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В дослідженні вивчались NO-залежні механізми кардіопротективної дії МТ в умовах інфаркту 
міокарда. Встановлено, що призначення МТ (розробка НВО «Фарматрон») у дозі 2,5 мг/кг внут-
рішньоочеревинно паралельно формуванню експериментального гострого інфаркту міокарда при-
водило до підвищення продукції NO в цитозолі і мітохондріях ішемізованого міокарда за рахунок 
підвищення експресії і активності ендотеліальної NO-синтази. Введення МТ сприяє також під-
вищенню біодоступності цього молекулярного месенджера, підсилюючи протективну дію від-
новлених тіолів. Призначення МТ значно обмежує прояви нітрозуючого стресу в ішемізованому 
міокарді. Застосування МТ за силою терапевтичної дії достовірно перебільшує ефективність 
референс-препарату – метопрололу.

Як відмічалось на XII Націо-
нальному конгресі кар-

діологів України (2011), поча-
ток нинішнього тисячоліття по-
значився значним розповсюд-
женням серцево-судинних за-
хворювань, які посіли 2-3 міс-
це в структурі смертності про-
мислово розвинутих держав. Од-
ним з грізних ускладнень, смерт-
ність від якого коливається від 
10% до 50% у хворих з серцево-
судинною патологією, є хроніч-
на серцева недостатність. Роз-
повсюдженість серцевої недо-
статності продовжує зростати 
і склала на 2006 рік 6,6 млн в 
Європі і 5 млн у США [1, 3, 4]. 
Лідируюче місце серед причин 
розвитку серцевої недостатно-
сті займає ішемічна хвороба сер-
ця (ІХС) і один з її грізних про-
явів – інфаркт міокарда [7]. То-
му розробка засобів лікування 
цих патологій серцево-судинної 
системи є актуальною задачею 
сучасної медицини. Згідно з ре-
комендаціями Європейського 
співтовариства кардіологів важ-
ливими компонентами комп-
лексної терапії серцевої недо-
статності, особливо після пе-
ренесеного інфаркту міокарда, 

є β-адреноблокатори, інгібіто-
ри АПФ і діуретики [1, 3, 7, 12, 
14]. Найбільш ефективним вва-
жається застосування β-адрено-
блокаторів останнього поколін-
ня. Так, у гострий період інфарк-
ту міокарда самостійно призна-
чають парентерально кардіосе-
лективний β1-адреноблокатор 
метопролол, який на 23-36% 
знижує смертність, зменшує зо-
ну некрозу, а також частоту ви-
никнення аритмій [3, 10, 12]. Од-
нак відомо, що метопролол є 
ефективним не при всіх формах 
інфаркту міокарда (неусклад-
нені, передньої локалізації) і 
чинить низку побічних реак-
цій [3, 7, 14].

Вищезазначене стало осно-
вою для створення принципо-
во нового антиангінального пре-
парату оригінальної структури. 
В останній час, враховуючи важ-
ливу роль NO в патогенезі сер-
цево-судинних захворювань, ме-
ханізм багатьох антиангіналь-
них, антигіпертензивних пре-
паратів розглядають через приз-
му NO-модулюючої дії [3, 9]. На 
НВО «Фарматрон» під керівницт-
вом професора І.А.Мазура був 
розроблений новий підхід до 

створення серцево-судинних пре-
паратів і отримана нова оригі-
нальна сполука – похідне 4-амі-
но-1,2,4-триазолу (робоча на-
зва «МТ»), яка за попередніми 
даними проявляє властивості 
β1-адреноблокатора і перифе-
ричного вазодилататора [5].

Виходячи із вищезазначено-
го, метою цього дослідження бу-
ло вивчення NO-залежних ме-
ханізмів кардіопротективної дії 
МТ в умовах інфаркту міокарда. 

Матеріали та методи

Досліди виконані на 40 щу-
рах лінії Вістар масою 190-210 г, 
отриманих з розплідника ДУ «Ін-
ститут фармакології і токсико-
логії АМН України». Тривалість 
карантину (акліматизаційного 
періоду) для всіх тварин скла-
дала 14 днів. Всі маніпуляції бу-
ли проведені згідно з положен-
ням про використання тварин 
в біомедичних дослідах (Страс-
бург, 1986 р., зі змінами, внесе-
ними в 1998 р.) та «Загальними 
етичними принципами експе-
риментів на тваринах» (Київ, 
2001), які узгоджені з положен-
нями «Європейської конвенції із 
захисту хребетних тварин, яких 
використовують для експери-
ментальних та наукових цілей». 
Протоколи експериментальних 
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досліджень та їх результати за-
тверджені рішенням Комісії з 
біоетики ЗДМУ (протокол №33 
від 26 жовтня 2011 року). Ці до-
слідження проводили на моде-
лі гострого інфаркту міокарда 
у щурів. Інфаркт міокарда (ІМ) 
моделювали поетапним введен-
ням ізадрину і пітуїтрину за схе-
мою: пітуїтрин – 0,5 Од/кг внут-
рішньоочеревинно; через 20 хви-
лин ізадрин – 100 мг/кг підшкір-
но; через 6 годин ін’єкція ізадри-
ну повторювалась і через 24 го-
дини вводились обидва агенти 
у тих самих дозах [2]. У роботі ви-
користовувався пітуїтрин для 
ін’єкцій виробництва АВ «Endo-
krininiai» (Литва) та ізадрину гід-
рохлорид виробництва SIGMA-
ALDRICH (USA). Тварин виводи-
ли з експерименту через 3 годи-
ни після останньої ін’єкції ізадри-
ну під тіопенталовим наркозом 
(40 мг/кг). Препарати, що до-
сліджувались, вводили трикрат-
но протягом доби внутрішньо-
очеревинно через 30 хвилин піс-
ля кожної ін’єкції ізадрину: МТ 
в дозі 2,5 мг/кг, метопролол ви-
робництва «Astra Zeneca UK Ltd.» 
(Швеція) – 10 мг/кг [3]. В цій се-
рії експерименту було 4 групи 
тварин:

1) інтактні (10 щурів);
2) контрольні – неліковані 

з ІМ (10 щурів);
3) тварини з ІМ, які отриму-

вали МТ (10 щурів);
4) тварини з ІМ, які отриму-

вали метопролол (10 щурів).
Тканини серця гомогенізу-

вались на холоді в сольовому 
ізотонічному середовищі (0,15М 
КСl) при температурі +4оС за до-
помогою скляного гомогеніза-
тора у співвідношенні ткани-
на – сольовий розчин 1:20 [6]. 
Потім при температурі мето-
дом диференційного центрифу-
гування на рефрижераторній 
центрифузі Sigma 3-30k (Німеч-
чина) виділяли мітохондріаль-
ну фракцію в 10-кратному об’є-
мі середовища, що містить (в 
ммолях): сахарози – 250, трис-
HCl-буфера – 20, ЕДТА-1 (рН 7,4) 
[8]. Для очистки мітохондріаль-

ної фракції від крупних клітин-
них фрагментів попередньо про-
водилось центрифугування про-
тягом 7 хвилин при 1000 g, а по-
тім супернатант повторно цент-
рифугували протягом 20 хви-
лин при 17000 g. Мітохондрії 
суспендували у середовищі ви-
ділення, суспензія містила 80-
100 мг білка/мл. Стабільні ме-
таболіти NO визначали за рів-
нем нітратів в реакції Грісса [8], 
активність NOS визначали за різ-
ницею між швидкістю окиснен-
ня NADPH, яка реєструвалась 
флюорометрично, у двох пара-
лельних зразках – у тому, що не 
містить, та у тому, що містить 
інгібітор NOS – N-нітро-L-аргі-
нін [8]. Вміст сумарних SH-груп 
визначали спектрофотометрич-
но за реакцією з 5,5-дитіо-біс-7-
нітробензойною кислотою [8]. 
Нітротирозин визначали в го-
могенаті серця твердофазним 
імуносорбентним методом по 
набору ELISA фірми «НВТ». Для 
гістоімунохімічних досліджень 
серце на 24 години фіксували 
у рідині Карнуа і далі за стан-
дартною схемою заливали в бло-
ки парапластом-Х100, з яких го-
тували серійні фронтальні 14-
мікронні гістологічні зрізи в ді-
лянці верхівки серця. Після стан-
дартних маніпуляцій зрізи про-
тягом 24 годин інкубували у во-
логій камері (Т=4-6оС) з первин-
ними поліклональними анти-
тілами кролів IgС (1:500) eNOS 
(R-20 # SC-648) виробництва 
«Santa Cruz Biotechnology, Inc.» 
(USA). Після інкубації зрізи чо-
тири рази по 5 хвилин відмива-
ли фосфатним буфером (рН=7,4). 
Потім протягом 1 години (Т=37оС) 
інкубували з вторинними анти-
тілами кози до фрагмента IgG ми-
ші, кон’югованими з флюорес-
центним барвником (FITC) фір-
ми «Sigma-Aldrich» (кат. №F2266). 
Для визначення експресії iNOS 
зрізи також після інкубації чо-
тири рази по 5 хвилин відми-
вали фосфатним буфером (рН=
7,4) і потім протягом 24 годин 
інкубували у вологій камері (Т=
4-6оС) з первинними полікло-

нальними антитілами iNOS 
(C-20 # SC-654 FITC), кон’югова-
ними з флюоресцентним барв-
ником (FITC) фірми «Santa Cruz 
Biotechnology, Inc.» (USA). На 
флюоресцентному мікроскопі 
Axioskop (Ziess, Germany) ви-
значали інтенсивність експре-
сії ізоформ NOS за щільністю 
iNOS, eNOS-позитивних клітин 
у зрізах за допомогою відеока-
мери COHU – 4922 (USA) і вво-
дили в систему цифрового аналі-
зу зображення VIDAS – 386 («Kon-
tron Elektronic», Germany). Ста-
тистичну перевірку даних про-
водили з використанням стан-
дартного пакету аналізу про-
грами статистичної обробки ре-
зультатів версії Microsoft Office 
Excel 2003. Дані представлені у 
вигляді вибіркового середньо-
го значення ± стандартна по-
хибка середнього значення. Пе-
ревірку на нормальність розпо-
ділення здійснювали за допо-
могою критерію Шапіро-Уїлка. 
Достовірність відмін між експе-
риментальними групами оціню-
вали за допомогою t-критерію 
Стьюдента і U-критерію Уїтні-
Манна комп’ютерної програми 
«STATISTICA® for Windows 6.0» 
(StatSoft Inc., №AXXR712D833
214FAN5).

Результати та їх 
обговорення

Однією з основних мішеней 
оксидативного стресу при гост-
рій ішемії міокарда є система 
оксиду азоту. Оксид азоту втяг-
нений у велику кількість фізіо-
логічних і патофізіологічних про-
цесів. Він являє собою унікаль-
ний за природою і механізмом 
дії вторинний месенджер у біль-
шості клітин організму. NО ви-
конує роль сигнальної молеку-
ли, бере участь у проліферації 
ендотеліальних і гладком’язо-
вих клітин стінок судин, у конт-
ролі артеріального тиску, виник-
ненні атеросклерозу і гіпертен-
зій в судинній системі [3, 13]. NO 
викликає розширення коронар-
них судин, збільшуючи крово-
постачання міокарда, може збіль-
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шувати скоротливість міокар-
да через збільшення концент-
рації цАМФ за рахунок цГМФ-
залежного зниження активно-
сті фосфодіестерази, забезпечую-
чи збільшення току через L-тип 
кальцієвих каналів [7]. NO воло-
діє антиоксидантною дією, зни-
жує адгезію и агрегацію тром-
боцитів [13]. В умовах гострої 
ішемії під впливом АФК змен-
шується експресія ендотеліаль-
ної NO-синтетази (eNOS) і зни-
жується концентрація необхід-
них кофакторів NO-синтази, під-
вищується утилізація в міокар-
ді і в стінках судин [15]. В умо-
вах дефіциту антиоксидантів, 
особливо тіольних, має місце зни-
ження біодоступності NO за ра-
хунок його перетворення на пер-
оксинітрит під дією АФК.

Наші дослідження довели, 
що при моделюванні ІМ спосте-
рігається значне пригнічення в 
цитозольній і мітохондріальній 
фракціях гомогенату серця тва-
рин активності загальної NO-
синтази (на 132% і 81% відпо-
відно), зниження рівня стабіль-
них метаболітів NO-нітритів (на 
54% і 46%) на фоні дефіциту 
тіольних сполук (на 33% і 38% 
відповідно). Такі зсуви в систе-
мі NO/відновлені тіоли призво-
дять до зниження біодоступно-
сті NO і його перетворення на 
пероксинітрит, про що свідчи-
ло підвищення в цитозолі міо-
карда нітротирозину. Наші да-
ні не суперечать результатам 

інших дослідників, якими пока-
зано, що при ІМ у щурів спосте-
рігається зниження синтезу NO 
у стінці аорти, зниження актив-
ності ендотеліальної NO-синта-
зи і збільшення активності ін-
дуцибельної NO-синтази у сер-
ці [16]. Однак збільшення екс-
пресії індуцибельної NO-синта-
зи при ІМ не компенсує загаль-
ну NO-синтазну активність, а в 
умовах дефіциту L-аргініну при-
водить до підсилення синтезу 
АФК [13]. Гістоімунохімічними 
дослідженнями нами було вста-
новлено зниження щільності 
eNO-позитивних клітин у міо-
карді тварин з ІМ і підвищен-
ня щільності iNO-позитивних 
клітин. Ці спостереження свід-
чать про те, що моделювання 
ІМ призводить до пригамову-
вання експресії eNOS, яка воло-
діє вираженим кардіопротектив-
ним ефектом, і підсилює екс-
пресію іNOS, яка бере участь у 

реалізації програми нітрозуючо-
го стресу. Іншими авторами по-
казано, що не менш важливим 
наслідком ішемії міокарда є втра-
та таких опосередкованих NO 
ефектів як пригнічення пролі-
ферації клітин, агрегації тром-
боцитів і, головне, пригнічен-
ня активації моноцитів так зва-
ними молекулами адгезії. Остан-
ній механізм відіграє суттєву 
роль у реалізації феномену іму-
нозапальної активації. В розвит-
ку останнього феномену суттє-
вим фактором виступають різно-
спрямовані зміни експресії двох 
ізоформ – ендотеліальної (змен-
шення, про що говорилось ви-
ще) та індуцибельної (зростан-
ня); iNOS, на відміну від eNOS, 
не потребує Са2+ і кальмодулі-
ну для свого синтезу і продукує 
NO в концентраціях, які знач-
но перевищують ті, які утворю-
ються під впливом eNOS. Крім 
того, на відміну від ендотеліаль-

Таблиця 1 

Вплив МТ і референс-препарату на активність систем оксиду азоту в цитозольній 
фракції тканини серця при експериментальному інфаркті міокарда, n=40

Група тварин
NOS, 

нмоль/хв/мг білка
Нітрити, 

мкмоль/г тканини
Вільні тіоли, 

ммоль/г білка
Нітротирозин, 
нмоль/г білка

Інтакт 12,95±1,47 6,26±0,49 439,17±18,3 62,5±7,3

Інфаркт (контроль) 5,59±0,60 2,87±0,16 293,45±27,4 214,7±12,4

Метопролол + 
інфаркт

6,78±0,71
(+21%)

3,17±0,40
(+10,4%)

322,70±27,8
(+10%)

172,8±13,1
(-19,6%)

МТ + інфаркт
12,23±1,07*1

(+118%)
5,62±0,27*1

(+96,0%)
596,25±40,2*1

(+103%)
77,5±9,6*1

(-64,0%)

Примітки (тут і в табл. 2, 3):

1) * – зміни достовірні по відношенню до тварин контрольної групи (р<0,05); 

2) 1 – зміни достовірні по відношенню до групи тварин, які отримували метопролол (р<0,05).

Таблиця 2

Вплив МТ і референс-препарату на активність системи 
оксиду азоту в мітохондріальній фракції тканини серця 

при експериментальному інфаркті міокарда, n=40

Група тварин
NOS, 

нмоль/хв/мг білка
Нітрити, 

мкмоль/г тканини
Вільні тіоли, 

ммоль/г білка

Інтакт 0,297±0,01 6,291±0,45 152,21±7,2

Інфаркт 
(контроль)

0,056±0,006 3,436±0,15 94,983±17,3

Метопролол + 
інфаркт

0,078±0,01
(+40%)

4,045±0,32
(+18,0%)

108,139±5,8
(+14,0%)

МТ+інфаркт
0,118±0,02*1

(110%)
6,082±0,38*1

(+77,2%)
146,442±7,2*

(+54,3%)



ДОКЛІНІЧНІ ДОСЛІДЖЕННЯ 39

ної індуцибельна NO-синтета-
за експресується тільки в пато-
логічних умовах – у відповідь 
на активацію протизапальни-
ми цитокінами (зокрема, TNF-a) 
[10, 12, 16]. Патогенетичний зв’я-
зок між eNOS та iNOS при іше-
мії міокарда полягає в тому, що 
в результаті пригнічення eNOS 
і відповідному цьому пригнічен-
ня продукції NO ендотелієм зро-
стає експресія так званих мо-
лекул адгезії, які активують мо-
ноцити. Активний синтез iNOS 
останніми є ключовим факто-
ром гіперпродукції тих самих 
(за принципом порочного кола) 
TNF-a та інших протизапальних 
цитокінів, підвищеного утворен-
ня вільних радикалів з подаль-
шим пошкодженням і апопто-
зом клітин тканин-мішеней [10, 
12]. Призначення тваринам з екс-
периментальним ІМ розчину для 
ін’єкцій МТ в дозі 2,5 мг/кг внут-
рішньоочеревинно приводить 
до підвищення активності NO-
синтази на 118% і 110% в ци-
тозолі і мітохондріях міокарда 
за рахунок експресії eNOS (під-
вищення щільності eNOS-пози-

тивних клітин на 38%), підви-
щуючи таким чином створен-
ня NO (підвищення нітритів на 
96% і 72% в цитозолі і мітохон-
дріях міокарда). Наслідком цьо-
го є виразний вазодилатуючий 
ефект препарату, ендотелій-за-
лежний характер якого проде-
монстрований на кролях з іше-
мією міокарда [9]. Введення МТ 
призводило до нормалізації екс-
пресії iNOS в міокарді (зменшен-
ня щільності iNOS-позитивних 
клітин на 26%). Нормалізація 
співвідношення між eNOS і iNOS 
під дією МТ приводить до галь-
мування реакцій нітрозуючого 
стресу, що проявляється в зни-
женні нітротирозину на 64% в 
цитозолі міокарда тварин з ІМ, 
які отримали цей препарат, у по-
рівнянні з групою нелікованих 
тварин. Іншим важливим меха-
нізмом NO-міметичного ефек-
ту МТ є підвищення біодоступ-
ності NO за рахунок збільшен-
ня концентрації транспортних 
молекул цього месенджера – від-
новлених тіолів. Так, у групі тва-
рин з ІМ, які отримували ліку-
вання МТ, спостерігалось підви-

щення відновлених тіолів у ци-
тозолі і мітохондріях міокарда 
на 103% і 54% відповідно. При-
значення тваринам з ІМ мето-
прололу не спричиняло досто-
вірного впливу на цей показ-
ник (табл. 1-3).

ВИСНОВКИ
1. При моделюванні інфарк-

ту міокарда реєструється знач-
не зниження активності загаль-
ної NO-синтази в цитозольній і 
мітохондріальній фракціях го-
могенату серця експерименталь-
них тварин, зниження рівня ста-
більних метаболітів NO і дефі-
цит відновлених тіолів на фо-
ні активації нітрозуючого стресу. 

2. При моделюванні інфарк-
ту міокарда спостерігається де-
привація експресії ендотеліаль-
ної NO-синтази, яка проявляє 
кардіопротективні властивості, 
і підвищується експресія інду-
цибельної NO-синтази, яка віді-
грає важливу роль у реалізації 
програми нітрозуючого стресу 
і ушкодження кардіоцитів.

3. Введення експерименталь-
ним тваринам розчину для ін’єк-
цій МТ внутрішньоочеревинно 
в дозі 2,5 мг/кг приводить до 
підвищення активності NO-син-
тази на 118% і 110% в цитозолі 
і мітохондріях міокарда за ра-
хунок експресії ендотеліальної 
NO-синтази (підвищення щіль-
ності eNOS-позитивних клітин 
на 38%), збільшуючи таким чи-
ном утворення NO (підвищен-
ня нітритів на 96% і 72% в ци-
тозолі і мітохондріях міокарда).

4. За силою NO-міметичної 
дії МТ перевищує референс-пре-
парат метопролол. 
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