своїй структурі вільну тіольну групу у відновленій формі, здатні зв’язувати активні форми оксиду азоту, таким чином зменшуючи негативний вплив останніх. Враховуючи наявність у молекулах досліджуваних сполук тіольної групи, важливим, на нашу думку, є встановлення їхньої активності стосовно підтримки тіол-дисульфідної рівноваги в клітині за умов моделювання окисного та нітрозативного стресу. Більшість тіолів здатні значно обмежувати цитотоксичність NO та його реакційних форм. Зв’язуючись з NO, тіоли утворюють комплекс у вигляді     S-нітрозотіолів, які формують депо ендогенного NO. Ця реакція попереджує зв’язування молекули NO з супероксидом, а також  утворення пероксинітриту.

Важливою біохімічною реакцією у процесі розгортання нітрозативного стресу є сполучення відновленої форми глутатіону з активними формами азоту. у таку реакцію включаються всі білкові сполуки, що містять тіолову групу. В результаті утворюються N-нітроаміни. Неконтрольоване зростання реакційно-здатних форм оксиду азоту викликає подальше окиснення білків та інактивацію ферментів, що ще більше виснажує антиоксидантну систему клітини. Проведені дослідження підтверджують, що функціонування системи глутатіону на певному рівні ефективно захищає клітину від окисного стресу. 

Встановлено, що інкубування нейронів з DNIC призводило до зміщення тіол-дисульфідної рівноваги в бік окиснених тіолів, про що свідчило вирогідне зниження рівня відновленого глутатіону у 5,9 разів, яке відбувалося на тлі накопичення його окисненої форми у 3,6 разів. Вказане порушення тіол-дисульфідної рівноваги розгорталося на тлі зниження активності ключових ферментів системи глутатіону – Г-S-Т і ГР відносно інтактних проб (табл. 3.4 – 3.7). Так, активність вказаних ферментів на 60 хв інкубації була нижчою у 5,4 та 3,4 рази відповідно стосовно інтактної серії (р<0,05). 

Таблиця 3.4

Активність похідних 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-(-тіокарбонових кислот в суспензії нейронів in vitro при DNIC-індукованому стресі, М ± m
	№ п/п
	Сполуки
	Доза, мкмоль/мл
	Глутатіон відновлений, ммоль/л
	Антиоксидантна активність, %

	1.
	інтакт
	-
	3,06 ± 0,37
	-

	2.
	контроль
	-
	0,52 ± 0,14#
	-

	3.
	1,2,4-триазол
	0,38
	0,61 ± 0,36
	17,3

	4.
	1.1
	2,5
	0,93 ± 0,21
	78,8

	5.
	1.2 (тіотриазолін)
	2,5
	1,55 ± 0,19*
	2,98 рази 

	6.
	1.3
	0,38
	0,89 ± 0,31
	71,1

	7.
	1.4
	0,38
	0,97 ± 0,25
	86,5

	8.
	1.5
	2,5
	0,81 ± 0,26
	55,8

	9.
	1.6
	0,38
	1,18 ± 0,45
	2,3 рази

	10.
	1.7
	2,5
	1,31 ± 0,51
	2,5 рази 

	11.
	1.8
	2,5
	0,84 ± 0,36
	61,5

	12.
	1.9
	2,5
	1,06 ± 0,29
	2,0 рази

	13.
	1.10
	2,5
	0,56 ± 0,33
	7,7

	14.
	1.11 (ангіолін)
	2,5
	1,68 ± 0,51*
	3,2 рази

	15.
	метіонін
	0,78
	0,87 ± 0,85
	67,3

	16.
	унітіол
	0,78
	0,88 ± 0,77
	69,2

	17.
	тіосульфат натрію
	15,6
	0,65 ± 0,16
	25,0

	18.
	дибунол
	3,0
	0,89 ± 0,19
	71,1

	19.
	α-токоферол
	2,5
	0,85 ± 0,26
	63,4


Примітки:

1. # – р<0,05 – порівняння показників у контрольній та інтактній групах;

2. * – р<0,05 – порівняння показників у контрольних та дослідних групах.
Таблиця 3.5

Активність похідних 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-(-тіокарбонових кислот в суспензії нейронів in vitro при DNIC-індукованому стресі, М ± m
	№ п/п
	Сполуки
	Доза, мкмоль/мл
	Глутатіон окиснений, ммоль/л
	Антиоксидантна активність, %

	1.
	інтакт
	-
	0,129 ± 0,022
	-

	2.
	контроль
	-
	0,471 ± 0,092#
	-

	3.
	1,2,4-триазол
	0,38
	0,405 ± 0,083
	14,0

	4.
	1.1
	2,5
	0,341 ± 0,076
	27,6

	5.
	1.2 (тіотриазолін)
	2,5
	0,168 ± 0,031*
	64,3

	6.
	1.3
	0,38
	0,385 ± 0,069
	18,2

	7.
	1.4
	0,38
	0,285 ± 0,054
	39,5

	8.
	1.5
	2,5
	0,349 ± 0,082
	25,9

	9.
	1.6
	0,38
	0,227 ± 0,056*
	51,8

	10.
	1.7
	2,5
	0,204 ± 0,036*
	56,7

	11.
	1.8
	2,5
	0,312 ± 0,049
	31,8

	12.
	1.9
	2,5
	0,239 ± 0,055
	49,2

	13.
	1.10
	2,5
	0,428 ± 0,067
	9,1

	14.
	1.11 (ангіолін)
	2,5
	0,143 ± 0,032*
	69,6

	15.
	метіонін
	0,78
	0,371 ± 0,087
	21,2

	16.
	унітіол
	0,78
	0,369 ± 0,067
	21,6

	17.
	тіосульфат натрію
	15,6
	0,391 ± 0,072
	17,0

	18.
	дибунол
	3,0
	0,336 ± 0,069
	28,7

	19.
	α-токоферол
	2,5
	0,377 ± 0,071
	19,9


Примітки:

1. # – р<0,05 – порівняння показників у контрольній та інтактній групах;

2. * – р<0,05 – порівняння показників у контрольних та дослідних групах.
Таблиця 3.6

Активність похідних 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-(-тіокарбонових кислот в суспензії нейронів in vitro при DNIC-індукованому стресі, М ± m
	№ п/п
	Сполуки
	Доза, мкмоль/мл
	Г-S-Т, ммоль/

(хв.* г білка)
	Антиоксидантна активність, %

	1.
	інтакт
	-
	29,11 ± 2,18
	-

	2.
	контроль
	-
	5,43 ± 1,19#
	-

	3.
	1,2,4-триазол
	0,38
	6,06 ± 1,36
	11,6

	4.
	1.1
	2,5
	9,36 ± 1,54
	72,4

	5.
	1.2 (тіотриазолін)
	2,5
	18,84 ± 2,68*
	3,5 

	6.
	1.3
	0,38
	6,37 ± 1,55
	17,3


	7.
	1.4
	0,38
	13,66 ± 2,06*
	2,5 

	8.
	1.5
	2,5
	8,23 ± 1,74
	51,6

	9.
	1.6
	0,38
	15,04 ± 2,26*
	2,8 

	10.
	1.7
	2,5
	16,26 ± 2,37*
	3,0 

	11.
	1.8
	2,5
	12,31 ± 1,83*
	2,3 

	12.
	1.9
	2,5
	12,32 ± 1,79*
	2,2 

	13.
	1.10
	2,5
	6,08 ± 1,09
	12,0

	14.
	1.11 (ангіолін)
	2,5
	20,3 ± 1,43*
	3,7 

	15.
	метіонін
	0,78
	8,56 ± 1,45
	57,6

	16.
	унітіол
	0,78
	8,61 ± 1,52
	58,6

	17.
	тіосульфат натрію
	15,6
	7,67 ± 1,69
	41,2

	18.
	дибунол
	3,0
	10,52 ± 2,06
	1,9 

	19.
	α-токоферол
	2,5
	9,44 ± 1,73
	73,8


Примітки:

1. # – р<0,05 – порівняння показників у контрольній та інтактній групах;

2. * – р<0,05 – порівняння показників у контрольних та дослідних групах.
Таблиця 3.7
Дія похідних 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-(-тіокарбонових кислот в суспензії нейронів in vitro при DNIC-індукованому стресі, М ± m
	№ п/п
	Сполуки
	Доза, мкмоль/мл
	ГР, ммоль/(хв.* г білка)
	Антиоксидантна активність, %

	1.
	інтакт
	-
	14,85 ± 2,12
	-

	2.
	контроль
	-
	4,38 ± 0,95#
	-

	3.
	1,2,4-триазол
	0,38
	5,41 ± 0,88
	23,5

	4.
	1.1
	2,5
	6,02 ± 0,96
	37,4

	5.
	1.2 (тіотриазолін)
	2,5
	10,06 ± 1,06*
	2,3 р

	6.
	1.3
	0,38
	5,54 ± 1,11
	26,5

	7.
	1.4
	0,38
	7,01 ± 0,78*
	60,0

	8.
	1.5
	2,5
	5,96 ± 0,69
	36,1

	9.
	1.6
	0,38
	8,42 ± 0,56*
	92,2

	10.
	1.7
	2,5
	8,51 ± 0,77*
	94,3

	11.
	1.8
	2,5
	7,22 ± 1,03
	64,8

	12.
	1.9
	2,5
	7,66 ± 0,93*
	74,9

	13.
	1.10
	2,5
	5,13 ± 0,42
	17,1

	14.
	1.11 (ангіолін)
	2,5
	11,69 ± 0,83*
	2,7 р

	15.
	метіонін
	0,78
	5,91 ± 0,89
	34,9

	16.
	унітіол
	0,78
	5,77 ± 0,84
	31,7

	17.
	тіосульфат натрію
	15,6
	5,47 ± 0,96
	24,9

	18.
	дибунол
	3,0
	6,51 ± 0,71
	48,6

	19.
	α-токоферол
	2,5
	5,59 ± 0,75
	27,6


Примітки:

1. # – р<0,05 – порівняння показників у контрольній та інтактній групах;

2. * – р<0,05 – порівняння показників у контрольних та дослідних групах.

Біохімічною основою вказаних змін в умовах надлишку активних форм азоту є активація процесів S-нітрозування та денітрозування білкових молекул, які в даний час розглядаються як основа клітинного сигналінгу. 

Глутатіон, який є ендогенним антиоксидантом, виконує роль «пастки» супероксид-аніону та гідроксид-аніону, обмежуючи тим самим їхню цитотоксичну дію та попереджає пошкодження клітинних мембран і внутрішньоклітинних органел. Окрім того, глутатіон виконує багато інших функцій, життєво важливих для клітини. До них можна віднести детоксикаційну, структурну та регуляторну. Відновлена форма глутатіону, нарівні з іншими тіол-вмісними білками, розглядається в якості інгібітора активних форм кисню та стабілізує клітинні мембрани. У цитоплазмі клітин глутатіон зв’язує активні іони заліза та міді, попереджуючи тим самим їх включення у реакцію Фентона, при якій утворюється реакційно-здатний та цитотоксичний гідроксил-радикал. За умови активації перекисного окиснення ліпідів та окисної модифікації білків, падіння рівня відновленого глутатіону з паралельним накопиченням його окисненої форми (дисульфіду) відбувається фосфорилювання та активація ядерного фактора NF-kB – ключового регуляторного білка клітинної загибелі. Останнє, у свою чергу, викликає зростання швидкості транскрипції генів прозапальних цитокінів. Крім того, зниження загального вмісту SH-груп в клітині обумовлює зміну проникності та біодоступності мембран для токсичного впливу продуктів окисного стресу. 
Підвищення рівня окиснених низькомолекулярних тіолів призводить до порушення транспорту оксиду азоту та посилення утворення його активних токсичних форм – нітрозонію, нітроксилу та пероксинітриту, що також показано у нашому дослідженні (табл. 3.3). Накопичення перерахованих сполук у клітині викликає додаткове окиснення відновлених тіолових сполук. 
Встановлена нашими дослідженнями здатність окремих досліджуваних сполук виступати в ролі молекул-«пасток» вільних радикалів та чинити модулюючу дію стосовно тіол-дисульфідної рівноваги в клітинах є найбільш важливим проявом їхнього антиоксидантного ефекту. Збільшення функціональності системи глутатіону, а також пов’язаних з його обміном ферментів – глутатіон-редуктази та глутатіон-S-трансферази, при внесенні до інкубаційного середовища похідних 1,2,4-триазолу – 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіокарбонових кислот та їх солей захищає клітини від активних форм кисню та продуктів перекисного окиснення. 

Найбільш активними у цьому відношенні виявилися тіотриазолін (1.2) та ангіолін (1.11). Вказані сполуки в дослідах in vitro обмежували не лише окисну модифікацію білків (табл. 3.1 – 3.2), а й завдяки модуляції патобіохімічних реакцій окисного стресу сприяли обмеженню окисної модифікації ферментів, зберігаючи їхню функціональну активність. Так, внесення тіотриазоліну викликало збереження активності глутатіон-S-трансферази у 3,5 разів, а глутатіон-редуктази – у 2,3 рази. Ангіолін чинив у даному разі більш виражену дію та вирогідно підвищував активність вказаних ферментів у 3,7 та 2,7 разів відповідно, порівняно з показниками активності в контрольній серії. Також досить активними при вивченні здатності підтримувати тіол-дисульфідну рівновагу виявилися сполуки з шифром 1.6, 1.7, 1.8, 1.9 (табл. 3.6 – 3.7).
Суттєве падіння активності Г-S-Т може відігравати значну роль при активації процесів та перетворень, які перенаправляють клітину до запрограмованої загибелі (апоптозу). Активність цього ферменту разом з підтриманням на певному рівні відновленої форми глутатіону відіграє основну роль у переключенні некротичної гибелі на некроз. Перераховані патобіохімічні механізми, які протікають у клітині, а також отримані нами дані підтверджують захисну роль відновленої форми глутатіону та підтримку тіол-дисульфідної рівноваги завдяки внесенню тіол-вмісних сполук до нейрональної суспензії. 

Отримані  дані дозволяють виділити найбільш активну сполуку-лідера, а саме – ангіолін, для проведення подальших досліджень щодо виявлення ендотеліопротекторної та кардіопротекторної дії цього засобу.
Висновки до розділу 3

1. Внаслідок проведенного скринінгу in vitro 11 сполук, похідних 1,2,4-триазолу, на суспензії нейронів щурів в умовах нітрозуючого та оксидативного стресу (додавання DNIC) – визначено сполуку-лідер – ангіолін.

2. Ангіолін перевищував за антиоксидантною активністю інші досліджувані речовини, збільшуючи активність глутатіон-S-трансферази у 3,7 разів, глутатіон редуктази в 2,7 разів, рівень глутатіону відновленого в 3,2 рази, зменшуючи вміст маркерів окиснювальної модифікації білків (АФГ, КФГ), окисного глутатіону, нітротирозину (р<0,05).
РОЗДІЛ 4
ДОСЛІДЖЕННЯ НЕШКІДЛИВОСТІ АНГІОЛІНУ В ГОСТРОМУ І ХРОНІЧНОМУ ЕКСПЕРИМЕНТАХ ТА ВИЗНАЧЕННЯ ЕД50

4.1. Визначення гострої токсичності ангіоліну
4.1.1. Визначення гострої токсичності при внутрішньошлунковому і внутрішньоочеревинному введенні у мишей 
Після визначення сполуки-лідера в ряду похідних 1,2,4-триазолу було проведено дослідження нешкідливості ангіоліну.

Результати досліджень свідчать про те, що одноразове внутрішньошлункове введення максимально допустимого об’єму 0,8 мл 25% розчину ангіоліну в дозі 10000 мг/кг не викликало загибелі жлдгої з 6 тварин із групи протягом доби (табл. 4.1).

Таблиця 4.1

Вивчення гострої токсичності 25% розчину препарату «Ангіолін» у мишей при внутрішньошлунковому введенні

	Максимально допустимий об’єм, мл
	Доза, 

мг/кг
	Кількість мишей
	Летальність, %

	
	
	Загальна
	Загиблі
	Ті, що вижили
	

	0,8
	10000
	6
	0
	6
	0


Одноразове внутрішньоочеревинне введення максимально допустимого об’єму 1 мл 25% розчину ангіоліну в дозі 12500 мг/кг не викликало загибелі ні в одного з 6 тварин з групи протягом доби (табл. 4.2).
Таблиця 4.2

Вивчення гострої токсичності 25 % розчину препарату «Ангіолін» у мишей при внутрішньошлунковому введенні, М ± m
	Максимально допустимий об’єм, мл
	Доза, 

мг/кг
	Кількість мишей
	Летальність, %

	
	
	Загальна
	Загиблі
	Ті, що вижили
	

	1
	12500
	6
	0
	6
	0


Спостереження за тваринами не показали патологічних змін зовнішнього вигляду і поведінки експериментальних тварин на 1, 7 і 14-у добу після одноразового внутрішньошлункового і внутрішньоочеревинного введення препарату. Встановлено, що динаміка зміни маси тіла тварин при цьому перебувала в межах фізіологічної норми (табл. 4.3).

Таблиця 4.3

Динаміка зміни маси тіла мишей (%) після одноразового внутрішньошлункового і внутрішньоочеревинного введення 25 % розчину препарату «Ангіолін», M + m
	Групи тварин
	Початковий стан, (г)
	7-а

доба, (г)
	14-а

доба, (г)

	ангіолін

внутрішньошлунковий 

шлях введення
	21,50+ 0,99


	22,17+ 0,79

+3,11 %
	22,00 + 0,82

+2,32 %

	ангіолін

внутрішньоочеревинний 

шлях введення
	22,00+ 1,15


	22,83+ 0,79

+3,77 %
	23,17+ 0,75

+5,32 %


Внаслідок того, що ми не спостерігали загибелі мишей при введенні максимально допустимих об’ємів  розчину,  нами було проведено дослідження гострої токсичності субстанції. Результати, представлені в таблиці 4.4,  свідчать про те, що одноразове внутрішньоочеревинне введення субстанції препарату «Ангіолін» викликало 100% загибель тварин протягом доби в дозі 11000 мг/кг. Введення субстанції препарату «Ангіолін» внутрішньошлунково в дозі 13000 мг/кг токсично для всіх тварин – 100 % летальність. Спостереження за тваринами, які отримували проміжні дози препарату,  дозволили нам визначити LD50 за допомогою методу найменших квадратів.
Клінічна картина гострого отруєння мишей при внутрішньоочеревинному і внутрішньошлунковому введені досліджуваної субстанції була однотипною, характеризувалася гіподинамією тварин, появою у них «корчів» (судомне витягування черевних м’язів) з періодичністю 1 раз за 30 с, порушенням функції дихання і загибеллю.

Таблиця 4.4

Вивчення гострої токсичності субстанції «Ангіолін» у мишей при внутрішньоочеревинному і внутрішньошлунковому введенні, М ± m 
	Препарат
	Доза, мг/кг
	Кількість тварин
	Леталь-ність, %
	LD50

мг/кг


	
	
	Загальна
	Загиблих
	Ті, що вижили
	
	

	Субстанція ангіоліну
внутрішньо-

оеревинно
	5000

7000

9000

11000
	6

6

6

6
	0

0

3

6
	6

6

3

0
	0

0

50,0

100,0
	9000±666,7

	Субстанція ангіоліну
внутрішньо-

шлунково
	7000

9000

11000

13000
	6

6

6

6
	0

1

4

6
	6

5

2

0
	0

16,7

66,7

100,0
	10309±677,4


Дослідження показали, що LD50 субстанції препарату «Ангіолін» (виробництва «КМП», м. Київ спільно з НПО «Фарматрон», м. Запоріжжя) становить 9000 мг/кг – внутрішньоочеревинне введення і 10309 мг/кг –внутрішньошлункове введення.

Встановлено, що динаміка зміни маси тіла тварин при цьому перебувала в межах фізіологічної норми (табл. 4.5).

Таблиця 4.5

Динаміка зміни маси тіла мишей (%) після одноразового внутрішньошлункового і внутрішньоочеревинного введення субстанції «Ангіолін», M + m
	Групи тварин
	Початковий стан, (г)
	7-а

доба, (г)
	14-а

доба, (г)

	ангіолін

внутрішньошлунковий 

шлях введення (N=13)
	19,36+ 0,89


	20,15+ 0,76

+4,08 %
	20,43 + 0,64

+5,53 %

	ангіолін

внутрішньоочеревинний 

шлях введення (N=15)
	20,17+ 0,75


	21,10+ 0,83

+4,61 %
	21,56+ 0,76

+6,89 %


4.1.2. Визначення гострої токсичності при внутрішньошлунковому і внутрішньоочеревинному введенні препарату у щурів
Результати досліджень свідчать про те, що одноразове внутрішньошлункове введення максимально допустимого об’єму 5 мл 25% розчину ангіоліну в дозі 6250 мг/кг не викликало загибелі жодної з 6 тварин із групи протягом доби (табл. 4.6).
Таблиця 4.6

Вивчення гострої токсичності 25 % розчину препарату «Ангіолін» у щурів при внутрішньошлунковому введенні, М ± m
	Доза, 

мг/кг
	Кількість щурів
	Летальність, %

	
	Загальна
	Загиблі
	Ті, що вижили
	

	6250
	6
	0
	6
	0


Одноразове внутрішньоочеревинне введення максимально допустимого об’єму 5 мл 25 % розчину ангіоліну в дозі 6250 мг/кг не викликало загибелі ні в одного з 6 тварин з групи протягом доби (табл. 4.7).

Таблиця 4.7

Вивчення гострої токсичності 25 % розчину препарату «Ангіолін» у щурів при внутрішньоочеревинному введенні, М ± m
	Максимально допустимий об’єм, мл
	Доза, 

мг/кг
	Кількість щурів
	Летальність, %

	
	
	Загальна
	Загиблих
	Ті, що вижили
	

	5
	6250
	6
	0
	6
	0


Видимих патологічних змін зовнішнього вигляду і поведінки експериментальних тварин на 1, 7 і 14-у добу після одноразового внутрішньоочеревинного введення препарату не зареєстровано.

Встановлено, що динаміка зміни маси тіла тварин при цьому перебувала в межах фізіологічної норми (табл. 4.8).
Таблиця 4.8

Динаміка зміни маси тіла щурів (%) після одноразового внутрішньошлункового і внутрішньоочеревинного введення 25 % розчину «Ангіолін», M + m, (n=10)
	Групи тварин
	Початковий стан, (г)
	7- а
доба, (г)
	14-а 

доба, (г)

	1
	2
	3
	4

	ангіолін
внутрішньошлунковий 
шлях введення 
	179,2 + 3,00

	181,2 + 2,13
+1,12 %
	182,5 + 2,50
+1,84 %

	ангіолін
внутрішньоочеревинний 
шлях введення 
	180,3 + 2,79

	182,5 + 3,09
+1,22 %
	185,0 + 2,24
+2,61 %


Внаслідок того, що ми не спостерігали загибелі щурів при введенні максимально допустимих об’ємів розчину, нами було проведено дослідження гострої токсичності субстанції. Результати, які представлено в таблиці 4.9. і свідчать про те, що одноразове внутрішньошлункове введення ангіоліну в дозі 11000 мг/кг не викликало загибелі жодної тварини. При введенні ангіоліну в дозі 13000 мг/кг загинув 1 щур в період між 1 і 2 добою, а 5 залишалися живими. Від дози 15000 мг/кг протягом 36 годин загинуло 3 тварини з 6. Введення сполуки ангіолін в дозі 17000 мг/кг викликало загибель 5 тварин в нічний час за 1 добу спостереження. Одноразове внутрішньоочеревинне введення ангіоліну в дозі 19000 мг/кг викликало            100 % загибель тварин протягом доби.

Таблиця 4.9

Визначення гострої токсичності ангіоліну при одноразовому внутрішньошлунковому введенні білим нелінійним щурам через 
2 тижні спостереження, M + m, (n=10)
	Доза, мг/кг

(№ групи)
	11000 (1)
	13000 (2)
	15000 (3)
	17000 (4)
	19000 (5)

	Вижило

Загинуло
	6

0
	5

1
	3

3
	1

5
	0

6
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Спостереження за тваринами, які отримували проміжні дози ангіоліну, дозволили нам визначити ЛД50 при внутрішньошлунковому введенні, яка становить 15000 ( 211 мг/кг.
Дані, які представлено в таблиці 4.10, свідчать про те, що одноразове внутрішньоочеревинне введення ангіоліну в дозі 4000 мг/кг не викликало загибелі жодної тварини. При введенні ангіоліну в дозі 6000 мг/кг загинули 2 щурі в період між 1 і 2 добою, а 4 залишалися живими. Від дози 8000 мг/кг протягом 36 годин загинуло 3 тварини з 6. Введення сполуки ангіолін в дозі 10000 мг/кг викликало загибель 5 тварин у нічний час за 1 добу спостереження. Одноразове внутрішньоочеревинне введення ангіоліну в дозі 12000 мг/кг викликало 100 % загибель тварин протягом доби.

Таблиця 4.10

Визначення гострої токсичності ангіоліну при одноразовому внутрішньоочеревинному введенні білим нелінійним щурам через           2 тижні спостереження, M + m, (n=10)
	Доза, мг/кг

(№ групи)
	4000 (1)
	6000 (2)
	8000 (3)
	10000 (4)
	12000 (5)

	Вижило

Загинуло
	6

0
	4

2
	3

3
	1

5
	0

6
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Спостереження за тваринами,  які отримували проміжні дози ангіоліну, дозволили нам визначити ЛД50 при внутрішньоочеревинному введенні, яка становить 7667 (177 мг/кг.

Картина гострого отруєння тварин, які отримали токсичну дозу ангіоліну при внутрішньошлунковому і внутрішньоочеревинному шляхах введення, характеризувалася млявістю, загальмованістю, пасивністю, полідипсією у всіх щурів. Через кілька хвилин симптоми посилювались, спостерігалося дихання за Чейн-Стоксом, гіподинамія. Через 2 год дихання ставало ледве помітним, слабким, відсутні будь-які рухи. Загибель тварин відбувалася від паралічу дихального центру. У тварин, які отримали проміжні дози ангіоліну, і вижили за 14 діб, протягом 12 год спостерігалася млявість, загальмованість, пасивність, полідипсія, дихання чейн-стоксовского типу, внаслідок порушення кровопостачання і зниження збудливості дихального центру. Через 24 год симптоми поступово  слабшали, аж до повного зникнення. Через 48-72 год після введення препарату щурам дихання нормалізувалося, відновилася рухова активність, з’явився здоровий апетит. Нашими дослідженнями показано, що зміни маси тіла, щурів, які вижили, і яким одноразово вводили ангіолін,  як в дозах від 11000 до 17000 мг/кг внутрішньошлунково, так і в дозах від 4000 до 10000 мг/кг, були в межах фізіологічної норми (табл. 4.11, 4.12).     
Таблиця 4.11
Динаміка зміни маси тіла щурів, які вижили після одноразового внутрішньошлункового введення ангіоліну (11000–17000 мг/кг) (M ( m)

	Термін спостереження
	Початкова вага (г)
	Вага на 7-му добу (г)
	Вага на 14-ту добу (г)

	Інтактні тварини

(п=6)
	162,7 ± 2,1
	170,0 ± 4,1
	175,3 ± 3,2

	Тварини, які отримали ангіолін

(п=20) 
	166,2 ± 7,0
	174,1 ± 6,0
	177,8 ± 4,7


Таблиця 4.12

Динаміка зміни маси тіла щурів, які вижили після одноразового внутрішньоочеревинного введення ангіоліну (4000–10000 мг/кг) (M ( m)

	Термін спостереження
	Початкова вага (г)
	Вага на 7-му добу

(г)
	Вага на 14-ту добу

( г)

	Інтактні тварини

(п=6)
	167,1 ± 3,5
	168,7 ± 5,0
	174,3 ± 5,8

	Тварини, які отримали ангіолін

(п=14) 
	158,3 ± 6,1
	161,2 ± 4,2
	168,4 ± 5,2


При анатомічному розтині загиблих щурів з усіх груп, яким внутрішньошлунково і внутрішньоочеревинно вводили ангіолін, спостерігалося виражене повнокрів’я судин очеревини, печінка повнокровна, світло-коричневого кольору, м’якої консистенції, краї печінки закруглені. Слизова шлунка гіперемована, набрякла. На розрізі тканина з блиском. Портальні тракти набряклі, повнокрів’я центральних міждолькових вен. Головний мозок – без видимих змін, дрібні крововиливи, судини мозочка і стовбура розширені, повнокровні. Тимус помірно в’ялий, блідо-рожевий. Шлунок, при внутрішньошлунковому введенні препарату, повний, сечовий міхур повний. Тонка кишка заповнена вмістом, низхідна ободова – роздута. Сечовий міхур повний. Нирки без видимих зовнішніх змін. Судини мозочка і стовбура дуже розширені, повнокровні. Тимус помірно в’ялий, блідо-рожевий. У серці загиблих тварин шлуночки щільні, в стадії скорочення, кровоносні судини повнокровні. У серці виявлено помірне розширення і повнокрів’я судин артеріального і венозного русла, в навколосерцевому просторі – невелике скупчення крові.

За результатами дослідження гострої токсичності препарату «Ангіолін» (миші, щурі) препарат віднесено до V класу токсичності (практично нетоксичні речовини).
4.1.3. Визначення гострої токсичності при внутрішньовенному введенні препарату у кролів
Результати досліджень свідчать про те, що одноразове внутрішньовенне введення максимально допустимого об’єму 20 мл 25 % розчину ангіолін  в дозі 1670 мг/кг не викликало загибелі жодної з 5 тварин із групи протягом доби (табл. 4.13).
Таблиця 4.13
Вивчення гострої токсичності 25 % розчину препарату «Ангіолін» у кролів при внутрішньовенному введенні, M + m
	Максимально допустимий об’єм, мл
	Доза, 

мг/кг
	Кількість кролів
	Летальність, %

	
	
	Загальна
	Загиблих
	Ті, що вижили
	

	20
	1670
	5
	0
	5
	0


Видимих патологічних змін зовнішнього вигляду і поведінки експериментальних тварин на 1, 7 і 14-у добу після одноразового внутрішньовенного введення препарату не зареєстровано.
За результатами дослідження гострої токсичності препарату «Ангіолін» (миші, щурі, кролі) препарат було віднесено до V класу токсичності (практично нетоксичні речовини). Препарат «Ангіолін» не виявляє шкірно-подразнюючу дію на неушкоджену шкіру щурів, і не володіє ульцерогенною дією у щурів.

4.2. Аналіз кумулятивних властивостей ангіоліну
Орієнтовний мінімум інформації можна отримати в гострих дослідах  шляхом визначення індексу кумуляції. Для цього реєстрували летальність протягом 14 діб після одноразового введення. Загибелі тварин не спостерігали протягом цих двох тижнів. Таким чином, індекс кумуляції:
Ік =1 - LD50 (14) / LD50 (1) = 0
Отриманий коефіцієнт кумуляції свідчить про ступінь безпеки при хронічних отруєннях і відноситься до класу практично нетоксичних речовин.

Таким чином, досліджуваний препарат не має кумулятивних властивостей відповідно до індексу кумуляції.
4.3. Встановлення  хронічної токсичності ангіоліну
При вивченні хронічної токсичності протягом 90 днів  тваринам внутрішньоочеревинно вводили 2,5 % розчин ангіоліну. Ангіолін вводили внутрішньоочеревинно в дозах 50, 250 і 500 мг/кг та проводили спостереження (таблиця 4.14).
Таблиця 4.14
Зведена таблиця результатів дослідження
	Хронічна токсичність

	
	Показники
	25% розчин ангіоліну
(90 днів, внутрішньоочеревинне введення)

	
	
	50 мг/кг
	250 мг/кг
	500 мг/кг

	1.
	Загальне спостереження за тваринами

	
	Летальність
	0%
	0%
	0%

	
	Маса тіла
	+18,3%#
	+25,3%#
	+23,1%#

	
	Тест «відкрите поле»

	
	Рухова активність (квадрати)
	+3,7%
	-3,1%
	+11,1%

	
	Дослідницька активність (норки)
	+37,7%
	+21,5%
	+29,7%

	
	Емоційна активність (грумінг)
	-20,0%
	+23,4%
	+20,0%

	
	Вегетативний компонент емоційної активності (болюси)
	-7,8%
	+30,4%
	+84,3%

	2.
	Функціональний стан серцево-судинної системи

	
	Показники біоелектричної активності серця
	Зміни в межах норми в дозах 50 і 250 мг/кг, 500 мг/кг можуть сприяти уповільненню проведення імпульсів через передсердно-шлуночковий вузол

	3.
	Динаміка змін показників периферичної крові

	
	Еритроцити
	+2,9%
	-20,4%
	+12,9

	
	Лейкоцити
	-45,2%
	-53,4%
	-51,9%

	
	Hb
	+1,6%
	-16,2%
	-2,7%

	
	ШОЕ
	+80,0%
	+13,2%
	+93,2%

	
	Гематокрит
	-0,5%
	+2,7%
	+0,8%

	4.
	Динаміка змін морфологічного складу лейкоцитів

	
	Лімфоцити
	49,5
	44,5
	50,8

	
	Моноцити
	2,00
	2,17
	2,00

	
	Еозинофіли
	1,50
	1,67
	2,00


Продовження таблиці 4.14
	1
	2
	3
	4
	5

	
	Нейтрофіли сегментоядерні
	42,0
	52,2
	43,8

	
	Нейтрофіли паличкоядерні
	0,83
	0,50
	1,00

	
	Максимальна резистентність
	+2,8%
	+2,8%
	+5,5%

	5.
	Динаміка змін показників вуглеводного і білкового обміну в сироватці крові

	
	Загальний білок, г/л
	+1,4%
	+5,5%
	+3,7%

	
	Глюкоза, ммоль/л
	+2,1%
	+2,6%
	+6,5%

	6.
	Динаміка змін біохімічних показників сироватки крові

	
	АлАТ, мкмоль.мл/год
	+6,3%
	+2,5%
	+11,9%

	
	АсАТ, мкмоль.мл/год
	+71,8%*
	+107,6%*
	+88,1%*

	
	Лужна фосфатаза, мкмоль•мл/год
	+57,9%*
	+79,4%*
	+71,5%*

	
	Креатинін, ммоль/год
	-4,6%
	+2,3%
	-2,9%

	7.
	Динаміка змін показників білкового обміну та азотовмісних речовин в сечі
	Всі показники в нормі

	8.
	Патоморфологічне дослідження тканин органів (мозок, нирки, печінка, серце, шлунок, легені, селезінка, наднирники, сім'яники)
	Відсутність токсичної дії

	9.
	Дослідження впливу на клітинний і гуморальний імунітет
	Відсутність імунотоксичної дії ангіоліну в дозі 50 мг/кг нівелювала імуносупресивну дію циклофосфану


Примітки:
1. * – % змін встановлено щодо показників контролю;

2. # – % змін відносно вихідного фону. 

При 180-денному внутрішньошлунковому введенні ангіоліну в дозах 100, 500 і 1000 мг/кг встановлено (таблиця 4.15)
Таблиця 4.15
Зведена таблиця результатів дослідження
	Хронічна токсичність

	
	Показники
	АНГІОЛІН
(180 днів, внутрішньошлункове введення)

	
	
	100 мг/кг
	500 мг/кг
	1000 мг/кг

	1
	2
	3
	4
	5

	1.
	Загальне спостереження за тваринами

	
	Летальність
	0%
	0%
	0%

	
	Маса тіла
	+47,4%  #
	+44,9% #
	+58,7% #

	
	Тест «відкрите поле»

	
	Рухова активність (квадрати)
	+4,6%
	+28,2%
	+23,4%


Продовження таблиці 4.15
	
	Рухова активність (стойки)
	+4,7%
	+69,7%
	+27,9%

	
	Дослідницька активність (норки)
	+53,8%
	+130,8%
	+153,8%

	
	Емоційна активність (грумінг)
	+15,4%
	-10,3%
	-23,1%

	
	Вегетативний компонент емоційної активності (болюси)
	+107,7%
	+53,8%
	+15,4%

	2.
	Функціональний стан серцево-судинної системи

	
	Показники біоелектричної активності серця
	Зміни в межах норми 

	3.
	Динаміка змін показників периферичної крові

	
	Еритроцити
	+6,8%
	+13,6%*
	+18,2%*

	
	Лейкоцити
	-28,4%
	-31,0%
	-12,7%

	
	Hb
	+3,5%
	+10,1%*
	+11,2%*

	
	ШОЕ
	+13,2%
	-7,9%
	+13,2%

	
	Гематокрит
	+1,6%
	+7,3%
	+5,2%

	4.
	Динаміка змін морфологічного складу лейкоцитів

	
	Лімфоцити
	-2,7%
	-3,8%
	-2,5%

	
	Моноцити
	-37,2%*
	-28,6%
	-42,9%

	
	Еозинофіли
	+17,4%
	-13,0%
	-34,8%

	
	Нейтрофіли сегментоядерні
	+12,6%
	+16,9%
	+18,4%

	
	Нейтрофіли паличкоядерні
	+60,0%
	+140,0%
	+60,0%

	5.
	Динаміка змін показників вуглеводного і білкового обміну в сироватці крові

	
	Загальний білок, г/л
	+3,8%
	+6,4%
	+13,6%*

	
	Сечовина, ммоль/л
	0
	-12,5%
	+11,1%

	
	Показники
	АНГІОЛІН
(180 днів, внутрішньошлункове введення)

	
	
	100 мг/кг
	500 мг/кг
	1000 мг/кг

	6.
	Динаміка змін біохімічних показників сироватки крові

	
	АлАТ, МО/л
	+23,4%
	+3,8%
	+64,6%

	
	АсАТ, МО/л
	-16,0%
	-24,7%*
	+10,2%

	
	Лужна фосфатаза, МО/л
	+53,5%*
	-30,2%*
	-43,6%*

	
	Креатинін, мг/л
	-18,2%*
	-9,1%
	+1,5%

	7.
	Динаміка змін показників білкового обміну та азотовмісних речовин в сечі
	Всі показники в нормі

	8.
	Патоморфологічне дослідження тканин органів (мозок, нирки, печінку, серце, шлунок, легені, селезінка, наднирники, сім'яники)
	Відсутність токсичної дії на органи

	9.
	Дослідження впливу на клітинний і гуморальний імунітет
	Відсутність імунотоксичної дії 


           Примітки:

3. * – % змін встановлено щодо показників контролю;

4. # – % змін відносно вихідного фону. 
Вивчення загальнотоксичної дії ангіоліну при 90-денному внутрішньоочеревинному введенні 2,5 % розчину в дозах 50, 250 і 500 мг/кг та при 180-денному внутрішньошлунковому введенні терапевтичної (100 мг/кг), проміжної (500 мг/кг) і субтоксичної (1000 мг/кг) доз показало відсутність значущих негативних змін функцій органів і систем, тобто  продемонструвало безпеку препарату:

- Ангіолін не чинить негативного впливу на інтегральні показники експериментальних тварин (маса тіла, температура, рухова і дослідницька активність, тривожність, тривалість барбітурового сну),  відбувався нормальний набір маси тіла тварин;

- Ангіолін за результатами електрофізіологічних досліджень не спричиняв суттєвого негативного впливу на серцево-судинну систему експериментальних тварин. У проміжній і субтоксичній дозах препарат призводив до уражень серцевого ритму (уповільненню проведення імпульсів через передсердно-шлуночковий вузол);

- Ангіолін у терапевтичній та проміжній дозах не чинив негативного впливу на показники видільної функції нирок експериментальних тварин, у субтоксичній дозі викликав гіперкаліємію;

- Ангіолін проявляв гепатопротекторну дію, що характеризувалось зниженням трансаміназної активності, зменшенням тривалості барбітурового сну;

- Ангіолін не викликав токсичних змін гістоструктури внутрішніх органів (мозок, печінка, легені, шлунок, селезінка, наднирники, сім’яники) у експериментальних тварин.

4.4 Обґрунтування ефективної дози
Ефективну дозу ангіоліну при внутрішньоочеревинному введенні визначали на моделі гострої ішемії міокарда (ГІМ), викликаної введенням щурам адреналіну і кофеїну - бензоату натрію щурам. Дана модель ішемії не супроводжувалась значною загибеллю тварин і рекомендується для проведення патобіохімічних досліджень [226].

За 30 хв до моделювання ГІМ тваринам внутрішньоочеревинно одноразово вводили водний розчин ангіоліну в дозі 25,0; 50,0; 100,0; 150,0 і 250,0 мг/кг. Ефективна терапевтична доза ангіоліну визначалася після побудови кривої «доза – ефект» (Рис.3). Як видно з графіка даної кривої динаміка величини активності МВ-КФК залежно від 5 досліджуваних доз апроксимується регресійною кривою поліноміального характеру.
Результати дослідження показали, що введення ангіоліну щурам з ГІМ у всіх дозах (25,0; 50,0; 100,0; 150,0; 250,0 мг/кг) знижувало гіперферментемію кардіоспецифічного ізоензиму креатинфосфокінази (МВ-КФК) – біохімічного маркера пошкодження мембран кардіоміоцитів. Найбільший позитивний ефект спостерігався при введенні ангіоліну в дозі   50 мг/кг, при цьому явища гиперферментемії МВ-КФК вирогідно зменшувалися на 48,8 %. 
         Згідно отриманих парабол, можна обґрунтовано стверджувати, що при введенні ангіоліну в дозі 50 мг/кг відзначався найбільший кардіопротекторний ефект, що виявлявся мембраностабілізуючою дією з пригніченням кардіальної деструкції, яка обумовлена ішемічними і реперфузійними патохімічними змінами в умовах моделювання гострої ішемії міокарда. Відмічено, що максимальне наближення значень МВ-КФК до величин інтактних тварин спостерігалося в діапазоні доз ангіоліну 50 - 100 мг / кг. Подальше збільшення доз до субмаксимальних (відрізок 150-250 мг / кг), так само як і введення мінімальної дози препарату (25 мг/кг), не супроводжувалося додатковим позитивним кардіопротекторним ефектом.
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Рис. 3 Параболічна залежність кривої «доза – ефект» при введенні ангіоліну експериментальним тваринам з ГІМ (Var 1 – дози ангіоліну, мг/кг; Var 2 активність МВ-КФК, ммоль/л/год).
          Більш того, в рамках обгрунтування та встановлення ЕД50 при гострій ішемії міокарда на тлі парентерального введення ангіоліну, важливо відзначити, що саме при дозі 50 мг / кг відзначалася, згідно розрахованому хі-квадрату при співставленні з дозуванням 250 мг / кг ( χ2 = 4,98 при р = 0,026), найбільша частота плейотропного інгібування елевації кардіального ізоферменту МВ-КФК до значень інтактних тварин при мінімальній токсичності, згідно моніторування побічних явищ. Таким чином, з огляду на мінімальність кардіоспецифічної активності, порогова терапевтична доза склала 25 мг / кг.

Дозування 50 мг/кг є дозою ангіоліну, яка надає оптимальний терапевтичний ефект у більшості експериментальних тварин (ЕД50).

Таким чином, ефективною дозою ангіоліну визначена доза 50,0 мг/кг.
Висновки до розділу 4

1. За результатами дослідження гострої токсичності ангіоліну на 3 видах тварин (миші, щурі, кролі) при внутрішньошлунковому, внутрішньоочеревинному та внутрішньовенному введенні, ангіолін було віднесено до V класу токсичності (практично нетоксичний).
2. Встановлено відсутність загальнотоксичної дії ангіоліну в експериментах на щурах при внутрішньоочеревинному введені в дозах 50, 250, 500 мг/кг протягом 90 днів та внутрішньошлунковому введені в дозах 100, 500, 1000 мг/кг протягом 180 днів. 
3. Відповідно до індексу кумуляції (0) ангіолін не має кумулятивних властивостей. 
4. Визначено ефективну дозу ангіоліну (50 мг/кг) при внутрішньоочеревинному введені щурам за змінами активності МВ-КФК на моделі гострої ішемії міокарда.
РОЗДІЛ 5
КАРДІО- ТА ЕНДОТЕЛІОПРОТЕКТОРНА АКТИВНІСТЬ АНГІОЛІНУ ЗА МОДЕЛЮВАННЯ ГОСТРОГО ІНФАРКТУ МІОКАРДА

Існує думка про те, що ендотеліальна дисфунція – це аномальна, переважно вазоконстрикторна, аутопаракринна реакція судинної стінки у відповідь на вплив різних за походженням механічних і гуморальних факторів [260, 261].
Порушення ендотелійзалежної вазодилатації коронарних судин можуть відігравати суттєву роль в реалізації механізмів зупинки кровообігу при ішемії реперфузії [262].
Тому протиішемічну дію ангіоліну порівняно з мілдронатом вивчали при моделюванні таких патологічних станів:

· модель гострого інфаркту міокарда (ІМ) у щурів;  
·  модель гострої ішемії міокарда у щурів. 
5.1 Вплив ангіоліну на показники ЕКГ за гострого інфаркті міокарда
Експериментальний інфаркт міокарда у щурів супроводжувався підвищенням частоти серцевих скорочень (табл. 5.1).

Таблиця 5.1

Вплив ангіоліну та мілдронату на показники ЕКГ при експериментальному інфаркті міокарда, М ± m, (n=10)
	Досліджувані показники
	Інтактні тварини
	ІМ (контроль)
	ІМ+ангіолін (50 мг/кг)
	ІМ+мілдронат (100 мг/кг)

	1
	2
	3
	4
	5

	Сумарне відхилення ST від ізолінії (мВ)
	60
	218±21*
	44±18#
	69±11#


Продовження таблиці 5.1
	1
	2
	3
	4
	5

	Амплітуда зубців (мВ)
	P
	0,028±0,005
	0,020±0,003
	0,024±0,004
	0,20±0,004

	
	R
	0,21±0,02
	0,23±0,01
	0,21±0,01
	0,23±0,01

	
	T
	0,080±0,007
	0,030±0,003*
	0,078±0,01#
	0,045±0,01#

	Тривалість інтервалів (мс)
	PQ
	39,0±1,7
	31,0±1,4*
	38,0±1,5#
	34,0±1,7

	
	QRS
	31,2±0,2
	33,8±1,0
	31,0±0,77
	33,0±0,77

	Частота серцевих скорочень, уд/хв
	354±12
	475±10*
	327±10#
	400±14#


         Примітки:
1. * –р <0,05 порівняно з інтактними тваринами; 

2. # – р<0,05 порівняно з контролем.
Приймаючи до уваги особливості експериментальної моделі та дифузний характер ішемічного пошкодження міокарда було визначено підвищення сегменту ST від ізолінії і депресії амплітуди зубця Т. Експериментальна терапія інфаркту міокарда ангіоліном приводила до достовірного пониження ЧСС на 21,7 %, зменшенню відхилення ST на 20 %, сприяла відновленню до контрольного рівня амплітуди зубця Т, що свідчило про кардіопротекторну та протиішемічну дію препарату. Мілдронат мав менш виражений вплив на показники ЕКГ в умовах інфаркту міокарда.

5.2. Вплив ангіоліну на морфо-функціональні показники кардіоміоцитів і ендотеліоцитів при гострому інфаркті міокарда 
Ішемічне ушкодження міокарда призвело до зменшення щільності на 20,1 % та площі на 25,3 % ядер кардіоміоцитів, пониження в них концентрації РНК на 12,8 % при зменшенні концентрації РНК в цитоплазмі кардіоміоцитів на 16,5 % порівняно з інтактними тваринами, підвищення кількості апоптично змінених кардіоміоцитів на 265 %. Дані зміни свідчать про наявність ішемічних пошкоджень метаболізму кардіоміоцитів, а саме про порушення балансу процесів біосинтезу в міокарді, деструкції клітин та посиленні апоптозу. При цьому спостерігається ішемічне пошкодження судин міокарда, про що свідчить пониження щільності ядер ендотеліоцитів на 54,4 %. 

Виходячи зі змісту експериментальних даних, представлених в таблиці 5.2, призначення ангіоліну мало значний кардіопротекторний ефект, про що свідчило зменшення зони некрозу в міокарді на 57,8 %. 
Таблиця 5.2

Вплив ангіоліну і мілдронату на морфофункціональні характеристики міокарда при експериментальному інфаркті міокарда, М ± m,  (n=10)
	Досліджувані показники
	Інтактні тварини
	ІМ

(контроль) 
	ІМ+ангіолін (50 мг/кг) 
	ІМ+мілдронат 

(100 мг/кг) 

	1
	2
	3
	4
	5

	Площа ядер кардіоміоцитів, мкм2
	13,8±0,2
	10±0,1*
	13,4±0,2#1
	11,8±0,15#

	Щільність ядер кардіоміоцитів на 1 мм2 площі міокарда
	8418±201
	6722±215*
	8196±206#1
	7265±211#


Продовження таблиці 5.2
	1
	2
	3
	4
	5

	Концентрація РНК в ядрах кардіоміоцитів, Еощ
	0,241±0,001
	0,210±0,001*
	0,243±0,001#1
	0,217±0,001#

	Концентрація  РНК в цитоплазмі, кардіоміоцитів, Еощ
	0,85±0,001
	0,071±0,001*
	0,087±0,001#1
	0,072±0,001

	Щільність ядер апоптичних, деструктивно змінених кардіоміоцитів на 1 мм2 площі міокарда
	211±12
	771±18*
	315±11#1
	588±12#

	Щільність ядер ендотеліоцитів, мкм2 
	463±18
	211±12*
	355±18#1
	288±1#

	Площа некрозу, %
	0
	23,7±1,2*
	10,0±0,5#1
	15,7±0,3#


Примітки:
1. * – р <0,05 щодо інтактних тварин;
2. # – р <0,05 щодо контролю;
3. 1 – р <0,05 щодо мілдронату.
Експериментальна терапія ангіоліном зумовлювала підвищення концентрації РНК в ядрах на 15,5 % і цитоплазмі міокардіоцитів на 20,1 % порівняно з нелікованими тваринами (р<0,05). Подібний вплив ангіоліну на ішемізований міокард сполучається з підвищенням щільності на 21,5 % та площі на 30,1 % ядер міокардіоцитів порівняно з контрольною групою, що свідчить про стимуляцію процесів транскрипції, а також про протиішемічні і репаративні властивості ангіоліну. Ангіолін приводив до зменшення апоптично змінених кардіоцитів на 60 %, що підкреслює наявність антиапоптичної дії препарату. Курсове введення ангіоліну в гострому періоді інфаркту міокарда мало виражений ендотеліопротекторний ефект відносно судин міокарда, що засвідчує вирогідне підвищення щільності ядер ендотеліоцитів на 68 %. Курсове введення мілдронату обумовлювало менш виражену кардіопротекторну та протиішемічну дії порівняно з ангіоліном та не мало достовірного ендотеліопротекторного ефекту.

5.3 Дія ангіоліну на показники NO / тіол-дисульфідну систему за  моделювання гострого інфаркту міокарда
Моделювання ГІМ приводило до пригнічення процесів синтезу оксиду азоту, що виконує в умовах ішемії міокарда роль ендотеліопротекторного та кардіопротекторного фактора, про що свідчило зменшення активності NO синтази на 48,5 %, пониження продукції стабільних метаболітів оксиду азоту – нітратів на 43,9 % на фоні вираженого дефіциту субстрату синтезу              L-аргініну, пониження його рівня в міокарді на 17,6 % (табл.5.3).
  Паралельно реєструвалося і порушення транспорту оксиду азоту: зниження рівня тіолвмісних амінокислот – цистеїну на 56,5 %, метіоніну на 24,4 % і сумарної кількості відновлених тіолів білкових молекул на 38,7 %. Відомо, що NO є нестабільним радикалом з коротким терміном життя і для його стабілізації та подальшого транспорту необхідні такі механізми, як утворення з тіолвміщуючими низькомолекулярними сполуками (глутатіон, цистеїн, метіонін), стійких S-нітрозильних комплексів [263].
  Таблиця 5.3

Вплив ангіоліну і мілдронату на показники синтезу, метаболізму і транспорту NO в міокарді щурів при експериментальному інфаркті міокарда, М ± m,  (n=10)
	Досліджувані показники
	Інтактні тварини
	ІМ

(контроль) 
	ІМ+ангіолін (50 мг/кг) 
	ІМ+мілдронат 

(100 мг/кг) 

	Активність NO-синтази, мкм/мг/хв
	30,5±1,33
	15,7±1,10*
	20,0±0,77#1
	16,5±1,33

	Нітротирозин, нмоль/г
	18,7±1,15
	30,5±1,22*
	17,5±1,33#1
	30,7±2,12

	L-аргінін, мнм/г
	9,1±0,7
	7,5±0,1*
	8,8±0,4#1
	7,0±0,5

	
Метіонін, мкм/г
	4,9±0,1
	3,7±0,03*
	5,0±0,05#1
	3,9±0,1

	Цистеїн, мкм/г
	2,3±0,03
	1,0±0,01*
	2,7±0,01#1
	1,1±0,07

	Загальні відновлені SH-групи, мкм/г
	147,8±7,4
	90,5±5,1*
	138,5±8,08#1
	98,7±3,1

	Активність ГР, мкм/мг/хв
	18,7±0,71
	9,6±0,31*
	27,5±0,21#1
	14,7±0,77#

	Метаболіти NO, мкм/г білка
	18,21±0,85
	10,22±0,56*
	17,12±1,12#1
	10,77±0,89


Примітки:
1. * – р <0,05 щодо інтактних тварин;
2. – р <0,05 щодо контролю;
3. 1 – р <0,05 щодо мілдронату.
В умовах дефіциту тіольних сполук (оксидативний стрес, ішемія, інтоксикація, гіпертонічна хвороба) порушується транспорт NO, тому що він зазнає атаки таких активних форм кисню як суперрадикал та гідроксирадикал з перетворенням в цитотоксичний продукт – пероксинітрит, про що свідчить підвищення його маркеру нітротирозину на 63,1%. При цьому спостерігається посилення ішемічного пошкодження кардіоміоцитів, інтенсифікація оксидативного та нітрозуючого стресу [264]. Рівень тіолів регулюється таким ферментом як глутатіонредуктаза (ГР). В умовах гострої ішемії міокарда спостерігається пригнічення активності ГР на 48,6%. Ангіолін не має прямої стимулюючої дії на активність NO-синтази та рівень L-аргініну, тобто не має прямої дії на продукцію оксиду азоту в умовах ішемії, проте має унікальні властивості – протекторний вплив відносно транспорту NO за рахунок збереження відновлених тіолів. Так встановлено, що введення ангіоліну тваринам з експериментальним інфарктом міокарда вирогідно підвищує рівень відновлених тіольних груп на 53,3%, тіолвмісних амінокислот – метіоніну на 35,1%, цистеїну на 170%, як за рахунок прямої антиоксидантної дії тіольної групи в молекулі препарату, так і за рахунок підвищення активності глутатіонредуктази на 18%. Мілдронат не виявив протекторної дії стосовно тіол-дисульфідної системи. Можливо, ангіолін сам може бути переносником NO або утворювати з ним стабільні S-нітрозильні комплекси. Тому він попереджає перетворення NO під дією активних форм кисню в пероксинітрит (що засвідчує пониження рівня його нітротирозину на 42%), збережуючи його ендотеліопротекторні властивості, що вигідно відрізняє ангіолін від мілдронату, який не володіє цими властивостями.
5.4. Вплив ангіоліну на показники енергетичного обміну міокарда при моделюванні  гострого інфаркту міокарда
Моделювання інфаркту міокарда призводило до ішемічного порушення енергетичного метаболізму – активації гліколізу, дискоординації в циклі Кребса, виснаженню вуглеводних резервів, гальмуванню компенсаторних шунтів енергії і дефіциту макроергічних фосфатів (табл. 5.4). Призначення ангіоліну зумовлювало посилення продукції АТФ на 53,6 % за рахунок інтенсифікації аеробних процесів. Ангіолін мав помірну дію стосовно вмісту субстратів окиснення – глікогену (+47 %) та глюкозо-6-фосфату (+41 %) в ішемізованому міокарді. Ангіолін обмежував активність анаеробного гліколізу в умовах ішемії, про що свідчить пониження рівня лактату на 57 %. При цьому ангіолін нормалізував окиснення в циклі Кребса на дикарбоновій ділянці (підвищення рівня малату на 120 %).
Таблиця 5.4

Вплив ангіоліну і мілдронату на показники енергетичного обміну  та малат-аспартатного шунта при експериментальному
 інфаркті міокарда, М ± m,  (n=10)
	Досліджувані показники
	Інтактні тварини
	ІМ

(контроль) 
	ІМ+ангіолін 
(50 мг/кг) 
	ІМ+мілдронат 

(100 мг/кг) 

	1
	2
	3
	4
	5

	АТФ, мкм/г
	2,82±0,10
	1,77±0,11*
	2,72±0,1#
	2,32±0,12#

	АДФ, мкм/г
	0,610±0,03
	0,322±0,02
	0,573±0,02#
	0,511±0,03#

	АМФ, мкм/г
	0,12±0,01
	0,22±0,01*
	0,11±0,01#
	0,14±0,01#

	Глікоген, мкм/г
	10,2±0,8
	1,87±0,10*
	2,75±0,5#
	1,65±0,8

	Глюкозо-6-фосфат, мкм/г
	0,734±0,04
	0,381±0,01*
	0,53±0,02#
	0,431±0,02#


Продовження таблиці 5.4
	1
	2
	3
	4
	5

	Лактат, мкм/г
	2,56±0,20
	6,45±0,11*
	2,77±0,11#
	7,12±0,20

	Піруват, мкм/г
	0,17±0,03
	0,11±0,01*
	0,15±0,01#
	0,14±0,02#

	Ізоцитрат, мкм/г
	0,686±0,03
	0,430±0,01*
	0,611±0,01#
	0,511±0,03#

	Малат, мкм/г
	0,72±0,02
	0,25±0,01*
	0,55±0,01#
	0,28±0,02

	МДГ, мкм/г/хв
	6,88±0,1
	3,10±0,1*
	7,87±0,1#
	3,87±0,02#

	Глутамат, мкм/г
	24,4±0,3
	17,0±0,2*
	23,0±0,20#
	17,4±0,3

	Аспартат, мкм/г
	15,0±0,1
	12,2±0,01*
	14,4±0,1#
	11,7±0,1

	КФК-цт, мкм/мг/хв
	1,147±0,02
	0,811±0,11*
	1,097±0,03#
	0,94±0,02#

	КФК-мх, мкм/мг/хв
	0,771±0,03
	0,411±0,02*
	0,719±0,01#
	0,58±0,07#

	Цитохром-С-оксидаза, мкм/г/хв
	5,4±0,1
	3,2±0,2*
	4,7±0,1#
	3,8±0,1

	МВ-КФК, ммоль/л/год
	0,05±0,001
	0,19±0,008*
	0,061±0,001#
	0,12±0,003#


Примітки: 
1.* – р <0,05 щодо інтактних тварин; 
2. # – р <0,05 щодо контролю.
Ангіолін також мав позитивний вплив на окиснювальні процеси в трикарбоновій ділянці циклу Кребса (підвищення рівня ізоцитрату на 60 %) та в дихальному ланцюгу (підвищення активності цитохром-С-оксидази на 46,7 %). 
Важливим моментом в механізмі енерготропної дії ангіоліну в умовах ішемії міокарда був його активуючий вплив на компенсаторний малат-аспартатний шунт [265]. Малат-аспартатний шунт здійснює перенос відновлених еквівалентів, що утворюються в цитоплазмі під час гліколізу в мітохондрії в умовах ішемії НАДН+, що утворюється в цитоплазмі в умовах пониженого вмісту кисню, використовується для перетворення щавлевооцтової кислоти в малат, який в свою чергу проникає в мітохондрію та бере участь в експорті альфа-кетоглутарату. Цей малат в мітохондріях перетворюється у щавлевооцтову кислоту з утворенням НАДН, який доступний для електротранспортного ланцюга (з 2 протонів утворюється 3 молекули АТФ). 

Щавлевооцтова кислота, що утворилася з малату, перетворюється в альфа-кетоглутарат та аспартат. Альфа-кетоглутарат це з мітохондрій в обмін на малат, а аспартат обмінюється на глутамат. Перенос відбувається за рахунок глутамату і високого внутрішньомітохондріального відношення глутамат/аспартат. Співвідношення НАДН/НАД+ та малат/щавлевооцтова кислота регулюються малатдегідрогеназою (МДГ). При моделюванні інфаркту міокарда спостерігали гальмування малат-аспартатного шунта, що виражалося пониженням активності МДГ на 55 %, зменшенням рівня малату на 65,3 %, аспартату на 18,6 %, глутамату на 30,3 %. Ангіолін інтенсифікував активність малат-аспартатного шунта, про що свідчить втрогідне підвищення активності МДГ на 153 %, збільшення рівня малату на 120 %, аспартату на   18 %, глутамату на 35 %. Ангіолін підвищував не тільки продукцію енергії, але і її транспорт, про що свідчить збільшення активності мітохондріальної креатинфосфокінази на 75 % (КФК-мх) та цитозольної креатинфосфокінази на 35 % (КФК-цт) (р <0,05). 

Призначення мілдронату зумовило підвищення синтезу АТФ за рахунок активації анаеробного гліколізу та більш інтенсивному залученню субстратів  – глікогену і глюкозо-6-фосфату, а також в продукцію макроергів. Мілдронат підвищував транспорт енергії, про що свідчило підвищення активності мітохондріальної та цитозольної КФК. При цьому призначення мілдронату, на відміну від застосування ангіоліну, не мало позитивного впливу на окиснювальну продукцію енергії в циклі Кребса та активацію малат-аспартатного компенсаторного шунта. Сумарний внесок мілдронату в енергозабезпечення серця в умовах ішемії був нижче, ніж енерготропна дія ангіоліну. Біохімічними дослідженнями сироватки крові виявлено зменшення гіперферментемії серцевого ізоензиму креатинфосфокінази (МВ-КФК) на         68 % в групі тварин (р <0,05), які отримували ангіолін, що стверджувало протиішемічну дію препарату. Мілдронат мав менш виражену протиішемічну дію щодо зниження біохімічного маркера МВ-КФК. 
5.5  Дія ангіоліну на показники оксидативного стресу в міокарді при моделюванні гострого інфаркту міокарда
Відомо, що ішемія супроводжується пригніченням антиоксидантної системи і розвитком оксидативного стресу [97].
При моделюванні ІМ спостерігали пригнічення активності СОД на         60 %, глутатіонпероксидази (ГПР) на 55 % та підвищення маркерів окиснювальної модифікації білка АФГ на 107 %, КФГ на 183 % в міокарді (табл. 5.5).
Таблиця 5.5

Вплив ангіоліну і мілдронату на показники антиоксидантної системи, окиснювальної модифікації білка при експериментальному інфаркті міокарда, М ± m, (n=10)
	Досліджувані показники
	Інтактні тварини
	ІМ

(контроль) 
	ІМ+ангіолін 
(50 мг/кг) 
	ІМ+мілдронат 

(100 мг/кг) 

	СОД, у.о./мг/хв
	307,6±11
	124±8*
	270,7±10#1
	183,1±12#

	ГПР, мкм/мг/хв
	144,8±5,7
	64,4±4,0*
	147,7±5,0#1
	97,7±71#

	АФГ, 
у.о./г білка
	8,77±0,48
	18,23±0,56*
	9,12±0,32#1
	14,1±0,51#

	КФГ, 
у.о./г білка
	12,33±0,78
	34,81±1,34*
	14,10±1,76#1
	25,21±1,88#


Примітки:
1. * – р <0,05 щодо інтактних тварин;
2. # – р <0,05 щодо контролю;
3. 1 – р <0,05 щодо мілдронату.

Введення ангіоліну мало значний антиоксидантний ефект, який проявлявся в підвищенні активності СОД на 117% та ГПР на 130%, пониженні маркерних продуктів – АФГ на 50 %, КФГ на 60 % (р <0,05). Мілдронат мав менш виражені антиоксидантні властивості в умовах інфаркту міокарда. Надалі вирішили порівняти ефективність різних режимів дозування ангіоліну – лікувальний (препарати вводили через 30 хв після ін’єкції ізадрину) та профілактичний (за 30 хв до введення пітуїтрину та ізадрину). При цьому встановили, що препарат має достовірну кардіопротекторну дію при обох режимах введення (таблиця 5.6).
Таблиця 5.6

Вплив різних режимів введення ангіоліну на показники окиснювальної модифікації білка в цитозольній фракції гомогенату міокарда і ЕКГ при експериментальному інфаркті міокарда, М ± m, (n=10)
	Досліджувані показники
	Інтактні тварини
	ІМ (контроль)
	ангіолін
(50 мг/кг) під час ІМ
	ангіолін
(50 мг/кг)

після ІМ

	Сумарне відхилення ST від ізолінії (мВ)
	0
	223±25*
	45±17#
	56±15#

	АФГ, у.о./г білка
	7,47±0,4
	19,66±1,8*
	9,62±0,86#
	12,53±1,11#

	КФГ, у.о./г білка
	11,43±0,78
	35,97±2,81*
	15,6±1,4#
	18,54±1,54#


Примітки: 
1. *– р <0,05 щодо інтактних тварин;
 2. # – р <0,05 щодо контролю.
Так, в лікувальному режимі ангіолін понижував рівень маркерів окиснювальної модифікації білку – АФГ на 36,2 %, КФГ на 48 %. При профілактичному введенні показники понизилися відповідно на 52 % та       56 %. Введення ангіоліну тваринам з ІМ в лікувальному режимі приводило до зменшення ішемічних порушень міокарда (згідно зменшення відхилень ST) на 74 %, а призначення препарату в профілактичному режимі – на 80 % (р <0,05).
Таким чином, призначення ангіоліну в дозі 50 мг/кг щурам паралельно формуванню гострого інфаркту міокарда вирогідно нормалізувало показники ЕКГ – зменшувало ЧСС на 21%, понижувало ST на 80%, а також поліпшувало гістологічну картину – зменшувало зону некрозу на 57%, щільність апоптично та некротично змінених клітин на 60%, підвищувало щільність ядер кардіоміоцитів на 21%, рівень РНК в них на 20%, збільшувало щільність ендотеліоцитів у судинній стінці коронарних судин на 68%. Ангіолін при гострому інфаркті міокарда нормалізував обмінні процеси в міокарді – підвищував рівень АТФ на 53% за рахунок інтенсифікації аеробних реакцій і компенсаторної активності малат-аспартатного шунта. Ангіолін при гострому ІМ нормалізував функцію мітохондрій, співвідношення тіол-дисульфідної системи і системи оксиду азоту в міокарді. Ангіолін продемонстрував високу кардіопротекторну активність на моделі ІМ при лікувальному і профілактичному режимах парентерального введення.
5.6. Кардіопротекторні властивості ангіоліну при гострій ішемії міокарда у щурів
Оклюзія гілки низхідної коронарної артерії призводить до  вираженого ішемічного порушення в міокарді щурів. Так, на 20-й хв після оклюзії спостерігалося вирогідна підвищення сумарного  відхилення ST від ізолінії на ЕКГ в 248 разів, гіперферментемію кардіоспецифічного ізоензиму креатинфосфокінази (МВ-КФК) у 32 рази в сироватці крові та формування зони некрозу (34 % від об’єму серця), що свідчить про ішемію міокарда (табл.5.7)
Таблиця 5.7

Вплив ангіоліну і мілдронату на зону некрозу міокарда, маркери окиснювальної модифікації білка, вміст АТФ, активність МВ-КФК і показники ЕКГ у тварин з оклюзією гілки низхідної коронарної артерії, М ± m, (n=10)
	Досліджувані показники
	Інтактні тварини
	ОГКА (контроль)
	ОГКА+

ангіолін 

(50 мг/кг)
	ОГКА+

мілдронат (100 мг/кг)

	Площа некрозу, %
	0
	34,2±1,7*
	12,0±0,6#
	97±0,01#

	Сумарне відхилення ST від ізолінії, мВ
	0
	248±10*
	51,5±5#
	97±8#

	АФГ, у.о./г білка
	8,33±0,53
	16,76±0,71*
	9,87±0,57#
	14,12±0,77

	КФГ, у.о./г білка
	11,37±0,62
	28,87±1,82*
	15,22±1,5#
	21,32±1,4#

	АТФ, мкм/г тканини
	2,93±0,12
	1,81±0,11*
	2,43±0,7#
	2,10±0,10*

	МВ-КФК, ммоль/л/год
	0,05±0,001
	0,21±0,011*
	0,062±0,005#
	0,157±0,001#


Примітки: 
1. * – р <0,05 щодо інтактних тварин;
2. # – р <0,05 щодо контролю.
Структурні зміни міокарда спостерігалися на фоні вираженого енергодефіциту (пониження АТФ на 38 %) та оксидативного стресу (підвищення АФГ на 10 % та КФГ на 154 %).

Введення експериментальним тваринам ангіоліну безпосередньо перед оклюзією низхідної коронарної артерії призводило до достовірного зменшення ішемічного пошкодження міокарда. Так, в групах тварин, які отримали ангіолін, спостерігалося зменшення зони некрозу міокарда на 65 %, пониження сумарного відхилення ST на 80 %, пониження гіперферментемії МВ-КФК на 70 % (р <0,05).
Також введення Ангіоліну забезпечувало нормалізацію енергетичного метаболізму міокарду, про що свідчить збільшення вмісту АТФ на 34%. Введення ангіоліну тваринам з оклюзією гілки коронарної артерії викликало  обмеження пошкоджуючого впливу оксидативного стресу на білкові макромолекули, понижуючи ступінь їх окиснювальної модифікації, про що свідчить вирогідне зменшення АФГ на 41%, КФГ на 47%. Профілактичне введення (перед оклюзією гілки низхідної артерії)  мілдронату мало достовірно менший терапевтичний ефект.

Отже, профілактичне одноразове введення ангіоліну в дозі 50 мг/кг внутрішньоочеревинно щурам з оклюзією низхідної коронарної артерії зменшує зону некрозу на 65%, понижує ST на ЕКГ 80 %. Ангіолін, введений профілактично перед оклюзією низхідної гілки коронарної артерії, має кардіопротекторні, протиішемічні, антиоксидантні властивості, зменшуючи гіперферментемію МВ-КФК на 70%, поліпшуючи енергетичний обмін міокарда, збільшуючи вміст АТФ на 34%, гальмуючи окиснювальну модифікацію білка, понижуючи вміст АФГ на 41%, КФГ – на 47 % (р <0,05).
5.7. Вплив ангіоліну на показники кардіо- та системної гемодинаміки при гострій ішемії міокарда у кролів
Моделювання гострої ішемії міокарда поетапним введенням кофеїну- бензоату натрію і адреналіну гідрохлориду викликало підвищення системного артеріального тиску на 29,3 % порівняно з інтактною групою, проте через 20 хв САТ знизився на 43 % в порівнянні з інтактною групою.

У групі тварин з гострою ішемією міокарда, яким попередньо ввели ангіолін, САТ в аналогічних умовах підвищувався всього на 9,3 % (з 118,0 ± 6,0 мм рт. ст. до 129,0 ± 7,0 мм рт. ст.). Через 5 хв він досягнув рівня 108,0 ± 4,0 мм рт. ст., близького до початкової величини. Таким же залишався артеріальний тиск через 20 хв (108,0 ± 5,0 мм рт. ст.), що перевищувало значення контрольних тварин на 61 % (таблиці 5.8 та 5.9).

Особливо різке підвищення артеріального тиску відзначено у тварин з гострою ішемією міокарда на тлі попереднього введення мілдронату. В цих умовах системний артеріальний тиск збільшився на 47,2 % (з 125,0 ± 5,0 до 184,0 ± 13,0 мм рт. ст.). Протягом 20 хв системний артеріальний тиск знизився до 79 ± 9,0 мм рт. ст., а через наступні 15 хв. - до 97,0 ± 7,4 мм рт. ст., залишаючись нижче вихідного рівня на 22,4%. Варто відзначити, що на 5-й хв експерименту значення САТ в групі мілдронату були нижчими значення контрольних тварин на 17%, і лише на 20-й хв експерименту перевищував їх на 44,7% (р <0,05).

Відновлення системного артеріального тиску ефективніше відбувалося у тварин з попереднім введенням ангіоліну. У цій групі артеріальний тиск відновився на 93,1 %, в контрольній групі – на 57,7%, в групі з мілдронатом - на 83,6 % відносно до інтактної групи (р <0,05).

Частота серцевих скорочень уповільнювалась в трьох групах тварин з ГІМ приблизно однаково - на 18, 19, 21 % відповідно з наступною тенденцією до збільшення до вихідних величин, хоча повного відновлення не було. Частота серцевих скорочень залишалася у всіх групах нижче вихідного рівня на 9,5 – 10,5%.

Відзначено істотне підвищення тиску в лівому шлуночку серця у тварин контрольної групи при моделюванні гострої ішемії міокарда. У контрольній групі тварин воно зросло на 40% відразу після введення адреналіну, що становить   133,0 ± 4,2 мм рт. ст. проти 95,0 ± 8,0 мм рт. ст. у контрольних тварин. Однак, через 5 хв тиск знизився на 14% – з 133,0 ± 4,2 до 81,0 ± 1,6 мм рт. ст. Через 20 хв артеріальний тиск опустився ще нижче: до 59,0 ± 2,3 мм рт. ст., тобто на 38% нижче вихідного рівня. Попереднє введення ангіоліну приводило до підвищення тиску в лівому шлуночку на        15% відразу після введення адреналіну порівняно з контрольною групою. Через 5 – 20 хв цей показник досяг практично вихідних цифр. Найбільш різке підвищення внутрішлуночкового тиску в умовах кофеїн-адреналової ГІМ зареєстровано у тварин з попереднім введенням мілдронату. Досліджуваний показник збільшився на 22 % відразу після ін'єкції адреналіну по відношенню до контрольних цифр і на 71,5% щодо інтактних значень. Однак при подальшому розвитку ішемії міокарда цей показник знижувався на 38% в порівнянні з групою контролю і на 47% порівняно з інтактними значеннями. Найбільш повне достовірне відновлення тиску в лівому шлуночку спостерігалося в групі тварин з ГІМ, які попередньо отримали ангіолін - на 90,5%, у групі тварин з попереднім введенням мілдронату цей показник склав 60%, у групі нелікованих тварин (контроль) – 62%.

Хвилинний об’єм, серцевий індекс і систолічний індекс в контрольній групі проявлялися з тенденцію до зниження в порівняно із значеннями інтактної групи. Найбільш достовірні відмінності спостерігалися на 5-й хв експерименту.

Введення тваринам ангіоліну приводило до підвищення ХОК на 29% і 15% на 5-й та 20-й хв експерименту. Введення мілдронату не проявляло позитивного впливу. Введення ангіоліну приводило до збільшення як серцевого (на 30%), так і систолічного (на 55%) індексів, починаючи з 5-ї хв експерименту. У групі тварин, які отримували мілдронат, ці показники були нижчими. Виявлено підвищення загального периферичного опору в контрольній групі на 15%, відразу після введення адреналіну з подальшою депресією цього показника на 5-й і 20-й хв експерименту. Введення ангіоліну зумовлювало зниження ЗПОС на 18% порівняно з групою нелікованих тварин відразу після введення адреналіну. Введення мілдронату, навпаки, приводило до збільшення ЗПОС на 80% відразу після ін’єкції адреналіну, значного зниження цього показника (на 21%) порівняно з контролем на          5-й хв експерименту. У зв'язку із підвищенням систолічного артеріального тиску, обумовленого зростанням ЗПОС, а також серцевого і систолічного індексів в умовах кофеїн-адреналової ГІМ збільшилася робота серця (РІЛШ, РУІЛШ), особливо відразу після введення адреналіну, проте уже 5 хв спостерігалося гальмування роботи серця. І через 20 хв рівень показників виявився нижчим за норму. Введення ангіоліну сприяло нормалізації роботи серця, підвищуючи значення робочих індексів лівого шлуночка (РІЛШ і РУІЛШ) протягом 20 хв експерименту в межах 41 – 52% і 67 - 44% відповідно. Введення мілдронату не приводило до  протекторної дії щодо показників біомеханіки серця в умовах гострої ішемії (таблиці 5.8 - 5.10). Моделювання ГІМ супроводжувалось вираженими змінами функції серця: початковим різким підвищенням артеріального тиску в результаті збільшення загального периферичного опору, уражень частоти серцевих скорочень, деяким збільшенням хвилинного об’єму крові і серцевого індексу за рахунок підвищення ударного обсягу і систолічного індексу, а також підвищення тиску в лівому шлуночку – явища, скоріше, компенсаторно-пристосувального до гострої нестачі кисню з подальшим формуванням ішемічної дисфункції лівого шлуночка – падінням артеріального тиску в результаті зниження загального периферичного опору судин, уражень частоти серцевих скорочень, зниженням тиску в лівому шлуночку, зменшенням робочих індексів лівого шлуночка, зменшенням ударного і хвилинного об’ємів крові. Особливо різкі порушення досліджуваних показників відзначено в групі тварин з попереднім введенням мілдронату.
 Таблиця 5.8
Вплив ангіоліну та мілдронату на показники кардіо- та системної гемодинаміки у експериментальних тварин при ГІМ, М ± m
	Група тварин 
	Р лш
мм рт. ст.
	САТ
мм рт. ст.
	ЧСС

уд/хв
	ХОК

мл/хв

	1
	2
	3
	4
	5

	Інтактна (n=14)
	95±8,0
	116±9,0
	301±12,0
	1010±30

	ГІМ 

(контроль)  (n=5)
	Кофеїн
	98±7,3
	120±6,0
	283±32,0
	1080±170

	
	Адреналін
	133±4,2*

(+40%)
	150±9,0*

(+29,3%)
	232±30,0*

(23%)
	1090±50



	
	5`
	81±4,6*

(–14,7%)
	95±7,4

(–18%)
	293±12,0

(–2,6%)
	900±70

(–11%)

	
	20`
	59±2,3*

(–38%)
	67±3,6*

(–42%)
	256±10,0*

(–15%)
	1060±30

(+5%)

	ГІМ+

Ангіолін  (n=7)
	Ангіолін
	99±6,0
	118±6.0
	295±6,0
	1100±40

	
	Кофеїн
	108±6,2*
	128±5,0
	306±9,0#
	900±40

	
	Адреналін
	114±4,3#
(+15%)
	129±7,0#
(–14%)
	238±13,0


	1110±10



	
	5`
	87±5,0

(+9%)


	108±4,0#
(+14%)
	243±24,0#
(–17%)
	1160±40#
(+29%)

	
	20`
	86±3,0#
(+46%)


	108±5,0#
(+61%)
	264±8,0

(+3%)


	1040±10

(+15%)



	ГІМ+

мілдронат (n=5)
	Мілдронат
	86±8,0
	125±5,0
	318±9,0
	850±10#

	
	Кофеїн
	94±7,4


	134±11,0


	323±12,0#
	840±10#


	
	Адреналін
	163±9,0*#
(+22,5%)
	184±13,0*#
(+22,6%)
	254±26,0


	1040±10



	
	5`
	50±2,3*#
(–38%)


	79±9,0*#
(–17%)


	258±17,0#
(–12%)
	1050±10

(+16%)



	
	20`
	57±2,3*

(–5%)


	97±7,4#
(+44,7%)


	291±14,0#
(+14%)
	940±20#
(–11,3%)




Примітки: 
1. * – р <0,05  порівняно з інтактними тваринами;
2. # – р <0,05  порівняно з контрольними тваринами.
До 20-ї хв відбувалося відновлення функції лівого шлуночка після гострого періоду ішемії.

На відміну від мілдронату, ангіолін, виходячи з отриманих результатів при кофеїн-адреналовій ГІМ, має протекторну дію відносно досліджуваних показників кардіо- та системної гемодинаміки.
Таблиця 5.9
Вплив ангіоліну та мілдронату на показники кардіо- та системної гемодинаміки у експериментальних тварин при ГІМ, М ± m

	Група тварин
	УОК

(мл)
	СІ
(мл/м2/хв)
	СиІ
(мл/м2)

	1
	2
	3
	4

	Інтактна (n=14)
	3,53±0,32
	4410±179
	15,47±1,34

	ГІМ

(контрольна)

  (n=5)
	Кофеїн
	3,82±0,6
	4519±244
	14,94±2,34

	
	Адреналін
	4,7±0,8*

(+34%)
	4561±162


	19,7±4,91



	
	5`
	3,07±0,25

(–13%)
	3766±298*

(–14,6%)
	13,5±0,55*

(–13%)

	
	20`
	4,14±0,8


	4435±226


	17,95±1,14*

(+16%)

	ГІМ+

ангіолін
(n=7)
	Ангіолін
	3,26±0,2
	4302±190
	14,67±2,90

	
	Кофеїн
	2,95±0,2
	4001±129
	13,25±1,1

	
	Адреналін
	5,2±0,6
	4589±151
	18,82±4,4

	
	5`
	4,73±0,8#
(+54%)
	4905±148#
(+30,3%)
	20,94±3,1#
(+55,5%)

	
	20`
	3,98±0,2#
(–3,8%)
	4668±191

(+5,25%)
	17,88±1,1

(0%)


Продовження таблиці 5.9
	1
	2
	3
	4

	ГІМ+

мілдронат

(n=5)
	Мілдронат
	2,7±0,06#
	3761±102*
	11,85±3,34#

	
	Кофеїн
	2,61±0,05#
	3717±160#
	11,45±1,31#

	
	Адреналін
	4,88±0,63
	4602±433
	19,58±4,6

	
	5`
	3,99±0,26#
(+30%)
	4646±416#
(+23,3%)
	17,93±1,3#
(+32,6%)

	
	20`
	3,20±0,06#
(–23%)
	4159±348#
(–6,2%)
	14,28±1,5#
(–20,5%)


Примітки: 
1. * – р <0,05 порівняно з інтактними тваринами;
2. # – р <0,05 порівняно з контрольними тваринами.

Таблиця 5.10
Вплив ангіоліну та мілдронату на показники кардіо- та системної гемодинаміки у експериментальних тварин при ГІМ, М ± m
	Група тварин
	ЗПОС

(дин/с/см-5)
	Д

(мл/с)
	РІЛШ
(кгм/м2/хв)
	РУІЛШ
(кгм/м2)

	1
	2
	3
	4
	5

	Інтактна (n=14)
	92549±218
	16,87±2,7
	6098±282
	22,99±3,3

	ГІМ

(контрольна)

  (n=5)
	Кофеїн
	90341±390
	18,0±2,8
	5978±375
	19,8±2,4

	
	Адреналін
	106294±1025*

(+15%)
	18,2±1,8


	8001±293*

(+31%)


	15,1±3,5



	
	5`
	81565±3990

(–12%)
	15,0±1,2


	4118±174

(–32,4%)
	14,8±3,7*

(–35,6%)

	
	20`
	79878±710*

(–14%)
	17,7±1,8


	3537±389*

(–42%)
	14,3±4,0*

(–37,8%)


Продовження таблиці 5.10
	1
	2
	3
	4
	5

	ГІМ+

ангіолін
(n=7)
	Ангіолін
	91740±4490
	15,94±1,7
	5722±200
	19,3±2,1

	
	Кофеїн
	107628±3901#
(+19%)
	15,31±2,7


	5988±390


	19,15±3,0



	
	Адреналін
	86855±3596#
(-18,2%)
	18,57±2,7


	7713±446


	26,89±4,1



	
	5`
	77061±3663

(–5,5%)


	18,33±2,9


	5835±326#
(+41,7%)
	24,7±3,9#
(+67%)

	
	20`
	73887±2822

(–7,5%)


	17,36±2,3


	5400±245#
(+52%)
	20,6±2,0#
(+44%)

	ГІМ+

мілдронат

(n=5)
	Мілдронат
	117599±4090#
(+27%)
	14,17±3,16


	4469±952


	14,68±3,1



	
	Кофеїн
	128500±2537#
(+42%)
	14,0±3,16#

	4812±752


	14,51±1,8



	
	Адреналін
	156092±2369#
(+80%)
	17,3±1,66


	10132±220#
(+26,6%)
	42,99±9,8*#


	
	5`
	60356±2812#
(–21,6%)
	17,5±2,5


	3143±430#
(23,7%)
	10,91±2,0#
(–26%)

	
	20`
	83129±2293

(+12,5%)


	15,7±1,5


	3143±430

(–11%)


	10,91±2,2#
(–23%)


Примітки: 
1. * – р <0,05 порівняно з інтактними тваринами; 
2. # – р <0,05 порівняно з контрольними тваринами.

В результаті проведених досліджень було виявлено, що профілактичне одноразове введення ангіоліну в дозі 50 мг/кг внутрішньовенно кролям з гострою ішемією міокарда зумовлювало відновлення функції лівого шлуночка, що виражалося у збільшенні робочого індексу лівого шлуночка на (41 – 52) % і робочого ударного індексу лівого шлуночка на 67 – 44%, підвищенні тиску в лівому шлуночку на (9 – 46) %, а також систолічного тиску на 14 – 61% протягом 20-ї хвилини ішемії (р <0,05). Отримані дані системної і кардіогемодинаміки в умовах гострої ішемії міокарда на тлі введення ангіоліну та референс-препарату – мілдронату переконливо демонструють перевагу ангіоліну, що володіє здатністю відновлювати функціональну активність серця.
5.8. Кардіопротекторна  активність ангіоліну при моделюванні гострої робочої гіпоксії (навантаження)
Моделювання гострої робочої гіпоксії (навантаження) призводило до ішемічного пошкодження міокарда - дефіциту енергії АТФ на 27,5%, підвищення ΣΔST на ЕКГ в 48 разів, підвищення маркерів окисної модифікації білка АФГ на 65,8 %, КФГ – на 93,7 %.

         Як видно з даних, представлених в таблиці 5.11, попереднє введення ангіоліну підвищує толерантність до фізичних навантажень на 53%, надаючи при цьому значну кардіопротекторну дію, яка виражається в зниженні ΣΔST на ЕКГ на 77%.
 Введення ангіоліну приводило до протиішемічної дії і сприяло більш «економному» витрачанню енергетичних ресурсів міокарда. Так, вміст АТФ в міокарді збільшувався на 38 % і досягав значення інтактних тварин. Призначення ангіоліну надавало антиоксидантну дію, знижуючи утворення маркерів окисної модифікації білка в міокарді - АФГ на 38% і КФГ - на 44% (р <0,05)
Таблиця 5.11
Вплив ангіоліну та мілдронату на фізичну працездатність, маркери окисної модифікації білка, вміст АТФ і показники ЕКГ у тварин при фізичному навантаженні (гостра робоча гіпоксія), М ± m
	Досліджуванні 

показники
	Інтактна група

(п=10)
	Контрольна група (біг до виснаження)

(п=10)
	Біг до виснаження + Ангіолін,

50 мг/кг

(п=10)
	Біг до виснаження + мілдронат, 100 мг/кг

(п=10)

	Тривалість бігу, 

хв.
	-
	11,8±2,7
	18,1±2,1

(+53,3%)
	16,8±4,3

(+42,3%)

	ΣΔST, мВ
	   0
	48±7
	11±3 *1

(–77,0%)
	23±4*

(–52,0%)

	АФГ,

п.о./г білка
	8,51±0,77
	14,11±0,68
	8,72±0,44*

(–38,2%)
	10,74±0,33*

(–23,8%)

	КФГ, 

п.о./г білка
	11,26±0,71
	21,82±1,77
	12,17±1,33*

(–44,2%)
	14,82±1,22*

(–32,0%)

	АТФ, 

мкМ/г тканини
	2,91±0.12
	2,11±0,10
	2,92±0,10*

(+38%)
	2,63±0,10*

(+24,6%)


Примітки. 
1. * – р <0,05 відносно контрольної групи;
2.  1 – р <0,05 відносно групи мілдронату.
Профілактичне введення мілдронату надавало менш виражений терапевтичний ефект.

Моделювання гострої робочої гіпоксії (навантаження) на фоні введення коронароспастичного агента – пітуїтрину  призводило до більш вираженого, ніж в першому випадку, ішемічного пошкодження міокарда – дефіциту енергії АТФ на 34%, підвищення ΣΔST на ЕКГ у 112 разів, підвищення маркерів окисної модифікації білка АФГ на 115%, КФГ на 167%, а також зниження толерантності до фізичного навантаження (тривалість бігу до повного виснаження зменшувалася на 71% (табл. 5.12).
Як видно з даних, представлених в таблиці 5.12, попереднє введення ангіоліну підвищувало толерантність до фізичних навантажень на 70%, надаючи при цьому значну кардіопротекторну дію, яка виражається в зниженні ΣΔST на ЕКГ на 63%. Введення ангіоліну зумовлювало протиішемічну дію і сприяло більш «економному» витрачанню енергетичних ресурсів міокарда в умовах гострої гіпоксії. Так, вміст АТФ в міокарді збільшувався на 37%. Призначення ангіоліну надавало антиоксидантну дію, вирогідно знижуючи утворення маркерів окисної модифікації білка в міокарді  АФГ на 30% і КФГ  на 39%.

Таблиця 5.12
Вплив ангіоліну та мілдронату на фізичну працездатність, маркери окисної модифікації білка, вміст АТФ і показники ЕКГ у тварин при фізичному навантаженні (гостра робоча гіпоксія) на фоні введення пітуітрину, М ± m
	Досліджуванні 

показники
	Інтактна група

(п=10)
	Контрольна група (біг до виснаження)

(п=10)
	Біг до виснаження + ангіолін,

50 мг/кг

(п=10)
	Біг до виснаження + мілдронат, 100 мг/кг

(п=10)

	1
	2
	3
	4
	5

	Тривалість бігу, 

хв
	11,8±2,7
	2,7±0,7
	4,6±0,7*

(+70%)
	3,7±0,3

(+37%)

	ΣΔST, мВ
	0
	112±8
	41±5 *1

(–63,4%)
	78±7*

(–30,4%)

	АФГ,

п.о./г білка
	8,51±0,77
	18,35±1,88
	12,79±0,33*1

(–30,2%)
	16,74±1,45

(–8,7%)


Продовження таблиці 5.12
	1
	2
	3
	4
	5

	КФГ, 

п.о./г білка
	11,26±0,71
	30,12±1,77
	18,35±1,12*1

(–39,0%)


	27,22±2,31

(–9,6%)

	АТФ, 

мкМ/г тканини
	2,91±0.12
	1,92±0,11
	2,63±0,07*

(+37%)
	2,27±0,05*

(+18,2%)


         Примітки. 
          1.* – р <0,05 відносно контрольної групи;
          2. 1 – р <0,05 відносно групи мілдронату.
Профілактичне введення мілдронату не здійснювало кардіопротекторної дії на цій моделі робочої гіпоксії (навантаження).

У результаті проведених досліджень було встановлено, що про-профілактичне одноразове введення ангіоліну в дозі 50 мг/кг внутрішньоочеревинно достовірно підвищувало толерантність до фізичних навантажень на 53 %, покращувало енергетичний метаболізм міокарда (АТФ на + 38 %), зменшувало ішемічні зміни серця (ST, - 77%), а також гальмувало окиснювальну модифікацію білка (АФГ на – 38%; КФГ на – 32%)

Введення ангіоліну на тлі коронароспазму, викликаного пітуїтрином, підвищувало толерантність до фізичних навантажень на 70%, покращувало енергетичний метаболізм міокарда (АТФ на + 37%), зменшувало ішемічні зміни серця (ST, – 63 %), а також гальмувало окиснювальну модифікацію білка (АФГ на –30 %; КФГ на –39 %) (р <0,05). 

Таким чином, профілактичне введення ангіоліну інтактним тваринам і тваринам з коронароспазмом підвищує толерантність до фізичних навантажень, покращує енергетичний метаболізм міокарда і обмежує його ішемічне пошкодження. Профілактичне введення мілдронату не здійснювало терапевтичного ефекту. Отримані результати свідчать про наявність виражених кардіопротекторних, протиішемічних та антиоксидантних властивостей ангіоліну.
Висновки до розділу 5
1. При гострому інфаркті міокарда ангіолін (50 мг/кг) більшою мірою, ніж мілдронат (100 мг/кг) нормалізував показники ЕКГ у щурів, достовірно понижуючи ЧСС, зменшуючи відхилення ST, відновлюючи до контрольного рівня амплітуду зубця Т. 
2. Ангіолін більшою мірою, ніж мілдронат, нормалізував морфофункціональні характеристики міокарда, а саме зменшував зону некрозу, підвищував концентрацію РНК в ядрах і цитоплазмі, підвищуючи концентрацію РНК ядер кардіоміоцитів і цитоплазми. При цьому ангіолін порівняно з мілдронатом в більшому ступені зменшував щільність ядер апоптичних деструктивно змінених кардіоміоцитів.

3. При гострому інфаркті міокарда ангіолін відновлював показники системи синтезу, метаболізму, транспорту оксиду азоту та тіол-дисульфідної системи, показників енергетичного обміну, прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу.

4. При гострій ішемії міокарда ангіолін в більшому ступені, ніж мілдронат, відновлював вміст АТФ, активність креатинфосфокінази в міокарді та проявляв антиоксидантну дію. Ангіолін при профілактичному внутрішньовенному введенні (50мг/кг) відновлював показники скоротливої активності міокарда і артеріальний тиск, що перевищувало дію мілдронату. Профілактичне призначення ангіоліну підвищувало толерантність тварин до фізичних навантажень, покращувало енергетичний метаболізм і обмежувало ішемічне пошкодження міокарда.
розділ 6
кардіо - І ЕНДОТЕЛІОпротектОРна АКТИВНІСТЬ Ангіоліну ПРИ МОДЕЛЮВАННІ ХРОНІЧНОЇ СЕРЦЕВОЇ  недостатності

У розвитку хронічної серцевої недостатності, як і інших серцево-судинних захворювань має місце дисфункція ендотелію. Тому завданням цього розділу було порівняння впливу прямого ендотеліопротектора ангіоліну та непрямого ендотеліопротектора мілдронату на біохімічні показники обміну міокарда та морфофункціональні характеристики кардіоміоцитів. При проведенні біохімічних та морфологічних досліджень виділили групу інтактних тварин, групу тварин з хронічною серцевою недостатністю (ХСН), групу тварин, яким вводили внутрішньошлунково ангіолін в дозі 100 мг/кг та групу тварин, яким внутрішньошлунково вводили мілдронат в дозі 250 мг/кг.

6.1 Вплив ангіоліну на поведінку, виживаність, масу тіла, питому вагу серця тварин з ХСН

Відомо, що до виникнення хронічної серцевої недостатності призводять різні патофізіологічні процеси, які спричиняють зменшення сили, витривалості, тривалості життя, можливого виникнення міопатії [266].
У зв’язку з тим, що розвиток вищезазначених симптомів супроводжується ендотеліальною дисфункцією, доцільним є порівняння впливу прямого ендотеліопротектора ангіоліну та непрямого ендотеліопротектора мілдронату на можливі симптоми розвитку серцевої недостатності та біохімічні показники в цитозолі і мітохондріях кардіоміоцитів [267].
Введення доксорубіцину протягом 14 днів призводило до формування на 35 добу спостереження серцевої недостатності, що була клінічно підтверджена (у 100% щурів визначено гідроторакс, асцит, гепатомегалію, асцит мошонки). В групі контролю з 5 по 35 добу спостереження загинуло   65% тварин (табл. 6.1.).

Таблиця 6.1

Вплив ангіоліну і мілдронату на виживання тварин при ХСН на 35 добу експерименту, М ± m, (n=10)
	Умови експерименту
	Виживання
	Ті, що вижили

%
	Кількість рухових актів за 3 хвилини
	Кількість тварин з високою симптоматикою ХСН

	Інтактні тварини
	10/10
	100
	32,7±7,8
	0

	ХСН (контроль)
	20/7
	35
	15,5±8,4
	7/7 (100%)

	ХСН+ангіолін 
(100 мг/кг)
	20/14
	70*
	27,5±5,2#
	14/6 (42,8%)

	ХСН+мілдронат (250 мг/кг)
	20/8
	40
	18,7±6,4*
	8/7 (87,5%)


Примітки. 
1. * – р˂0,05 щодо контролю;

2.  #– р ˂0,05 щодо мілдронату.
Тварини в контрольній групі мало рухались, кількість рухових актів зменшилась з 32,7 до 15,5. Призначення тваринам з ХСН ангіоліну в дозі   100 мг/кг зумовлювало достовірне пониження летальності. Так, виживання тварин в групі, що отримували ангіолін на фоні доксорубіцинової ХСН вирогідно складало 70 % проти 35 % у групі нелікованих тварин та 40 % в групі тварин, що отримували мілдронат. Призначення ангіоліну сприяло зменшенню кількості тварин з важкою симптоматикою (гідроторакс, асцит, набряк мошонки) до 42,8 % проти 100 % в групі контролю та 87,5 % в групі тварин, яким вводили мілдронат.

Вивчення індексу маси серця (табл. 6.2) показало, що у щурів при моделюванні ХСН шляхом введення доксорубіцину протягом 14 діб розвивається гіпертрофія міокарда, що реєструється на 35 добу експерименту. Показник гіпертрофії – індекс маси серця (відсоткове відношення маси серця до маси тіла тварин) у експериментальних тварин підвищився з 0,43 ± 0,022 до 0,68 ± 0,015 на 35 добу (р˂0,05). Курсове призначення ангіоліну уповільнило розвиток гіпертрофії на 35 добу, спостереження викликало незначне падіння індексу маси серця 23 %. Курсове введення мілдронату незначно уповільнило розвиток гіпертрофії на 35 добу спостереження зменшив індекс маси тіла на 8,8 %. 

Таблиця 6.2

Вплив ангіоліну і мілдронату на масу тіла і індекс маси серця тварин при ХСН на 35 добу експерименту, М ± m, (n=10)
	Група тварин
	Маса тіла на першу добу, г
	Маса тіла на 35 добу, г
	Маса серця на 35 добу, г
	Індекс маси серця на 35 добу

	Інтактні тварини
	180,2±8,1
	212,2±7,7
	0,91±0,05
	0,43±0,022

	ХСН (контроль)
	174,7±6,8
	176,0±3,2
	1,19±0,06
	0,68±0,015*

	ХСН+ангіолін 

 (100 мг/кг)
	177,1±6,7
	180,5±7,2
	0,94±0,64#
	0,52±0,01#

	ХСН+мілдронат  (250 мг/кг)
	175,1±5,7
	176,2±5,2
	1,12±0,05
	0,62±0,023*


Примітки. 
1.* – р˂0,05 щодо контролю;

2. # – р ˂0,05 щодо мілдронату.
Встановлено, що на 35 добу експерименту в цитоплазмі та мітохондріях кардіоміоцитів щурів з ХСН зменшувався вміст білкана 27 та 46% відповідно до рівня білку у інтактних тварин. Ангіолін відновлював вміст білка в цитоплазмі на 30% та в мітохондріях на 57%, мілдронат на              23% в цитоплазмі та на 32% в мітохондріях (табл. 6.3).
Таблиця 6.3
Вплив ангіоліну і мілдронату на вміст білка в цитоплазмі і мітохондріях міокарда тварин при ХСН на 35 добу експерименту,

 М ± m, (n=10)
	Група тварин
	Вміст білка (мг/г)

 в цитоплазмі
	Вміст білку(мг/г)

 в мітохондріях

	Інтактні тварини
	112,2±3,5
	15,6±1,5

	ХСН (контроль)
	81,3±1,6*
	8,4±1,2*

	ХСН+ангіолін (100 мг/кг)
	106,4±2,2 # 
	13,2±1,8 # 

	ХСН+мілдронат 
(250 мг/кг)
	100,1±1,2 # 
	11,1±1,5 # 


Примітки. 
1. * – р˂0,05 щодо інтактних тварин;
2.  # – р ˂0,05 щодо контролю.
Вище подані показники узгоджуються з морфометричними дослідженнями, які свідчать про морфологічну перебудову серцевого м’язу, порушення внутрішньоклітинної регенерації при доксорубіциновій кардіоміопатії та відновлення ультраструктур кардіоміоцитів. Тому, підвищення вмісту білка в цитоплазмі і мітохондріях після введення ангіоліну свідчить про інтенсифікацію пластичного оновлення кардіоміоцитів. З іншого боку підвищення індексу маси серця може бути пов’язано з збільшенням площі апоптичних і деструктивно змінених структур.
          В даному випадку встановлено, що ангіолін достовірно зменшує цю площу, тобто значно попереджає загибель кардіоміоцитів (табл. 6.4)
Таблиця 6.4

Вплив ангіоліну і мілдронату на морфометричні показники кардіоміоцитів тварин при ХСН на 35 добу експерименту, М ± m, (n=10)
	Група тварин
	Площа кардіоміоцитів, мкм2
	Щільність ядер апоптичних і деструктивно змінених кардіоміоцитів на 1 мм2 площі

	Інтактні тварини
	14,7±0,33
	77±5

	ХСН (контроль)
	10,3±0,34*
	477±21

	ХСН+ангіолін (100 мг/кг)
	15,4±0,21#
	178±32*

	ХСН+мілдронат (250 мг/кг)
	11,8±0,11
	410±43


Примітки:

1. * – р˂0,05 щодо інтактних тварин; 

2. ** – р ˂0,05 щодо контролю.
 Отже, ангіолін в дозі 100 мг/кг при внутрішньошлунковому введенні щурам з ХСН подовжував виживання тварин, збільшував кількість рухових актів за 3 хв, зменшував кількість тварин з важкою симптоматикою. Ангіолін при ХСН відновлював регенеративні процеси, збільшуючи площу кардіоміоцитів і синтез білку, а також понижував індекс маси серця внаслідок зменшення площі апоптичних та деструктивно змінених кардіоміоцитів.

6.2 Дія ангіоліну на морфо-функціональні показники кардіоміоцитів і ендотеліоцитів тварин з ХСН

6.2.1 Вплив ангіоліну на морфофункціональні характеристики кардіоміоцитів щурів при хронічній серцевій недостатності

Важливою проблемою сучасної кардіології є розробки засобів захисту міокарда за рахунок активації різних метаболічних процесів. Встановлені кардіопротекторні властивості у метаболітних препаратів, що володіють опосередкованими ендотеліопротекторними властивостями, зокрема мельдонію (мілдронат). Препарат при патологічних захворюваннях серцево-судинної системи сприяє засвоєнню енергетично вигідної піровіноградної кислоти в циклі Кребса за рахунок відновлення рівноваги процесів постачання киснем та попередження порушення транспорту АТФ, усуває накопичення токсичних продуктів обміну [268].
Цитопротекторну дію було встановлена при експериментальній артеріальній гіпертензії у нового засобу ангіоліну, що володіє прямою ендотеліопротекторною активністю. Зміни метаболізму міокарда при захворюваннях серцево-судинної системи взаємопов’язані з морфо-функціональними властивостями кардіоміоцитів [269].
Тому вважалось необхідним встановити вплив ангіоліну на морфофункціональні властивості кардіоміоцитів щурів при хронічній серцевій недостатності порівняно з мілдронатом [270].
Морфологічні зміни міокарда після 14-добового введення доксорубіцину і відсутності експериментальної терапії (35 доба спостереження) проявлялись вираженими порушеннями кровообігу і значними літичними змінами одних кардіоміоцитів та характерними пошкодженнями інших (табл. 6.5).
Таблиця 6.5
Вплив ангіоліну і мілдронату на морфофункціональні характеристики кардіоміоцитів при хронічній серцевій недостатності на 35 добу експерименту, М ± m
	Досліджувані показники
	Інтактні тварини

(n=10)
	ХСН (контроль) (n=20)
	ХСН+ангіолін (100 мг/кг) (n=20)
	ХСН+мілдронат (250 мг/кг) 

(n=20)

	Площа кардіоміоцитів, мкм2
	14,7±0,33
	10,3±0,34*
	15,4±0,21#
(+49%)
	11,8±0,11#
(+14%)

	Щільність ядер кардіоміоцитів на 1 мм2 площі міокарда
	8511±181
	6845±233*
	8077±126#
(+18%)
	7005±195#
(+2%)

	Кількість одноядерних клітин, %
	14,7±0,5
	8,2±0,4*
	14,5±0,7#
(+76%)
	9,5±0,5#
(+15%)

	Кількість двоядерних клітин, %
	80,5±0,8
	97,1±1,1*
	82,1±1,4#1

 (–15%)
	97,0±0,7
(–0,1%)

	Кількість багатоядерних клітин, %
	0,2±0,07
	0,18±0,05*
	0,9±0,05#1 (+400%)
	0,4±0,05#
 (+122%)

	Концентрація РНК в ядрах кардіоміоцитів, Еощ
	0,277±0,002
	0,195±0,001*
	0,243±0,001#1 (+24%)
	0,207±0,001# 

(+6%)

	Концентрація  РНК в цитоплазмі, кардіоміоцитів, Еощ
	0,087±0,001
	0,068 ± 0,001*
	0,082 ± 0,001#1
	0,068±0,001 
(0%)

	Щільність ядер апоптичних, деструктивно змінених кардіоміоцитів на 1 мм2 площі міокарду
	77±5
	477±21*
	178±32#1

(–62%)
	410±43 
(–14%)


Примітки:
1. * – р <0,05 щодо інтактних тварин; 
2. # – р <0,05 щодо контролю; 
3. 1 – р <0,05 порівняно з мілдронатом. 
Морфологічними еквівалентами літичних пошкоджень кардіоміоцитів на світлооптичному рівні є порушення компактної упаковки та розрідження міофібрил, виражене просвітлення цитоплазми, утворення осередків «спустошення», переважно поблизу ядер. Спостерігався некроз і апоптоз окремих клітин із накопиченнями в даних ділянках мононуклеарів.

Порушення кровообігу у вигляді значного венозного повнокрів’я та розвитку міжволоконного та інтерстиціального набряків сприяли розволокненню міокарда.
Аналіз щільності ядер кардіоміоцитів у серці дав змогу виявити зниження цього параметра (р≤0,05), а також зміни співвідношення одно- та двоядерних клітин, а саме зменшення долі одноядерних клітин та відповідне збільшення долі двоядерних.

Пониження щільності ядер кардіоміоцитів, що свідчить про загибель клітин, обумовлено кардіотоксичним ефектом доксорубіцину та загибеллю клітин шляхом апоптозу [74]. 

Визначено значне підвищення щільності апоптично змінених клітин в групі контрольних тварин. Внаслідок загибелі кардіоміоцитів формувалися дрібні осередки кардіосклерозу. За представленими результатами робіт інших дослідників одноядерні кардіоміоцити зберігають властивість вступати в клітинний цикл, який завершується каріокінезом, що зумовлює зниження їх кількості та відповідно збільшення числа двоядерних клітин. Зниження долі одноядерних кардіоміоцитів може свідчити про виснаження регенераторних резервів міокарда. Також встановлено пониження концентрації РНК в ядрах і цитоплазмі кардіоміоцитів, що свідчило про порушення балансу процесів біосинтезу в міокарді. Провідне значення в морфологічній перебудові серцевої м’язової тканини належить практично повному пригніченню внутрішньоклітинних біосинтетичних процесів як основи внутрішньоклітинної регенерації та оновлення ультраструктур кардіоміоцитів.
При цьому в поодиноких кардіоміоцитах прояви гальмування синтезу РНК і білка незначні, в інших тривала блокада синтезу і низький рівень концентрації РНК веде до гіпоплазії внутрішньоклітинних структур, у третіх – синтез РНК і білка пригнічено повністю, що проявлялося його прогресуючою атрофією. В контрольній групі було зареєстровано найбільш виражені явища інтерстиціального набряку. У контрольної групи тварин з хронічною серцевою недостатністю відмічалося зменшення площі кардіоміоцитів порівняно з групою інтактних тварин. Зменшення площі (атрофічні зміни) пов’язано з порушенням відтворення внутрішньоклітинних структур, тобто пластичного забезпечення функцій м’язових клітин серця внаслідок пониження синтезу білка під дією доксорубіцину. Ці зміни на фоні підвищення маси серця свідчать про заміщення м’язової тканини серця фіброзною тканиною. Серцеву недостатність, що розвивається в подібних випадках, можна розцінювати як регенераторно-пластичну недостатність. До основних типів пошкодження кардіоміоцитів при регенераторно-пластичній недостатності належать літичні зміни з редукцією міофібриляторних пучків, провідним видом клітинної загибелі є апоптоз. Пошкодження і загибель кардіоміоцитів носять дифузний характер та при хронічному перебігу супроводжуються розвитком дифузного або дрібноосередкового кардіосклерозу. Ремоделювання серця при хронічній регенераторно-пластичній недостатності проходить, як правило, за дилятаційним варіантом, що є причиною розвитку застійної серцевої недостатності. Призначення ангіоліну тваринам з хронічною серцевою недостатністю зумовлювало зменшення кількості кардіоміоцитів як з літичними, так і з контрактурними пошкодженнями міофібрил, при цьому багато клітин зберігали свої тинкторіальні властивості. Застосування ангіоліну значно понижувало загибель кардіоміоцитів, про що свідчило підвищення щільності клітин порівняно з групою контрольних тварин. 

В міокарді тварин з хронічною серцевою недостатністю, які отримували курсове введення ангіоліну, спостерігалась повна відсутність клітин з ознаками некрозу та пониження щільності апоптично змінених клітин, а також відбувалось гальмування розвитку замісного кардіосклерозу. Найменш вираженими були при цьому явища інерстиціального набряку. Одночасно в різних зонах міокарда реєстрували кластери малих одноядерних або двоядерних клітин з близько розташованими ядрами, які відносять до новоутворених клітин. Зростала щільність кардіоміоцитів, їх площа на фоні підвищення питомої долі одноядерних клітин (до рівня інтактних тварин). Тобто відбувалося відновлення пула цих клітин та відновлення реплікативного резерву міокарда під дією ангіоліну. Підвищення щільності кардіоміоцитів та їх площі після курсового введення ангіоліну свідчить про збереження м’язової маси серця та гальмування процесів активного фіброзу.   Менш виражений вплив мілдронату на досліджувані показники. Крім того, мілдронат не змінював достовірно кількість двоядерних клітин, концентрацію РНК в ядрах та цитоплазмі кардіоміоцитів, а також щільність ядер апоптичних і деструктивно змінених кардіоміоцитів  на 1 мм2 площі міокарда. Крім того, морфологічні дослідження показали, що на препаратах верхівки серця, і фарбованих за Ван-Гізоном, у тварин з хронічною серцевою недостатністю спостерігався виражений фіброз та підвищення площі поперекового перетину кардіоміоцитів при відсутності даних змін в групі інтактних тварин (табл. 6.6).
Таблиця 6.6

Вплив ангіоліну і мілдронату на щільність кардіоміоцитів (на 1 мм2 площі міокарда) з різним ступенем фіброзу при хронічній серцевій недостатності на 35 добу експерименту, М ± m, (n=10)
	Фіброз
	Інтактні тварини
	ХСН (контроль)
	ХСН+ангіолін 100 мг/кг
	ХСН+мілдронат 250 мг/кг

	0
	7675±333
	0
	233±17
	0

	1
	88±23
	1178±89*
	5677±207#1
	1201±112(+2%)

	2
	0
	5578±221*
	1207±93#1

(–78%)
	5511±446(–1%)

	3
	0
	871±47*
	0
	889±91


Примітки: 
1. 0 – відсутність, 1– незначний, 2– помірний, 3 – виражений;
2. * – р ˂0,05 порівняно з інтактними тваринами;
3. # – р ˂0,05 порівняно з ХСН;

4. 1 – р ˂0,05 порівняно з мілдронатом.

Аналіз результатів гістологічного дослідження демонструє статистично значиме перевищення фіброзу у групі контрольних тварин (р≤0,05). Призначення ангіоліну тваринам з хронічною серцевою недостатністю веде до гальмування процесів активного фіброзу. Так, в міокарді тварин з хронічною серцевою недостатністю, що отримували впродовж курсу ангіолін, спостерігалося зникнення кардіоцитів з вираженим ступенем фіброзу, поява клітин з відсутністю ознак фіброзу (в групі контрольних тварин відмічали відсутність клітин без ознак фіброзу). 

Отже, курсове введення ангіоліну в дозі 100 мг/кг внутрішньошлунково щурам з хронічною серцевою недостатністю протягом 35 днів достовірно підвищувало щільність кардіоцитів на 18%, долю одноядерних клітин на 72%, зростання рівня РНК в цитозолі кардіоцитів на 24%, зниження щільності апоптичних і некротично змінених клітин на 62%. Також курсове введення ангіоліну в дозі 100 мг/кг внутрішньошлунково щурам з хронічною серцевою недостатністю протягом 35 діб приводило до перерозподілу щільності клітин з різним ступенем фіброзу на 78%, зменшенню щільність кардіоцитів з помірним ступенем фіброзу, підвищенню на 381 % щільність клітин з незначним ступенем фіброзу та повністю попереджувало появу клітин з вираженим ступенем фіброзу. Курсове призначення мілдронату не мало достовірного впливу на процеси активного фіброзу.

6.2.2 Вплив ангіоліну на морфофункціональні показники ендотеліоцитів у щурів з експериментальною хронічною серцевою недостатністю

При хронічній серцевій недостатності, що викликана доксорубіцином, крім функціональних порушень серцевої діяльності можливі пошкодження ендотеліоцитів, в тому числі фактора росту ендотеліоцитів (VEGF) [54, 271, 272].
Крім того, при різних хронічних захворюваннях серцево-судинної системи зростає вміст імунологічних маркерів таких як С-реактивний білок (СРБ), фактор некрозу пухлин альфа (ФНПα), гама-інтерферону G (GIF-γ) 

[273, 274].
Ендотеліопротектори прямої дії, подібні ангіоліну та непрямої дії, подібні мілдронату, можуть по-різному впливати на морфофункціональні показники ендотеліоцитів та імунологічні маркери у щурів при патологічних станах, тому що вони мають різні механізми реалізації кардіо- та вазопротекторної дії [275].
У цьому підрозділі відображені дослідження впливу ангіоліну на морфофункціональні показники ендотеліоцитів та імунологічні молекулярні маркери ендотеліальної дисфункції щурів з хронічною серцевою недостатністю [276]. Для морфологічних досліджень вилучали верхівку серця, фіксували в 10 % формаліні нейтральному, заливали в парафінові блоки, з яких робили серійні 5-мікронні зрізи з різних відділів міокарда [230]. 

Потім для вивчення морфофункціональних показників ендотеліоцитів гістологічні зрізи депарафінували за  стандартним методом та забарвлювали галоціанін хромовими квасцями за Ейнарсоном [230, 239].
Результати досліджень показали, що при доксорубіциновій хронічній серцевій недостатності відбувались суттєві структурно-функціональні зміни ендотелію. Поряд зі збереженими ділянками інтими аорти та ендотелію міокарда були зони їх вираженого пошкодження, що в окремих випадках призводило до десквамації ендотеліальних клітин (табл. 6.7). Особливо чітко це спостерігалося в місцях локального набряку середньої оболонки аорти, де відмічалася значна дезорганізаця еластичних мембран та поява великих фібробласноподібних клітин. При цьому також зросла кількість ендотеліальних клітин з ознаками апоптозу.
Таблиця 6.7
Вплив ангіоліну та мілдронату на морфофункціональні показники ендотеліоцитів кровоносних капілярів в атріальному міокарді при хронічній серцевій недостатності на 35 добу експерименту, М ± m, (n=10)
	Досліджувані показники
	Інтактні
	ХСН

(контроль)
	ХСН+ангіолін 
(100 мг/кг)
	ХСН+мілдронат (250 мг/кг)

	Площа ендотеліоцитів, мкм2
	17,3±0,33
	15,2±1,1*
	17,1±0,77#1
	15,8±1,0

	Щільність ендотеліоцитів на 1 мм2 площі міокарда
	1432±61
	988±21*
	1240±26#1
	991±15


Продовження табиці  6.7
	Концентрація РНК в ядрі ендотеліоцитів, ЕОП
	0,221±0,001
	0,143±0,001*
	0,232±0,001#1
	0,131±0,001#1

	Щільність апоптичних і деструктивно змінених ендотеліоцитів на 1 мм2 площі міокарда
	11,2±3,8
	87,2±12,6*
	48,2±12,8#1
	81,2±18,5*


Примітки. 

1. * – р < 0,05 щодо контролю;

2. # – р < 0,05 порівняно з ХСН; 
3. 1 – р < 0,05 порівняно з мілдронатом.

Введення щурам з ХСН ангіоліну в дозі 100 мг/кг зумовило зменшення проявів дисфункції ендотелію. Так, в групі тварин, які отримували ангіолін, спостерігали підвищення щільності ендотеліоцитів на 25,5 %, площі ендотеліоцитів на 12,5 % та зростання концентрації РНК в ядрах на 62,2 %. Введення ангіоліну викликало антиапоптичний ефект, про що свідчить пониження щільності апоптично змінених ендотеліоцитів на  44,7 % (р < 0,05). Мілдронат достовірно змінював порівняно з контролем вищезазначені показники. Біохімічний аналіз сироватки крові експериментальних тварин визначив, що моделювання ХСН 14-денним введенням доксорубіцину сприяє достовірному підвищенню С-реактивного білка в 2,35 рази на 35 добу спостереження відносно значень інтактних тварин (табл. 6.8).

Таблиця 6.8
Вплив ангіоліну та мілдронату на молекулярні маркери ендотеліальної дисфункції в атріальному міокарді та сироватці крові тварин з ХСН на 35 добу експерименту, М ± m, (n=10)
	Досліджувані показники
	Інтактні
	ХСН(контроль)
	ХСН+ангіолін (100 мг/кг)
	ХСН+мілдронат (250 мг/кг)

	VEGF, 
пг/мг білка
	33,8±4,19
	 18,8±8,41*
	 55,1±7,22*#1
	21,5±4,11

	TNF-α, 
пг/мг білка
	4,18±0,71
	 28,7±3,66*
	 10,2±1,78#1
	27,1±4,87*

	С-реактивний білок, г/л
	4,21±0,31
	 14,13±0,87*
	 5,32±0,28#1
	 10,11±0,78*

	IFN-γ 
пг/мг білка
	11,8±2,8
	32,28±2,26*
	18,21±2,31*#1
	 36,67±4,11*


         Примітки. 
         1. * – р <0,05 щодо інтактних тварин;

         2. # – р <0,05 щодо контролю;

         3. 1   – р <0,05  щодо мілдроната.  
Підвищення С-реактивного білку свідчить про розвиток запальної реакції при ХСН та формування дисфункції ендотелію. Призначення тваринам з ХСН ангіоліну обумовлювало достовірне зменшення С-реактивного білка в сироватці крові цих тварин на 62,2 % порівняно з контрольною групою тварин. Введення мілдронату забезпечило достовірно менш виражений ефект щодо цього показника відносно групи тварин з ХСН, які отримали ангіолін. 

Імуноферментний аналіз цитозоля міокарда тварин з ХСН виявив пониження васкулоендотеліального фактора (VEGF) на 44,4% відносно аналогічного показника інтактних тварин. Курсове введення тваринам з ХСН ангіоліну веде до підвищення на 193% VEG-F в цитозолі міокарда, що підтвердило раніше визначені ендотеліопротекторні властивості потенційного ендотеліопротекторного препарату. Подальший імуноферментативний аналіз цитозоля міокарда тварин з ХСН виявив підвищення молекулярних маркерів дисфункції ендотелію та ХСН – фактора некрозу пухлини (TNF-α) в 5,8 рази і гама-інтерферону (IFN-γ) на 173%          (р <0,05).

В експериментальних дослідженнях було визначено, що VEGF, TNF-α, IL-1β та IFN-γ понижують експресію eNOS, продукцію NO, посилюють його окиснювальну модифікацію, перетворюючи його в пероксинітрит. TNF-α та IFN-γ пригнічують експресію VEGF і запускають апоптоз ендотеліальних клітин [61].

Було продемонстровано, що рівні циркулюючих TNF-α та IFN-γ зворотно пропорційні піковій швидкості кровообігу у пацієнтів з ХСН незалежно від віку, пікового вживання кисню і функціонального класу ХСН за класифікацією NYHA [79].

У дослідженнях VEST та SOLID було визначено, що підвищення рівня циркулюючих TNF-α, IL-1β та IFN-γ пов’язано зі зниженням пікового вживання кисню [55, 56, 57, 79].

Курсове призначення щурам з ХСН ангіоліну сприяло достовірному пониженню TNF-α на 64,5 % та IFN-γ на 44,7 %. Подібна дія ангіоліну свідчить про пригнічення TNF-α залежного процесу клітинної загибелі шляхом апоптозу в тканинах міокарда. Таким чином, ангіолін мав виражену ендотеліопротекторну дію при доксорубіциновій ХСН, що виражалося в достовірному підвищенні щільності ендотеліоцитів судин міокарда, зростанню в них концентрації РНК і VEGF, а також у гальмуванні апоптозу ендотеліоцитів (достовірне пониження щільності клітин з ознаками апоптозу та пониження TNF-α, С-реактивного білка і IFN-γ). Введення мілдронату в дозі 250 мг/кг тваринам з ХСН не мало ендотеліопротекторної дії на даній моделі ХСН.
Отже, курсове внутрішньоочеревинне введення ангіоліну в дозі                  100 мг/кг щурам з ХСН протягом 35 днів веде до підвищення щільності ендотеліоцитів артеріальних судин міокарду на 2,5 % площі ендотеліоцитів на 12,5 %, зростанню в них концентрації РНК на 62,2 %, пониженню щільності ендотеліоцитів з ознаками апоптозу на 33,7 %. Ангіолін при внутрішньоочеревинному введенні щурам в дозі 100 мг/кг протягом 35 діб зменшує експресію молекулярних маркерів дисфункції ендотелію – фактора некрозу пухлин (TNF-α) на 64,5 %, С-реактивного білка на 62,2 %, інтерферону-гама (IFN-γ) на 44,7 % на фоні підвищення експресії васкулоендотеліального фактора (VEGF) на 193 % (р <0,05).
6.3 Вплив ангіоліну на показники системи NO / тіол-дисульфідну систему при моделюванні ХСН
6.3.1. Вплив ангіоліну на показники системи оксиду азоту в міокарді щурів з хронічною серцевою недостатністю
Відомо, що серцева недостатність супроводжується не тільки змінами метаболізму і функцій міокарда, але також ендотеліальною дисфункцією [278].
До ендотеліальної дисфункції призводить дисбаланс між вазодилятаторами і вазоконстрикторами. Вазодилятуючим фактором є оксид азоту, що утворюється з L-аргініну під впливом NO-синтаз [279, 280]. 

Важливе значення у формуванні ендотеліальної дисфункції є пониження початкового рівня аргініну та біологічно активного оксиду азоту або його біодоступності. Ендотеліальна NO-синтаза (eNOS) присутня в ендотеліальних клітинах і насамперед забезпечує вазодилятацію. Водночас час індуцибельна NO-синтаза (iNOS) екскретується і функціонує при патологічних станах, пов’язаних з ендотоксинами і прозапальними цитокінами [2]. Порушення утворення оксиду азоту відбувається паралельно з пониженням рівня його стабільних метаболітів та підвищення маркераокиснювального стресу – нітротирозину. Попередніми дослідженнями визначено пряму ендотеліопротекторну дію ангіоліну [281]. 

Непряму кардіопротекцію виявлено у мілдронату завдяки впливу на накопичення гама-бутиробетаїну і зменшенню інтенсивності його вільнорадикальної інактивації [282]. 

Разом з тим, не проводилися порівняльні дослідження впливу прямого та непрямого ендотеліопротектора на показники системи оксиду азоту при експериментальній хронічній недостатності у щурів в дозах, які застосовували в попередніх експериментах.

В даному підрозділі досліджували вплив ангіоліну на показники системи оксиду азоту в міокарді щурів з хронічною серцевою недостатністю [283].
При моделюванні доксорубіцинової ХСН при 14-добовому введенні доксорубіцину встановлено, що на 35 добу експерименту пригнічується процес синтезу оксиду азоту, що при патологічних станах в міокарді відіграє ендотеліопротекторну та кардіопротекторну роль. Так, в цитозолі щурів з ХСН зменшувалась активність загальної NO-синтази на 60 % на фоні пониження продукції стабільних метаболітів оксиду азоту (нітратів) на 58 %, дефіциту субстрату синтезу L-аргініну (на 52,3 %). При цьому спостерігалося зростання вмісту нітротирозину на 19 %. Паралельно в зрізах верхівки серця у щурів спостерігалося зменшення щільності eNOS-позитивних клітин на 53,2 % та підвищення щільності iNOS-позитивних клітин (табл. 6.9). 
Таблиця 6.9
Вплив ангіоліну та мілдронату на показники синтезу, метаболізму системи оксиду азоту в міокарді щурів при хронічній серцевій недостатності на 35 добу експерименту, М ± m, (n=10)
	Досліджувані показники
	Інтактні тварини
	ХСН (контроль)
	ХСН+

ангіолін 

(100 мг/кг)
	ХСН+

мілдронат  

(250 мг/кг)

	Загальна NOS, нмоль/мг білка/хв
	36,7±2,31
	14,8±1,23*
	17,8±1,35#
	14,2±1,67*

	Щільність eNOS-позитивних клітин
	477,3±21,7
	223,1±18,5*
	231,2±22,0*
	217,2±24,2

	Щільність іNOS-позитивних клітин
	125,2±16,2
	247,8±20,3*
	173,7±14,3#
	251,3±27,3

	Метаболіти NO (нітрати), мкмоль/г тканини
	28,7±2,25
	12,1±1,12*
	18,7±1,21#
	11,8±1,12

	Нітротирозин, нмоль/г тканини
	21,2±2,11
	62,1±4,51
	27,1±2,18#
	53,1±6,34

	L-аргінін, мкмоль/г тканини
	12,8±1,4
	6,1±0,48*
	7,0±0,52#
	5,1±0,43


Примітки. 
1. * – р <0,05 щодо інтактних тварин; 
2. # – р <0,05 щодо контролю. 
Отримані дані свідчать про те, що моделювання ХСН пригнічує експресію eNOS, що бере участь в ендогенних механізмах кардіопротекції та посилює експресію iNOS, відіграє основну роль в реалізації програми нітрозуючого стресу. Розвитку феномена імунозапальної реакції при ХСН, що є одним з ланцюгів формування ендотеліальної дисфункції, спричиняють зміни експресії двох ізоформ NOS-ендотеліальної (зменшення) та індуцибельної (зростання) [284]. 

iNOS, на відміну від eNOS, не потребує Са2+ та кальмодуліну для свого синтезу і продукує NO в концентраціях, які значно перевищують ті концентрації, під впливом яких утворюється eNOS. Крім того, на відміну від ендотеліальної, індуцибельна NO-синтаза експресується лише в патологічних умовах, як відповідь на активацію прозапальними цитокінами, такими як фактор некрозу пухлин альфа (TNF-α). Однак молекули NO, що утворюються при сприянні iNOS, під впливом активних форм кисню перетворюються в пероксинітрит.
NO є нестабільним радикалом з коротким життям, і, можливо для його стабілізації потрібні тіолові сполуки. Порушення транспорту NO пов’язано з активацією ліпідної пероксидації, вільнорадикальних процесів. При накопиченні активних форм кисню, утворенні супероксидрадикалу та гідроксирадикалу вони можуть перетворюватися в пероксинітрит, про що свідчить підвищення маркера пероксинітриту нітротирозину на 193 % [285]. 

При курсовому введенні ангіоліну спостерігалася незначна дія засобу на активність загальної NOS, що зростала на 20 % та вміст L-аргініну (підвищення на 14,7 %), що, можливо, свідчить про не прямий, а опосередкований вплив ангіоліну, а саме про його антиоксидантну активність. Адже, як було нами встановлено раніше, ангіолін понижує окиснювальну модифікацію білкових молекул, в тому числі ферментів, зберігаючи їхню активність. Це підтверджується результатами гістохімічного аналізу, який дозволяє встановити підвищення щільності eNOS-позитивних клітин на 17% та зменшення іNOS-позитивних клітин на 30%. Крім того, ангіолін викликав підвищення рівня стабільних метаболітів NO на 54,5%, в цитозолі міокарда тварин з ХСН.

Отримані дані стверджують те, що ангіолін попереджав перетворення NO під дією активних форм кисню в пероксинітрит, про що свідчить достовірне  пониження рівня нітротирозину на 42 %, зберігаючи його ендотеліопротекторні властивості. Це відрізняє ангіолін від мілдронату, який в запропонованій дозі не має достовірного впливу на показники системи оксиду азоту.

Отже, при хронічній серцевій недостатності в міокарді щурів понижувалася активність загальної NO-синтази на 60%, продукція стабільних метаболітів оксиду азоту – на 58% на фоні дефіциту L-аргініну (–52,3%), підвищувався рівень нітротирозину на 193%. Спостерігалося зменшення щільності eNOS-позитивних клітин на 53,2% та підвищення щільності іNOS-позитивних клітин на 98%. Курсове введення ангіоліну збільшувало щільність eNOS-позитивних клітин на 17% та приводило до зменшення iNOS-позитивних клітин на 30%. Достовірно підвищувався рівень стабільних метаболітів NO на 54,8%, вміст аргініну – на 14,7%, активність загальної NOS – на 20%, а також понижувався вміст нітротирозину в 2,2 рази (р <0,05).

6.3.2. Вплив ангіоліну на показники тіол-дисульфідної системи в міокарді щурів з експериментальною хронічною серцевою недостатністю
Широка розповсюдженість серцевої недостатності та ішемічного пошкодження міокарда вимагають впровадження в медичну практику засобів метаболічної терапії, у яких виражені як цитопротекторні, так і ендотеліопротекторні властивості [286].
 NO, що продукується ендотелієм, відіграє важливу роль в регуляції багатьох функцій серцево-судинної системи, включаючи вазорелаксацію, міграцію и проліферацію клітин гладеньких м’язів, та агрегацію тромбоцитів [287, 288]. 

При патологічних станах порушення утворення оксиду азоту відбувається паралельно зі зміщенням показників тіол-дисульфідної системи. Інтермедіати тіол-дисульфідної системи мають транспортні властивості відносно NO, підвищуючи його біодоступність. Саме ендотеліопротектори прямої (ангіолін) та непрямої (мілдронат) дії, завдяки впливу на показники тіол-дисульфідної системи можуть реалізувати свій кардіопротекторний вплив при хронічній серцевій недостатності  (ХСН).

Тому надалі було досліджено вплив ангіоліну на показники тіол-дисульфідної системи в міокарді щурів з хронічною серцевою недостатністю (ХСН) [289].
Попередньо були підтверджені порушення системи оксиду азоту. На підставі того, що інтермедіати тіол-дисульфідної системи відіграють важливу роль в транспорті і біодоступності оксиду азоту при хронічній серцевій недостатності, визначали саме ці показники. Так, в цитозолі міокарда щурів з ХСН встановлено пониження рівня тіолвмісних амінокислот: цистеїну – на 74,8%, метіоніну на 19%. на 58,4%, а також сумарної кількості відновлених тіолів білкових молекул на 47,1%. В цитозолі клітин міокарда цієї групи щурів визначено порушення показників глутатіонової ланки тіол-дисульфідної системи – пониження активності глутатіонредуктази (ГР) на 64%, зменшення концентрації відновленого глутатіону на 73,9% на фоні підвищення рівня його окисненої форми на 19% (таблиця 6.10).
У зв’язку з тим, що оксид азоту є нестабільним короткоіснуючим радикалом, для його стабілізації та транспорту обумовлено такі механізми, як утворення з тіолвмісними низькомолекулярними сполуками (цистеїн, метіонін, глутатіон) стійких S-нітрозильних комплексів. В умовах дефіциту тіольних сполук (оксидативний стрес, ішемія, інтоксикація тощо) порушується транспорт NO, тому що при надмірній кількості активних форм кисню можливо утворення пероксинітриту [290]. 
При курсовому введенні ангіоліну спостерігалося відновлення показників тіол-дисульфідної системи. Встановлено, що ангіолін у тварин з ХСН вирогідно підвищував вміст відновлених тіольних груп на 66,3%, метіоніну – на 43 %, цистеїну – на 85%. Найбільш виражений вплив ангіоліну проявлявся відносно до глутатіонової ланки тіол-дисульфідної системи – підвищувалась активність глутатіонредуктази – на 97,7%. Зростала концентрація відновленого глутатіону – на 118,7% та зменшувався вміст його окисненої форми на 46,7% в цитозолі міокарда експериментальних тварин.

Таблиця 6.10
Вплив ангіоліну та мілдронату на показники тіол-дисульфідної системи в міокарді щурів при хронічній серцевій недостатності на 35 добу експерименту, М ± m
	Досліджувані показники
	Інтактні тварини

(n=20)
	ХСН (контроль) (n=10)
	ХСН+ангіолін (100 мг/кг)
 (n=10)
	ХСН+мілдронат (250 мг/кг) 

(n=10)

	Метіонін, мкмоль/г тканини
	7,2±0,21
	3,0±0,11*
	4,3±0,21#
	3,0±0,15

	Цистеїн, мкмоль/г тканини
	3,7±0,16
	0,93±0,05*
	1,72±0,14#
	0,91±0,08

	Загальні відновлені SH-групи, мкмоль/г тканини
	167,8±11,4
	88,7±7,2*
	147,5±11,2#
	81,2±6,1

	ГР, мкмоль/мг/хв
	24,7±3,43
	8,9±0,77*
	17,6±1,1#
	8,2±0,02

	Глутатіон відновлений, мкмоль/г тканини
	3,7±0,21
	0,97±0,08*
	2,8±0,11#
	0,94±0,09

	Глутатіон окиснений, мкмоль/г тканини
	0,11±0,02
	0,32±0,01*
	0,17±0,02#
	0,31±0,01


Примітки. 
1. * – р <0,05 щодо інтактних тварин; 
2. # – р <0,05 щодо контролю. 

Максимальне співвідношення встановлено в глутатіоновій ланці тіол-дисульфідної системи під дією ангіоліну, про що свідчить підвищення активності глутатіонредуктази на 97,7%, зростання концентрації відновленого глутатіону на 118,7 % та зменшення вмісту його окисненої форми на 46,7 % в цитозолі міокарда експериментальних тварин (р <0,05). Встановлено, що під дією ангіоліну спостерігалось найбільш оптимальне співвідношення між рівнями відновлених і окиснених тіольних груп, а також глутатіону, що свідчить про активну мобілізацію тіол-дисульфідної системи в нейтралізації продуктів нітрозуючого стресу. Підвищення функціональності тіол-дисульфідної системи міокарда під впливом ангіоліну сприяло підвищенню біодоступності оксиду азоту, а також зменшувало цитотоксичність NO і його дериватів. Ангіолін може бути переносником NO, утворюючи з ним стабільні S-нітрозильні комплекси, попереджаючи перетворення NO в пероксинітрит, зберігаючи його ендотеліопротекторні властивості, що вигідно відрізняє його від мілдронату, який в застосованій дозі не має подібних властивостей.   
6.4 Дія ангіоліну на показники енергетичного обміну міокарда тварин з ХСН
В останні роки вчені світу звернули особливу увагу на ендотелій як патогенетичну мішень порушень серцевої і судинної діяльності при патологічних станах та точку прикладання дії лікарських засобів. Ендотелій підвищує судинний гомеостаз, реалізує вазодилятуючу, протизапальну, протифібринолітичну, антитромботичну, антигіпертензивну дії, сприяє стабілізації енергетичних ресурсів [291].
Дисфункція ендотелію спостерігається у більшості пацієнтів із серцево-судинними захворюваннями [94]. 
Тому було досліджено вплив ангіоліну на показники енергетичного обміну в міокарді щурів при експериментальній серцевій недостатності [292]. В експериментах на щурах з ХСН, яку моделювали 14-денним введенням доксорубіцину, було встановлено порушення енергетичного обміну міокарда, зокрема  показників гліколізу, що супроводжувалося зростанням рівня лактату в 3,3 рази, пониження вмісту малату на 73%, пірувату – на 44%, ізоцитрату – на 56% (табл. 6.11). Спостерігався дефіцит макроергічних фосфатів: так рівень АТФ понижувався на 42%, АДФ –на 54% при підвищенні рівня АМФ на 61%. Зміни рівня малату та ізоцитрату свідчать також про зміни при ХСН реакцій циклу Кребса. Падіння активності залежної від НАД малатдегідрогенази на 63%, пониження вмісту глутамату на 27%, аспартату – на 40 %, малату – на 73% пов’язано з гальмуванням малат-аспартатного шунта. Крім того, порушується не тільки утворення енергії, а також її транспорт, про що стверджує падіння активності креатинфосфокінази, як в мітохондріях (КФК-мх) – на 52%, так і в цитозолі (КФК-цт) – на 33%. Тобто при доксорубіциновій серцевій недостатності порушуються всі шляхи утворення енергії. Призначення ангіоліну тваринам з ХСН приводило до підвищення продукції АТФ в міокарді – на 47% за рахунок інтенсифікації аеробних процесів.  

Таблиця 6.11
Вплив ангіоліну і мілдронату на показники енергетичного обміну і 
малат-аспартатного шунта при ХСН на 35 добу експерименту, М ± m, (n=10)
	Досліджувані показники
	Інтактні щуры
	ХСН (контроль)
	ХСН+ангіолін (100 мг/кг)
	ХСН+мілдронат (250 мг/кг)

	АТФ, мкмоль/г
	2,81±0,21
	1,63±0,17*
	2,39±0,17# (+47%)
	1,81±0,18* (+11%)

	АДФ, мкмоль/г
	0,622±0,04
	0,288±0,03*
	0,511±0,04# (+77,4%)
	0,310±0,07* (+7,6%)

	АМФ, мкмоль/г
	0,11±0,01
	0,28±0,01*
	0,15±0,01 # (–46,4%)
	0,31±0,02* (+7,1%)

	Лактат, мкмоль/г
	2,47±0,22
	8,11±0,52*
	4,31±0,38# (–47%)
	7,07±1,17* (+32%)

	Піруват, мкмоль/г
	0,18±0,02
	0,10±0,01*
	0,16±0,02# (+60%)
	0,10±0,04* (0%)

	Ізоцитрат, мкмоль/г
	0,711±0,04
	0,312±0,02*
	0,421±0,04# (+35%)
	0,317±0,03* (0%)

	Малат, мкмоль/г
	0,77±0,05
	0,21±0,01*
	0,60±0,05# (+185,7%)
	0,22±0,03* (0%)

	НАД·МДГ, мкмоль/г/хв
	6,21±0,45
	2,31±0,17*
	6,83±0,45# (+195%)
	2,47±0,22* (+7%)

	Глутамат, мкмоль/г
	24,1±1,8
	17,7±1,0*
	22,1±1,10# (+24,8%)
	16,1±1,3* (–9%)

	Аспартат, мкмоль/г
	17,0±0,11
	10,2±0,92*
	14,0±1,0 (+37%)
	9,51±0,71 (–6,7%)

	КФК-цт, мкмоль/мг/хв
	1,156±0,11
	0,774±0,032*
	1,121±0,11# (+44,8%)
	0,822±0,054* (+9,6%)

	КФК-мх, мкмоль/мг/хв
	0,832±0,05
	0,434±0,02*
	0,789±0,04# (+81,8%)
	0,451±0,07* (+4%)


Примітки. 
1. * – р <0,05 щодо інтактних тварин; 2. #– р <0,05 щодо контролю.
Важливим моментом в енерготропному механізмі дії ангіоліну було те, що підвищення рівня АТФ на 47% відбувалося на фоні зростання вмісту АДФ на 77,4% та на фоні зменшення вмісту АМФ на 46,4%. 

Курсове призначення ангіоліну вело до обмеження активності анаеробного гліколізу, про що свідчить пониження рівня лактату в міокарді на 47%. При цьому ангіолін проявляв нормалізуючу дію выдносно компонентів реакцій циклу Кребса на дикарбоновій ділянці (підвищення рівня малату на 185%). Ангіолін також мав позитивний вплив на окиснювальні процеси на трикарбоновій ділянці циклу Кребса (підвищення рівня ізоцитрату на 35%). 

Важливим моментом в механізмі енерготропної дії ангіоліну при порушенні енергетичного метаболізму на моделі ХСН був його активізуючий вплив на малат-аспартатний шунт, який здійснює перенос відновлених еквівалентів, що утворюються в цитоплазмі під час гліколізу, та мітохондріях в умовах ішемії. НАДН+, що ідентифікується в цитоплазмі в умовах пониженого вмісту кисню, застосовується для перетворення щавлевооцтової кислоти в малат, який проникає у мітохондрії та бере участь в експорті альфа-кетоглутарату. Малат в мітохондріях перетворюється у щавлевооцтову кислоту з утворенням НАДН, доступного для електротранспортного ланцюга (з 2 протонів утворюються 3 молекули АТФ). Щавлевооцтова кислота, що утворюється з малату, перетворюється в альфа-кетоглутарат і аспартат. Альфа-кетоглутарат переміщується з мітохондрій в обмін на малат, а аспартат обмінюється на глутамат. Перенос відбувається за рахунок градієнту глутамату та високого внутрішньомітохондріального співвідношення глутамат/аспартат. Співвідношення НАДН/НАД+ та малат/щавлевооцтова кислота регулюється малатдегідрогеназою (МДГ). Моделювання ХСН 14-добовим введенням доксорубіцину призводило на 35 добу спостереження до гальмування малат-аспартатного шунта, що виражалося в пониженні активності НАД-МДГ на 63%, зменшенны рівня малату – на 73%, аспартату на 40% та глутамату – на 27%. 

Курсове призначення ангіоліну щурам з ХСН зумовлювало інтенсифікацію активності малат-аспартатного шунта в міокарді, про що свідчило підвищення активності НАД-МДГ на 195 %, збільшення рівня малату на 185 %, аспартату на 37 %, глутамату на 24,8 % (р <0,05). Ангіолін підвищував не лише продукцію енергії, але також і її транспорт, що підтверджено вирогідним зростанням активності мітохондріальної креатинфосфокінази (КФК-мх) на 81,8 %, цитозольної  креатинфосфокінази (КФК-цт) на 44 %. Введення мілдронату тваринам з ХСН призводило до підвищення синтезу АТФ за рахунок активації анаеробного гліколізу та до підвищення транспорту енергії, про що свідчить зростання активності мітохондріальної та цитозольної КФК. При цьому призначення мілдронату на відміну від застосування ангіоліну не мало позитивного впливу на окиснювальну продукцію енергії в циклі Кребса і активацію малат-аспартатного компенсаторного шунта. Сумарний внесок мілдронату в енергозабезпеченні серця при експериментальній ХСН був нижчий порівняно з аналогічною енерготропною дією ангіоліну.

Отже, у міокарді щурів при хронічній доксорубіциновій серцевій недостатності порушувались показники енергетичного обміну: понижувався вміст АТФ, АДФ, малату, ізоцитрату, пірувату, аспартату, глутамату, активність НАД-малатдегідрогенази, креатинфосфокінази в цитозолі і мітохондріях, зростав вміст АМФ і лактату. Ангіолін в дозі 100 мг/кг при внутрішньошлунковому введенні щурам відновлював вміст показників, що характеризують синтез, транспорт енергії, активність компонентів циклу Кребса та малат-аспартатного шунта, і перевищував за зазначеною активністю мілдронат, що застосовували в дозі 250 мг/кг при внутрішньошлунковому введенні щурам з доксорубіциновою хронічною серцевою недостатністю.

6.5 Вплив ангіоліну на показники оксидативного стресу міокарда при моделюванні ХСН
6.5.1. Дія ангіоліну на показники прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу в міокарді щурів з експериментальною хронічною серцевою недостатністю

Для хронічної серцевої недостатності ішемічного, так ідіопатичного ґенезу, характерна ендотеліальна дисфункція [293]. Це пов’язано з функціями ендотелію, а саме захисною, контролюючою транспортування поживних речовин, імуномодулюючої завдяки властивості ендотелію синтезувати та виділяти біологічно активні сполуки, особливо вазодилятуючі, найпотужнішим серед яких вважається оксид азоту, що синтезується з амінокислоти аргініну трьома ізоформами NO-синтази. Оксид азоту, що утворюється під впливом ендотеліальної NO-синтази, бере участь у регуляції судинного тонусу, підтримці гомеостазу, стимуляції ангіогенезу, гальмуванні проліферації та міграції гладком’язових клітин [294].
При порушенні біодоступності оксиду азоту виникає ендотеліальна дисфункція, що характеризується не тільки порушеннями діяльності серцево-судинної системи, але також і інших життєвоважливих систем [295].
Встановлення ендотеліопротекторних властивостей у інгібіторів АПФ, блокаторів рецепторів ангіотензину ІІ, вазодилятаторів, деяких антагоністів кальцію сприяло підвищенню ефективності фармакотерапії серцевої недостатності. Разом з тим, незважаючи на успіхи в лікуванні хронічної серцевої недостатності, це захворювання залишається одним з головних причин смертності, тому вважати доцільним проведення пошуку нових малотоксичних метаболітотропних препаратів з ендотеліопротекторним ефектом, які можуть поліпшити ефективність формулярної фармакотерапії. Так, в літературі існують відомості щодо доцільності включення мілдронату в схеми лікування хронічної серцевої недостатності; у цього засобу встановлена опосередкована ендотеліопротекторна дія [46]. 
Тому, актуальним є створення і дослідження фармакологічних властивостей ендотеліопротектору прямої дії – ангіоліну, що був розроблений в НВО «Фарматрон». 
Спочатку досліджували вплив ангіоліну на показники прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу в міокарді щурів з хронічною серцевою недостатністю [296].
Моделювання ХСН 14-добовим введенням доксорубіцину призвело на 35 добу експерименту до стійкого пригнічення активності СОД на 64 %, ГПР на 65% і підвищення рівня окиснювальної модифікації білка АФГ на 195 %, КФГ на 175 % в міокарді експериментальних тварин (табл. 6.12). Зростання активності оксидативних реакцій при ХСН підтверджено в дослідженнях на тваринах та в клінічних випробуваннях.

Таблиця 6.12
Вплив ангіоліну та мілдронату на показники антиоксидантної системи та оксидативного стресу при ХСН на 35 добу експерименту,

 М ± m, (n=10)
	Умови експерименту
	СОД, у.о./мг/хв
	ГПР, мкм/мг/хв
	АФГ, 

у.о./г білку
	КФГ, 
у.о./г білку

	Інтактні щури
	328,6±13,6
	147,2±8,9
	12,2±0,97
	7,2±0,72

	ХСН(контроль)
	118,0±9,2*
	51,7±4,2*
	36,1±2,41*
	19,8±1,33*

	ХСН+Ангіолін (100 мг/кг)
	287,7±14,7#
(+144%)
	133,2±8,2# (+158%)
	18,2±1,81# 
(–50%)
	10,7±1,14# 
(– 46%)

	ХСН+мілдронат  (250 мг/кг)
	139,1±11,2* (+18%)
	54,4±5,7* (+0%)
	32,1±3,11*

(–11%)
	15,1±1,11* 
(–24%)


Примітки. 
1. * – р <0,05 щодо інтактних тварин;

2. # – р <0,05 щодо контролю.

Важливим механізмом прогресування хронічної серцевої недостатності є пригнічення скоротливої функції міокарда під дією активних форм кисню. Активні форми кисню та активні радикали спричинюють апоптоз кардіоміоцитів і викликають прямий негативний інотропний ефект. Крім того, при взаємодії активних форм кисню з ліпідами мембран утворюються ліпідні радикали, пероксиди ліпідів та гідроперекиси ліпідів, внаслідок чого зростає проникність мембран кардіоміоцитів. Це веде до значного підвищення внутрішньоклітинного вмісту кальцію та стійкому скороченню міофібрил. Наслідком цих процесів є порушення гнучкості міокарду та його скоротливої функції [297]. 

Однією з головних мішеней оксидативного стресу є ендотелій. Активація активних форм кисню веде до нездатності ендотелію, адаптуватися до змінних умов гемодинаміки, що передусім виражається в посиленні вазоконстрикції. Основою для цього є пониження синтезу та окиснювального руйнування оксиду азоту. Під впливом активних форм кисню зменшується експресія NO-синтази, понижується концентрація необхідних ко-факторів NO-синтази, підвищується утилізація оксиду азоту стінкою судин [78, 290].
Курсове введення тваринам з ХСН ангіоліну має значну антиоксидантну дію, що проявлялося підвищенням активності СОД на       144 %, ГПР на 158 % та пониженням маркерних продуктів – АФГ на 50 % та КФГ на 60 %. Мілдронат при ХСН мав менш виражену антиоксидантну дію.

Таким чином, визначена властивість ангіоліну зменшувати оксидативний стрес, що реалізується як за рахунок підвищення активності  антиоксидантних ферментів – СОД і глутатіонпероксидази – так і за рахунок прямої антиоксидантної дії: зменшення утворення супероксидрадикалу та пероксинітриту.  Подібна дія пов’язана з наявністю тіольних груп  в молекулі ангіоліну, який може виступати як скавенджер активних форм кисню. Подібна дія ангіоліну може призвести до підвищення біодоступності оксиду азоту при його дефіциті та на фоні оксидативного стресу.

Отже, при хронічній серцевій недостатності, викликаної 14-добовим введенням доксорубіцину на 35 добу експерименту встановили порушення в міокарді, показників прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу: пригнічення активності СОД на 64%, ГПР на 65%, підвищення маркерів окиснювальної модифікації білку: АФГ на 195%, КФГ на 175% в міокарді щурів. Ангіолін в дозі 100 мг/кг при внутрішньошлунковому курсовому введенні підвищував активність СОД на 144%, ГПР на 158 % та понижував показники окисної модифікації білку – АФГ на 50% та КФГ на 60%. Мілдронат викликав тенденцію до нормалізації активності СОД, рівня АФГ та КФГ, проте не змінював активність ГПР в умовах хронічної серцевої недостатності.

6.6. Дія ангіоліну на показники кардіо- та системної гемодинаміки при хронічній серцевій недостатності у кролів
Визначення патогенетичних мішеней при хронічній серцевій недостатності сприяє пошуку лікарських засобів цілеспрямованого впливу на ключові показники функції і метаболізму міокарду з метою підвищення результативності лікування цієї патології [298]. 

При хронічній серцевій недостатності паралельно порушуються показники кардіогемодинаміки, які визначають насосну функцію серця і у відповідь на пониження серцевого викиду також показники системної гемодинаміки, що пов’язані зі зростанням периферичного судинного опору [299]. 

При даній патології спостерігається не тільки розвиток оксидативного і нітрозуючого стресу, але також ендотеліальної дисфункції, які запобігають адекватній регуляції кровообігу, мають пошкоджуючий вплив на клітинні мембрани і структуру ДНК, активність ензимів, транспорт електронів в мітохондріях та регуляторних білків клітин [300].
В зв’язку з тим, що при хронічній серцевій недостатності має місце пониження біодоступності оксиду азоту та підвищення його деградації були досліджені препарати, у яких може проявлятися ендотеліопротекторна властивість. Подібний вплив певною мірою можуть мати препарати, які призначають при лікуванні хронічної серцевої недостатності, такі як інгібітори АПФ, блокатори рецепторів ангіотензину ІІ [301]. 

Був визначений також опосередкований ендотеліопротекторний вплив у метаболітотропних засобів – похідних бурштинової кислоти, мельдонію, аргініну [296]. 

В НВО «Фарматрон» був синтезований метаболітотропний ендотеліопротектор прямої дії ангіолін. При доксорубіциновій хронічній серцевій недостатності порівнювали вплив на показники кардіо- та системної гемодинаміки ангіоліну та мілдронату [302].
На підставі отриманих даних встановлено, що у кролів, яким моделювали ХСН, на 35 добу порушувалися показники кардіо- та системної гемодинаміки, понижувалися УОК на 24,1 %, РІЛШ на 31,8 % та РУІЛШ на 27,5 % (табл.6.14). Також спостерігалося підвищення САТ (+10,7 %) при зниженні РІЛШ на 22,6 % та підвищенні ЧСС (табл. 6.13). 

Таблиця 6.13
Вплив ангіоліну та мілдронату на показники кардіо- та системної гемодинаміки у кролів з ХСН на 35 добу експерименту, М ± m
	Група тварин
	ЧСС, уд/хв
	Рмах, мм.рт.ст.
	САТ,

мм.рт.ст.
	ХОК, мл/хв
	УОК,

хв
	СиІ, мл/м2/хв

	Інтактні (n=15)
	271±6,3
	155±14
	150±8,0
	1,08±0,02
	3,98±0,08
	4509±221

	ХСН (контроль) (n=6)
	288±7,2
	144±7,8
	166±7,2
	0,86±0,02
	3,02±0,06
	4115±138

	ХСН+мілдронат
(250 мг/кг) (n=6)
	297±3,3
(+3,1%)
	131±5,2*

(+7%)
	166±10,2

(0%)
	0,77±0,03

(-10%)
	2,59±0,02

(-14,2%)
	4117±120

(+0,04%)

	ХСН+ангіолін
(100 мг/кг) (n=15)
	286±5,6
	148±8,8#
(+21%)
	160±7,0

(-3,6%)
	0,98±0,04#
(+13%)
	3,35±0,07#
(+11%)
	4284±262

(+4%)


Примітки. 
1. * – р˂0,05 порівняно з контролем; 
2. # – р˂0,01 порівняно з мілдронатом.
Таблиця 6.14
Вплив ангіоліну та мілдронату на показники кардіо- та системної гемодинаміки у кролів з ХСН на 35 добу експерименту М ± m
	Група тварин
	Д,

мл/с
	ЗПСО, дин/с/см-5
	РІЛШ,

кгм/м2/хв
	РУІЛШ,

кг м/м2/хв

	Інтактні (n=15)
	16,89±1,5
	12834±1070
	9435±850
	34,84±2,8

	ХСН(контроль) (n=6)
	14,33±0,4
	 15430±620
	6432±934
	25,1±2,3

	ХСН+ мілдронат

(250 мг/кг) (n=6)
	14,22±0,3
(0%)
	15549±470 (0%)
	6300±702

(–2%)
	24,2±2,8

(–3%)

	ХСН+Ангіолін
(100 мг/кг) (n=15)
	15,46±0,3
(+7%) 
	13785±230#
(-10,7%) 
	8300±900#
(+29%) 
	 32,5±3,1#
(+29%)


Примітки. 
1.* – р˂0,05 порівняно з контролем; 
2. # – р˂0,05 порівняно з мілдронатом.

Інші показники, що характеризують кардіо- та системну гемодинаміку мають тенденцію до зниження, крім ЗПСО, що підтвержує порушення скоротливої функції серця. Встановлено, що курсове (35 діб) введення паралельно і після формування ХСН ангіоліну в дозі 100 мг/кг вело до нормалізації показників кардіо- та системної гемодинаміки  Так, РІЛШ зростає на 30%, РУІЛШ – на 29,4%, РЛШ на 21,3%. При введенні кролям аналогічним курсом мілдронату в дозі 250 мг/кг виникало подальше падіння показників порівняно з групою контролю або показники не змінювалися. В групі тварин, яким вводили мілдронат значення САТ були на рівні групи контрольних тварин з ХСН. В групі тварин з ХСН, що отримували ангіолін, спостерігалася тенденція до пониження ЧСС, тоді, коли в групі тварин, яких лікували мілдронатом, цей показник зростав порівняно з групою клнтрольних (нелікованих) тварин. Мілдронат призводив до депресії досліджуваних показників гемодинаміки. Ангіолін не мав, очевидно, впливу на показник САТ у тварин з ХСН. В групі тварин, яких лікували ангіоліном, показник ЗПСО знизився на 10,7 % порівняно з групою контролю, що свідчить про вплив препарату на ендотелійзалежні механізми регуляції судинного тонусу при ХСН. В групі тварин, які отримували мілдронат, показник ЗПСО залишався на рівні контролю.

В результаті проведених досліджень виявлено, що курсове 35-добове введення ангіоліну в дозі 100 мг/кг внутрішньошлунково кролям паралельно та після формування хронічної серцевої недостатності, яка була викликана введенням доксорубіцину, сприяло усуненню усунення дисфункції лівого шлуночка, що виражалося – підвищенні РІЛШ – на 29%, а РУІЛШ –  на 29%, підвищенню тиску в лівому шлуночку  на 21,3%, пониженні ЗПСО – на 10,7%. Також ангіолін підвищував ХОК  на 13% (р˂0,05). Аналіз отриманих даних відносно впливу ангіоліну порівняно з мілдронатом на показники кардіо- та системної гемодинаміки підтверджує переваги ангіоліну перед мілдронатом щодо здадності відновлювати функціональну активність серця.

Отже, при ХСН у кролів, що викликана введенням доксорубіцину, ангіолін в дозі 100 мг/кг при внутрішньошлунковому введенні кролям з ХСН відновлював функцію лівого шлуночка, що відображалося зростанням РІЛШ на 29%, РУІЛШ – на 29%, РЛШ – на 21,3%, і таким чином нормалізував скоротливу функцію міокарда.
Отримані результати підтверджують кардіопротекторну дію ангіолін.
Висновки до розділу 6

1. При доксорубіциновій хронічній серцевій недостатності у щурів ангіолін підвищував рухову активність тварин, попереджував розвиток гіпертрофії міокарда і запобігав втраті білка в цитоплазмі і мітохондріях, зменшував щільність ядер апоптичних та деструктивно зміненних кардіоміоцитів, збільшуючи площу, щільність ядер, концентрацію РНК в ядрах і цитоплазмі кардіоміоцитів, запобігав розвитку фіброзу та відновлював морфометричні показники ендотеліоцитів.

2. При ХСН ангіолін більшою мірою, ніж мілдронат, збільшував вміст загальної NO-синтази, L-аргініну, щільність eNOS, зменшував щільність iNOS, рівень метаболітів NO, нітротирозину, відновлював показники тіол-дисульфідної системи, підвищував рівень показників енергетичного обміну.

3. При внутрішньошлунковому введенні ангіоліну (100 мг/кг) кролям з доксорубіциновою ХСН спостерігалося відновлення фракції лівого шлуночка, що відображалося зростанням РІЛШ – на 29%, РУІЛШ – на 29%, Рmax лівого шлуночка – на 21,3%.

РОЗДІЛ 7
кардіо- І ЕНДОТЕЛІОпротекторнА АКТИВНІСТЬ АнгіолінУ ПРИ ЙОГО комбінуваннІ з базовиМИ антигіпертензивниМИ препаратАМИ за умов АРТЕРІАЛЬНОЇ ГІПЕРТЕНЗІЇ

7.1. Дія ангіоліну при комбінованому застосуванні його  з ірбесартаном і квінаприлом на показники артеріального тиску у щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією 
Експерименти проведено на щурах лінії  (Окамото – Аокі) SHR- САГ  (щурі з генетично обумовленою спонтанною артеріальною гіпертензією) та на нормотензивних контрольних тваринах лінії WKR (normotensive Wistar-Kyoto rats) [298].

В групі інтактних щурів артеріальний тиск (АТ) не змінювався протягом 30 днів. Не виявлено різниці АТ у щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією на початку експерименту та через 30 днів (табл. 7.1).
Таблиця 7.1

Вплив ангіоліну, квінаприлу, ірбесартану та їх комбінацій на артеріальний тиск щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією (n=6)
	Група тварин
	АТ до лікування, мм рт.ст
	АТ після лікування, мм.рт.ст

	1
	2
	3

	Інтактні 
	104±2,0
	103±2,0

	САГ (контроль) 
	157±1,0*
	156±1,0*


Продовження таблиці 7.1

	1
	2
	3

	САГ + ангіолін (100 мг/кг) 
	155±2,0*
	152±2,0*

	САГ + ірбесартан (30 мг/кг)
	155±2,0*
	139±5,0#

	САГ + ангіолін (100 мг/кг)+ірбесартан (30 мг/кг)
	157±1,0*
	138±4,0#

	САГ + квінаприл (10 мг/кг) 
	153±2,0*
	135±5,0#

	САГ + ангіолін (100 мг/кг)+ квінаприл (10 мг/кг)
	158±1,0*
	139±5,0#


Примітки. 
1. *– р<0,05 порівняно з інтактними тваринами; 
2. # – р<0,05 порівняно з контролем.
У щурів, яким протягом 30 днів вводили ірбесартан внутрішньошлунково в дозі 30 мг/кг, артеріальний тиск понизився на 10,3 %. Квінаприл при внутрішньошлунковому введенні щурам в дозі 10 мг/кг  призводив до зниження артеріального тиску на 11,8 %. Ангіолін, який вводили внутрішньошлунково в дозі 100 мг/кг, не викликав вірогідних змін артеріального тиску. За даними таблиці 7.1, ірбесартан в дозі 30 мг/кг та ангіолін в дозі 100 мг/кг, що було введено внутрішньошлунково, понизили артеріальний тиск щурів на 12,1%. Зміни артеріального тиску щурів при введенні комбінації ірбесартану з ангіоліном, очевидно, не відрізнялися від показників артеріального тиску при введенні лише ірбесартану. Квінаприл в дозі 10 мг/кг та ангіолін в дозі 100 мг/кг при внутрішньошлунковому введенні понизили артеріальний тиск щурів на 12%, тобто показник змін артеріального тиску не мав значних відмінностей від показника артеріального тиску при введенні квінаприлу. 
Таким чином, отримані експериментальні дані стверджують наявність порівняльного антигіпертензивного ефекту інгібітора АПФ – квінаприлу та антагоніста ангіотензину ІІ – ірбесартану в експериментах на щурах при внутрішньошлунковому введенні в умовно терапевтичних дозах.                   Метаболітотропний засіб – ангіолін при внутрішньошлунковому введенні не змінював показники артеріального тиску щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією. Ангіолін також не впливав на антигіпертензивну дію ірбесартану та квінаприлу, що може бути обґрунтуванням для комбінованого застосування ангіоліну з ірбесартаном та квінаприлом з метою покращення і реалізації ендотеліопротекторної функції. 

7.2 Вплив ангіоліну за комбінованого застосування з квінаприлом та ірбесартаном на показники оксидативного стресу в міокарді щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією 
Як зазначалося, ендотеліальна дисфункція виступає одним з провідних патогенетичних механізмів розвитку артеріальної гіпертензії, що супроводжується порушенням процесів перекисного окиснення ліпідів, вмісту жирних кислот, енергетичного обміну, функції мітохондрій, вмісту білків теплового шоку, а також системи оксиду азоту і тіол-дисульфідної системи [291-293].
Для визначення можливих біохімічних механізмів реалізації кардіо- та ендотеліопротекторної дії ангіоліну, порівнювали вплив ангіоліну, ірбесартану, квінаприлу та їх комбінацій на вищезазначені показники [61, 120, 303].
7.2.1.Вплив ангіоліну, ірбесартану, квінаприлу за моно- та комбінованого застосування на показники окиснювальної модифікації білків кардіоміоцитів щурів при артеріальній гіпертензії

В зв’язку з тим, що ангіолін володіє антиоксидантними властивостями [51], а в умовах артеріальної гіпертензії порушується прооксидантно-антиоксидантний гомеостаз [304], досліджувався вплив ангіоліну, ірбесартану, квінаприлу на маркери окиснювальної модифікації білків (АФГ та КФГ) в мітохондріальній та цитозольній фракціях кардіоміоцитів щурів при артеріальній гіпертензії.

Біохімічними дослідженнями як цитозольної, так і мітохондріальної фракцій міокарда в групі щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією, визначено зростання вмісту АФГ та КФГ в сироватці крові, що є ознакою оксидативного стресу: при артеріальній гіпертензії визначені механізми вільно-радикального пошкодження органів та тканин. Також відомо, що при артеріальній гіпертензії реалізується активація вільно-радикальних реакцій та процесів перекисного окиснення ліпідів. Вважають, що виникнення окиснювального стресу при артеріальній гіпертензії спостерігається внаслідок локального викиду катехоламінів, що веде до інтенсифікації їх перетворення в адренохром і утворення активних форм кисню (АФК). 

Продукція АФК при артеріальній гіпертензії відбувається за рахунок прекурсорів катехоламінів, а саме – 6-амінодопаміну та 6-гідрокси-допаміну. Участь катехоламінів в продукції АФК може здійснюватися і через інтенсифікацію гексомонофосфатного шунта, тоді адренохром-залежні механізми утворення АФК стають в 10 разів продуктивнішими. Первинна продукція АФК веде до окиснювальної модифікації білкових фрагментів іонних і особисто Ca+-каналів, кальцієвому перенавантаженню мітохондрій та порушенню їх енергопродукуючої функції. Надалі мітохондрії стають міцним джерелом АФК, ініціаторами оксидативного та нітрозуючого стресу та апоптозу кардіоміоцитів. Аналізуючи отримані експериментальні дані, можна стверджувати, що у щурів зі САГ вміст продуктів окиснювальних мітохондріальних білків (АФГ,  КФГ) в мітохондріях підвищується в 3,4 та 3,2 рази відповідно, а в цитозолі в 1,95 та 1,81 рази відповідно (табл. 7.2)
 Таблиця 7.2.

Вплив ангіоліну, ірбесартану, квінаприлу та їх сполучень на показники окиснювальної модифікації білків серця щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією, М ± m, (n=6)
	Група тварин
	Мітохондріальна фракція
	Цитозольна фракція

	
	АФГ, у. о. / 

г білка
	КФГ, у. о. / 

г білка
	АФГ, у. о. / 

г білка
	КФГ, у. о. / 

г білка

	Інтактні (n=6)
	6,86 ± 0,4
	4,408 ± 0,42
	17,16±0,75
	9,52 ± 0,48

	САГ (контроль) (n=7)
	22,84±2,3*
	14,05±1,68*
	33,4±1,95*
	17,2±0,85*

	САГ + 
ангіолін (100 мг/кг) (n=7)
	19,11±1,0#
	9,1±1,51#
	21,7±1,5#
	14,2±0,7#

	САГ + 
ірбесартан (30 мг/кг) (n=7)
	18,7±1,7#
	12,2±1,33
	23,2±1,1#
	16,8±0,8

	САГ + ангіолін (100мг/кг) +

ірбесартан (30 мг/кг) (n=7)
	10,11±0,7#
	5,54±0,12#
	17,0±0,5#
	9,3±0,43#

	САГ +
квінаприл (10 мг/кг) (n=7)
	19,2±1,3#
	14,2±1,54
	27,2±1,3#
	17,5 ± 0,4

	САГ + ангіолін (100 мг/кг)+ 

квінаприл (10 мг/кг) (n=7)
	11,3±0,6#
	5,88±0,17#
	19,8±0,8#
	10,72±0,88*


Примітки. 
1.* – р<0,05 порівняно з інтактними тваринами;

2. # – р<0,05 порівняно з САГ.
Як видно з таблиці, ангіолін при артеріальній гіпертензії знижував в мітохондріях вміст АФГ на 16%, рівень КФГ тільки проявляв тенденцію до зниження. В цитозольній фракції при введенні ангіоліну знижувався рівень вмісту АФГ на 38%, КФГ – на 46%. Ірбесартан зменшував вміст АФГ в мітохондріальній та цитозольній фракціях на 18% при практично незмінному рівні КФГ. Встановлено, що після введення ангіоліну з ірбесартаном показники окиснювальної модифікації білків нормалізувались, а саме, порівнювально з даними у щурів із САГ, зменшувалися як в мітохондріальній фракції: АФГ  в 2,2 рази, КФГ – в 2,5 рази, так і в цитозольній фракції АФГ – в 1,9 рази, КФГ – в 1,8 рази. Квінаприл аналогічно ірбесартану понижував рівень АФГ в мітохондріальній та цитозольній фракціях на 18% на фоні незмінного вмісту КФГ. Більш значущий вплив на показники окиснювальної модифікації білка має комбіноване призначення ангіоліну з квінаприлом: в мітохондріальній фракції вміст АФГ понижувався в 2 рази, КФГ – в 2,4 рази, в цитозольній фракції рівень АФГ знижувався на 41%, КФГ – на 38% (р<0,05).

Отримані експериментальні дані свідчать, що при артеріальній гіпертензії, коли розвивається оксидативний стрес, в мітохондріальній і цитозольній фракції зростає вміст маркерів окиснювального пошкоджен​ня білків, адже порушення кисневого режиму тканин при цій патології веде до пошкодження мембран мітохондрій та виходу білків апоптозу. Ангіолін зменшує вміст показників окиснювальної модифікації білків, крім рівня КФГ. Ірбесартан та квінаприл в монотерапії вірогідно нормалізують вміст АФГ в мітохондріальній та цитозольній фракції кардіоміоцитів, але не змінюють рівень КФГ. Результати досліджень свідчать про антиішемічний вплив комбінацій ангіоліну з ірбесартаном та ангіоліну з квінаприлом, в тому числі їх антиоксидантну дію та відновлення функції мітохондрій. 

Отже, при експериментальній артеріальній гіпертензії в мітохондріальній та цитозольній фракціях кардіоміоцитів щурів зростають показники окиснювального пошкодження білків (АФГ, КФГ). Також визначено, що при спонтанній артеріальній гіпертензії ірбесартан та квінаприл проявляють нормалізуючий вплив лише стосовно вмісту АФГ як в мітохондріальній, так і в цитозольній фракціях кардіоміоцитів щурів. Ангіолін у щурів з артеріальною гіпертензією відновлював показники окиснювальної модифікації білків АФГ та КФГ в цитозольній фракції, в мітохондріальній фракції спостерігається нормалізуючий ефект препарату лише по відношенню до АФГ. Комбіноване застосування ірбесартану та квінаприлу з ангіоліном викликають зниження показників окиснювальної модифікації білків (АФГ, КФГ) в мітохондріальній та цитозольній фракціях кардіоміоцитів щурів практично до контрольних значень. 
Можливо, відбувається потенціювання ефектів ірбесартану та квінаприлу в сполученні з ангіоліном завдяки включенню в комбінацію ангіоліну, у якого доцільно визначити дію на компоненти тіол-дисульфідної системи, енергетичний обмін, білки теплового шоку та на структуру мітохондрій [305].

7.2.2. Вплив комбінованого застосування квінаприлу та ірбесатану з ангіоліном на жирнокислотний склад ліпідів плазми крові щурів із артеріальною гіпертензією
Антиоксидантну дію ангіоліну та його комбінацій з ірбесартаном і квінаприлом підтверджують результати змін складу жирних кислот в плазмі крові у щурів з артеріальною гіпертензією.  Результати проведених досліджень узагальнені в таблиці 7.3. Із таблиці видно, що у гіпертензивних щурів співвідношення насичених та ненасичених ЖК відрізняється від контролю.
Таблиця 7.3 

Жирнокислотний склад ліпідів плазми крові (в %) у нормотензивних та гіпертензивних щурів за впливу ангіоліну, квінаприлу та при їх комбінованому введенні, М ± m, (n = 7)
	Жирні кислоти
	Інтактні
	САГ

(контроль)
	САГ+

ангіолін
	 САГ+ квінаприл
	САГ+

квінаприл+ ангіолін

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Міристинова
	1,8±0,3
	1,3±0,1
	3,9±0,1**
	5,0±0,1**
	3,5±0,5**

	Пентодеканова
	2,2±0,1
	2,1±0,5
	1,7±0,3
	2,5±0,3
	1,5±0,3


Продовження таблиці 7.3
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Пальмітинова
	25,8±1,5
	16,7±1,0*
	28,1±1,5#
	33,0±1,5#
	27,5±1,6#

	Маргаринова
	0,7±0,1
	0,6±0,1
	0,5±0,1
	0,6±0,1
	0,5±0,1

	Стеаринова
	7,6±0,7
	5,9±0,05*
	8,1±0,5#
	10,6±1,0#
	8,7±0,7#

	Олеїнова
	10,2±1,0
	8,2±0,7
	9,9±1,0
	8,3±0,8
	8,5±0,5

	Лінолева
	10,4±1,0
	9,2±0,9
	15,3±1,0
	10,1±1,0
	15,0±1,0

	Ліноленова
	0,7±0,1
	0,8±0,1
	0,6±0,1
	1,2±0,1
	0,4±0,1

	Арахідонова
	40,6±1,5
	55,2±1,5*
	31,9±1,5#
	28,2±1,5#
	34,3±1,5#

	Σ НЖК
	36,6±2,0
	25,1±1,8*
	42,3±2,0#
	51,7±2,0#
	41,8±1,6#

	Σ ННЖК
	63,8±2,0
	74,9±1,8*
	57,7±2,0#
	48,3±2,0#
	58,2±1,6#

	Σ ПНЖК
	51,7±1,6
	65,2±1,5*
	47,8±1,6#
	39,5±1,8#
	49,7±1,3#


Примітки. 
1. * – р<0,05 порівняно з інтактними тваринами; 
2. # – р<0,05 порівняно з САГ.

Стан вмісту жирних кислот як в органах мішенях, так і в плазмі крові 

висвітлює виразність змін при АГ та ефективності антигіпертензивної терапії. Відома важлива роль жирних кислот у підтримці прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу, метаболітної активності та здійсненні енергетичного постачання [306, 307]. 
У щурів з гіпертензією у плазмі крові відмічено суттєве зниження насиченості ліпідного компоненту на 31,4 % порівняно з вмістом в плазмі крові нормотензивних щурів за рахунок зменшення рівня пальмітинової кислоти на 35,3 % та стеаринової на 22,4 %. В той же час зростає вміст арахідонової кислоти на 35,9 %, ненасичених жирних кислот на 15,8 %, поліненасичених жирних кислот на 26,3 %, що можливе внаслідок порушення структури фосфоліпідів. Відомо, що родинність бішару мембрани обумовлює легку і швидку міграцію окремих молекул ліпідів завдяки  присутності ненасичених і, особливо, поліненасичених жирних кислот [308].  

Недостатній вміст насичених жирних кислот, як енергетичного субстрату може привести до порушення утворення АТФ, що спостерігається в клініці у хворих з АГ та в експериментах на щурах з АГ [310]. 
Для забезпечення функціонального складу клітин суттєве значення має співвідношення насичених і ненасичених жирних кислот у фосфоліпідах клітинних мембран. Зростання вмісту ненасичених і поліненасичених жирних кислот свідчить про інтенсифікацію окисних процесів і зміни проникності мембран. Підвищення рівня арахідонової кислоти характерно як для АГ, так і інших патологічних процесів, може бути пов’язано з інтенсифікацією синтезу ейкозаноїдів, що посилюють проникність мембран [310]. 

Однією з причин збільшення вмісту арахідонової кислоти може бути як підвищення її утворення у цитоплазмі клітин, так і посилення її вивільнення з фосфоліпідів плазматичних мембран, можливо за допомогою фосфоліпази А2 [311]. 

Результатом метаболізму арахідонової кислоти є утворення вільних радикалів, за умови високої концентрації цієї кислоти інтенсифікується перекисне окиснення ліпідів, що спостерігається у щурів із САГ [312]. 

Після 90 днів лікування ангіоліном в плазмі крові щурів зростав вміст міристинової, пальмітинової, стеаринової кислоти, знижувався вміст арахідонової кислоти, що взаємопов’язано з антиоксидантними та кардіопротекторними властивостями сполуки. Зміни співвідношення лінолевої  та арахідонової кислоти викликає пониження рівня ненасичених, поліненасичених кислот та зростання насичених [313].

Ангіолін, який має антиоксидантні властивості [314], підвищує рівень насиченості жирних кислот (міристинової, пальмітинової, стеаринової), при цьому вміст міристинової кислоти перевищує показник інтактних тварин. Нормалізація вмісту арахідонової кислоти після введення ангіоліну свідчить про стабілізацію окисно-відновних та енергоутворюючих процесів. Запобігаючи змінам ненасичених жирних кислот, ангіолін поліпшує синтез ейкозаноїдів, сприяє нормалізації  складу фосфоліпідів мембрани [315].
Квінаприл при 3-місячному введенні щурам викликав аналогічні зміни жирнокислотного складу ліпідів, що узгоджуються з його фармакодинамічними властивостями. Разом з тим, при введенні квінаприлу відмічений низький вміст поліненасичених жирних кислот за рахунок пониженого рівня арахідонової кислоти порівняно з контролем. Після 3-х місяців введення щурам квінаприлу з ангіоліном відмічалася нормалізація жирнокислотного складу ліпідів плазми крові за рахунок відновлення співвідношення як насичених, так  ненасичених і поліненасичених ЖК, при цьому вміст пальмітинової та арахідонової ЖК змінювався до рівня контролю [316]. Ірбесартан, який пригнічував вільнорадикальне окиснення в органах тварин [317], може відновлювати жирнокислотний склад ліпідів плазми крові щурів. Дія ірбесартану щодо вищезазначених показників проявлялась в меншому ступені: ірбесартан поступається дії ангіоліну щодо вмісту міристинової, пальмітинової, арахідонової кислот. Під впливом ірбесартану спостерігалась лише тенденція до відновлення стеаринової кислоти. Додавання до ірбесартану ангіоліну при введенні щурам із САГ мало значно більший ефект, ніж використання ірбесартану окрему, а також перевищувало дію ангіоліну окремо, стосовно показників жирнокислотного складу ліпідів [318]. Ірбесартан, а також його комбінація з ангіоліном, мають регенеративний вплив на жирнокислотних вміст ліпідів (насичених, поліненасичених жирних кислот, суми насичених, ненасичених та поліненасичених жирних кислот) у щурів із САГ при тривалому введенні (табл. 7.4). 
Таблиця 7.4

Жирнокислотний склад ліпідів плазми крові у нормотензивних та щурів із САГ за впливу ангіоліну, ірбесартану та при їх комбінованому застосуванню, М ± m, (n=7)
	Жирні кислоти
	Інтактні
	САГ (контроль)
	САГ+

ангіолін
	САГ+

ірбесартан
	САГ+

ірбесартан+ангіолін

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	С14:0

міристинова 
	1,8±0,3
	1,3±0,1
	3,9±0,1#
	3,0±0,3#
	4,4±0,5#

	С15:0

пентодеканова
	2,2±0,1
	2,1±0,5
	1,7±0,3
	1,3±0,3
	2,3±0,3

	С16:0

пальмітинова
	25,8±1,5
	16,7±1,0*
	28,1±1,5#
	22,4±1,6#
	29,5±1,8#

	С17:0

маргаринова
	0,7±0,1
	0,6±0,1
	0,5±0,1
	0,5±0,1
	0,5±0,1

	С18:0

стеаринова
	7,6±0,7
	5,9±0,05*
	8,1±0,5#
	9,2±0,7
	9,0±0,5#

	С18:1

олеїнова
	10,2±1,0
	8,2±0,7
	9,9±1,0
	10,1±1,0
	7,6±0,7

	С18:2

лінолева
	10,4±1,0
	9,2±0,9
	15,3±1,0
	11,8±1,0
	16,9±1,0

	С18:3

ліноленова
	0,7±0,1
	0,8±0,1
	0,6±0,1
	0,5±0,1
	0,3±0,3

	С​20:4

арахідонова
	40,6±1,5
	55,2±1,5*
	31,9±1,5#
	34,4±1,6#
	29,9±1,5#


Продовження таблиці 7.4
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	ΣНЖК
	36,6±2,0
	25,1±1,8*
	42,3±2,0#
	32,4±1,8
	49,7±1,8

	ΣННЖК
	63,8±2,0
	74,9±1,8*
	57,7±2,0#
	58,8±1,8
	51,7±1,8

	ΣПНЖК
	51,7±1,6
	65,2±1,5*
	47,8±1,6#
	48,7±1,5
	44,1±1,6


Примітки.
1. * – р<0,05 порівняно з інтактними тваринами; 
2. # – р<0,05 порівняно з САГ.

Таким чином, отримані результати показали, що ірбесартан нормалізує жирнокислотний склад, ліпідів плазми крові у щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією.  Ірбесартан за умов комбінованого застосування з ангіоліном покращував відношення насичених і ненасичених ЖК за рахунок  нормалізації вмісту пальмітинової, лінолевої та арахідонової ЖК по відношенню до контролю. У щурів із САГ в плазмі крові спостерігався понижений рівень пальмітинової та стеаринової кислот, суми насичених жирних кислот, зростав вміст арахідонової кислоти, суми ненасичених та поліненасичених жирних кислот. Ірбесартан при внутрішлунковому 3-х місячному введенні підвищував вміст міристинової, пальмітинової кислот та вміст насичених жирних кислот, мав тенденцію до підвищення стеаринової кислоти, понижував вміст арахідонової кислоти, суму ненасичених і поліненасичених жирних кислот порівняно з гіпертензивними щурами. Ірбесартан за сумісного застосування з ангіоліном протягом 3-х місяців у щурів із САГ нормалізував жирнокислотний склад ліпідів в плазмі крові, перевищуючи дію ірбесартану та ангіоліну окремо.

Квінаприл, ангіолін, а також їх комбіноване введення щурам зі спонтанною артеріальною гіпертензією сприяв нормалізації впливу на показники жирнокислотного складу ліпідів в плазмі крові. 

7.3. Дія ангіоліну за комбінованого застосування з ірбесартаном та квінаприлом на показники енергетичного обміну в міокарді  щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією  
7.3.1. Вплив ангіоліну, ірбесартану, квінаприлу та їх комбінацій на вміст аденілових нуклеотидів, білків теплового шоку та мітохондріальну функцію

Сучасно продовжуються експериментальні та клінічні дослідження для уточнення патогенезу та артеріальної гіпертензії, в першу чергу, біохімічних показників, що характеризують енергозбереження,  білки теплового шоку та стан дисфункції мітохондрій. Саме тому був вивчений вплив ангіоліну за комбінованого застосування з квінаприлом та ірбесартаном на вміст аденілових нуклеотидів, показники окиснювальної модифікації білків, білки теплового шоку та мітохондріальну функцію в міокарді щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією [319].

Оскільки ознакою мітохондріальної дисфункції є порушення бар’єрних функцій їх мембран, проводилось дослідження процесу відкриття гігантських мітохондріальних пор (МП) в мітохондріях, виділених з тканин серця експериментальних тварин.

У дослідженнях оцінювався функціональний стан мітохондрій кардіоміоцитів щурів при спонтанній артеріальній гіпертензії, які активно залучаються в складну мережу внутрішньоклітинної регуляції метаболічних процесів, та зміни структури яких є головною причиною клітинної дегенерації. При патологічних процесах (артеріальна гіпертензія, ішемічна хвороба серця, серцева недостатність), які супроводжуються оксидативним стресом, мітохондрії можуть пошкоджуватись метаболітами, що утворюються під впливом активних форм кисню; при цьому можливо також вивільнення апоптичних факторів, що ініціюють клітинну загибель. Існує доказ, що, в свою чергу, центральна роль в продукції активних форм кисню (АФК) та подальший розвиток апоптозу належить мітохондріям, змінам проникності їх мембран в результаті формування дисфункції, утворення комплексу мітохондріальних пор та ініціюванню мітоптозу [320].
Розвиток мітохондріальної дисфункції веде до порушення зворотнього захоплення медіаторів, генерації та проведення імпульсу, синтезу білку, процесів трансляції та транскрипції, при яких активізуються паразитарні енергопродукуючі реакції [321]. 
Під дією гідроксилрадикалу відбувається відкриття мітохондріальних пор, з експресією та виходом в цитозоль проапоптичних білків [322]. 
Відкриття пор відбувається за рахунок окиснення тіольних груп цистеїнзалежного білку внутрішньої мембрани мітохондрій, що попереджує його проникнення у неспецифічний канал [323]. 
У щурів із CАГ існують генетичні особливості клітинних мембран мітохондрій, ініціюючих виникнення недостатності мембранної регуляції внутрішньоклітинного кальцію з накопиченням в цитоплазмі високих концентрацій вільних іонів кальцію. Швидкість відкриття мітохондріальних пор тісно поєднана з інтенсивністю окиснювальної модифікації білків мітохондрій та концентрацією кальцію всередині мітохондрій, які прискорюють пошкодження мітохондрій (відкриття пори). У щурів із САГ нами зареєстровано підвищення швидкості спонтанного відкриття МП та набрякання мітохондрій міокарду щурів з артеріальною гіпертензією [324, 325], що свідчить про їх пошкодження (табл. 7.5).
Таблиця 7.5

Реєстрація ступеню відкриття мітохондріальної пори у щурів з артеріальною гіпертензією, М ± m
	Група тварин
	ΔЕ

	Інтактні (n=7)
	0,018±0,001

	САГ (контроль) (n=8)
	0,146±0,012*

	САГ+ангіолін (100мг/кг) (n=8)
	0,087±0,005#

	САГ+ірбесартан (30мг/кг) (n=8)
	0,103±0,011#

	САГ+ірбесартан(30мг/кг) + ангіолін(100мг/кг) (n=8)
	0,022±0,002#

	САГ+квінаприл (10мг/кг) (n=8)
	0,117±0,018#

	САГ+ квінаприл(10мг/кг) + ангіолін(100мг/кг) (n=8)
	0,047±0,003#


Примітки:
1.* – р<0,05 порівняно з інтактними тваринами;

2. # – р<0,05 порівняно з САГ.

Препарати ангіолін, квінаприл, ірбесартан, а також їх комбінації зменшують оптичну щільність суспензії мітохондрій. Так,  у щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією відмічено зростання оптичної щільності суспензії мітохондрій щурів (ΔЕ зростає у 8 раз), що свідчить про підвищення набрякання мітохондрій та відкритті МП [326].

Ангіолін достовірно зменшує ΔЕ на 40 %, квінаприл на 19 %, квінаприл з ангіоліном – на 67 %, ірбесартан – на 23 %, ірбесартан з ангіоліном –                  в 6,6 разів, порівняно до контролю. Отримані експериментальні дані свідчать про наявність мітопротекторної активності у всіх досліджуваних препаратів, однак ця активність більш виражена при застосуванні ірбесартану з ангіоліном.

Механізми закриття/відкриття МП діють у функціональній єдності, здійснюючи перетворення та посилення сигналів, що надходять при активації інозитолу – 1,4,5 – трифосфат – спряжених рецепторів, опосередковуючи регуляцію зв'язку між функціональним відділом та енергетичними процесами клітини [327]. 

У щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією (САГ) підвищується показник, що характеризує набрякання мітохондрії, що, в свою чергу, має призвести до енергодефіциту [328, 329]. 

Зміни рівня аденілових нуклеотидів в мітохондріальній та цитозольній фракціях при цьому характеризуються пониженням рівня АТФ: в цитозольній фракції на 39%, в мітохондріальній фракції на 35 %. В цитозольній фракції також зростав рівень АМФ на 30%, в мітохондріальній фракції понижується рівень АДФ на 43% (табл. 7.6, 7.7).

Джерелом енергодефіциту тканин при артеріальній гіпертензії вважають формування мітохондріальної дисфункції, можливе накопичення кальцію та окиснювальну модифікацію білків [330, 331].

Таблиця 7.6

Вміст аденілових нуклеотидів в цитозольній фракції гомогенату серця щурів, М ± m
	 Групи тварин
	АТФ мкмоль/г тканини
	АДФ мкмоль/г тканини
	АМФ мкмоль/г тканини

	1
	2
	3
	4

	Інтактні (n=7)
	3,49±00,15
	0,53±0,02
	0,16±0,01

	САГ (контроль) (n=8)
	2,12±0,09
	0,32±0,03
	0,23±0,01

	САГ+ангіолін (100мг/кг) (n=8)
	2,34±0,01*
	0,41±0,03*
	0,17±0,01

	САГ+ірбесартан(30мг/кг) (n=8)
	2,17±0,01
	0,32±0,02
	0,22±0,01

	САГ+ірбесартан(30мг/кг)+
ангіолін (100мг/кг) (n=8)
	3,48±0,12#
	0,50±0,03#
	0,17±0,01#


Продовження табиці 7.6
	1
	2
	3
	4

	САГ+квінаприл (10мг/кг) (n=8)
	2,11±0,01
	0,30±0,04
	0,23±0,02

	САГ+квінаприл(10мг/кг)+
ангіолін (100мг/кг) (n=8)
	3,37±0,10#
	0,46±0,02#
	0,18±0,02#


           Примітки. 
1.* – р<0,05 порівняно з інтактними тваринами;

2. # – р<0,05 порівняно з САГ.
Таблиця 7.7

Вміст аденілових нуклеотидів в мітохондріальній фракції гомогенату серця щурів, М ± m
	 Групи тварин
	АТФ мкмоль/г тканини
	АДФ мкмоль/г тканини
	АМФ мкмоль/г тканини

	Інтактні (n=7)
	2,78±0,11
	0,55±0,016
	0,20±0,02

	САГ (контроль) (n=8)
	1,81±0,06*
	0,31±0,04*
	0,27±0,015

	САГ+ангіолін (100мг/кг) (n=8)
	2,17±0,03*
	0,43±0,011
	0,24±0,05

	САГ+ірбесартан(30мг/кг) (n=8)
	1,93±0,03
	0,33±0,011
	0,26±0,05

	САГ+ірбесартан(30мг/кг) +
ангіолін (100мг/кг) (n=8)
	2,63±0,05#
	0,51±0,012#
	0,21±0,02

	САГ+квінаприл (10мг/кг) (n=8)
	1,80±0,04
	0,33±0,011
	0,7±0,02

	САГ+квінаприл(10мг/кг)+
ангіолін (100мг/кг) (n=8)
	2,50±0,06#
	0,50±0,015#
	0,22±0,01


Примітки. 
1.* – р<0,05 порівняно з інтактними тваринами; 
2. # – р<0,05 порівняно з САГ.

Ангіолін інтенсифікує енергоутворення як в цитозольній, так і в мітохондріальній фракціях, що підтверджує раніше вказані дані щодо його здатності інтенсифікувати процеси енергоутворення (табл. 5.5, 5.6) [332]. 
Ірбесартан та квінаприл не здійснюють достовірний вплив на вміст аденілових нуклеотидів в цитозольній та мітохондріальній фракціях, проте в поєднанні з ангіоліном відновлюють рівень АТФ, що пояснює властивість ангіоліну пригнічувати продукцію маркерів окиснювальної модифікації білкових фрагментів іонних, зокрема кальцієвих каналів, пониженню кальцієвого перенавантаження мітохондрій та відновленню їх енергопродукуючої функції.

Певним показником дисфункції мітохондрій є встановлене зниження білку теплового шоку 70 в цитозольній (в 6,3 рази) та мітохондріальній фракціях (в 8,1 рази) гомогенату серця САГ щурів у порівнянні із нормотензивними тваринами (табл.7.8).
Таблиця 7.8
Концентрація HSP70 в гомогенаті серця експериментальних тварин, М ± m
	Групи тварин
	HSP70, у.о./г білку

	
	Цитозольна

фракція
	Мітохондріальна фракція

	1
	2
	3

	Інтактні (n=7)
	8,782±0,304
	6,515±0,264

	САГ (контроль) (n=8)
	2,326±0,32*
	0,758±0,304*

	САГ+ангіолін (100мг/кг) (n=8)
	5,242±0,301#
	2,783±0,172#

	САГ+ірбесартан(30мг/кг) (n=8)
	2,438±0,172
	0,811±0,464

	САГ+ ангіолін (100мг/кг) +

ірбесартан(30мг/кг)(n=8)
	7,114±0,241#
	3,241±0,141#

	САГ+квінаприл (10мг/кг) (n=8)
	2,450±0,213
	0,783±0,354


Продовження табиці 7.8
	1
	2
	3

	САГ+ангіолін (100мг/кг) +

квінаприл(10мг/кг) (n=8)
	6,671±0,288#
	2,821±0,115#


Примітки. 
1.* – р<0,05 порівняно з інтактними тваринами;

2. # – р<0,05 порівняно з САГ.

Порушення проникності внутрішньоклітинних мембран мітохондрій, що веде до утворення МП, прогнозує вихід ряду матриксних білків. Нами вперше виявлено зниження вмісту білку теплового шоку HSP70 в цитозольній та мітохондріальній фракціях гомогенату серця САГ щурів порівняно з нормотензивними тваринами.

Відома індукція білків теплового шоку у відповідь на дію багатьох стресових факторів [333], у тому числі на гіпоксію, що може супроводжувати артеріальну гіпертензію. Більшість захисних функцій HSP70 пов’язані з їх шаперогенною активністю [327], тобто здатністю виявляти пошкоджені або знову синтезовані поліпептиди та виправляти їх структуру АТФ-опосередкованим шляхом, а також видаляти білки, що не підлягають виправленню, через протеосомний апарат. В останній час з’явились дані щодо регуляції дії HSP70 на явище мітохондріальних дисфункцій, що розвиваються і при ішемічному ураженні головного мозку.

Було також встановлено в умовах in vitro, що HSP70 здатний попереджувати фрагментацію окиснювальних пошкоджень [334] глутатіон-S-трансферази, глутатіонредуктази, супероксиддисмутази, лактатдегідрогенази, малатдегідрогенази, регулювати тіол-дисульфідну рівновагу. Крім того, однією з основних функцій HSP70 є індукція, а також збільшення тривалості життя стабільної форми HIF-1a, що включає подальші пристосувальні реакції в клітині. Нами встановлено, що HSP70, «пролонгував» дію HIF-1a, а також самостійно регулював експресію НАД-малатдегідрогенази мітохондрій, тим самим довготривало підтримуючи активність компенсаторного механізму вироблення АТФ –   малат-аспартатного човникового механізму. 

Дефіцит HSP70 – одна з причин формування мітохондріальної дисфункції з усіма випливаючими наслідками для життєдіяльності клітини. Дефіцит HSP70 в міокарді щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією може бути пов'язаний з мітохондріальною дисфункцією [335, 336, 337], порушенням прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу, підвищенням маркерів окиснювальної модифікації білків, що встановлено нами в попередніх дослідженнях. Можливо, відбувалося підвищення продукції активних форм кисню, цитотоксичних форм оксиду азоту, що призводило до модифікації (зворотньої та незворотньої) макромолекул, в тому числі і самого HSP70, зниженню експресіонної активності генів, що уповільнюють синтез даного білку.

В міокарді щурів зі спонтанною  артеріальною гіпертензією виявлено формування мітохондріальної дисфункції кардіоміоцитів, причиною якої є окиснювальна модифікація білкових структур мітохондрій в умовах активації оксидативного стресу, що було встановлено в попередніх дослідженнях.  В свою чергу, виявлений дефіцит HSP70 в міокарді щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією є однією з причин формування мітохондріальної дисфункції.

Ангіолін збільшує кількість HSP70 як в цитозольній, так і в мітохондріальній фракціях кардіоміоцитів, що свідчить про здатність препарату зменшувати прояви мітохондріальної дисфункції та підвищувати стійкість організму до пошкоджуючих факторів. Квінаприл та ірбесартан практично не впливали на рівень HSP70 в обох фракціях, однак при введенні даних сполук їх дія у відношенні концентрації HSP70 реалізувалась, можливо, в результаті потенціювальних ефектів інгібіторів АПФ та БРА з ендотеліопротектором, що ймовірно буде попереджати пригнічування активності антиоксидантних ферментів та компонентів малат-аспартатного шунта. При цьому найбільш виражений нормалізуючий ефект відносно змін оптичної щільності мітохондрій, рівня АТФ та концентрації білку HSP70 в цитозольній та мітохондріальній фракціях кардіоміоцитів має квінаприл та ірбесартан у поєднанні з ангіоліном, що є підставою для їх комбінованого застосування. 

В міокарді щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією (САГ) зареєстровано відкриття МП на підставі збільшення оптичної щільності суспензії мітохондрій, зниження рівня АТФ та білку HSP70 в цитозольній та мітохондріальній фракціях кардіоміоцитів. Ангіолін, а також його поєднання з квінаприлом та ірбесартаном при внутрішньошлунковому введенні щурам зі спонтанною артеріальною гіпертензією попереджає відкриття мітохондріальної пори та нормалізує вміст аденілових нуклеотидів та білку HSP70 в цитозольній та мітохондріальній фракціях кардіоміоцитів.

7.4. Вплив ангіоліну за комбінованого застосування з ірбесартаном та квінаприлом на показники NO / тіол-дисульфідну систему в міокарді щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією  
7.4.1. Дія ангіоліну, ірбесартану, квінаприлу, та їх комбінацій на систему оксиду азоту в міокарді щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією

Головним механізмом, що лежить в основі ендотеліальної дисфункції, є пониження утворення та біодоступності оксиду азоту [323, 338].
Ангіолін не чинить прямої стимулюючої дії на активність NOS (але може впливати на її експресію), та підвищує біодоступність NO за рахунок збереження відновлених тіолів.  Крім того, ми припускаємо, що ангіолін сам може бути переносником NO, та передбачається його позитивний вплив особливо при комбінованому застосуванню з ірбесартаном та квінаприлом на систему оксиду азоту. 
Тому вивчали вплив ірбесартану, квінаприлу, ангіоліну та їх комбінацій на показники системи NO у цитозольній та мітохондріальній фракціях гомогенату міокарда щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією [339, 340].
Попередніми біохімічними дослідженнями встановлено, що в цитозольній і мітохондріальній фракціях міокарда в групі спонтанно гіпертензивних щурів виявлені ознаки оксидативного стресу. Показано депресія утворення оксиду азоту, про що свідчить достовірне зменшення вмісту його стабільного метаболіту – нітрит-аніону на фоні пониження активності загальної NO-синтази, як у мітохондріях, так і в цитозолі міокарда щурів лінії САГ (табл. 7.9, 7.10). 
Таблиця 7.9
Показники системи NO у мітохондріальній фракції гомогенату міокарду щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією за впливу ангіоліну, квінаприлу, ірбесартану та їх комбінацій, М ± m 
	Група тварин
	Активність NOS,
мкмоль НАДФ/хв/г білка
	Нітротирозин нмоль/г білка
	Нітрити, мкмоль/г тканини
	Концентрація iNOS, 

у.о./г. білку

	1
	2
	3
	4
	5

	Інтактні (n=7)
	4,37±0,26
	1,04±0,33
	16,3±1,06
	0,11±0,02

	САГ(контроль) (n=8)
	1,87±0,08
	2,56±0,15
	6,0±0,85
	1,88±0,16

	САГ+ангіолін 

(100 мг/кг) (n=8)
	2 ±0,02
	1,62±0,07*#
	7,7±0,03*
	1,21±0,07*

	САГ+ірбесартан (30 мг/кг) (n=8)
	2,88±0,05*
	2,46±0,11
	8,8±1,2*
	1,80±0,12


Продовження таблиці 7.9
	1
	2
	3
	4
	5

	САГ+ангіолін
(100мг/кг)+

ірбесартан

(30 мг/кг) (n=8)
	3,72±0,10*
	1,10±0,07*#
	14,8±0,4*
	0,54±0,02*

	САГ+квінаприл (10 мг/кг)(n=8)
	1,84±0,07
	2,60±0,14
	6,7±1,0
	1,91±0,14

	САГ+ангіолін
(100мг/кг)+

квінаприл 

(10 мг/кг)(n=8)
	2,35±0,12*
	1,48±0,05*#
	8,2±0,5*
	1,10±0,05*


Примітки. 
1. * – р<0,05 порівняно з інтактними тваринами;

2. # – р<0,05 порівняно з САГ.
Таблиця 7.10

Показники системи NO у цитозольній фракції гомогенату міокарда щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією за впливу ангіоліну, квінаприлу, ірбесартану та їх комбінацій, М ± m
	Група тварин
	Активність NOS,
мкмоль НАДФ/хв/г білка
	Нітрити, мкмоль/г тканини
	Концентрація еNOSу.о./г білка

	1
	2
	3
	4

	Інтактні (n=7)
	11,75±0,75 
	17,23±0,84 
	15,2±0,73 

	САГ(контроль) (n=8)
	 5,15±0,64*
	6,76±0,67*
	 4,1±0,21*


Продовження таблиці 7.10
	1
	2
	3
	4

	САГ+ангіолін (100 мг/кг) (n=8)
	 6,54±0,11#
	8,11±0,15#
	 6,0±0,20#

	САГ+ірбесартан (30 мг/кг) (n=8)
	 7,21±0,21#
	9,61±0,37#
	 7,2±0,43#

	САГ+ангіолін(100 мг/кг)+

ірбесартан(30 мг/кг) (n=8)
	10,11±0,48#
	16,1±0,81#
	 14,3±0,71#

	САГ+квінаприл (10мг/кг) (n=8)
	 5,21±0,31
	 7,31±0,42
	 6,0±0,20#

	САГ+ангіолін(100 мг/кг)+

квінаприл(10 мг/кг)(n=8)
	 7,72±0,37#
	10,7±0,46#
	 11,0±0,52#


Примітки. 
1. * – р<0,05 порівняно з інтактними тваринами;

2. # – р<0,05 порівняно з САГ.

Методом імуноблотингу було встановлено значне підвищення експресії iNOS у мітохондріях САГ щурів порівняно з нормотензивними тваринами. Також методом імуноблотингу було визначено пониження експресії eNOS у цитозольній фракції міокарду САГ щурів порівняно з аналогічними показниками інтактної групи. Визначена дискоординація між активністю загальної NOS у мітохондріях і утворенням стабільних метаболітів NO в міокарді за умов артеріальної гіпертензії, що може бути пов’язано з інтенсифікацією «паразитарних реакцій», коли NOS і, особливо її індуцібельна форма, продукує не тільки NO, а також супероксидрадикал. Це призводить до значного підвищення цитотоксичних дериватів NO – пероксінітриту, іону нітрозонію тощо, і ініціації нітрозуючого стресу. Подібні реакції можуть відбуватися в умовах дефіциту L-аргініну, антиоксидантної недостатності, дисфункції мітохондрій, підвищеній експресії iNOS під дією прозапальних факторів. Неконтрольоване утворення цитотоксичних дериватів NO веде до S-, N-, O-нітрозування найактивніших ділянок структур іонних каналів, рецепторів, відкритістю трансмембранних пор, сигнальних молекул, тобто розвитку нітрозуючого стресу.

Підтвердженням даного припущення є визначення в мітохондріях міокарду САГ щурів вмісту маркера нітрозуючого стресу – нітротирозину, що збільшився в 2,46 раза (р<0,05) порівняно з нормотензивними тваринами на фоні підвищеної експресії в мітохондріях iNOS. У цитозолі міокарду САГ-щурів також був виявлений низький рівень стабільного метаболіту NO  (на 60,7 %) порівняно з нормотензивними щурами на фоні пригнічення загальної активності NOS та низької експресії ендотеліальної NOS.  В групі САГ щурів загальна активність цитозольної NOS була в середньому в 2 рази нижчою, ніж в цитозолі нормотензивних тварин. Особливості змін активності закисної NOS в мітохондріях та цитозолі спонтанно гіпертензивних щурів можна пояснити локалізацією різних ізоензимів NOS у різних клітинах та клітинних органелах. 

7.4.2. Дія ангіоліну, ірбесартану, квінаприлу, та їх комбінацій на показники тіол-дисульфідної системи в міокарді щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією

Відомо, що компоненти тіол-дисульфідної системи (глутатіон, цистеїн, метіонін) в фізіологічних умовах сприяють депонуванню та транспорту NO, підвищуючи його біодоступність та запобігаючи утворенню пероксинітриту [341]. У спонтанно гіпертензивних щурів встановлені порушення показників тіол-дисульфідної системи, що характеризується пониженням відновлених еквівалентів і опосередковано свідчить про підвищення вмісту окиснених інтермедіантів в мітохондріальній та цитозольній фракціях гомогенату серця щурів із САГ. Тому надалі досліджували дію ангіоліну, ірбесартану, квінаприлу та їх комбінацій на показники тіол-дисульфідної системи (активність глутатіонредуктази та вміст загальних відновлених тіолів в мітохондріальній та цитозольній фракціях кардіоміоцитів щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією) [342].

В мітохондріальній фракції активність глутатіонредуктази понижується в 2,7 рази порівняно з активністю ферменту в міокарді нормотензивних тварин (табл. 7.11). 

Таблиця 7.11 

Дія ірбесартану, квінаприлу і ангіоліну та їх комбінацій на показники тіол-дисульфідної системи в мітохондріальній фракції гомогенату серця щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією, М ± m
	Група тварин
	ГР, 

мкмоль/хв/г білка
	Загальні відновлені тіоли, моль/г білка

	Інтактні (n=7)
	4,96±0,34
	280,7±14,5

	САГ (контроль) (n=8)
	1,78±0,21*
	168,2±6,8*

	САГ +ангіолін (100 мг/кг) (n=8)
	3,77±0,17#
	200,1±9,7#

	САГ +ірбесартан (30 мг/кг) (n=8)
	1,80±0,11*
	161,1 ±8,5*

	САГ+ангіолін (100 мг/кг) + ірбесартан (30 мг/кг) (n=8)
	4,56±0,27#
	284,5±10,2#

	САГ +квінаприл (10 мг/кг) (n=8)
	1,77±0,08*
	157,8±9,7*

	САГ+ангіолін (100 мг/кг) + квінаприл (10 мг/кг) (n=8)
	3,98±0,14#
	241,0±11,3#


Примітки. 
1.* – р<0,05 порівняно з інтактними тваринами;

2. # – р<0,05 порівняно з САГ.

Слід відмітити, що пониження активності глутатіонредуктази спостерігалося на фоні дефіциту загальних відновлених тіолів. Так, в мітохондріях щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією вміст відновлених тіолів був в 1,7 рази (р<0,05) нижче рівня у нормотензивних тварин на фоні пониження активності глутатіонредуктази. Подібні зміни показників тіол-дисульфідної системи були виявлені також в цитозольній фракції міокарда спонтанно гіпертензивних тварин (табл. 7.12). Так, в групі САГ щурів активність цитозольної глутатіонредуктази була знижена в          3,4 рази, а вміст відновлених тіолів був в 2,4 рази нижче контрольного рівня (Р<0,05).
Таблиця 7.12 

Дія ірбесартану, квінаприлу і ангіоліну та їх комбінацій на показники тіол-дисульфідної системи в цитозольній фракції гомогенату серця щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією, М ± m
	Група тварин
	ГР, 

мкмоль/хв/г білка
	Загальні відновлені тіоли, моль/г білка

	Інтактні (n=7)
	12,2±0,76
	420,6±25,1

	САГ (контроль) (n=8)
	3,58±0,40*
	173,9 ±7,74*

	САГ +ангіолін (100 мг/кг) (n=8)
	7,3±0,36#
	281,2±17,1#

	САГ +ірбесартан (30 мг/кг) (n=8)
	37,8±0,14*
	188,5±7,32*

	САГ+ангіолін (100 мг/кг) + ірбесартан (30 мг/кг) (n=8)
	11,8±0,52#
	383,0±21,2#

	САГ +квінаприл (10 мг/кг) (n=8)
	3,61±0,17*
	173,2±9,11*

	САГ+ангіолін (100 мг/кг) + 

квінаприл (10 мг/кг) (n=8)
	8,7±0,39#
	311,2±32,7#


Примітки. 
1.* – р<0,05 порівняно з інтактними тваринами;

2. # – р<0,05 порівняно з САГ.

Співставляючи в отриманих результатах досліджень показники системи оксиду азоту та тіол-дисульфідної системи, можна зробити висновок, що в групах САГ щурів на фоні дефіциту загальних відновлених тіолів та пригнічення активності глутатіонредуктази, були виявлені зміни нейрохімічного профілю NO – з молекулярного месенжера він перетворювався в агент нітрозуючого стресу.
Результати щодо визначення впливу ангіоліну, ірбесартану, квінаприлу та їх комбінацій на показники тіол-дисульфідної системи в мітохондріальній та цитозольній фракціях гомогенату міокарда щурів свідчать про те, що ефективність ангіоліну по дії на активність глутатіонредуктази і вміст загальних відновлених тіолів перевищувала ефект ірбесартану та квінаприлу. Ірбесартан і квінаприл не викликали достовірних змін активності глутатіонредуктази і вмісту загальних відновлених тіолів в мітохондріальній та цитозольній фракціях гомогенату міокарду щурів із САГ. 
В мітохондріальній фракції гомогенату міокарда під впливом ангіоліну зростала активність глутатіонредуктази в 2,1 рази, а вміст загальних відновлених тіолів на 19 %. При комбінованій дії ангіоліну з квінаприлом активність глутатіонредуктази зростала в 2,2 рази, а вміст загальних відновлених тіолів на 42 %. При введенні комбінації ангіоліну з ірбесартаном активність глутатіонредуктази підвищувалась в 2,6 рази, а вміст загальних відновлених тіолів в 1,7 рази (Р<0,05).

В цитозольній фракції при введенні препаратів спостерігалась подібна спрямованість змін вищезазначених показників. При введенні Ангіоліну активність глутатіонредуктази підвищувалась в 2,1 рази, вміст загальних відновлених тіолів на 61 %. Ірбесартан та квінаприл не змінювали в цитозольній фракції гомогенату міокарду щурів з САГ активність глутатіонредуктази та вміст загальних відновлених тіолів. Комбінація ангіоліну з квінаприлом підвищувала активність глутатіонредуктази в 2,4 рази, вміст за​гальних відновлених тіолів в 1,8 рази. Сполучен​ня ангіоліну з ірбесартаном збільшувало активність глутатіонредуктази в 3,3 рази, вміст загальних від​новлених тіолів в 2,2 рази.
Зважаючи на те, що система синтезу і транспорту NO пов’язана з активністю тіол-дисульфідної системи [343], підвищення активності глутатіонредуктази сприяє відновленню загальних тіолів та нормалізації синтезу і транспорту NO, забезпечуючи стійкість структур міокарду до нітрозуючого стресу і реалізацію ендотеліопротекторної дії ангіоліну та його комбінацій з ірбесартаном і квінаприлом.

Отже, в умовах артеріальної гіпертензії в мітохондріальній фракції гомогенату серця щурів знижувалась активність глутатіонредуктази в 2,7 рази, за​гальний вміст загальних відновлених тіолів в 1,7 рази, в цитозольній фракції активність глутатіонредуктази знижувалась в 3,4 рази, загальний вміст відновле​них тіолів в 2,4 рази. При артеріальній гіпертензії у щурів
ірбесартан і квінаприл не відновлювали активність глутатіонредуктази та вміст загальних відновлених тіолів в мітохондріальній і цитозольній фракціях гомогенату серця щурів. Ангіолін достовірно підвищував активність глутатіонредуктази в мітохондріальній фракції гомогенату серця щурів при артеріальній гіпертензії в 2,1 рази, в комбінації з квінаприлом в 2,2 рази, з ірбесартаном – в 2,6 рази. При цьому вміст загальних відновлених тіолів зростав під впливом ангіоліну на 19 %, його спо​лучення з квінаприлом на 42%, з ірбесартаном – в 1,6 рази. В цитозольній фракції гомогенату міокарда щурів ангіолін збільшував активність глутатіонредуктази в 2,1 рази, в сполученні з квінаприлом в 2,4 рази, з ірбесартаном – в 3,3 рази. Вміст загальних відновлених тіолів зростав під впливом Ангіоліну на 61%, в комбінації з квінаприлом в 1,8 рази, з ірбесартаном – в 2,2 рази.

7.5. Дія ангіоліну, ірбесартану, квінаприлу, та їх комбінацій на компоненти сполучної тканини щурів при експериментальній артеріальній гіпертензії 
При артеріальній гіпертензії спостерігається погіршення показників сполучної тканини [344]. Виявлений взаємозв’язок між порушенням показників діяльності серця, функціонування нирок та біохімічними змінами сполучної тканини сироватки крові хворих і тварин [345]. Зазначені аспекти зумовили доцільність визначення впливу квінаприлу, ірбесартану та ендотеліопротектору ангіоліну на компоненти сполучної тканини щурів при експериментальній гіпертензії.

Аналіз біохімічних даних, отриманих в експериментальних тварин з моделлю спонтанної артеріальної гіпертензії (САГ), свідчить, що активність колагенази сироватки крові зростала до 162% відносно нормальних величин, характерних для здорових тварин (абсолютний показник досягав                   4,65 ± 0,15 мкмоль / л*год при нормі 2,87 ± 0,15 мкмоль / л*год) (табл. 7.13).

Таблиця 7.13

Вплив ірбесартану та ангіоліну на компоненти сполучної тканини в сироватці крові щурів з артеріальною гіпертензією, М ± m, (n=7)

	Група тварин
	Колагеназа, мкмоль/л·год
	Фракції гідроксипроліну, мкмоль/л
	ГАГ, г/л

	
	
	вільна
	протеїнзв’язана
	

	Інтактні 
	2,86±0,10
	8,58±0,14
	3,91±0,15
	0,25±0,01

	САГ (контроль)
	4,65±0,15*
	10,03±0,15*
	5,85±0,24*
	0,46±0,02*

	САГ+ангіолін (100 мг/кг)
	4,04±0,11#
	8,64±0,13#
	4,11±0,14#
	0,31±0,01#

	САГ+ірбесартан (30 мг/кг)
	4,08±0,16
	8,79±0,13**
	4,42±0,10#
	0,29±0,01#

	САГ+ангіолін (100 мг/кг)+

ірбесартан 

(30 мг/кг)
	3,65±0,10#
	8,49±0,10#
	3,94±0,13#
	0,25±0,01#


Примітки. 
1.* – р<0,05 порівняно з інтактними тваринами;

2. # – р<0,05 порівняно з САГ.

У тварин цієї ж групи вміст вільної фракції гідроксипроліну − біохімічного маркера резорбції основного білка сполучної тканини колагену, зростав до 117%, а в абсолютних показниках до 10,03 ± 0,15 мкмоль/л при нормі 8,59 ± 0,13 мкмоль/л (р<0,05).

Показник протеїнзв’язаного гідроксипроліну − біохімічного маркера синтетичної фази білка колагену − досягав 5,85 ± 0,24 мкмоль/л при фізіологічній нормі 4,14 ± 0,16 мкмоль/л (табл. 7.13), або 141 %.

Показники, що відображають метаболізм глікозаміногліканів (ГАГ) сягав 0,46 ± 0,02 г/л при нормі 0,25 ± 0,02 г/л, або 184 % (табл. 7.13). 

Аналіз біохімічних даних у цієї групи тварин свідчить про високу активність синтетичної та катаболічної фаз основного білка сполучної тканини колагену та ГАГ. Це підтверджується високою активністю колагенази − одного з ключових ферментів, що приймає участь у катаболічній фазі метаболізму колагену, і високою концентрацією протеїнзв’язаного білка − маркера синтетичної фази. При цьому необхідно відзначити, що синтетична фаза переважає в метаболізмі цього білка та ГАГ.

Аналіз даних групи тварин САГ, яким вводили ангіолін свідчить, що активність колагенази зростала до 4,04 ± 0,11 мкмоль / л*год при нормі                             2,87 ± 0,15 мкмоль / л*год, а в відсотковому відношенні це становило 141 % до норми. При цьому в межах нормальних величин залишався вміст вільного гідроксипроліну − біохімічного маркера катаболізму колагену. Вміст протеїнзв’язаного гідроксипроліну також знаходився в межах фізіологічної норми без особливих відхилень 4,11 ± 0,14 мкмоль/л при нормі            4,14±0,16 мкмоль/л. Концентрація ГАГ зростала до 124% відносно норми (абсолютний показник 0,31 ± 0,01 г/л при нормі 0,25 ± 0,02 г/л) (р<0,05).
Біохімічні показники, що відображають метаболізм органічної основи сполучної тканини у тварин групи САГ + ангіолін, свідчать про те, що метаболізм основного білка сполучної тканини − колагену знаходиться в межах фізіологічної норми, але при цьому в метаболізмі ГАГ – компонента, який визначає біомеханічні та фізіологічні властивості сполучної тканини, переважає катаболічна фаза. Можна припустити, що такі зміни метаболізму основних компонентів сполучної тканини, у тому числі і судинної системи, призводять до змін структури та функції судинного русла.

Дані, отримані при дослідженні сироватки крові у тварин САГ, яким вводили  ірбесартан 30 мг/кг, показали, що активність колагенази зростала до  142% відносно до норми (абсолютний показник 4,08 ± 0,16 мкмоль / л*год при нормі 2,87 ± 0,15 мкмоль / л*год). У тварин цієї ж групи вміст вільної фракції гідроксипроліну залишався в межах нормальних величин, характерних для інтактних тварин − 8,79 ± 0,13 мкмоль/л при нормі 8,59 ± 0,13 мкмоль/л. Показники протеїнзв’язаного гідроксипроліну також знаходились в межах нормальних величин з тенденцією до зростання − 107% по відношенню до фізіологічної норми (абсолютний показник 4,42 ± 0,10 мкмоль/л при нормі 4,14 ± 0,16 мкмоль/л). Вміст ГАГ досягав 0,29 ± 0,01 г/л при нормі                 0,25 ± 0,02 г/л, або 116% норми.

Отримані дані у тварин цієї групи свідчать про те, що препарат ірбесартан сприяє стабілізації метаболічних процесів сполучної тканини тварин з моделлю спонтанної артеріальної гіпертензії. При цьому необхідно відзначити, що активність одного з ключових ферментів у метаболізмі білка колагену колагенази залишався високим [346, 347].
Аналіз біохімічних показників, отриманих при дослідженні сироватки крові групи тварин САГ, які отримували ангіолін в комбінації з ірбесартаном, показав, що активність колагенази була дещо вище норми − 127% по відношенню до норми, але нижче ніж у групах тварин із САГ, та щурів із САГ, які отримували ангіолін та тварин із САГ, які отримували ірбесартан. Вміст вільного гідроксипроліну (біохімічного маркера резорбції колагену) знаходиться в межах фізіологічної норми − 8,49 ± 0,10 мкмоль/л (норма 8,59±0,13 мкмоль/л), або 99%. Концентрація протеїнзв’язаного гідроксипроліну була дещо нижче норми і становила 95% (абсолютний показник 3,94 ± 0,13 мкмоль/л (норма 4,14±0,16 мкмоль/л). У тварин цієї ж групи показники, що відображають концентрацію ГАГ, знаходились в межах нормальних величин.

Таким чином, аналіз біохімічних показників, отриманих при дослідженні метаболічних змін основних компонентів сполучної тканини експериментальних тварин з моделлю спонтанної артеріальної гіпертензії свідчить про те, що розвиток патологічного процесу супроводжується порушенням катаболічної та синтетичної фаз колагену та ГАГ.

Можна стверджувати, що метаболічні порушення основних компонентів сполучної тканини під впливом ірбесартану і ангіоліну відновлюються і досягають нормальних фізіологічних норм. Це підтверджують отримані результати, які відображають метаболічні зміни досліджуваних компонентів і можуть свідчити про пригнічення процесу ремоделювання серця та поліпшення ендотеліальної дисфункції [345, 348]. 

Не виключено, що відома властивість ірбесартану впливати на сигнальні шляхи і активність геному [349], стабілізувати вміст показників сполучної тканини і лежить в основі кардіо- та ендотеліопротекторної дії препаратів, тому, можливо, ангіолін сприяє більшій активації цих показників. 

При експериментальній артеріальній гіпертензії в сироватці крові тварин зростала активність колагенази, вміст вільної і протеїнзв’язаної фракцій гідроксипроліну та показники, що відображають метаболізм глікозаміногліканів.  Ангіолін підвищував активність колагенази, вміст вільної та протеїнзв’язаної фракцій гідроксипроліну. Концентрація ГАГ також перевищувала показники норми. При введенні ірбесартану більше знижувалась активність колагенази, якщо порівняти з активністю цього ферменту після введення ангіоліну, але порівняно з нормою залишалась високою. Вміст вільної та протеїнзв’язаної фракцій гідроксипроліну знаходився в межах норми. Вміст ГАГ залишався високим порівняно з нормою, але нижче, ніж у тварин при введенні ангіоліну. Комбіноване застосування ірбесартану з ангіоліном найбільш ефективно впливало на стабілізацію метаболічних процесів у експериментальних тварин. Активність колагенази сягала 127% відносно норми, і біохімічні маркери колагену та ГАГ досягали нормальних величин. 

Незважаючи на ефективність квінаприлу щодо фракцій гідроксипроліну та ГАГ при артеріальній гіпертензії препарат достовірно не впливав на активність колагенази в сироватці крові (табл. 7.14).

Таблиця 7.14

Вплив квінаприлу та ангіоліну на компоненти сполучної тканини в сироватці крові щурів з артеріальною гіпертензією, М ± m, (n=7)
	Група тварин
	Колагеназа, мкмоль/л·год
	Фракції гідроксипроліну, мкмоль/л
	ГАГ, г/л

	
	
	вільна
	протеїнзв’язана
	

	Інтактні 
	2,86±0,10
	8,58±0,14
	3,91±0,15
	0,25±0,01

	САГ (контроль)
	4,65±0,15*
	10,03±0,15*
	5,85±0,24*
	0,46±0,02*

	САГ+ангіолін (100 мг/кг)
	4,04±0,11#
	8,64±0,13#
	4,11±0,14#
	0,31±0,01#

	САГ+квінаприл (10 мг/кг)
	3,94±0,20*
	8,70±0,12**
	4,20±0,21#
	0,33±0,01#

	САГ+ангіолін (100 мг/кг) +

квінаприл 

(10 мг/кг)
	3,67±0,10#
	8,51±0,10#
	3,74±0,13#
	0,28±0,01#


Примітки. 
1.* – р<0,05 порівняно з інтактними тваринами;

2. # – р<0,05 порівняно з САГ.

Більш виражений ефект щодо компонентів сполучної тканини щурів при експериментальній гіпертензії спостерігався при введенні тваринам квінаприлу з ангіоліном. Саме поєднання цих препаратів, які володіють ендотеліопротекторними ефектами, найбільш ефективно впливало на стабілізацію метаболічних процесів у експериментальних тварин [350]. 

Таким чином, аналіз біохімічних показників, що висвітлюють вміст компонентів сполучної тканини у експериментальних щурів відображав патогенез спонтанної артеріальної гіпертензії, який характеризувався порушенням катаболічної і синтетичної фази колагену та глікозоаміногліканів. 

Квінаприл і ангіолін при окремому та більш виражено – при комбінованому введенні сприяли стабілізації метаболічних процесів у сполучній тканині, про що свідчать зміни активності колагенази вільної та протеїнів’язаної фракції гідроксипроліну, а також глікозоаміногліканів. Найбільш ефективна дія на метаболізм основних компонентів сполучної тканини встановлена при сумісному введенні квінаприлу з ангіоліном.

Отже, при спонтанній артеріальній гіпертензії у щурів в сироватці крові тварин зростала активність колагенази, вміст вільної і протеїнзв’язаної фракцій гідроксипроліну та показники, що відображають метаболізм глікозаміногліканів. Ангіолін підвищував активність колагенази, вміст вільної та протеїнзв’язаної фракцій гідроксипроліну та концентрацію глюкозоамінокліканів. При введенні квінаприлу більше знижувалась активність колагенази, якщо порівняти з активністю цього ферменту після введення ангіоліну, але порівняно з нормою залишався високою. Вміст вільної та протеїнзв’язаної фракцій гідроксипроліну знаходився в межах норми. Вміст ГАГ залишався високим порівняно з нормою, але нижче, ніж у тварин при введенні ангіоліну. Сумісне застосування квінаприлу з ангіоліном найбільш ефективно впливало на стабілізацію метаболічних процесів у експериментальних тварин: значно понижувалась активність колагенази, а біохімічні маркери колагену та гідроксипроліну досягали нормальних величин.
Висновки до розділу 7
1. При внутрішньошлунковому введенні щурам з САГ ангіолін (100 мг/кг) не змінював АТ. Квінаприл (10 мг/кг), ірбесартан (30 мг/кг), а також їх комбіноване застосування з ангіоліном проявляли співставимий антигіпертензивний ефект.

2. У щурів із САГ ангіолін понижував вміст маркерів окиснювальної модифікації білків (АФГ, КФГ) в міокарді, мітохондріях і цитозольній фракції. В більшому ступеню цей ефект проявлявся при введенні ангіоліну в сполученні з квінаприлом, ірбесартаном. В більшому ступеню сполучення ірбесартану, квінаприлу з ангіоліном нормалізували також жирнокислотний склад ліпідів в плазмі крові. 
3. Ангіолін на відміну від ірбесартану та квінаприлу збільшував при внутрішньошлунковому введенні вміст аденілових нуклеотидів, білку теплового шоку (HSP 70) в мітохондріальній і цитозольній фракціях міокарда щурів із САГ та попереджав відкриття мітохондріальної пори. Сумісне введення ангіоліну з ірбесартаном та квінаприлом мало профілактичний вплив щодо змін вищезазначенних показників.

4. Ангіолін при внутрішньошлунковому введенні щурам із САГ мав більший нормалізуючий вплив на показники тіол-дисульфідної системи, ніж ірбесартан і квінаприл. Разом з тим ірбесартан і квінаприл в комбінації з ангіоліном мали профілактичну дію на вищезазначені показники тіол-дисульфідної системи. У щурів із САГ ангіолін, а також комбінації ангіоліну з квінаприлом і ірбесартаном нормалізували співвідношення еNOS/iNOS в міокарді, достовірно підвищували активність загальної NOS зменшуючи концентрацію продуктів перетворення NO (нітротирозину, нітритів).
РОЗДІЛ 8
ВИЗНАЧЕННЯ ПАРАМЕТРІВ ФАРМАКОКІНЕТИКИ ТАБЛЕТОК І РОЗЧИНУ АНГІОЛІНУ

8.1. Параметри фармакокінетичного профілю таблеток «Ангіолін» в крові щурів після перорального введення
Оскільки патологія ССС продовжує залишатися на 1-му місці вона змушує знаходити нові сегменти пошуку ліків цієї групи. З одного боку не припиняється пошук ефективних серцево-судинних засобів серед нових хімічних рядів і сполук, а з іншого – поглиблюється вивчення і пошук нових механізмів уже відомих препаратів, що добре себе зарекомендували тривалою клінічною практикою. У таких клінічно перевірених активних фармацевтичних інгредієнтів (АФІ) знаходять нові властивості, завдяки хімічному докінгу та змінюючи  фармакокінетичний дизайн добре відомих препаратів. Близьким до досягнення цієї мети є створення нової сполуки за назвою «Ангіолін», синтезований у НВО «Фарматрон» під керівництвом Заслуженого діяча науки і техніки України, професора І.А. Мазура. Ангіолін є сіллю (S)-2,6-діаміногексанової кислоти 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетату, утвореною між лужною амінокислотою лізином та 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіооцтовою кислотою. 

Сполуку планувалось застосовувати для терапії захворювань серцево-судинної групи, особливо при її хронічній патології, що потребувала застосування у найпоширенішій і зручній формі таблеток, фармакокінетика яких при пероральному застосуванні невідома.

Спочатку проводили дослідження основних фармакокінетичних параметрів активної фармацевтичної сполуки в таблетках «Ангіолін» у крові після перорального введення щурам.
Проведення експериментів здійснювали на 75 щурах, вирощених у віварії ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України». 15 тварин використали для приготування бланкової крові в процесі налаштування методики, у 40 щурів відбирали кров у різні проміжки часу після перорального введення таблеткової маси. Досліджувану таблетмассу вводили перорально в дозі 50 мг/кг маси тіла тварини в перерахунку на вміст АФІ ангіоліну. Проби крові відбирали після евтаназії тварин під ефірним наркозом через 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360 та 420 хв від початку введення досліджуваної таблетмаси. 

При розробці методу та виконанні обов’язкових процедур валідації для визнання адекватності знайденої процедури підготовки проб крові здійснювали побудову градуювального (калібрувального) графіку залежності площі хроматограф від концентрації досліджуваної сполуки. На рис. 8.1 показаний графік поліноміальної залежності третього ступеню (S=aС3+вС2+сС-d), побудований на основі зареєстрованих хроматограм калібрувальних розчинів АФІ ангіоліну. В дослідженні можливий рівень максимальної концентрації вибирали, виходячи з введеної дози і на основі прогнозування можливої верхньої межі кількісного визначення (ВМКВ), зважаючи на дозу, шлях введення, ймовірну ступінь руйнування речовини під впливом ферментів у крові і т.п. Виявилося, що між площами отриманих піків та концентраціями відповідних розчинів сполуки у розробленому процесу підготовки біопроб крові  кореляція визначалася на рівні Ккор = 0,9999. Отриманий калібрувальний графік за параметрами відповідав вимогам ДФУ.

Графік описують поліномом третього ступеня:
y = -6,67E-19x3 + 8,76E-11x2 + 4,01E-03x - 1,15E+01

S = aх3+вх2+сх-d, де
“а” — -6,67E-19;
“b” — 8,76E-11;
“c” — 4,01E-03; 
„d” — - 1,15E+01;
С — концентрація ангіоліну, нг/мл;
S — площа піку ангіоліну на хроматограмі.
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Рис. 8.1. Графік залежності площі сигналу активного фармацевтичного інгредієнта таблеток «Ангіоліну» від концентрації АФІ в сироватці крові. На осі абсцис – рівень в нг/мл, на осі ординат – площа під хроматограмою в умовних одиницях. 
В умовах експерименту in vivo на щурах отримані результати визначення АФІ ангіоліну та їх аналіз показав, що вже через 15 хв після перорального введення таблетмаси концентрація АФІ визначалась в крові на рівні 1717,3 ± 210,6 нг/мл сироватки (табл. 8.1).

Таблиця 8.1

Концентрація активного фармацевтичного інгредієнта ангіоліну (нг/мл) у сироватці крові щурів після перорального введення таблеткової маси в дозі 50 мг/кг, М ± m, (n=6)
	Час після введення (хвилини)

	
	15
	30
	45
	60
	90
	120
	180
	240
	300
	360
	420

	М
	1717,3
	5879,6
	2805,7
	3818,1
	917,2
	1353,7
	538,4
	327,6
	293,6
	384,9
	412,0

	± m
	210,6
	1613,6
	407,5
	942,7
	243,6
	393,8
	83,4
	101,7
	11,7
	56,1
	135,9


Типові хроматограми при кількісному визначенні рівня ангіоліну в калібрувальних розчинах та в крові, одержані з дотриманням умов, викладених у вимогах ДФУ (ДФУ) та рекомендаціях ДЕЦ, GLP, FDAта ЕМЕА, наведені на рис. 8.2.
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Рис. 8.2. Типові хроматограми АФІ ангіоліну (інтегровані) в крові щурів відповідно через 15, 30, 45, 60, 90 та 120 хв після перорального введення сполуки в дозі 50 мг/кг маси тіла. Позначення: ч.у. – час утримання АФІ таблеток «Ангіоліну»; S – площа під хроматограмою в умовних одиницях. 
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Рис. 8.3. Динаміка зміни концентрації АФІ таблеток «Ангіоліну» в крові щурів у різні періоди після його однократного введення в дозі 50 мг/кг. На осі абсцис – час після введення «Ангіоліну» в хвилинах, на осі ординат - рівень АФІ таблеток в нг/мл.
Максимальну концентрацію АФІ таблеток «Ангіоліну» в крові реєстрували через 30 хв після введення на рівні 5879,6 ± 1613,6 нг/мл сироватки. Однак, уже на 45-й хв після введення починався період зниження вмісту сполуки в крові (β-фаза кінетики), коли її концентрація падала більше ніж удвічі і становила 2805,7 ± 407,5 нг/мл. Через 60 хв після введення таблеткової маси спостерігали другий підйом концентрації активної сполуки препарату, але він виявився нижчим ніж перший і досягав тільки               3818,1 ± 942,7 нг/мл [351].
Зниження вмісту ангіоліну до показника майже нижньої межі визначення спостерігали на 90-й хв. У цей період після введення таблеткової маси вміст досліджуваної субстанції реєстрували на рівні 917,2 ± 243,6 нг/мл. На відрізку часу із 120-ї до 420-ї хв концентрацію АФІ «Ангіоліну» реєстрували в межах 1353,7 ± 393,8 нг/мл до 293,6 ± 11,7 нг/мл сироватки. В кінці експерименту на 420-й хв (7-а год) після введення вміст АФІ становив тільки 412,0 ± 135,9 нг/мл сироватки крові щурів.

Таким чином моніторинг концентрації активної сполуки таблеток «Ангіоліну» в крові щурів показав, що досягнення її максимального накопичення в сироватці крові відбувалося на 30-й хв експерименту і сягало  5879,6 ± 1613,6 нг/мл сироватки.
Натомість, обраховані параметри шляхом інтегрування експериментальних даних, отриманих в дослідах in vivo на щурах, з використанням математичної моделі “Borgia” [352 - 355] дали змогу встановити інші параметри фармакокінетичного профіля АФІ таблеток «Ангіоліну». Отримані результати представлені  в табл. 8.2.
Таблиця 8.2 

Фармакокінетичні параметри активної сполуки таблеток «Ангіолін» в сироватці крові щурів після її перорального введення в дозі 50 мг/кг за умов обрахування параметрів з використанням математичної моделі, М ± m, (n=6)
	№

п/п
	Параметри
	Показники та їх розмірність
	Кров

	1.
	Уявна початкова концентрація
	C0 нг/мл
	9,0 ± 1,12

	2.
	Максимальна концентрація  препарату
	Сmax нг/мл
	6481,4 ± 736,2

	3.
	Уявний об’єм розподілу
	Vd, мл/кг
	3,11 ± 0,29

	4.
	Площа під фармакокінетичною кривою
	AUC, нг*хв/мл/г
	6111,3 ± 714,2

	5.
	Константа напівелімінації
	Кel, хв-1
	7537,5 ± 871,7

	6.
	Загальний кліренс
	Clt, нг/хв–1*кг-1
	771,9 ± 86,5

	7.
	Середній час перебування у крові
	MRT, хв
	179,7 ± 59,8


Порівнюючи результати експериментальних досліджень з даними, отриманими при математичному моделюванні кінетичних параметрів, можна констатувати, що досить багато показників повністю або частково співпадають з отриманими в результаті проведених експериментів in vivo. Порівняння результатів реальних досліджень на щурах та віртуальних параметрів, обрахованих з використанням математичної моделі, дає змогу застосовувати їх на певному етапі розвитку фармакокінетики. Сьогодні паралельне використання обох методів необхідне для накопичення достатньої бази, арсеналу фактичного матеріалу для збільшення точності математичного моделювання. Це дасть змогу максимально наблизити віртуальних результатів до показників  реальних біологічних експериментів. У майбутньому розвиток і впровадження таких досліджень принесе реальну біоетичну та економічну користь.  

Розроблена методика ВЕРХ з мас-спектрометричною детекцією для кількісного визначення активного фармацевтичного інгредієнта таблеток «Ангіоліну» валідована і відповідає вимогам ДФУ та рекомендаціям ДЕЦ, GLP, FDA і ЕМЕА.
Отже, максимальна концентрація (Сmax) сполуки ангіолін за експериментальними результатами становить 5879,6 ± 1613,6 нг/мл, а обрахованими за математичною моделлю - 6481,4 ± 736,2 нг/мл сироватки крові. Середній час перебування (MRT) в сироватці крові за даними експериментів на щурах становить 180 хв, коли концентрація АФІ ангіоліну падала до рівня 538,4 ± 83,4 нг/мл, а при обрахуванні віртуальної математичної моделі - 179,7 ± 59,8 хв. Показник кліренсу сполуки ангіолін з крові щурів становив за експериментально-розрахунковими даними в середньому 771,9 ± 86,5 мкг/хв–1*кг-1. Таблетки «Ангіоліну» за своїми фармакокінетичними властивостями відповідають основним вимогам до групи лікарських засобів серцево-судинного профілю.
8.2. Фармакокінетичні параметри ін’єкційної форми нового метаболітотропного препарату «Ангіолін»
Препарат «Ангіолін» – 2,5 % розчин для ін’єкцій в ампулах позиціонується виробником НВО «Фарматрон» як засіб швидкого відновлення метаболізму міокарда та головного мозку при різноманітних катастрофах у серцево-судинній і центральній нервовій системі.

Основні параметри фармакокінетичного профілю субстанції й таблеток препарату «Ангіолін» нами вивчалися в попередніх роботах [356], однак особливості лікарського засобу в готовій лікарській формі (ГЛФ) – розчині для ін’єкцій в ампулах, призначеного для швидкої допомоги, не були досліджені. Для високої ефективності препарату й кінцевої результативності проведених реанімаційних і лікувальних заходів лікарі мають мати чіткі уявлення про основні фармакодинамічні та фармакокінетичні характеристики препарату, оскільки від цього залежить стратегія й тактика лікування. Лікувальну стра​тегію необхідно планувати, спираючись на знання особливостей фармакокінетичних параметрів препарату, що застосовується, тому метою цього дослі​дження було визначення основних показників фармакокінетики (ФК) розчину ангіоліну.

В цьому підрозділі проводилося визначення основ​них параметрів фармакокінетики 2,5 % розчину для ін’єкцій «Ангіолін» в ампулах після його внутрішньом’язового введення піддослідним тваринам [357, 358].
Експериментальні дослідження основних параметрів ФК здійснювали тільки після проведення валідації методики та встановлення її повної відповідності національним вимогам (ДФУ і ДЕЦ МОЗ України) та міжнародним рекомендаціям (ЕМЕА і FDA) [359]. 

Площу (AUC) під кривою залежності концентрації в плазмі від часу (від 0 до t) вира​ховували за допомогою лінійного трапецеїдального методу. Результати експериментів піддавали статистичній обробці за допомогою комп’ютерних програм Microsoft Excel та Statistika 6,0 з використанням            t-критерію Стьюдента [360].
Отримані експериментальні значення концентрації АФІ ін’єкційної форми препарату «Ангіолін» для розрахунків інших параметрів ФК вводили в математичну комп’ютерну модель з використанням програми «Borgia» для обрахування фармакокінетичних параметрів за схемою однокамерної моделі [361].
Аналіз отриманих результатів показав, що АФІ препарату вже на 5 хв був на рівні 13,4 ± 1,9 мкг/мл сироватки, а максимальна концентрація – в середньому через 12,0 ± 2,0 хв, і вона становила 15,9 ± 1,7 мкг/мл сироватки (рис. 8.4). Через 40 хв розпочинався період зниження вмісту сполуки ангіолін, і її рівень у крові зменшився в цей період до 4,5 ± 3,5 мкг/мл, тобто став майже в 3 рази меншим від максимально зареєстрованої концентрації.
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Рис. 8.4. Динаміка концентрації АФІ ін’єкційної форми препарату «Ангіолін» у крові щурів після одноразового внутрішньом’язового введення в дозі 50 мг/кг маси тіла
У подальшому процес зниження вмісту АФІ розчину «Ангіолін» у сироватці крові продовжувався, і через 60 хв рівень концентрації знизився до 1,9 ± 0,3 мкг/мл. У наступний період, зі 120 до 180 хв, зменшення концентрації АФІ «Ангіоліну» реєстрували на рівні від 0,39 ± 0,09 мкг/мл до                      0,08 ± 0,019 мкг/ мл, тобто на 3 год концентрація знижу​валася до нижньої межі кількісного визначення (НМКВ), яка в щурів була встановлена в процесі валідації на рівні 0,08 ± 0,019 нг/мл.
На рисунку 8.5 представлені приклади типових хроматограм кількісного вміс​ту АФІ препарату «Ангіолін» у сироватці крові.

Отримані експериментальні значення концентрації АФІ ін’єкційної форми ангіоліну для розрахунків інших параметрів вводили в математичну комп’ютерну модель з використанням програми «Borgia» для обрахування фармакокінетичних параметрів за однокамерною моделлю «без всмоктування» [355].
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Рис. 8.5. Типові (інтегровані з написом) хроматограми АФІ препарату «Ангіолін» через 5(А), 10 (Б), 20 (В), 40 (Г), 60 (Д), 120 (Е), 180 (Є) хв після внутрішньом’язового введення щурам в дозі 50 мг/кг (Ж – контроль)
Результати основних показників фармакокінетики обчислювали   відповідно до математичної моделі «Borgia» «без всмоктування», ураховуючи досить швидке досягнення максимальної концентрації АФІ препарату «Ангіолін». Параметри, отримані внаслідок комп’ютерного моделювання фармакокінетичних параметрів, наведено в табл. 8.3.
Таблиця 8.3

Основні параметри розрахунку фармакокінетики після внутрішньом’язового введення ін’єкційного розчину препарату «Ангіолін» у дозі 50 мг/кг маси тіла М ± m, (n=6)
	Параметр
	Позначення
	Значення

	Час досягнення максимальної концентрації
	t, хв
	8,2 ± 0,8

	Максимальна концентрація препарату
	Сmax, мкг/мл
	14,70 ± 1,57

	Стаціонарний об’єм розподілу
	Vss, мл
	28068,6 ± 16080,3

	Площа під фармакокінетичною кривою
	AUC0-t нг/хв·мл
	509,3 ± 57,2

	Константа елімінації
	Кel, хв-1
	0,040 ± 0,004

	Загальний кліренс
	Clt, мл/хв
	103,6 ± 12,3

	Середній час перебування в крові
	MRT, хв
	25,1 ± 2,73


Аналіз результатів, отриманих в експериментах з визначення вмісту АФІ ін’єкційного розчину  ангіоліну у сироватці крові за допомогою ВЕРХ, та дані, отримані при математичному моделюванні ФК, свідчать, що декілька параметрів майже збігаються. Зокрема за показниками часу (tСmax) експериментальні та розрахункові дані становили відповідно 10 хв і 8,2 ± 0,8 хв, а максимальна концентрація в сироватці (Сmax) становила відповідно 15,9 мкг/мл і 14,72 ± 1,57 мкг/мл.
Однак існують і суттєві відмінності між експериментальними і модельними розрахунковими параметрами, наприклад, показник середнього часу перебування АФІ ангіоліну у сироватці крові. Так, показник, визначений експериментально за зниженням вмісту сполуки в крові щурів до межі НМКВ, був значно кращим і становив 111,6 ± 19,6 хв після введення, у той час, як за розрахунком майже повне виведення АФІ сполуки ангіолін із крові мало б здійснюватися вже через 25,10 ± 2,73 хв. Таким чином, реальний показник перебування сполуки в крові (MRT) виявився майже в 4,5 разу більшим, ніж передбачалося за розрахунковою моделлю.
На основі отриманих результатів ФК, обрахованих за математичною моделлю, можна вважати, що вони не завжди підтверджуються експеримен​тальними результатами на тваринах. Тому, поки математичні моделі не ста​нуть більш досконалими, віртуальні фармакокінетичні параметри мають обов’язково перевірятися дослідами in vivo на цілісних організмах з їхньою складною ієрархією управління функціями виконавчих органів і систем.

Після одноразового в/м введення щурам 2,5 % розчину для ін’єкцій ангіоліну у дозі 50 мг/кг максимальна концентрація (Сmax) АФІ у крові за експериментальними даними досягає рівня 15,90 ± 1,74 мкг/мл, а обрахована за математичною моделлю становить 14,70 ± 1,57 мкг/мл. Для досягнення максимальної концентрації вмісту в крові щурів АФІ препарату «Ангіолін» розрахунковий час становить у середньому 8,2 ± 0,8 хв, експериментальний – 12,0 ± 2,0 хв. Зниження вмісту АФІ сполуки «Ангіолін» у крові починається на 20 хв після в/м уведення та через 111,6 ± 19,6 хв наближається до нижньої межі його кількісного визначення.
Висновки до розділу 8
1. Встановлені показники фармакокінетики ангіоліну при введенні таблеток за експериментальними результатами та за математичною моделлю. 

2. Максимальна концентрація сполуки становила 5879,6 ± 1613,6 нг/мл та 6481,4 ± 736,2 нг/мл відповідно.

3. Середній час перебування в сироватці крові становив 180 хв, коли концентрація АФІ ангіоліну падала до рівня 538,4 ± 83,4 нг/мл та 179,7 ± 59,8 нг/мл відповідно.

4. Показник кліренсу складав 771, 9 ± 86,5 мкг/хв–1*кг-1.
5. При одноразовому внутрішньовенному введенні 2,5% розчину ангіоліну для ін’єкцій в дозі 50 мг/кг максимальна концентрація в крові становила 15,90 ± 1,74 мкг/мл та 14,70 ± 1,57 мкг/мл відповідно.
6. Досягнення максимальної концентрації в крові відбувалось за          12,0 ± 2,0 хв та 8,2 ± 0,8 хв відповідно. 
7. Зниження вмісту АФІ відбувалось на 20-й хв після введення, а через 111,6 ± 19,6 хв наближалось до нижньої межі кількісного визначення.

РОЗДІЛ 9
КВАНТОВО-ХІМІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ АНГІОЛІНУ

На сьогодні, ендотеліопротективний ефект прогнозується у тіотриазоліну та L-лізину есцинату. З метою створення ефективного метаболітотропного ендотеліопротектора співробітниками НВО «Фарматрон», м. Запоріжжя, було синтезовано сполуку (S)-2,6 діаміногексанової кислоти 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат (робоча назва «Ангіолін»), що поєднує у своїй структурі фрагменти молекул тіотриазоліну і L-лізину есцинату.  Ангіолін проявляє ендотеліопротективні властивості, обумовлені його здатністю регулювати утворення NO, зменшувати утворення пероксинітриту і гомоцистеїну, підвищувати активність супероксиддисмутази і NO-синтази, збільшувати збереження відновлених тіольних груп і L-аргініну.

Препарат підвищує біодоступність NO, здатний покращувати його транспортування до клітин-мішеней при порушенні функції ендотелію судин головного мозку і міокарда. Ангіолін підвищує щільність ендотеліоцитів капілярної сітки кори головного мозку і судинної стінки судин мозку, підвищує вміст РНК в ядрах ендотеліоцитів, збільшує щільність проліферуючих ендотеліоцитів у цих судинах на тлі підвищення концентрації васкулоендотеліального фактора росту (VEGF), активує глутатіонову ланку тіол-дисульфідної системи і підвищує активність глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази, знижує накопичення маркерів оксидативного і нітрозуючого стресу [322].
Враховуючи  вищевикладені властивості препарату планується його широке застосування при серцево-судинних захворюваннях з метою корекції ендотеліальної дисфункції і енергетичного метаболізму головного мозку і міокарда, зменшення оксидативного стресу. Ангіолін планується застосовувати в комплексній нейропротективній терапії черепно-мозкових травм, мозкових інсультів, дисциркуляторної енцефалопатії  I і II ст., корекції наслідків мозкових інсультів, лікуванні токсичної (в т.ч. алкогольної) і гіпоксичної енцефалопатіі при гострих і хронічних отруєннях ЦНС та інфекційному ураженні мозку.

Метою даного розділу стало вивчення квантово-хімічних властивостей ангіоліну для визначення його основних активних центрів [362].
Ангіолін ((S)-2,6-діаміногексанової кислоти 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат), буде існувати у водному розчині у вигляді аніонів тіотриазоліну та катіонів L-лізину (рис. 9.1.).
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Рис. 9.1. Електронна структура ангіоліну.

Електронна структура ангіоліну, енергія сольватації, вільна енергія у водному розчині з урахуванням ефектів сольватації-десольватації, енергії молекулярних орбіталей  та значення дипольного моменту було встановлено за допомогою теорії функціоналу густини DFT [363] з використанням гібридного функціоналу B3LYP [364] у неемпіричному базисі 6-31G(d,p) з поляризаційними функціями та вдосконаленої сольватаційної моделі IEF PCM [365]. 

Оптимізацію просторової будови аніона та катіона проводили напівемпіричним методом РМ3  [366, 367].
Розподіл електростатичного та гідрофобного потенціалів ангіоліну розраховано за допомогою методу FieldView 2.0.2 [368].
Оптимізовану геометрію з вказаними типами атомів іонної пари (S)-2,6-діаміногексанової кислоти 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетату, що складається з аніона тіотриазоліну та катіона L-лізину в найстабільнішій за енергією конформації, наведено на рис. 9.2. Вільна енергія Гібса у водному розчині цієї конформації дорівнює –1404.70149 а.о.е. (табл.10.1). Рівноважна структура іонної пари стабілізована водневими зв’язками між атомом водню Н16 гетероциклу та атомом кисню карбоксильної групи О4 у аніоні, атомом водню Н14 аміногрупи та атомом кисню карбоксильної групи О1 у катіоні, а також між атомом водню Н15 катіона та атомом кисню карбоксильної групи О3 аніона.
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Рис. 9.2. Оптимізована геометрія ангіоліну з вказаними типами атомів
Таблиця 10.1. 

Загальні енергетичні характеристики ангіоліну
	Показники, розмірність
	Значення

	Вільна енергія у водному розчині, а.о.е.
	–1404.70149

	Енергія сольватації у водному розчині, ккал/моль
	–48.39

	Евзмо, eВ
	–5.86

	Енвмо, eВ
	–1.61

	Абсолютна жорсткість (ή), eВ
	2.13

	Абсолютна електронегативність ((0), eВ
	3.74

	Дипольний момент, дебай
	15.04


Ангіолін полiфункцiональний за своєю хiмiчною структурою           (табл. 10.1). І аніон 3-метіл-1,2,4-тріазоліл-5-тіоацетату, і катіон L-лізину несуть негативно заряджені депротоновані карбоксильні групи, до складу катіона входять дві позитивно заряджені протоновані аміногрупи, крім того ангіолін містить в своєму складі гетероцикл, атом сірки, а також гідрофобні фрагменти – метильну групу, вуглецевий ланцюг.

Дипольний момент молекули ангіоліну складає 15.04 Д (табл.10.1), що свідчить про її  високу полярність. Важливими характеристиками полярної молекули у розчині є заряди на атомах (рис. 9.3), оскільки міжмолекулярні взаємодії у цьому випадку мають переважно електростатичну природу [369]. 
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         Рис. 9.3. Заряди на атомах ангіоліну
Заряди на атомах кисню депротонованих карбоксильних груп в ангіоліні типові – великі від’ємні (від –0.606 на атомі О2 до –0.646 на О1 а.о.з.). Незначна різниця у зарядах пояснюється участю цих атомів в утворенні водневих зв’язків. Також значний надлишок електронної густини несуть атоми азоту протонованих аміногруп (–0.525 а.о. на N1 і 0.540 а.о. на N2) та гетероциклу (–0.404, –0.388 і –0.529 а.о. на атомах N3 , N4 і N5 відповідно). Сумарний заряд на гетероциклі становить –0,627 а.о. Заряди на атомах вуглецю залежать від електронегативності сусідніх атомів. Так, атоми С депротонованих карбоксильних груп мають найбільші позитивні заряди            (–0.562 а.о. на C2 і 0.587 а.о. на C10), заряди на атомах С гетероциклу теж позитивні (–0.454 а.о. на C7 і 0.240 а.о. на C8), а атоми вуглецю метильної групи та вуглецевого ланцюга несуть надлишок електронної густини                   (від –0.071 на С1 до –0.386 на С11 а.о.). Атом сірки несе порівняно невеликий позитивний заряд.
Методом FieldView 2.0.2 було розраховано розподіл електростатичного та гідрофобного потенціалів аніона тіотриазоліну та катіона L-лізину. Біля атомів азоту гетероциклу та кисню депротонованих карбоксильних груп локалізовано великі негативні значення електростатичного потенціалу, тобто ці атоми будуть взаємодіяти з катіонами та донорами Н-зв’язку. Позитивне електростатичне поле створюють протоновані аміногрупи та протон, приєднаний до азоту гетероциклу. Вони будуть взаємодіяти з аніонами та акцепторами Н-зв’язку. Таким чином, сильні електростатичні поля створюють іонні групи, групи  що беруть участь у Н-зв’язку та гетероциклі тіотриазоліну. Ділянки з високою гідрофобністю локалізовані навколо вуглецевого ланцюга та метильної групи. Вони є електростатично нейтральними, але можуть взаємодіяти з неполярними фрагментами біолігандів у організмі людини.

Енергетичні властивості ангіоліну наведено в таблиці. У молекулі L-лізину потенціал іонізації становить 5.86 еВ, а спорідненість до електрону (енергія, яка виділяється при приєднанні до нейтральної молекули електрону) 1.61 eВ. Негативне значення енергії НВМО зумовлює нуклеофільні властивості сполуки. При проведенні доклінічних досліджень було встановлено, що препарат значно знижував загибель нейронів при ішемічному і геморагічному інсультах, нормалізував функціонування компенсаторного ГАМК-шунта, підвищував рівень АТФ у тканинах мозку. В умовах гострої ішемії головного мозку препарат зберігав функціональну активність мітохондрій нейронів, підвищував біодоступність NO, був здатний покращувати його транспортування до клітин-мішеней при порушенні функції ендотелію судин головного мозку. При порушеннях мозкового кровообігу, операціях на судинах препарат зберігав морфофункціональні параметри ендотеліоцитів судин м’язового типу і капілярів головного мозку, підвищував вміст РНК в ядрах і цитоплазмі ендотеліоцитів, активізував їх проліферацію, підвищував коефіцієнт зв’язування ендотеліального фактора росту ендотелію судин. На підставі численних експериментальних досліджень встановлено виражену протиішемічну та ендотеліопротекторну дію ангіоліну. Парентеральне застосування ангіоліну в експериментально обґрунтованій дозі 50 мг/кг призводило до зменшення зони некрозу, зниження гіперферментемії кардіоспецифічних ізоензимів, зниження загибелі ендотеліоцитів коронарних судин, поліпшення енергообміну міокарда, зниження маркерів оксидативного стресу, поліпшення показників ЕКГ, які характеризують систему продукції і транспорту оксиду азоту та тіол-дисульфідну рівновагу, знижуючи формування ендотеліальної дисфункції. Ангіолін покращував показники кардіо- та системної гемодинаміки в умовах гострої ішемії міокарда –  нормалізував артеріальний тиск систоли, зменшував прояви ішемічної дисфункції лівого шлуночка (підвищував тиск в шлуночку, збільшував робочі і систолічні індекси), знижував загальний периферичний опір судин. Також ангіолін в умовах ішемічного інсульту підвищував виживання нейронів IV–V шарів кори головного мозку, збільшував у них зміст РНК, знижував кількість апоптичних і деструктивно змінених нейронів [370]. 

Профілактичне його призначення підвищувало толерантність до фізичних навантажень, нормалізувало енергетичний метаболізм міокарда, зменшувало ступінь ішемічного ушкодження серця в умовах гострої фізичної гіпоксії.

На нашу думку механізм єндотеліопротекторної дії ангіоліну пов’язаний з його протекторною дією відносно NO, підвищенням біодоступності цього молекулярного месенджера. Загальновідомо, що NO є нестабільним, короткоживучим радикалом і для його стабілізації та подальшого транспортування передбачено такі механізми, як утворення з тіолвмісними низькомолекулярними сполуками (глутатіон, цистеїн, метіонін) стійких          S-нітрозольних комплексів [322]. 

В умовах дефіциту тіольних з’єднань (оксидативний стрес, ішемія, інтоксикації, гіпертонічна хвороба тощо) порушується транспорт NO, тому що він піддається атаці таких АФК, як супероксидрадикал з перетворенням у цитотоксичний продукт – пероксинітрит [61, 322], про що свідчило підвищення маркера пероксинітриту – нітротирозину. При цьому спостерігається посилення ішемічного ушкодження органів-мішеней (головного мозку і серця), інтенсифікація оксидативного і нітрозуючого стресів. Рівень тиолів регулюється таким ферментом, як глутатіонредуктаза [371]. 

В умовах гострої ішемії міокарда та головного мозку спостерігається пригнічення активності глутатіонредуктази.

Ангіолін не здійснював прямої стимулюючої дії на активність NO-синтази і рівень L-аргініну, тобто прямо не впливав на продукцію оксиду азоту в умовах ішемії. Протекторна дія ангіоліну стосовно NO обумовлена особливостями його хімічної структури, що дозволяє зробити припущення про те, що молекула цього препарату при взаємодії з NO відіграє роль «спинової пастки» («спиновой ловушки»).

Як доказ цієї гіпотези нами було проведено розрахунки квантово-механічних енергетичних дескрипторів граничних молекулярних орбіталей: енергія вищої зайнятої молекулярної орбіталі (ЕВЗМО) і енергія нижчої вакантної молекулярної орбіталі (ЕНВМО) в програмному комплексі WinMopac (ver 7.2, дескриптори – HOMOEnergy, LUMOEnergy, напівемпіричний метод АМ1, з налаштуваннями: Calculation = SinglePoint, WaveFunction = ClosedShell (RHF).

Також було розраховано такі характеристики як: величина енергетичної щілини (різниця енергій ВЗМО і НВМО); абсолютна жорсткість – за формулою: (= – (ЕВЗМО-ЕНВМО)/2 і абсолютна електронегативність – по формулою: (0= – (ЕВЗМО+ЕНВМО)/2. Квантово-хімічні параметри молекули ангіоліну корелюються з проведеними нами раніше дослідженнями [268, 322, 370] і показують, що параметр ЕВЗМО (дескриптор HOMOEnergy) найбільшою мірою впливав на величину маркера оксидативного стресу – нітротирозину, концентрація якого прямо пропорційна концентрації продукту деградації NO–пероксинітриту.

Механізм взаємодії молекули ангіоліну і NO може бути реалізований за рахунок перенесення електрона з вищої зайнятої молекулярної орбіталі «спинової пастки» («спиновой ловушки») на нижчу вакантну молекулярну орбіталь радикала з утворенням більш стабільного радикального комплексу [370, 371].
Таким чином, ангіолін може відігравати роль молекули-переносника NO.

В результаті квантово-хімічних розрахунків ангіоліну виявлено основні реакційні центри молекули, які можуть приймати участь у комплексоутворенні. Значна величина дипольного моменту та різноманітність функціональних груп свідчать про можливість взаємодіяти з полярними та з неполярними складовими біомембран за рахунок різних за своєю природою фрагментів. Аналіз квантово-хімічних параметрів молекули ангіоліну свідчить, що ангіолін може бути переносником NO, утворюючи з ним стабільні S-нітрозильні комплекси. Тим самим, ангіолін запобігає перетворенню NO під дією АФК у пероксинітрит, зберігаючи його ендотеліопротективні властивості.
Висновки до розділу 9
1. Квантово-хімічними дослідженнями визначено реакційні центри молекули, що беруть участь у комплексоутворенні. 
2. Ангіолін може бути переносником NO, утворюючи з ним стабільні      S-нітрозильні комплекси. 
3. Ангіолін запобігав перетворенню NO під дією АФК у пероксинітрит, зберігаючи його ендотеліопротекторні властивості.

РОЗДІЛ 10
УЗАГАЛЬНЕННЯ ТА АНАЛІЗ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ

За останні десятиліття минулого сторіччя смертність від серцево-судинних захворювань в Україні перевищила показник в Євросоюзі, що призвело до скорочення тривалості життя населення [372, 373, 374].
Одними з найрозповсюдженіших патологічних станів в кардіології вважаються ішемічна хвороба серця, хронічна серцева недостатність та артеріальна гіпертензія. Незважаючи на те, що в останні роки арсенал лікарських засобів розширився за рахунок препаратів, які впливають на конкретні патобіохімічні мішені при розвитку порушень діяльності міокарда та судинного тонусу, а саме на ринку з’явились інгібітори АПФ, блокатори рецепторів ангіотензину II, антагоністи кальцію та інші сучасні засоби з нез’ясованим рядом питань, так повністю не визначені  біохімічні аспекти патогенезу найбільш діагностуємих серцево-судиних захворювань та напрямку здійснення таргетної терапії.  Тому, проблема недостатньо ефективного  лікування захворювань серцево-судиної системи залишається актуальною навіть сьогодні. 

Для оптимізації лікування і досягнення стабільної ремісії хворих, необхідно з точки зору фундаментальної науки поглиблено вивчати механізми патогенезу вищезазначенних патологій серцево-судиної системи та пошкодження органів-мішеней. Після встановлення провідної ролі ендотеліальної дисфункції в патогенезі серцево-судиних захворювань науковці і клініцисти звернули увагу на пошук препаратів, які, поряд з кардіо- та іншими аспектами протекторної дії, володіють позитивним впливом саме на ендотеліальну дисфункцію. Незважаючи на виявлення опосередкованої дії на ендотелій судин більшості сучасних кардіологічних засобів, неодхідно було знайти сполуку, що, запобігає розвитку оксидативного та нітрозуючого стресу при патологічних станах організму. Цей потенційний препарат може мати вплив на  показники, що відіграють ключову роль в  регуляції гомеостазу, судинного тонусу, структури ендотелію, в тому числі системи обміну оксиду азоту, показники тіол-дисульфідної системи, фактори росту ендотелію та інші. Попередніми дослідженнями доведено, що похідне 1,2,4 триазолу – тіотриазолін може реалізувати кардіо - та органопротекторну дію завдяки впливу на маркери, які пояснюють функціональний стан ендотелію. Увагу дослідників також привернув L – лізіній, який може перетворитися на аргінін в умовах ішемії, що є джерелом оксиду азота. На підставі аналізу фармакологічних властивостей тіотріазоліну та L – лізину на кафедрі фармацевтичної хімії Запорізського державного медичного університету синтезували нову невідому гібрідну молекулу. Після скринінгу  11 сполук похідних 1,2,4 триазолу була виділена сполука з найбільш високою кардіо-, нейро та антиоксидантною активністю, що являє собою (S)-2,6 діаміногексанову кислоту 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат, яка отримала робочу назву «Лізиній», в подальшому «Ангіолін» та в свою чергу пригнічує оксидативний стрес. В результаті проведених досліджень НВО «Фарматрон» розроблені лікарські форми ангіоліну – 2,5% розчин для ін’єкцій та таблетки. 

Для порівняння можливої антиоксидантної дії  in vitro похідних 1,2,4 – триазолу, в тому числі тіотриазоліну, ангіоліну провели експериментальні скринінгові дослідження різних сполук порівняно з еталоними антиоксидантами, такими як токоферолу ацетат, метіонін, унітіол, тіосульфат натрію, дибунол. Ангіолін перевершив за антиоксидантною активністю всі досліджувані сполуки, збільшуючи активність глутатіон -S- трансферази, глутатіонредуктази,  рівень глутатіону відновленого,  зменшуючи вміст маркерів окиснювальної модифікації білків (АФГ, КФГ), окисного глутатіону, нітротирозину. Після визначення сполуки-лідера ангіоліну в ряду похідних 1,2,4-триазолу були проведенні дослідження його гострої токсичності при внутрішньошлунковому, внутрішньоочеревинному введенні мишам та щурам, внутрішньовенному введенні кролям. Ці експерименти дозволили віднести ангіолін до V класу токсичності (практично нетоксичні речовини), а також при визначенні індексу кумуляції ствердити, що ангіолін не має кумулятивних властивостей. Надалі також встановили нешкідливість ангіоліну в експериментах на щурах при внутрішньоочеревинному введенні в дозах 50, 250, 500 мг/кг протягом 90 днів та внутрішньошлунковому введенні в дозах 100, 500, 1000 мг/кг протягом 180 днів. Ефективну дозу ангіоліну при внутрішньоочеревинному введенні для подальших біохімічних і морфометричних досліджень визначали на моделі гострої ішемії міокарда,  викликаної введенням адреналіну та кофеіну-бензоату натрію щурам. Ефективна доза ангіоліну при внутрішньоочеревинному введенні щурам за змінами активности МВ – КФК на моделі гострої ішемії міокарда становила 50 мг/кг. ЕД50  ангіоліну при внутрішньошлунковому введенні була визначена і розрахована в роботах Бєленічева І.Ф. [28] та становила 100 мг/кг для щурів. 
Для визначення протиішемічної дії ангіоліну був досліджений його вплив при експериментальному інфаркті міокарда, що викликали введенням пітуітрину та ізадрину, а також при оклюзії аорти. Призначення ангіоліну в дозі 50 мг/кг щурам паралельно формуванню гострого інфаркту міокарда вело до нормалізації показників ЕКГ – зменшення ЧСС, пониження ST, поліпшення гістологічної картини міокарда, зменшення зони некрозу, зниження щільності апоптичних і некротично змінених клітин, підвищення щільності ядер кардіоміоцитів, підвищення в них РНК, стимуляція процесів транскрипції, щільність ендотелію в судинній стінці коронарних судинах, нормалізації енергетичного метаболізму серця, підвищення АТФ на 53 % за рахунок інтенсифікації аеробних реакцій нормалізації окиснення в циклі Кребса і функції  мітохондрій,  компенсаторної активації малат-аспартатного шунта та зниження анаеробного гліколізу.  В данних умовах експерименту ангіолін нормалізував співвідношення маркерів тіол-дисульфідної системи і системи оксиду азоту в міокарді – підвищилася активність NO-синтази, L-аргініну, знизився вміст нітротирозину, збільшився рівень відновлених тіолів, цистеїну, активність глутатіонредуктази, активність супероксиддисмутази, глутатіонпероксидази, понизилась окиснювальна модифікація білку. Ангіолін має незначну стимулюючу дію на активність NO – синтази та рівень L – аргініну, але виражений протекторний вплив по відношенню до транспорту NO відбувається за рахунок збережених відновлених тіолів. Отримані дані дають можливість зробити припущення про те, що ангіолін може сам бути переносником NO або утворювати з ним стабільні нітрозильні комплекси. Це свідчить про наявність у ангіоліну при експериментальному інфаркті міокарда кардіопротекторних, ендотеліопроекторних, протиішемічних, антиоксидантних, антиапоптичних властивостей як при профілактичному (паралельно з розвитком ішемічної патології), так і при лікувальному режиму дозування.

 При оклюзії нисхідної коронарної артерії спостерігалися наступні ішемічні порушення в міокарді: на 20 хв після оклюзії підвищилася величина ST над ізолінією, спостерігалися гіперферментемія специфічного ізоензиму креатинфосфокінази (МВ-КФК) в сироватці крові та формування зони некрозу, що свідчило про ішемічну кардіодеструкцію на фоні енергодефіциту, пониження вмісту АТФ та оксидативного стресу (підвищення АФГ та КФГ). Ангіолін при внутрішньоочеревинному введенні щурам профілактично зменшував ішемічні пошкодження міокарда за функціональними та біохімічними тестами.
 При внутрішньочеревинному введенні щурам ангіолін зменшував зону некрозу, понижував ST на ЕКГ, гіперферментемію (МВ-КФК), поліпшував енергетичний метаболізм міокарда завдяки підвищенню рівня АТФ, гальмував окисну модифікацію білку, зменшуючи рівень АФГ, КФГ, що свідчило про виражені кардіопротекторні, протиішемічні, антиоксидантні властивості препарату. При внутрішньовенному введенні ангіоліну (50 мг/кг) кролям з гострою ішемією міокарда препарат відновлював функцію лівого шлуночка, збільшуючи робочий індекс лівого шлуночка, робочий ударний індекс лівого шлуночка, тиск у лівому шлуночку та систолічний тиск, що підтверджує здатність препарату підвищувати компенсаторно-пристосувальну активність міокарда.         

Проведені експериментальні фармакологічні та біохімічні дослідження показали, що ангіолін не тільки поліпшував показники кардіо- та системної гемодинаміки при гострій ішемії міокарда у кролів, на підставі проведених біохімічних досліджень у щурів можна стверджувати, що ангіолін зменшував прояви ішемічної дисфункції: в основі його позитивного ефекту лежить протекторна дія щодо оксиду азоту, підвищення його біодоступності.

Іншим часто діагностованим захворюванням в клініці є хронічна серцева недостатність, одним з механізмів виникнення якої вважають ендотеліальну дисфункцію [375, 376]. При цьому захворюванні порушується кардіо- і системна гемодинаміка. Домінуючим напрямком лікування хронічної серцевої недостатності є застосування в схемах фармакотерапії міокардіальних цитопротекторів, які усувають порушення клітинного метаболізму, іонного гомеостазу і функції мембран кардіоміоцитів, попереджають розвиток незворотних процесів в міокарді. Цитопротекторні властивості ангіоліну були підтверджені дослідами на щурах зі спонтанною артеріальною гіпертензією. 

        Одним з метаболітотропних цитопротекторів вважають мілдронат, який рекомендують призначати в комплексній терапії ХСН, та він був обраний нами в якості препарату порівняння кардіопротекторної дії при доксорубіциновій кардіоміопатії. Встановлені зміни кардіо- і системної гемодинаміки у кролів при доксорубіциновій кардіоміопатії, що характеризують скоротливу активність міокарда (зниження робочого індексу лівого шлуночка, робочого ударного індексу лівого шлуночка і максимального тиску в лівому шлуночку), також вірогідне зниження системного артеріального тиску. Ангіолін при попередньому введенні реалізував кардіопротекторну дію, запобігаючи порушенню кардіо- та системної гемодинаміки у кролів, нормалізуючи робочий ударний індекс лівого шлуночка, робочий індекс лівого шлуночка, максимальний тиск в лівому шлуночку і системний артеріальний тиск. Мілдронат хоча і мав протекторний ефект, але в меншій мірі змінював показники кардіо- та системної гемодинаміки у кролів в тому ж напрямку. Надалі при моделюванні доксорубіцинової серцевої недостатності у щурів відзначали підвищення показників окиснювальної модифікації білків (АФГ, КФГ), пониження активності антиоксидантних ферментів супероксиддисмутази (СОД) та глутатіонпероксидази (ГПР). Ангіолін, в дозі 100 мг/кг при внутрішньошлунковому введенні у вигляді суспензії з Твіном-80 паралельно з доксорубіцином, відновлював дані біохімічні показники, в той час як мілдронат в дозі 250 мг/кг проявляв меншу антиоксидантну активність, тобто ангіолін знижував окиснювальний стрес, що виникав при хронічній серцевій недостатності. Підвищення активності оксидативних реакцій при ХСН було доведено в експериментальних та клінічних дослідженнях. Знайдена кореляція між рівнем АФГ, КФГ у хворих з ХСН і функціональним класом ХСН.  Саме активні фракції кисню та вільні радикали запускають апоптоз  кардіоміоцитів і мають негативний інотропний ефект при взаємодії активних радикалів кисню з ліпідами мембрани, при цьому утворюються ліпідні радикали, що порушують проникність мембран кардіоміоцитів [377]. Активація активних форм кисню змінює адаптаційні властивості ендотелію і його здатність адаптуватися до змін гемодинаміки, що веде до вазоконстрикції, пониженого синтезу, активації руйнування NO. Зменшуючи оксидативний стрес, ангіолін в більшому ступені ніж мілдронат підвищував активність антиоксидантних ферментів (супероксиддисмутази та глутатіонпероксидази). Падіння скоротливої активності міокарда при хронічній серцевій недостатності виникає внаслідок порушення енергетичного метаболізму аденілових нуклеотидів, показників гліколізу, дискоординації в циклі Кребса, компенсаторних шунтів енергії [378]. Ангіолін при введенні тваринам з ХСН в більшому ступені підвищував продукцію аденілових нуклеотидів, обмежував малопродуктивний гліколіз, про що свідчить пониження вмісту лактату. Важливо відмітити, що ангіолін має стимулюючу дію на реакції циклу Кребса на дикарбонових та трикарбонових ділянках відповідно підвищення рівня малату і ізоцитрату.  При цьому активується малат-аспартатний шунт, що допомагає  переносу відновлених еквівалентів, які утворюються в цитоплазмі при гліколізі в мітохондріях. При ішемії перенос цих еквівалентів відбувається за рахунок градієнту глутамату і високого внутрішньомітохондріального співвідношення глутамат/аспартат. Про активацію малат-аспартатного шунта свідчить також підвищення активності малатдегідрогенази, вмісту малату, аспартату, глутамату. Ангіолін активував синтез енергії та її транспорт, про що свідчить зростання активності мітохондріальної і цитозольної креатинфосфокінази. При моделюванні хронічної серцевої недостатності пригнічуються процеси синтезу оксиду азоту. В цитозолі зменшується активність загального синтезу оксиду азоту, продукція стабільних метаболітів оксиду азоту – нітратів на фоні вираженого дефіциту субстрату синтезу L-аргініну. В зрізах верхівки серця спостерігалось зменшення ендотеліальної NO-синтази позитивних клітин та підвищення щільності  індуцибельної NO-синтази позитивних клітин. Паралельно порушувались показники тіол-дисульфідної системи – знижувався вміст сірковміщуючих амінокислот -  цистеїну, метіоніну, а також сумарної кількості відновлених білкових молекул, активності глутатіонредуктази, вмісту відновленого глутатіону на фоні підвищення рівня його окисненої форми. В зв'язку з тим, що оксид азоту є нестабільним, коротко існуючим радикалом, для його стабілізації та транспорту передбачені механізми утворення з тіолвміщуючими низькомолекулярними сполуками (глутатіон, цистеїн, метіонін), стійких S-нітрозильних комплексів. В умовах дефіциту тіольних сполук (оксидативний стрес, ішемія, інтоксикація) порушується транспорт NO, тому що монооксид азоту підлягає атаці активних форм кисню (супероксидрадикал, гідроксирадикал) з перетворенням в нітрит, про що свідчило зростання маркеру пероксинітриту – нітротирозину. Найбільш виражений вплив ангіоліну реалізується стосовно глутатіонової ланки в ланцюгу тіол-дисульфідної системи – підвищення активності глутатіонредуктази, рівня відновленого глутатіону та зменшення його окисненої форми.  Саме ангіолін встановлював найбільш оптимальне співвідношення між рівнем відновлених і окислених тіольних груп, а також глутатіону, що свідчить про активну мобілізацію тіол-дисульфідної системи в нейтралізації продуктів нітрозуючого стресу.  Підвищення функціональності тіол-дисульфідної системи міокарда під впливом ангіоліну сприяло підвищенню біодоступності оксиду азоту, зменшенню цитотоксичності оксиду азоту та його дериватів, що проявлялося пониженням рівня нітротирозину. Крім того, ангіолін особисто може бути переносником NO, утворюючи з ним стабільні S-нітрозильні комплекси. Ангіолін попереджав перетворення оксиду азоту, на відміну від мілдронату в пероксинітрит, зберігаючи його ендотеліопротекторні властивості. Ангіолін при введенні тваринам з ХСН сприяв перерозподілу клітин з різним ступенем фіброзу, зменшенню щільності кардіоміоцитів з помірним ступенем фіброзу, підвищував щільність клітин з незначним ступенем фіброзу і повністю попереджав появу клітин з вираженим ступенем фіброзу. Ангіолін має виражену ендотеліопротекторну дію при хронічній серцевій недостатності, що проявлялося в підвищенні щільності ендотелію артеріальних судин міокарду, росту в них концентрації РНК, зменшенні щільності ендотелію з органами апоптозу. Одночасно ангіолін зменшував експресію молекулярних маркерів дисфункції ендотелію – фактору некрозу пухлин,  С-реактивного білку, інтерферону гамма на фоні підвищення експресії васкулоендотеліального фактору. Фактор некрозу пухлин понижує експресію ендотеліальної  NO-синтази, загальну продукцію NO, посилює його окиснювальну модифікацію, перетворюючи в пероксинітрит. Фактор некрозу пухлин альфа, інтерферон-гамма пригнічують експресію васкулоендотеліального фактору і запускають апоптоз. Зниження при введенні ангіоліну фактору некрозу пухлин альфа зменшувало  процес клітинної загибелі шляхом апоптозу. Отримані результати свідчать про наявність кардіопротекторних, ендотеліопротекторних, протиішемічних, антиоксидантних,  антиапоптичних властивостей таблеток ангіоліну при ХСН.

Артеріальна гіпертензія залишається однією з найрозповсюдженіших та небезпечнішою хворобою в світі [379]. 

Спочатку в експериментах на щурах зі спонтанною артеріальною гіпертензією визначали вплив ангіоліну, інгібітору АПФ квінаприлу, блокатору рецепторів ангіотензину ІІ - ірбесартану та їх комбінацій при пероральному введенні протягом 3 місяців на показники АТ. Ангіолін не мав впливу  на показники АТ, співставимо з дією антигіпертензивних препаратів окремо, ірбесартан, квінаприл та їх сполучення з ангіоліном понижували рівень АТ.
У випадку щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією можна стверджувати існування генетично детермінованих особливостей клітинних мембран мітохондрій, що ініціюють виникнення недостатності мембранної регуляції внутрішньоклітинного кальцію з накопиченням в цитозолі високих концентрацій вільних іонів кальцію. Спостерігалося підвищення артеріального тиску у щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією, яке відбувається по мірі пониження як енергопродукуючої функції мітохондрій, так і з розвитком в повному об'ємі порушення іонтранспортної функції їх мембран. Процеси порушення синтезу АТФ в мітохондріях і швидкість відкриття мітохондріальної пори міцно узгоджуються і, можливо, прямо залежать від інтенсивності окиснювальні модифікації і концентрації кальцію всередині мітохондрій. 
Дослідження останніх років показали, що окиснювальний стрес, який виникає при артеріальній гіпертензії, пригнічує продукцію та метаболізм NO, веде до десенсетизації адрено- та ангіотензинових рецепторів, зміні селективності іонних каналів та порушенню скоротливої функції міокарда. Ступінь пошкодження органів-мішеней значною мірою залежить від балансу окиснювально-метаболічної функції та активності антиоксидантної системи. 

При цьому спостерігаються як метаболічні порушення органів-мішеней, так і більш грубі морфологічні зміни, що в свою чергу пов’язано з окиснювальним стресом. Разом з тим, прогресування артеріальної гіпертензії відбувається на фоні енергетичного дефіциту, при якому може розвинутись мітохондріальна дисфункція [326].

Сучасно не було повністю визначено механізм формування мітохондріальної дисфункції, ініціювання оксидативного стресу, порушення системи NO в міокарді при артеріальній гіпертензії.

Біохімічними дослідженнями мітохондріальної та цитозольної фракцій кардіоміоцитів щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією встановлений розвиток оксидативного стресу. Вміст продуктів окиснювальної модифікації білків (АФГ, КФГ) зростав більше в мітохондріальній фракції, але також підвищувався і в цитозольній фракції міокарда щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією. Проміжні метаболіти системи оксидативного стресу (карбоксильні та нітрозильні білки), що є вторинними месенджерами, ініціюють каскад метаболічних порушень, в тому числі ініціюють відкриття мітохондріальної пори. Мітохондрії є ключовою ланкою клітинної дегенерації, вони активно залучені в складний каскад внутрішньоклітинної регуляції метаболічних процесів від обміну специфічними метаболітами, які утворюються виключно в матриксі мітохондрій до вивільнення апоптогенних факторів, що ініціюють загибель клітин. 

Формування мітохондріальної дисфункції у щурів з артеріальною гіпертензією веде до порушення енергопродукції в міокарді, що характеризується високим ступенем енергетичного обміну та критичною залежністю скоротливої функції та надходження енергії.

Так, в цитозольній і мітохондріальній фракціях гомогенату серця щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією спостерігається енергодефіцит на фоні активації гліколізу.

Зменшення енергетичного статусу, що відмічалося при відкритті мітохондріальної пори у спонтанно гіпертензивних щурів, відбувалося за рахунок роз’єднання процесів окиснення і фосфорилювання в мітохондріях. Механізми закриття/відкриття мітохондріальної пори діють в функціональній єдності, здійснюють перетворення і посилення сигналів, що надходять, наприклад, при активації інозито-1-4-5 трифосфат-поєднаних них рецепторів, що опосередковано регулює зв’язок між функціональною відповіддю та енергетичними процесами на рівні клітини. Нами зареєстровано підвищення швидкості спонтанного відкриття мітохондріальної пори та набрякання мітохондрій міокарду щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією, що свідчить про їх пошкодження.

Таким чином, як було зазначено вище однією з причин підвищення артеріального тиску вважається дефіцит енергії на клітинному рівні. Джерелом енергодефіциту тканин при артеріальній гіпертензії вважають формування мітохондріальної дисфункції. Однією з причин є кальцієве перевантаження внаслідок надмірного надходження в мітохондрії цитотоксичного кальцію. Іншою причиною вважають гіперпродукцію активних форм кисню.

Антиоксидантну дію ангіоліну та його комбінацій з ірбесартаном і квінаприлом підтверджують результати змін складу жирних кислот в плазмі крові у щурів з артеріальною гіпертензією.  Відома важлива роль жирних кислот у підтримці прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу, метаболітної активності та здійсненні енергетичного постачання [306, 307]. 

У щурів з гіпертензією у плазмі крові відмічено суттєве зниження насиченості ліпідного компоненту порівняно з вмістом в плазмі крові нормотензивних щурів за рахунок зменшення рівня пальмітинової та стеаринової кислот. Внаслідок порушення структури фосфоліпідів відмічено зростання вмісту арахідонової кислоти, ненасичених жирних кислот, поліненасичених жирних кислот.  

Недостатній вміст насичених жирних кислот, як енергетичного субстрату може привести до порушення утворення АТФ, що спостерігається в клініці у хворих з АГ та в експериментах на щурах з АГ [310]. 

Для забезпечення функціонального складу клітин суттєве значення має співвідношення насичених і ненасичених жирних кислот у фосфоліпідах клітинних мембран. Зростання вмісту ненасичених і поліненасичених жирних кислот свідчить про інтенсифікацію окисних процесів і зміни проникності мембран. Підвищення рівня арахідонової кислоти характерно як для АГ, так і інших патологічних процесів, може бути пов’язано з інтенсифікацією синтезу ейкозаноїдів, що посилюють проникність мембран [310]. 

Однією з причин збільшення вмісту арахідонової кислоти може бути як підвищення її утворення у цитоплазмі клітин, так і посилення її вивільнення з фосфоліпідів плазматичних мембран, можливо за допомогою фосфоліпази А2 [311]. 

Результатом метаболізму арахідонової кислоти є утворення вільних радикалів, за умови високої концентрації цієї кислоти інтенсифікується перекисне окиснення ліпідів, що спостерігається у щурів із САГ [312]. 

Після 90 днів лікування ангіоліном в плазмі крові щурів зростав вміст міристинової, пальмітинової, стеаринової кислот, знижувався вміст арахідонової кислоти, що взаємопов’язано з антиоксидантними та кардіопротекторними властивостями сполуки. Зміни співвідношення лінолевої  та арахідонової кислоти викликає пониження рівня ненасичених, поліненасичених кислот та зростання насичених [313].

Ангіолін, який має антиоксидантні властивості [314], підвищував рівень насиченості жирних кислот (міристинової, пальмітинової, стеаринової), при цьому вміст міристинової кислоти перевищував показник інтактних тварин. Нормалізація вмісту арахідонової кислоти після введення ангіоліну свідчить про стабілізацію окисно-відновних та енергоутворюючих процесів. Запобігаючи змінам ненасичених жирних кислот, ангіолін поліпшує синтез ейкозаноїдів, сприяє нормалізації  складу фосфоліпідів мембрани [315].

Разом з тим, при введенні квінаприлу відмічений низький вміст поліненасичених жирних кислот за рахунок пониженого рівня арахідонової кислоти порівняно з контролем. Після 3-х місяців введення щурам квінаприлу з ангіоліном відмічалася нормалізація жирнокислотного складу ліпідів плазми крові за рахунок відновлення співвідношення як насичених, так  ненасичених і поліненасичених ЖК, при цьому вміст пальмітинової та арахідонової ЖК змінювався до рівня контролю [316]. Ірбесартан, який пригнічував вільнорадикальне окиснення в органах тварин [317], може відновлювати жирнокислотний склад ліпідів плазми крові щурів. Дія ірбесартану щодо вищезазначених показників проявлялась в меншому ступені: ірбесартан поступається дії ангіоліну щодо вмісту міристинової, пальмітинової, арахідонової кислот. Під впливом ірбесартану спостерігалась лише тенденція до відновлення стеаринової кислоти. Додавання до ірбесартану ангіоліну при введенні щурам із САГ мало значно більший ефект, ніж використання ірбесартану окрему, а також перевищувало дію ангіоліну окремо, стосовно показників жирнокислотного складу ліпідів [318]. Ірбесартан, а також його комбінація з ангіоліном, мають регенеративний вплив на жирнокислотних вміст ліпідів (насичених, поліненасичених жирних кислот, суми насичених, ненасичених та поліненасичених жирних кислот) у щурів із САГ.
Квінаприл, ангіолін, а також їх комбіноване введення щурам зі спонтанною артеріальною гіпертензією сприяло нормалізації впливу на показники жирнокислотного складу ліпідів в плазмі крові. 
Наслідком інгібування окиснювальної деструкції білкових структур мітохондрій міокарда під впливом ангіоліну є пониження їх функціональної активності, підтвердженням чого є зменшення відкриття мітохондріальної пори та набрякання мітохондрій міокарда у даних щурів. 

        Збереження функціональної активності мітохондрій у більшості залежить від стану каналів активного та наявного транспорту кальцію. Як зазначено вище, ангіолін не тільки має антиоксидантні властивості, а також підвищує рівень насиченості жирних кислот, що свідчить про стабілізацію окисно-відновних та енергоутворюючих процесів, а також фосфоліпідів мембрани. Ангіолін в мітохондріях понижував рівень АФГ, в цитозольній КФГ. Ірбесартан та квінаприл зменшували вміст АФГ в мітохондріальній і цитозольній фракції не впливаючи на рівень КФГ. Більший вплив на показники окиснювальної модифікації білків мають сполучення квінаприлу і ірбесартану з ангіоліном, що свідчить про антиоксидантний та протиішемічний вплив цієї комбінації. У щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією наявні значні зміни з боку жирнокислотного складу ліпідів плазми крові: суттєво знижувалась насиченість ліпідного комплексу за рахунок пальмітинової і стеаринової кислоти та підвищувався вміст арахідонової кислоти, ненасичених та напівненасичених жирних кислот. Останнє свідчить про інтенсифікацію окисних процесів міокарда і зміни проникності мембрани. Ангіолін, ірбесартан, квінаприл, а також їх комбінації в плазмі крові щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією підвищують рівень міристинової, пальмітинової, стеаринової кислот, що веде до зростання вмісту насичених жирних кислот. При цьому під впливом вищезазначених засобів в плазмі крові понижується вміст ненасичених та напівненасичених жирних кислот. Вміст арахідонової кислоти понижувався при введенні всіх препаратів і комбінацій, а лінолевої – при комбінації квінаприлу з ангіоліном. Зменшення вмісту насичених і напівненасичених жирних кислот пов’язане з нормалізацією окиснювального метаболізму, вміст ейкозаноїдів, проникністю клітинних мембран.

Важливим є факт, що при інтенсифікації окиснювальної модифікації білків в суспензії мітохондрій щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією не тільки зменшується процес синтезу АТФ, але і прискорюється пошкодження мітохондрій, що характеризується відкриттям пор.

Найбільш значимим етапом пониження енергозабезпечення міокарда при артеріальній гіпертензії є залежність від активних форм кисню, порушення проникності внутрішньої мембрани мітохондрій з відкриттям мітохондріальних пор і прогнозування виходу ряду матриксних білків, багато з яких індукують програмовану клітинну загибель. Можливо, що мітохондріальна дисфункція та енергетичний дефіцит міокарда при артеріальній гіпертензії значно погіршують течію стану. Ангіолін інтенсифікує процеси енергоутворення, що було раніше затверджено науковцями в дослідах на мозковій тканині при порушенні мозкового кровообігу [373].
Ірбесартан та квінаприл лише в комбінації з ангіоліном достовірно впливали на показники енергоутворення в цитозольній і мітохондріальній фракції, що пояснює властивість ангіоліну пригнічувати продукцію маркерів окиснювальної модифікації білків, іонних, зокрема кальцієвих каналів, перевантаження мітохондрій, відновлюючи енергетичну функцію. Ангіолін, ірбесартан, квінаприл, та, можливо, їх комбінації зменшують оптичну щільність мітохондрій.

Отримані експериментальні дані свідчать про наявність мітопротекторної активності у всіх препаратів, однак ця активність найбільш виражена при застосуванні ангіоліну з ірбесартаном. Певним показником дисфункції мітохондрій, крім вищезазначених біохімічних маркерів,  вважають пониження вмісту білку теплового шоку 70 в мітохондріальній і цитозольній фракціях міокарду щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією, тому що гени цих білків змінюють активність при всіх впливах. Більшість захисних функцій білків теплового шоку пов'язані з шапероновою активністю.

Мітохондріальна дисфункція характеризується координованим дефіцитом вмісту білків теплового шоку та гіперпродукцією активних форм кисню і цитотоксичних форм оксиду азоту, що веде не тільки до модифікації (зворотньої і незворотньої) макромолекул, в тому числі і білку теплового шоку 70, а також пониженням експресивної активності генів, що кодують останній. Ангіолін збільшував кількість білків теплового шоку в цитоплазматичній і мітохондріальній фракціях кардіоміоцитів, що узгоджується з його властивістю зменшувати прояви мітохондріальної дисфункції. Квінаприл і ірбесартан достовірно не впливають на вміст білку теплового шоку 70, але разом з ангіоліном їх дія потенціюється і зміни вмісту білків теплового шоку 70 стають достовірними. Встановлені також депресія утворення оксиду азоту, про що свідчить пониження стабільного метаболіту – нітрит-аніону на фоні пониження загальної активності NO-синтази як в мітохондріях, так і в цитозолі міокарду щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією.

          У цитозолі міокарда, як і в судинах, методом іммуноблотинга головним чином визначають eNOS, активність якої прямо корелює з концентрацією внутрішньоклітинного кальцію та їй належить головна роль в забезпеченні постійного базисного рівня NO та фізіологічній регуляції артеріального тиску. Саме в цитозолі нами була визначена значна депривація активності NOS пропорційна підвищенню АТ. B останніх роботах показана наявність NOS в мітохондріях, ця ізоформа NOS локалізована у внутрішній мітохондріальній мембрані. mtNOS дуже схожа з макрофагальною iNOS і визначається первинними антитілами до цього ізоензиму. Поки не ясно, чи вважати mtNOS окремою ізоформою, або це iNOS, що містить посттрансляційні модифікації, які ведуть до іншої субклітинної локалізації. 

Показано, що mtNOS при дефіциті L-аргініну здатна продукувати супероксидрадикал. Логічно припустити участь mtNOS в регуляції апоптозу, за допомогою порушення тіол-дисульфидної рівноваги білків мітохондріальної пори в реакції нітрозування і окиснення. Крім того, отримані дані про роль mtNOS в регуляції рівня кальцію в мітохондріях. У нормі mtNOS перешкоджає надходженню надлишку кальцію в мітохондрії, в умовах ішемії при підвищенні активності mtNOS відбувається підвищення внутрімітохондріального кальцію і відкриття мітохондріальної пори. Можливо, на початкових стадіях патологічного процесу ця реакція відіграє захисну роль, тому що регулюючи кальційзалежні механізми відкриття гігантського пори mtNOS здатна активувати компенсаторні енергетичні шунти [329].
Надалі, наростаюча активність mtNOS призводить до неконтрольованого відкриття пори мітохондрій. Відомо, що mtNOS експресується під впливом прозапальних цитокінів, активних форм кисню, і її активність, в першу чергу впливає на функціонування мітохондрій, а також бере безпосередню участь в індукції і регуляції апоптотичної загибелі клітин [335]. 

У той же час ефекти NO в клітині не слід розглядати тільки з позиції їх негативних, ушкоджуючих впливів. Саме дія NO у поєднанні з відповідним редокс-статусом мітохондрій, обумовлює захисні ефекти, що підвищують резистетність клітини до несприятливих впливів. У зв'язку з цим, важливо враховувати чинники, що визначають прояви цитопротекторних або цітотоксичних властивостей NO на певному етапі молекулярно-біохімічного каскаду.  Напевно, в міокарді спонтанногіпертезивних тварин відбувається депривація активності еNOS, що призводить до дефіциту NO і підвищенню експресії мітохондріальної iNOS, яка робить мітохондрію джерелом цитотоксичних дериватів NO і ініціатором нітрозуючого стресу. Крім того, цитотоксичні деривати NO, що утворюються в надлишку, продовжують пригнічувати активність ендотеліальної NO-синтази, що в свою чергу, призводить до подальшого підйому артеріального тиску і інтенсифікації механізмів пошкодження органів – мішеней.   

Саме в цитозолі визначали виражену депривацію активності загальної NOS, яка зворотньо пропорційна значенню артеріального тиску. Встановлено корегуючу дію досліджуваних засобів (крім квінаприлу при монотерапії) щодо показників системи оксиду азоту в цитозольній і мітохондріальній фракціях гомогенату міокарду щурів з артеріальною гіпертензією. Найбільший нормалізуючий ефект що до вмісту нітритів як у мітохондріях, так і в цитозолі гомогенату міокарда був відзначений у щурів, яким вводили ірбесартан з ангіоліном. Комбіноване введення ірбесартану з ангіоліном ефективно знижувало інтенсивність нітрозуючого стресу, про що свідчить зменшення на 57% концентрації нітротирозину в мітохондріях міокарда. Комбінація ангіоліну і іберсартану нормалізувала співвідношення eNOS / iNOS в міокарді і достовірно підвищувала активність загальної NOS в цитозолі міокарда. 

Подібна дія ангіоліну узгоджується з нашими попередніми дослідженнями, якими показано, що препарат не чинить пряму стимулюючу дію на активність NOS (може впливати на її експресію), але підвищує біодоступність NO за рахунок збереження відновлених тіолів [340]. 

Крім того, ми припускаємо, що Ангіолін сам може бути переносником NO, утворюючи з ним стабільні S-нітрозильні комплекси. Ангіолін при монотерапії, особливо в комбінації з блокатором рецепторів ангіотензину ІІ, у більшому ступені зменшував інтенсивність нітрозуючого стресу, ніж в комбінації з квінаприлом. На підставі даних літератури [341] можна припустити, що Ангіолін підвищував експресію ендогенної кардіопротекції за рахунок зростання вмісту білків теплового шоку в мітохондріях та цитозолі гомогенату міокарду щурів. Отримані дані свідчать про здатність ірбесартану, Ангіоліну та їх комбінації впливати на показники системи NO. 

Квінаприл не змінював показники NO-системи в мітохондріальній фракції, а в цитозольній лише достовірно підвищував концентрацію ендотеліальної NO-синтази. Результати досліджень свідчать про більш виражений вплив ірбесартану на метаболізм NO-системи в міокарді щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією порівняно з квінаприлом. Таким чином, на підставі отриманих молекулярно-біохімічних досліджень нітроксидергічної системи міокарда у САГ щурів  були отримані докази підтвердження ендотеліопротекторної дії ангіоліну [61], а також виявлено посилення цього виду активності при комбінуванні з модуляторами ренін-ангіотензин-альдостеронової системи (РААС). 

Отже, у цитозольній і мітохондріальній фракціях міокарду щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією зменшувалась активність загальної NO-синтази та концентрація нітритів, у цитозольній фракції – концентрація ендотеліальної NO-синтази. В мітохондріальній фракції міокарда щурів зростала концентрація індуцибельної NO-синтази та нітротирозину. Ангіолін, ірбесартан, комбінації ангіоліну з ірбесартаном та квінаприлом відновлювали показники NO системи в міокарді щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією при внутрішньошлунковому введенні протягом 3 місяців. Було встановлено значне підвищення експресії індуцибельної NO-синтази в мітохондріях щурів з артеріальною гіпертензією порівняно з нормотензивними тваринами. Також було визначено значне пониження ендотеліальної NO-синтази в цитозолі фракції щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією порівняно з аналогічним показником інтактної групи.

Ідентифікована дискоординація між активністю загальної NO-синтази в мітохондріях і утворенням стабільних метаболітів NO в міокарді в умовах артеріальної гіпертензії зі значним збільшенням паразитарних реакцій, коли NO-синтаза продукує не оксид азоту, а його цитотоксичний дериват – пероксинітрит, іоннітрозин та ін.

Подібні реакції можуть відбуватися в умовах дефіциту L-аргініну, антиоксидантної недостатності, дисфункції мітохондрій, підвищенні експресії індуцибельної NO-синтази під дією прозапальних факторів. Безконтрольне утворення цитотоксичних дериватів NO веде до S-, N-, O-нітрозилювання найбільш активних ділянок білкових структур іонних каналів, рецепторів, мембран молекул, тобто розвитку нітрозуючого стресу.

Підтвердженням нашого припущення є визначення в мітохондріях міокарду щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією підвищеного вмісту маркеру нітрозуючого стресу – нітротирозину порівняно з нормотензивними тваринами на фоні підвищеної експресії в мітохондріях індуцибельної NO-синтази.

В цитозолі міокарда щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією також був визначений низький рівень стабільного метаболіту NO порівняно з нормотензивними щурами на фоні пригнічення загальна активності              NO-  синтази і низької експресії ендотеліальної NO-синтази. В групах щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією загальна активність цитозольної      NO- синтази була в середньому в два рази нижче ніж в цитозолі нормотензивних тварин. Особливості змін загальної NO-синтази в мітохондріях і цитозолі міокарда нормотензивних тварин можна пояснити з точки зору локалізації різних ензимів NO-синтази в різних клітинах і механізмі їх активації. В цитозолі міокарда, головним чином, визначається ендотеліальна NO-синтаза, активність якої корелює безпосередньо з концентрацією внутрішньоклітинного кальцію, а їй належить провідна роль в забезпеченні постійного базисного рівня та фізіологічної регуляції артеріального тиску. Саме в цитозолі визначається виражена депривація активності загального синтезу NO, що зворотньопропорційна значенню артеріального тиску.

В останній час велику увагу приділяють мітохондріальній синтазі оксиду азоту, надаючи їй роль ініціатора апоптозу, мітохондріальної дисфункції, нітрозуючого стресу, порушенню синтезу оксиду азоту. В нормі мітохондріальна NO-синтаза запобігає надходженню надмірної кількості кальцію в мітохондрії, а також бере участь у механізмах адаптації до ішемії та регулює швидкість окиснювальних процесів, активацію компенсаторних шляхів енергії, експресію протективних білків. Встановлена корегуюча роль ангіоліну, ірбесартану та їх комбінацій, а також сполучення квінаприлу з ангіоліном щодо показників оксиду азоту в цитозолі і мітохондріальній фракції гомогенату міокарду щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією.

Можливо, що ангіолін сам підвищує біодоступність за рахунок відновлених тіолів або є переносником NO, утворюючи з ним стабільні S-нітрозильні комплекси [371].

В поєднанні з ірбесартаном, як і при монотерапії, ангіолін більше, ніж в комбінації з квінаприлом зменшує інтенсивність нітрозуючого стресу. Можливо, що ангіолін підвищує експресію ендогенної кардіопротекції за рахунок зростання вмісту білків теплового шоку, що нами попередньо визначено.

У спонтанно-гіпертензивних щурів порушуються всі компоненти тіол-дисульфідної системи (зниження відновлених еквівалентів, підвищення окиснення інтермедіатів) цитозолю і мітохондрій серця всіх груп спонтанно-гіпертензивних щурів.

Визначено пониження активності глутатіонредуктази мітохондріальної фракції на фоні вираженого дефіциту відновлених тіольних сполук. Подібні зміни активності глутатіонредуктази і відновлених тіолів спостерігалася і в цитозолі фракції міокарда. Це означає, що в групі щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією на фоні дефіциту відновлених тіолів і пониженні активності глутатіонредуктази змінюється нейрохімічний профіль NO: з молекулярного мессенджера він перетворюється в агент нітрозуючого стресу.

Артеріальна гіпертензія супроводжуються пригніченням загальної активності NO-синтази на фоні низької експресії ендотеліальної NO-синтази і дефіциту NO, який, в сполученні з певним редокс статутом мітохондрій, повинен визначати захисні ефекти, які підвищують резистентність клітин до несприятливого впливу.  На цьому фоні в мітохондріях посилюється експресія індуцибельної NO-синтази, що має компенсаторне значення з метою понизити артеріальний тиск, однак в умовах дефіциту відновлених еквівалентів тіол-дисульфідної системи мітохондрій кардіоміоцитів, індуцибельна NO-синтаза є ініціатором нітрозуючого стресу. Тіол-дисульфідна система грає особливу роль у розвитку механізмів цитотоксичності NO і пошкодженні органів-мішеней. Інтермедіати тіол-дисульфідної система володіють транспортними властивостями по відношенню до NO, підвищуючи його біодоступність. Крім того, багато з тіолів (цистеїн, метіонін, глутатіон) здатні обмежити цитотоксичність NO і його дериватів, понижуючі ступінь пошкодження органів-мішеней.

Ангіолін, ірбесартан, квінаприл та комбінації гіпотензивних засобів з ангіоліном підвищують активність глутатіонредуктази в цитозолі фракції. В мітохондріальній фракції гомогенату серці щурів відновлюють активність глутатіонредуктази лише ангіолін та його сполучення з ірбесартаном і квінаприлом. В мітохондріальній фракції ангіолін та його сполучення з квінаприлом та ірбесартаном нормалізуюють вміст вільних тіолів, а в цитозольній фракції - рівень відновлених тіолів, сприяючи доступності оксиду азоту. Слід відмітити, що при спонтанній артеріальній гіпертензії в сироватці крові зростає активність колагенази, вміст вільної протеїнзв'язуючої фракції гідроксипроліну, показники, які відображають сумарний вміст глюкозоаміногліканів,  що свідчить про процеси ремоделювання серця при артеріальній гіпертензії, порушення катаболічних і синтетичних фаз колагену, глюкозоаміногліканів, порушення функції ендотелію. Під впливом ангіоліну та його сполучення з ірбесартаном відновлюються основні компоненти сполучної тканини, що свідчить про пригнічення процесу ремоделювання серця і поліпшення ендотеліальної функції [348, 349].

Можливо, ці засоби впливають на сигнальні шляхи і активність геному, реалізуючи ендотеліо- та кардіопротекторну дію препаратів, дана властивість є і у  ірбесартану [349].

Для стабілізації оксиду азоту та його транспортування значна роль належить утворенню стійких S-нітрозотіольних комплексів з тіолвмісними сполуками. Ангіолін прямо не впливає на активність NO-синтази, а при взаємодії з NO лише грати роль "спинової пастки". Для доказу цієї гіпотези були проведені квантово-хімічні дослідження і розраховані квантово-механічні енергетики дескриптори граничних молекулярних орбіталей енергії - ВЗМО та НВМО. Механізм взаємодії молекули  ангіоліну з оксидом азоту може бути реалізований за рахунок переносу електрону з ВЗМО "спинової пастки" на НВМО радикал з утворенням більш стабільного радикального комплексу. Таким чином,  ангіолін може грати роль переносника оксиду азоту.

В зв’язку з тим, що ангіолін можна застосовувати для лікування хронічних серцево-судинних захворювань (хронічна серцева недостатність, артеріальна гіпертензія) та гострих станах (інфаркт міокарду, оклюзія коронарної артерії) були розроблені дві лікарські форми препарату – таблетки і розчин для парентерального застосування та визначені параметри фармакокінетики цих лікарських форм. Спочатку поводили дослідження основних фармакокінетичних параметрів активної фармацевтичної сполуки в таблетках «Ангіолін» у крові після перорального введення щурам. Таким чином, після перорального введення щурам максимальна концентрація сполуки складає 5879,6 ± 1613,6 мг/кг, а утворена за математичною моделлю 6481,4 ± 736,2 мг/кг сироватки крові. Середній час перебування препарату в крові 180 хв, коли концентрація падає до рівня 538,4 ± 83,4 мг/кг, а при утворенні віртуальної математичної моделі 179,7 ± 59,8 хв. Показник кліренсу з крові складає 771,9 ± 86,5 мкг / хв-1 / кг-1. Тобто фармакокінетичні параметри субстрації таблеток відповідають вимогам до серцево-судинних лікарських засобів. 

Після внутрішньом’язового введення 2,5 % розчину Ангіоліну щурам також були визначені фармакокінетичні параметри. Після надходження ангіоліну в дозі 50 мг/кг максимальна концентрація активного фармацевтичного інгредієнту досягає рівня 15,90 ± 3,74 мкг/мл, а обрахована за математичною моделлю – 14,70 ± 1,57 мкг/мл. Для досягнення максимальної концентрації вмісту у крові тварин препарату Ангіоліну розрахунковий час становить у середньому 8,2 ± 0,8 хв, експериментальний – 12,0 ± 2,0 хв. Зниження вмісту активної сполуки Ангіоліну в крові починається на 20-й хв після внутрішньом’язового введення та через          111,6 ± 19,6 хв наближається до нижньої лінії його кількість визначена тобто отримані фармакокінетичні параметри розчину ангіоліну визначають можливість його введення при гострих ішемічних проявах. 

Отримані фармакологічні, біохімічні, фармацевтичні, квантово-хімічні дані показують, що вітчизняний серцево-судинний засіб ангіолін має володіти переліком дуже важливих позитивних властивостей для лікування патологічних станів серцево-судинної системи. Препарат містить активні фармацевтичні інгредієнти, що є основою розробки фармакологічного і фармакокінетичного дизайну препарату. Лізин що входить до його складу, виконує роль як в міокардіоцитах, так і в клітинах інших життєво важливих органів. Друга складова цього препарату – основна діюча речовина, що добре відома як можливий модулятор обмінних процесів у вигляді тіотриазоліну (морфоліній-3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіооцетат), який завоював широке визнання в медичній практиці як кардіо-, невро-, гістопротектор і тому показаний для лікування широкого кола патологічних захворювань. 

При вивченні фармакодинаміки ангіоліну у щурів зі спонтанною артеріальною гіпертензією, при моделюванні хронічної серцевої недостатності інфаркту міокарда, ангіолін активував процеси окиснювального фосфорилювання, інтенсифікував отримання енергії у циклі ди- та трикарбонових кислот, дихальному ланцюгу, обмежуючи об’єм непродуктивного анаеробного шляху окиснення енергетичних субстратів. На фоні гіпоксії в механізми енерготропної дії Ангіоліну позитивний ефект реалізується за рахунок інтенсифікації аеробних реакцій і компенсаторної активації малат-аспартатного шунта, що формує стійкість міокарда до гіпоксії. За силою терапевтичних ефектів ангіолін при ішемії міокарда і хронічній серцевій недостатності достовірно перевершує ефекти препарату порівняння мельдонію (мілдронату).

Ангіолін нормалізує не тільки енергетичний обмін, а також прооксидантно-антиоксидантний гомеостаз, але змінює рівновагу в тіол-дисульфідній системі, підвищуючи рівень відновленого глутатіону за рахунок зростання активності глутатіонредуктази та глутатіонпероксидази. Поряд з цим, зменшується активність індуцибельної NO-синтази, підвищується активність ендотеліальної. Ангіолін проявляє протекторну дію по відношенню до транспорту оксиду азоту як за рахунок збереження пулу відновлених тіолових ферментів, так і самостійно виконуючи роль переносника оксиду азоту. 

Механізм ендотеліопротекторної дії ангіоліну може бути пов’язаний з підвищенням проліферативної активності ендотелію судинної стінки внаслідок впливу на ендотеліальний фактор росту, можливо за рахунок безпосереднього впливу на ендотелій.

Таким чином, отримані експериментальні дані щодо впливу ангіоліну на функцію і метаболізм серцево-судинної системи при патологічних станах різного генезу стали основою його доклінічних та експериментальних досліджень, внаслідок проведення яких було дозволено та завершено проведення першої фази клінічних випробувань. До ДЕЦ було надано відповідні матеріали стосовно проведення другої фази клінічних випробувань ангіоліну, як кардіо- та ендотеліопротекторного засобу.
ВИСНОВКИ
Дисертаційна робота вирішує важливу проблему фармакології, а саме розробку засобів корекції ключового предиктора серцево-судинної патології – ендотеліальної дисфункції, шляхом створення оригінального препарату на основі 1,2,4-триазолу (L-лізину 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат) Ангіолін у вигляді розчину для ін’єкцій і таблеток та підтвердження його ефективності і безпеки на доклінічному етапі. 

1. Внаслідок проведеного скринінгу in vitro антиоксидантної та цитопротекторної активностей в ряду 11 похідних 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіокарбонових кислот, на суспензії нейронів щурів в умовах нітрозуючого та оксидативного стресу – визначена сполука-лідер L-лізіній 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат (Ангіолін), що проявляє найбільшу ефективність і перевершує референс-препарати (мексидол, метіонін, унітіол, α-токоферол і дибунол). 

2. За результатами дослідження гострої токсичності ангіоліну на 3 видах тварин (миші, щури, кролі) при внутрішньошлунковому та внутрішньоочеревинному введенні, ангіолін віднесений до V класу токсичності (практично нетоксичний). Встановлена відсутність загальнотоксичної дії ангіоліну в експериментах на щурах при внутрішньоочеревинному введенні в діапазоні доз (50-500) мг/кг протягом 90 днів та внутрішньошлунковому введенні в діапазоні доз (100-1000) мг/кг протягом 180 днів. Ангіоліну не притаманна кумуляція. Визначена ефективна доза ангіоліну (50 мг/кг) при внутрішньоочеревинному введені щурам за змінами активності МВ-КФК на моделі гострого інфаркту міокарда. 

3. Ангіоліну в дозі (50 мг/кг) властива кардіопротекторна дія на моделі ГІМ, про що свідчить нормалізація показників ЕКГ у щурів, морфофункціональних та біохімічних характеристик міокарда: достовірне пониження ЧСС на 21,7%, зменшення відхилення ST на 20%, відновлення до контрольного рівня амплітуди зубця Т, зменшення зони некрозу на 57,8%, підвищення концентрації РНК в ядрах кардіоміоцитів на 15,5%, в цитоплазмі на 20,1% (р≤0,05), зменшення щільності ядер апоптичних деструктивно змінених кардіоміоцитів на 60%. Профілактичне одноразове введення ангіоліну (50 мг/кг, в/в) кролям з гострою ішемією міокарда призводило до відновлення функції лівого шлуночка, що виражалося у збільшенні робочого індексу лівого шлуночка на 41-52 % і робочого ударного індексу лівого шлуночка на 67-41 %, підвищенні тиску в лівому шлуночку на 9-46 %, а також систолічного тиску на 14-61 %. За всіма зазначеними показниками ангіолін перевершував мілдронат в дозі (100 мг/кг).

4. Кардіо- та ендотеліопротекторна дія ангіоліну за ГІМ підтверджена нормалізацією біохімічних показників, про що свідчить ймовірне відновлення показників системи синтезу, метаболізму, транспорту оксиду азоту (активність NO – синтази, вміст метаболітів NO, нітротирозину, L-аргініну) та тіол-дисульфідної системи (вміст метіоніну, цистеїну, відновлених сульфгідрильних груп), показників енергетичного обміну (вміст аденілових нуклеотидів, глікогену, глюкозо-6-фосфату, пірувату, ізоцитрату, малату, активність креатинфосфокінази, малатдегідрогенази, цитохром-С-оксидази), прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу (рівень АФГ, КФГ, активність СОД, глутатіонпероксидази).

5. Кардіо- та ендотеліопротекторна дія ангіоліну проявлялась за гострої ішемії міокарда, яку моделювали оклюзією гілки низхідної коронарної артерії у щурів, про що свідчило відновлення вмісту АТФ, активності креатинфосфокінази в міокарді та антиоксидантна активність, підтверджена зменшенням вмісту АФГ, КФГ. Ангіолін (50 мг/кг) проявляв ефективність як за лікувального, так і за профілактичного введення інтактним щурам і на тлі коронароспазму підвищуючи толерантність тварин до фізичних навантажень, покращуючи енергетичний метаболізм і обмежуючи ішемічне пошкодження міокарда, а також відновлюючи показники скоротливої активності міокарда, РІЛШ, РУІЛШ, Рmax та АТ на тлі ураження кофеїн-бензоатом натрію та адреналіном у кролів, перевершуючи активність мілдронату.

6. Кардіо- та ендотеліопротекторна активність ангіоліну проявлялася на тлі ХСН, за умов ураження доксорубіцином, про що свідчили підвищення виживаності до 70% тварин, зниження індексу маси серця на 35%, підвищення щільності кардіоцитів на 18%, підвищення РНК на 24%, зниження щільності апоптичних і некротично змінених клітин на 62%, а також до підвищення щільності ендотеліоцитів судин міокарда на 25%, підвищення в них концентрації РНК на 62%, зниження щільності ендотеліоцитів з ознаками апоптозу на 43%, а також зменшення експресії молекулярних маркерів дисфункції ендотелію – TNF-a на 64,5%, С-реактивного білка на 62,2%, INF-g на 44% на тлі підвищення експресії VEGF на 193%. Під впливом препарату відмічено суттєве (р≤ 0,05) відновлення функції лівого шлуночка, що характеризувалося зростанням РІЛШ на 29%, РУІЛШ на 29%, Рmax лівого шлуночка на 21,3% у кролів. За дії ангіоліну нормалізувалась більшою мірою, ніж за впливу мілдронату, активність тіол-дисульфідної системи і системи оксиду азоту: підвищувалися рівень відновленого глутатіону на 188%, активність ГР на 97,7% на тлі збільшення тіолвміщуючих амінокислот – цистеїну і метіоніну на тлі підвищення стабільних метаболітів NO на 54,5%, знижувався рівень нітротирозину на 130% на тлі підвищення активності загальної NOS на 20%, підвищувалась експресія еNOS на 17% і зменшувалась експресія iNOS на 30%, Ангіолін значно підвищував рівень показників енергетичного обміну міокарда щурів з ХСН – збільшення продукції АТФ на 47% за рахунок інтенсифікації аеробних реакцій (підвищення рівня пірувату, ізоцитрату) і компенсаторною активацією малат-аспартатного шунта (підвищення активності НАД-МДГ на 195%, рівня малата на 185%), зниження анаеробного гліколізу, нормалізації функції мітохондрій (активність мКФК на 82%). 
7. На тлі генетично зумовленої артеріальної гіпертензії ангіолін при внутрішньошлунковому введенні (100 мг/кг) щурам з САГ не призводив до зростання гіпотензивної дії, за умов комбінованого застосування з ірбесартаном (30 мг/кг) та квінаприлом (10 мг/кг), суттєво знижуючи в міокарді вміст маркерів окиснювальної модифікації білків (АФГ, КФГ): в мітохондріях АФГ на 16%, КФГ проявляв тенденцію до зниження, в цитозольній фракції, вміст АФГ понижувався на 38%, КФГ на 46%. При введенні ангіоліну в сполученні з квінаприлом маркери окиснювальної модифікації білків понижуються в більшому ступені, ніж в сполученні з ірбесартаном. Комбіноване застосування ангіоліну з квінаприлом для нормалізації зазначених показників більш ефективне, ніж з ірбесартаном. Ангіолін, ірбесартан, квінаприл, а в більшому ступені комбінація квінаприлу з ангіоліном нормалізувала жирнокислотний склад ліпідів в плазмі крові щурів: відношення насичених і ненасичених жирних кислот. Ангіолін на відміну від квінаприлу та ірбесартану приводив до збільшення в мітохондріальній і цитозольній фракціях міокарду щурів з САГ вміст аденілових нуклеотидів, білку теплового шоку (HSP 70) та попереджав відкриття мітохондріальної пори, а також спричинював більш значущий, ніж препарати порівняння, нормалізуючий вплив на показники тіол-дисульфідної системи (активність глутатіонредуктази, вміст загальних відновлених тіолів) в мітохондріальній і цитозольній фракціях кардіоміоцитів, співвідношення еNOS/iNOS в міокарді, достовірно підвищуючи активність загальної NOS зменшуючи концентрацію продуктів перетворення (нітротирозину, нітритів). Разом з тим ірбесартан і квінаприл в комбінації з ангіоліном здійснювали профілактичну дію на вищезазначені показники. 

8. Механізм ендотеліопротекторної дії ангіоліну підтверджений квантово-хімічними дослідженнями, за яких визначені реакційні центри його молекули, що беруть участь у комплексоутворенні та встановлено, що ангіолін може бути переносником NO шляхом утворення з останнім стабільних S-нітрозильних комплексів та запобігати перетворенню NO під дією АФК в пероксинітрит, зберігаючи його (NO) ендотеліопротекторні властивості. 

9. Встановлені показники фармакокінетики ангіоліну при введенні таблеток: максимальна концентрація сполуки становила 5879,6±1613,6 нг/мл за експериментальними результатами, за математичною моделлю 6481,4±736,2 нг/мл, середній час перебування в 180 хв Концентрація АФІ ангіоліну падала до рівня 538,4±83,4 нг/мл, при обрахуванні відповідної математичної моделі 
179,7±59,8 нг/мл, показник кліренсу 771, 9±86,5 мкг/хв–1*кг-1. При одноразовому внутрішньовенному введенні 2,5% розчину для ін’єкцій ангіоліну в дозі 50 мг/кг максимальна концентрація в крові становила 15,90±1,74 мкг/мл за математичною моделлю 14,70±1,57 мкг/мл. Досягнення максимальної концентрації в крові відбувалося за 8,2±0,8 хв, експериментальний 12,0±2,0 хв. Зниження вмісту АФІ відбувалося на 20 хв після введення, через 111,6±19,6 хв наближалося до нижньої межі кількісного визначення. Даний результат є основою для розробки схеми, кратності та дозового режиму при застосуванні ангіоліну за умов подальших клінічних досліджень.

10. Теоретично обгрунтована та експериментально доведена доцільність створення на основі сполуки-лідера оригінального препарату з кардіо- та ендотеліопротекторною дією для нормалізації функціонування серцево-судинної системи за умов патологічних станів різного генезу.
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