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АНОТАЦІЯ
Дученко К. А. Діуретична, аналгезуюча та протизапальна активність нового похідного 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів. – Рукопис.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.05 – фармакологія. Державна установа «Інститут фармакології та токсикології НАМН України». – Київ, 2017.
За результатами комп’ютерного прогнозу фармакологічної активності із використанням програми PASS визначено вірогідну діуретичну активність, що властива похідним 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів. Цей факт обґрунтував доцільність подальшого фармакологічного скринінгу діуретичної активності серед зазначених сполук, визначення сполуки-лідера, вивчення його специфічної діуретичної дії, а також встановлення механізму реалізації ефекту та виявлення інших видів фармакологічної активності, зокрема, протизапальної та аналгезуючої.
Дослідження гострої токсичності нових синтезованих похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів. Результи досліджень гострої токсич-ності синтезованих сполук свідчили, що найтоксичнішою була сполука 19 – 7-(2-гідрокси-3-метоксифенокси-)пропіл-8-н-гексиламінотеофілін, ЛД50 = 225 мг/кг маси тіла тварини. Встановлено, що заміна у 8-му положенні молекули 8-амінопохідних 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)пропілтеофіліну н-гексиламінового радикала на н-бутиламіновий (сполука 14) або на 4-фенілпіперазин-1-ільний (сполука 12) сприяло зниженню токсичності. Менш токсичними були більшість похідних 8-амінозаміщених 7-β-гідрокси-3-п-етилфенокси-)пропілтеофіліну (сполуки 23-27), ЛД50 яких знаходилась в межах від 590 мг/кг до 935 мг/кг. ЛД50 досліджених 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-м-етилфенокси-)пропілксантину (сполуки 28-30) знаходилася в інтервалі від 580 до 1095 мг/кг. За класифікацією К. К. Сидорова в ряду 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів із тридцяти сполук двадцять вісім речовин можна віднести до малотоксичних (ІV клас), а дві сполуки – 28 та 29 – до практично нетоксичних речовин (V клас). При макроскопічному дослідженні внутрішніх органів тварин патологічних змін у морфоструктурі органів (мозку, серці, печінці, нирах і селезінці) не виявлено. Отримані результати дозволють стверджувати, що досліджувані сполуки за показниками гострої токсичності мають сприятливий профіль нешкідливості. 
Фармакологічний скринінг діуретичної активності похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів. Результати вивчення діуретичної активності свідчили, що похідні 8-аміно-7-(2-гідрокси-3-n-метоксифенокси-) пропіл-3-метилксантинів (сполуки 1-11) у дозі 1/20 від ЛД50 збільшують діурез у межах від 25 % (р<0,05) до 225,3 % (р<0,001), а найактивнішою серед похідних даного хімічного ряду виявилася сполука 5 – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-n-метоксифенокси)пропіл-8-(фурил-2)метиламіноксантин. 
	Сполуки 12-22, що є похідними 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-n-метоксифенокси)-пропілтеофіліну, мають різновекторний вплив на видільну функцію нирок: сполуки 12, 14-17 та 19-22 стимулюють сечовиділення, підвищуючи діурез за 4 год спостереження на 42,4-157,6 % (р<0,05).
Серед похідних 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-м-етилфенокси-) пропілтеофіліну (сполуки 23-30) найвиразнішу діуретичну активність проявила сполука 27 – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-м-етилфенокси)-пропіл-8-(фурил-2)-метиламіноксантин, заміна в молекулі якого (фурил-2)-метиламінового радикала на інші призводила до суттєвого зниження сечогінної дії.
Фармакологічну активність нових похідних ксантинів порівнювали з гідрохлортіазидом, діуретичну дію якого верифіковано на рівні 184,4-190,1 %. 
Отже, за результатами скринінгового дослідження визначений лідер – сполука 5 – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-метоксифенокси)пропіл-8-(фурил-2)метил-аміноксантин (робоча назва – фуроксан) із найвищою діуретичною активність серед досліджених сполук. ЛД50 фуроксану для мишей за внутрішньоочеревинного введеня становить 835 мг/кг, для щурів – 1320 мг/кг, що дозволяє віднести цю сполуку до ІV класу токсичності за класифікацією К. К. Сидорова. За методом Б. М. Штабського вирахувано середньоефективну (за діуретичною дією) дозу (ЕД50) фуроксану, яка становить 25 мг/кг.
Вивчення специфічної фармакологічної активності фуроксану як діуретичного засобу. За одноразового внутрішньошлункового введення фуроксану в дозі 25 мг/кг добовий діурез збільшується на 210,4 % (р<0,05). Концентрація іонів натрію в сечі щурів зростає на 51,9 % (р<0,05), водночас концентрація іонів калію в сечі невірогідно збільшується лише на 5,6 % (р>0,05). Екскреція натрію на тлі фуроксану зростає у 1,7 разу (р<0,05), калію – у 1,23 разу (р<0,05), а креатиніну – у 1,49 разу (р<0,05), що свідчить про посилення швидкості клубочкової фільтрації (ШКФ). Гідрохлортіазид в дозі 25 мг/кг (ЕД50) за цих умов збільшує діурез на 92,2 % (р<0,05), тобто, за цим показником поступається фуроксану більш ніж у 2 рази. Крім того, гідрохлортіазид також призводить до зростання в сечі концентрації натрію на 49 % (р<0,05), калію на 12,6 %, а також збільшує екскрецію іонів натрію на 23,3 % (р<0,05) і калію на 27,5 % (р<0,05) відносно контролю.
Фуроксан підвищує концентрацію ендогенного креатиніну в сечі у 2,07 разу (р<0,05), а екскрецію ендогенного креатиніну – у 1,98 разу (р<0,05), тимчасом як гідрохлортіазид збільшує вміст ендогенного креатиніну в сечі у 1,82 разу (р<0,05) та його екскрецію із сечею у 1,28 разу (р<0,05), що також свідчить про посилення ШКФ.
Курсове (7 діб) уведення фуроксану сприяє збільшенню сечовиділення у щурів (табл. 1), про що свідчить зростання діурезу через 3 та 7 діб на 226,1-236,3 % (р<0,05). Екскреція іонів натрію на тлі фуроксану збільшується в 2,27-2,38 разу (p<0,05), калійурез зростає в 1,83 разу (p<0,05).
Аналогічний вплив на діурез фуроксан чинить і за умов водного навантаження: через 4 години сполука за однократного введення посилює сечовидідення на 221,4 % (р<0,05), у той час як гідрохлортіазид – лише на 94,8 % (р<0,05), що свідчить про виразнішу діуретичну дію фуроксану. Крім того, фуроксан приводить до вірогідного збільшення концентрація іонів натрію в сечі щурів у 3,85 разу (р<0,05) та екскреції іонів натрію у 2,38 разу (р<0,05), тимчасом як на тлі гідрохлортіазиду вміст іонів натрію у сечі зростає у 2,78 разу (р<0,05), а натрійурез посилюється у 1,86 разу (р<0,05). Цей ефект фуроксану вірогідно свідчить про зменшення реабсорбції натрію в проксимальних і дистальних канальцях нефронів.
Механізми діуретичної дії фуроксану. Механізми дії діуретиків можуть бути опосередкованими їх впливом мінералокортикоїдну активність, ренін-ангіотензинову систему, а такоє систему простагландинів та кінінів. Саме тому для дослідження механізмів дії фуроксану нашу увагу було зосереджено на цих ключових ланках регуляції функції нирок.
Вплив фуроксану на водно-сольовий обмін на тлі модуляції мінералокортикоїдної активності. На моделі блокади мінералокортикоїдної активності фуроксан сприє посиленню сечовиділення в 3,26 разу (р<0,05), збільшує концентрацію іонів натрію у сечі у 2,44 разу (р<0,05) та натрійурез у 2,34 разу (р<0,05) порівняно із аналогічними показниками щурів контрольної групи.
Спіронолактон збільшує концентрацію у сечі та екскрецію іонів натрію у 1,72 разу (р<0,05) та 2,02 разу (р<0,05) відповідно, причому концентрація іонів калію зменшується на 17,9 %, а калійурез – на 10,2 %. На тлі спіронолактону фуроксан збільшує концентрацію іонів калію в сечі у 1,38 разу (р<0,05), а калійурез – у 1,24 разу (р<0,05). Сумісне застосування фуроксану та спіронолактону не впливає на екскрецію креатиніну, однак приводить до суттєвого посилення гідроурезу та збільшення натрійурезу, а також зниження концентрації в сечі іонів калію порівняно з кожним застосованим окремо засобом. 
Сумісне застосування фуроксану з дезоксикортикостерону ацетатом також не призводить до зміни вмісту креатиніну в сечі, крім того, сприяє збільшенню концентрації іонів натрію та калію в сечі, а також посиленню натрійурезу у 2,27 разу та калійурезу у 2 рази (р<0,05). Варто відмітити двократне збільшення  гідро- та натрійурезу за дії фуроксану навіть на тлі активації мінералокортикоїдної системи.
Отримані результати є експериментальним підґрунтям можливості застосування фуроксану як коректора водно-сольового обміну за патологічних станів, що супроводжуються як зниженням мінералокортикоїдної активності, так і гіперпродукцією альдостерону.
Вплив фуроксану на тлі інгібування ренін-ангіотензинової системи. Із урахуванням провідної ролі ренін-ангіотензинової системи в регуляції ниркового  кровообігу, клубочкової фільтрації, проксимальної реабсорбції іонів натрію, її вплив на проникність клубочкового фільтра для білкових молекул доцільним було визначити додатковий спектр показників, зокрема, ШКФ, реабсорбцію води, концентрацію креатиніну в плазмі, проксимальний та дистальний транспорт іонів натрію. 
Уведення інгібітору АПФ еналаприлу на тлі водного навантаження приводить до виразного збільшення гідроурезу в 1,72 разу. Фуроксан на тлі пригнічення АПФ вірогідно збільшує гідроурез (у 2,2 разу; р<0,05) та ШКФ (у 2 рази). Однак порівняно із тваринами, яким вводили лише фуроксан, показник ШКФ дещо знижується (у 1,15 разу), що може свідчити про опосередкування діуретичного ефекту фуроксану через вплив на ренальні структури. Крім того, сумісне застосування фуроксану з еналаприлом приводить до суттєвого зниження концентрації креатиніну в плазмі та збільшення його екскреції з сечею, а також покращує іонорегулюючу функцію нирок, що верифіковано за зростанням концентрації іонів натрію у сечі (у 2,33 разу), збільшенні натрійурезу (у 2,86 разу) та зниженням реабсорбції цих іонів через посилення як проксимального, так і дистального транспорту порівняно з контролем. Тимчасом як еналаприл посилює транспорт іонів натрію здебільшого у проксимальному відділі нефронів.
Отже, отримані результати дозволяють рекомендувати сумісне застосування фуроксану з інгібіторами АПФ у комплексній терапії патологій нирок, зокрема, нефрогенної гіпертензії, адже фуроксан не перешкоджає реалізації ренальних ефектів еналаприлу.
Вплив фуроксану на водно-сольовий обмін на тлі стимуляції волюморецепторів. За умов стимуляції волюморецепторів фуроксан збільшує  екскрецію іонів натрію з сечею в 1,60 разу (р<0,05), тимчасом як в контрольній групі натрійурез після водного навантаження суттєвих змін не зазнає.
Визначено, що фуроксан посилює натрійуретичну активність плазми на 77,3 % до сольового навантаження і на 111 % (р<0,05) за умов збільшення об’єму позаклітинниї рідини. Отримані результати дозволяють припустити, що збільшення гідроурезу та натрійурезу за дії фуроксану є результатом активації натрійуретичного пептиду.
Вплив фуроксану на вміст простагландинів. Фуроксан та гідрохлортіазид збільшують уміст простагландину Е2 (ПГЕ2) в плазмі крові інтактних тварин відповідно на 17,7 % і 12 % відносно контролю. За сольового навантаження на тлі фуроксану рівень ПГЕ2 плазми зростає на 14,4 %, а за водного навантаження – на 18,5 % порівняно з аналогічним показником у щурів без відповідного навантаження, які отримували фуроксан. Препарат порівняння гідрохлортіазид за сольового та водного навантажень щурів сприє значно менш виразному збільшенню вмісту ПГЕ2 – лише на 3,9 та 8,9 % відповідно. Отримані результати свідчать про суттєвий стимулювальний вплив фуроксану на вміст ПГЕ2, що за своєю виразністю перевершує аналогічний ефект гідрохлортіазиду. Вочевидь, одним із механізмів реалізації діуретичної активності фуроксану є активація синтезу простагландинів, які чинять позитивний вплив на нирковий кровообіг та посилюють ШКФ.
Вплив фуроксану на калікреїн-кінінову систему. Встановлено, що в інтактних щурів за водного навантаження кількість калікреїногену невірогідно збільшується на 5,7%, а калікреїну – на 8,1% (р>0,05). Сольове навантаження не призводить до змін у рівні калікреїногену та калікреїну плазми крові щурів. Фуроксан збільшує вміст калікреїногену на 10,6 % (на тлі водного навантаження) та на 17,11 % (на тлі сольового навантаження), а калікреїну – на 15,5 % (на тлі водного навантаження) та на 17,39 % (на тлі сольового навантаження) порівняно з відповідним контролем.  Аналогічний вплив на вміст калікреїногену і калікреїну чинить гідрохлортіазид.
Отже, активація калікреїн-кінінової системи, вочевидь, є ще однією ланкою у реалізації діуретичної дії фуроксану.
Нефропротекторна дія фуроксану. За умов нефропатії, індукованої калію хроматом, профілактичне введення фуроксану приводить до збільшення діурезу в 1,73 разу (р<0,05), а лікувальне – у 1,87 разу порівняно з аналогічним показником групи контрольної патології. Фуроксан за профілактичного та лікувального застосування знижує концентрацію креатиніну в плазмі крові в 1,26 та 1,5 рази, зменшує хромат-індуковану протеїнурію, значною мірою нормалізує ШКФ, усуває порушення екскреції креатиніну, активного проксимального транспорту та дистальної реабсорбції іонів натрію. Нефропротекторна дія фуроксану на моделі нефропатії, індукованої калію хроматом, підтверджена даними морфологічних досліджень: на тлі застосування фуроксану спостерігається зменшення некрозу епітеліальних клітин, вакуолізації епітеліоцитів звивистих канальців та відсутність білкових циліндрів у звивистих канальцях і вивідних трубочках.
За доксорубіцинової нефропатії уведення фуроксану сприє нормалізації діурезу, підвищенню екскреції іонів натрію в 1,54 разу і калію в 1,19 разу, а також посиленню ШКФ на 12,8 % (р<0,05) відносно контрольної патології. Фуроксан не попереджає доксорубіцин-індуковану загибель тварин, однак дещо нормалізує морфологічну картину нирок, що свідчить про його помірні нефропротекторні властивості за доксорубіцинової нефропатії.
На моделі «оцтовокислих корчів» встановлено, що фуроксан чинить виразну аналгезуючу дію, однак не досягає рівня препарату порівняння диклофенаку натрію.
На моделі карагенінового набряку верифіковано виразну протизапальну (антиексудативну) дію фуроксану майже на рівні диклофенаку натрію.
Встановлено, що фуроксан чинить сприятливий вплив на фізичну витривалість, що визначено за вірогідним подовженням часу примусового плавання тварин у 1,45-2,10 разу відносно контролю.
Результати проведених досліджень дозволили виявити серед нових синтезованих 1,8 дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів сполуку-лідера за діуретичною дією – фуроксан, визначити механізми реалізації її ефектів, встановити наявність у цієї сполуки сприятливих супутніх видів фармакологічної активності, зокрема, аналгезуючої та протизапальної дії, а також встановити ефективність сполуки за нефропатій різного ґенезу, а також її нешкідливість. Поєднання діуретичної, аналгезуючої та протизапальної дії у фуроксану експериментально обґрунтовує можливість його застосування за нефропатій, що супроводжуються больовим синдромом і запальним процесом.
Ключові слова: 1,8-дизаміщені 7-алкіл-3-метилксантину, діуретична активність, нефропатія, водно-сольовий обмін, анальгезуюча дія, протизапальна дія, простагландин Е2,  калікреїн-кінінова система.
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Duchenko E. A. Diuretic, analgesic and anti-inflammatory activity of new 1,8-disubstituted 7-alkyl-3-methylxanthine derivative. – Manuscript.
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The computer prediction of pharmacological activity (PASS software) showed the diuretic activity as inherent for 1,8-disubstituted 7-alkyl-3-methylxanthine derivatives. This fact grounded an advisability for further pharmacological screening of diuretic activity among these compounds; definition of lead-compound; examination of specific diuretic activity and definition of a mechanism for its implementation and identify of other types of pharmacological activity, particularly analgesic and anti-immflamatory.
Study of acute toxicity of newly synthesized 1,8-disubstituted 7-alkyl-3-methylxanthine derivatives. The results of acute toxicity research for synthesized compounds showed that the most toxic compound was 19 – 7-(2-hydroxy-3-methoxyphenoxy)propyl-8-N-hexylaminotheophylline, with LD50 of 225 mg/kg. The substitution of N-hexylamino by N-butylamino radical in the 8th position of the 7-(2-hydroxy-3-p-methoxyphenoxy)propyl theophylline molecule (comp. 14) or by phenylpiperazin-1-yl radical (comp 12) caused reduce of toxicity. Less toxic were most 8-aminosubstituted-7-(2-hydroxy-3-p-ethylphenoxy)propyl theophylline (comp. 23-27), with LD50 in the range of 590 mg/kg to 935 mg/kg. LD50 of investigated 8-aminosubstituted 7-(2-hydroxy-m-ethylphenoxy)propyl xanthine derivatives (comp. 28-30) was in the range of 580 to 1095 mg/kg. According to the K.K. Sidorov’s classification, in a series of 1,8-disubstituted 7-alkyl-3-methylxanthine derivatives, twenty eight substances can be classified as low-toxic (class IV) and two compounds – 28 and 29 – to practically nontoxic substance (class V). While macroscopic study of control and experimental animal groups, pathological changes in the morphological structure of organs (brain, heart, liver, kidney and spleen) were not found. This result allows to suggest that the investigated compounds may have a favorable safety profile according to acute toxicity indicators.
Pharmacological screening of diuretic activity of 1,8-disubstituted 7-alkyl-3-methylxanthine derivatives. The diuretic activity screening results showed that the 8-amino-7-(2-hydroxy-3-N-methoxyphenoxy)propyl-3-methylxanthines (comp. 1-11) at a dose of 1/20 of LD50 increase urine output within 25 % (p<0.05) up to 225.3 % (p<0.001), and the most active derivative among a number of chemical compound was compound 5 – 3-methyl-7-(2-hydroxy-3-N-methoxyphenoxy) propyl-8-(2-furyl)methyl aminoxanthine.
Compounds 12-22, which are 8-aminosubstituted-7-(2-hydroxy-3-N-methoxyphenoxy)propyl theophylline derivatives, have different effects on diuretic function: compounds 12, 14-17 and 19-22 stimulate kidney excretory activity in rats, increasing urine output for 4 hours of observation on 42.4-157.6% (p<0.05).
Among 8-aminosubstituted 7-(2-hydroxy-m-ethylphenoxy)propyl theophylline derivatives (comp. 23-30) the most significant diuretic activity showed the compound 27 – 3-methyl-7-(2-hydroxy-3-m-ethylphenoxy)propyl-8-(2-furyl) methyl aminoxanthine, substitution of (furyl-2)methyl amino radical with other radicals led to a significant reduction of diuretic effect.
The pharmacological activity of new xanthine derivatives was compared with those of hydrochlorothiazide, the diuretic effect of which is captured at the level of 184,4-190,1 %.
So, the results of screening were identified the compound 5 – 3-methyl-7-(2-hydroxy-3-methoxyphenoxy)propyl-8-(2-furyl)methyl aminoxanthine (entitled as furoxan) with the highest diuretic activity of newly synthesized compounds investigated . Furoxan’s LD50 for mice while intraperitoneally administration was 835 mg/kg, for rats – 1320 mg/kg, allowing considering this compound as of IV class of toxicity (by K.  K. Sidorov’s classification). By the B. M. Shtabskiy’s method, ED50 of furoxan was calculated (for diuretic effect) dose (ED50) – 25 mg/kg of body weight.
The study of furoxan’s specific pharmacological activity as diuretic. For single intragastric administration of furoxan in dose of 25 mg/kg, daily urine output increased by 210.4 % (p<0.001). The concentration of sodium ions in the urine of rats increased by 51.9 % (p<0.05), while the concentration of potassium ions in urine increased by 5.6 % (p>0.05) only. Sodium excretion increased in 1.7 times (p<0.05), and potassium excretion – in 1.23 times (p<0.05), creatinine in 1.49 times (p<0.05) indicating improvement of the glomerular filtration rate (GFR). Hydrochlorothiazide under the same conditions of administration at a dose of 25 mg/kg (ED50) contributed to the increase in diuresis on 92.2 % (p<0.05), that is, for this indicator was twice less effective as furoxan and led to an increase in urine sodium concentration of 49 % (p<0.05), 12.6 % of potassium and sodium excretion increased by 23.3 % (p<0.05) and potassium on 27.5 % (p<0.05).
Course use (7 days) of furoxan boosted the urine elimination of rats, as evidenced by an increase in diuresis after 3 days at 226.1 % (p<0.05) and in 7 days – by 236.3 % (p<0.05). The excretion of sodium in 3 days increased in 2.27 times (p<0.05), after 7 days – in 2.38 times (p<0.05), kaliuresis increased in 1.83 times (p<0.05).
It was established, that under the conditions of water stress, furoxan after a single administration of 25 mg/kg for 4 hours caused an increase in urine output at 221.4 % (p<0.001) and hydrochlorothiazide in dose of 25 mg/kg – at 94.8 % (p<0.05), which reflects the effect of furoxan.
Under the water load and single injection of furoxan, concentration of sodium ions in the urine of rats significantly increased in 3.85 times (p<0.001), and with the action of hydrochlorothiazide – in 2.78 times (p<0.001); furoxan resulted in increased excretion of sodium in 2.38 times (p<0.05), hydrochlorothiazide – in 1.86 times (p<0.05). This effect of furoxan may be evidence of reduce sodium reabsorption in the proximal and distal tubules of the nephron.
Mechanisms of furoxan’s diuretic effect. Mechanisms of action of diuretics may be indirect effects through their mineralocorticoid, the renin-angiotensin activity, the state prostaglandine and kinin systems. Therefore, the study of mechanisms of furoxan’s action is focused on these key links of the kidneys regulation.
Furoxan’s impact on water-salt metabolism in the background of modulation of mineralocorticoid activity level. In the model of low mineralocorticoid activity, furoxan contributed to the increase in urine output in 3.26 times (p<0.05), the concentration of sodium in the urine of 2.44 times (p<0.05), and increased by 2.34 times (p<0.05) of sodium excretion in urine as compared with the control group of rats.
The concentration of potassium in the urine, after the use of furoxan, on the background of spironolactone increased in 1.38 times (p<0.05), and urinary excretion increased in 1.24 times (p<0.05). By action of spironolactone in the urine the concentration and the excretion of sodium increased in 1.72 times (p<0.05) and in 2.02 times (p<0.05) respectively, the concentration of potassium ions decreased by 17.9 %, and excretion – by 10.2 %. United administration of these drugs resulted in significant enhancement of diuresis and increased excretion of sodium ions in urine and decreased concentration of potassium ions in the urine, compared with each separately applied drug, and had no effect on creatinine excretion.
United application of furoxan and desoxycorticosterone acetate contributed significantly increased the concentration of sodium and potassium in the urine and increase excretion of sodium in 2.27 times and potassium in 2.17 times (p<0.05) and does not affect the concentration of creatinine.
The results obtained, can be arguments about the possibility of furoxan to normalize the water-salt metabolism under pathological conditions involving decreased synthesis of aldosterone and its hyperproduction.
Furoxan’s effect, backgrounded by the inhibition of the renin-angiotensin system. To determine the involvement of the renin-angiotensin system in the regulation of renal filtration and circulation, proximal reabsorption of sodium ions, stimulation of the sodium pump and its influence on the permeability of the glomerular filter for protein molecules, additional spectrum of studied parameters was identified, which included: GFR, water reabsorption, the concentration of creatinine in plasma, proximal and distal transport of sodium ions. At the ACE inhibitor enalapril action backgrounded by water stress, a significant increase in water diuresis in 1.72 times was showed. Furoxan, backgrounded by ACE inhibition caused likely increase of water diuresis (in 2.2 times; p<0.05) and GFR (in 2 times), although this figure decreased (in 1.15 times) as compared with the value of the animals injected by furoxan only. This fact could be an evidential of mediated diuretic effect of furoxan on renal structure likely.
So, the obtained results allow to recommend the combined use of furoxan with ACE inhibitors in the treatment of kidney conditions, in particular, nephrogenic hypertension, because of furoxan not prevent the exercise of renal effects of enalapril.
Furoxan’s effect on water-salt metabolism backgrounded by volume receptors stimulation. Under the conditions of volume receptors stimulation the increase of sodium excretion in the urine was observed.
It was determined, that furoxan increased the natriuretic activity of plasma on 77.3% of the salt load and on 111% (p<0.05) under extracellular fluid volume increase. The results of investigation, suggest that the increase in diuresis and natriuresis by furoxan action is the result of natriuretic peptide activation.
Furoxan’s effect on prostaglandines content. Impact of furoxan and hydrochlorothiazide on prostaglandine E2 (PGE2) content in plasma of intact animals was effective, as evidenced by the increase of this indicator by 17.7  % and 12 % respectively. In rats, under salt stress, the content of PGE2 by action of furoxan increased by 14.4 %, and water – by 18.5 %, compared to rats treated by furoxan with no stress. The referent drug hydrochlorothiazide for these stress in rats boosted the PGE2 content of only 3.9 % and 8.9 % respectively. The results obtained are evidence of furoxan’s stimulating effect, compared with hydrochlorothiazide, on the PGE2 content. Obviously, increased urine output and renal excretory activities are due to increased prostaglandine synthesis.
Furoxan’s effect on on the kallikrein-kinin system. It was found that intact rats by water loading the kallikreinogene quantity increased by 5.7 % and kallikrein – by 8.1 % (p>0.05). Salt load does not lead to changes in the level kallikreinogene and kallikrein of the blood plasma of rats. Furoxan increases the content of  kallikreinogene by 10.6 % (compared to the water load) and by 17.11 % (compared to the salt load), and kallikrein – by 15.5 % (compared to the water load) and by 17.39 % (compared to salt load) compared to the corresponding control. A similar effect on the contents of kallikreinogene and kallikrein has hydrochlorothiazide.
Therefore, activation of the kallikrein-kinin system, obviously, is another link in the implementation of diuretic action of furoxan.
Furoxan’s nefroprotective action. Furoxan, for prophylactic and therapeutic use on the model of nephropaty induced by potassium chromate, reduced the concentration of creatinine in the blood plasma in 1.26 and 1.5 times, reduced proteinuria, largely normalized the GFR, tubular abuse balance, creatinine excretion, active transport of the proximal and distal reabsorption of sodium ions. Furoxan’s nefroprotective effect on the model of potassium chromate nephropathy confirmed by morphological studies showed a reduction of necrotic epithelial cells, epithelial vacuolization of convoluted tubules and absence of protein cylinders in convoluted tubules and excretory ducts.
In doxorubicin-induced nephropathy model furoxan in therapeutic use contributed to the normalization of diuresis, increased excretion of sodium in 1.54 times and in 1.19 times the potassium and in 12.8% (p <0.05) of the GFR. Furoxan does not protected animals from death, but it normalizes morphological changes in the kidneys, that can be an evidence of its nephroprotective properties under doxorubicin-induced nephropathy.
On the model of "acetic acid cramps" it was established that furoxan has a distinct analgesic effect, but does not reach the level of the comparison drug diclofenac sodium.
On the model of karraginine-induced edema coherent anti-inflammatory (antiexudative) activity of furoxan almost at the level of diclofenac sodium was verified.
It wass established that furoxan has a positive effect on physical endurance that defined with the significant prolongation the forced swimming animals in the 1.45-2.10 times compared to the control.
The results of these studies allowed to identify among the new synthesized 1,8 disubstituted 7-alkyl-3-methylxanthines a lead-compound in the diuretic effect of furoxan, to determine the implementation mechanisms of its effects, to establish the presence of this compound favorable related pharmacological activity, particularly analgesic and anti-inflammatory actions, as well as to determine the efficacy of the compounds according to the nephropathies of various origins, as well as its harmlessness. The combination of a diuretic, analgesic and anti-inflammatory action in furoxan experimentally proves the possibility of its application in nephropathies, accompanied by pain syndrome and inflammation.
Key words: 1,8-disubstituted 7-alkyl-3-methylxanthines, diuretic activity, water-salt metabolism, analgesic action, anti-inflammatory action, prostaglandin E2, kallikrein-kinin system.
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ


	АДГ
	–
	антидіуретичний гормон;

	АГ
	–
	артеріальна гіпертезія;

	АПФ
	–
	ангіотензинперетворювальний фермент;

	АТ
	–
	ангіотензинові рецептори;

	АТФ
	–
	аденозинтрифосфат;

	БА
	–
	N-бензоїл-L-аргінін;

	БАЕЕ
	–
	етиловий ефір N-бензоїл-L-аргініну;

	ВСО
	–
	водно-сольовий обмін;

	ГНН
	–
	гостра ниркова недостатність;

	ДЕЦ
	–
	Державний експертний центр;

	ДМСО
	–
	диметилсульфоксид;

	ДМФА
	–
	диметилформамід;

	ДОКСА
	–
	дезоксикортикостерону ацетат;

	ІЧ
	–
	інфрачервоний;

	ЕД50
	–
	середньоефективна доза (викликає ефект у 50 % тварин);

	КФ
	–
	клубочкова фільтрація;

	ЛД50
	–
	середньолетальна доза (викликає загибель 50 % тварин);

	МОЗ
	–
	Міністерство охорони здоров’я України;

	НПЗП
	–
	нестероїдні протизапальні препарати;

	НУАП
	–
	натрійуретична активність плазми;

	НУП
	–
	натрійуретичний пептид;

	ПГЕ2
	–
	простагландин Е2;

	РААС
	–
	ренін-ангіотензин-альдостеронова система;

	РАС
	–
	ренін-ангіотензинова система;

	УФ
	–
	ультрафіолетовий;

	цАМФ
	–
	циклічний аденозин монофосфат;

	цГМФ
	–
	циклічний гуанізин монофосфат;

	ЦНС
	–
	центральна нервова система;

	ШКТ
	–
	шлунково-кишковий тракт;

	ШКФ
	–
	швидкість клубочкової фільтрації;

	NO
	–
	оксид азоту (II);

	PASS
	–
	Prediction of Activity Spectra for Substances.





ВСТУП


Актуальність теми. Фармакологічна корекція нефропатій різного ґенезу є важливою проблемою сучасної нефрології. Вважається, що нефропатія є не окремим захворюванням, а наслідком інших патологічних процесів, крім того, причинами її формування можуть бути тривалий прийом лікарських засобів, інтоксикації екзо- та ендотоксинами, радіаційне ураження, порушення метаболізму, пухлини, аномалії розвитку нирок, захворювання серцево-судинної системи (зокрема, артеріальна гіпертензія), цукровий діабет, вагітність, колагенози, захворювання суглобів тощо [53, 140, 185]. Функціональні зміни нормальної діяльності нирок зумовлюють нефропатію, що призводить до дизрегуляції водно-сольового обміну та кислотно-лужної рівноваги [38, 109, 151, 190]. Одним із напрямів фармакологічної корекції нефропатій є регуляція об’єму рідини, що безпосередньо пов’язана з балансом натрію [81, 270]. 
Для регуляції водно-сольового обміну та екскреторної функції нирок застосовують діуретики, зокрема, препарати групи ксантинів. Багаторічний досвід роботи, присвяченій синтезу та дослідженню фармакологічної активності нових похідних ксантинів, свідчить про виправданий інтерес науковців до цього класу сполук через їх високий потенціал як діуретичних засобів [47, 48, 108, 155, 156, 164]. Отримано результати досліджень щодо різних видів фармакологічної активності, притаманної похідним ксантинів [6, 168]. Окрім діуретичної активності для препаратів цього хімічного класу встановлено вазо- та бронходилатуючу, антигіпоксичну, цитопротекторну та антигістамінну дію, здатність стимулювати глікогеноліз, гіпохолестеринемічний, гіполіпідемічний та антиагрегантний ефекти тощо, що обґрунтовує можливість їх застосування за патологічних станів, що зумовлюють розвиток нефропатій [240, 270]. Водночас, застосування впроваджених у практику охорони здоров’я ксантинів обмежується не лише недостатньою ефективністю нормалізації водно-електролітного обміну, здатністю спричиняти гіпокаліемію, гіперурикемію, метаболічний алкалоз, але й низкою побічних ефектів з боку шлунково-кишкового тракту, серцево-судинної та нервової систем. Постає питання про необхідність удосконалення структури похідних ксантинів із метою підвищення їх ефективності та зменшення спектру побічних реакцій [2, 13, 171]. Впровадження нових препаратів – похідних ксантинів – обтяжується не лише маркетинговими, економічними, технологічними обставинами, але й недосконалими характеристиками нових синтезованих сполук, зокрема, лише одним видом активності (діуретичної). Тому наступний аспект актуальності даного дослідження полягає у пошуку сполуки – похідного ксантину, якій притаманні не лише діуретичний, а й знеболювальний та протизапальний ефекти. Це зумовлено тим, що численні патологічні стани, що призводять до розвитку нефропатії, супроводжуються запальним процесом та/або больовим синдромом. Водночас, тривале застосування протизапальних засобів нестероїдної природи (НПЗП) разом із діуретиками в багатьох випадках є не лише недоцільним, але й небезпечним через послаблення діуретичного ефекту та ризик розвитку аналгетичної нефропатії (ниркової недостатності), що зумовлено інгібуванням синтезу простагландину Е2 та простацикліну, вазоконстрикцією та зменшенням ниркового кровотоку і, як наслідок, порушенням водно-електролітного обміну [126]. 
Зважаючи, що реалізація діуретичного ефекту похідних ксантинів відбувається через інгібування фосфодіестерази та накопичення цАМФ, що призводить до зменшення концентрації вільного кальцію в міоцитах і в опасистих клітинах, а також через вплив на синтез та активність простагландинів [168], можна передбачити наявність у сполук цього хімічного ряду протизапальної та знеболювальної дії. Це припущення базується й на вже відомих механізмах розвитку вказаних ефектів: розслаблення гладеньких м’язів та зменшення вивільнення з опасистих клітин гістаміну, серотоніну та інших біогенних амінів, що супроводжують запалення та сенсибілізують больові рецептори. Також встановлено, що похідні ксантинів гальмують продукцію запальних цитокінів, зокрема, інтерлейкіну-1β, та активують синтез інтерлейкіну-10, що опосередковує протизапальну дію [30, 168]. Отже, оптимізація структури та дослідження нових похідних ксантину, яким притаманна, окрім діуретичної, знеболювальна та/або протизапальна дія, будуть сприяти удосконаленню фармакологічної корекції нефропатій.  
Таким чином, беручи до уваги необхідність оптимізації фармакологічної корекції водно-сольового гомеостазу та екскреторної функції нирок за нефропатій, що супроводжуються запальним процесом, а також із урахуванням того, що похідні ксантину є структурно наближеними до біологічних молекул організму людини сполуками, і їх метаболізм достатньо адаптований еволюційним процесом, аналізуючи дані комп’ютерного прогнозування фармакологічної активності вперше синтезованих 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів актуальним є проведення фармакологічного скринінгу цих сполук з метою пошуку більш ефективних та безпечних речовин із діуретичною і протизапальною та/або аналгетичною активністю. 
Дисертаційне дослідження присвячене фармакологічному скринінгу серед зазначених новосинтезованих похідних ксантину, виділенню сполуки-лідера за діуретичною дією, вивченню інших видів її активності (зокрема, протизапальної і аналгетичної) та нешкідливості.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертацію виконано відповідно до плану науково-дослідних робіт Запорізького державного медичного університету МОЗ України і Харківської державної зооветеринарної академії в межах теми «Фармакологічне дослідження біологічно активних речовин і лікарських засобів синтетичного та природного походження, їх застосування в медичній практиці» (номер державної реєстрації 0106U003709), в якій дисертант є співвиконавцем.
Мета та задачі дослідження. Мета роботи – на основі даних комп’ютерного прогнозування та фармакологічного скринінгу 90 вперше синтезованих 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів визначити сполуку-лідер за діуретичною дією та вивчити механізм її реалізації, дослідити протизапальну та аналгезуючу активності, а також гостру токсичність.
Для досягнення поставленої мети необхідно було вирішити такі задачі:
1. Провести комп’ютерний прогноз біологічної активності у ряду синтезованих 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів та відібрати сполуки із високою вірогідністю впливу на функцію нирок. 
2. Вивчити гостру токсичність обраних похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів.
3. Визначити сполуку-лідер за діуретичною дією серед похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів. 
4. Встановити вплив сполуки-лідера (фуроксану) на основні показники водно-сольового обміну порівняно з ефектами гідрохлортіазиду.
5. Дослідити функціональний стан нирок за одноразового та курсового уведень фуроксану за умов водного та сольового навантаження. 
6. Визначити механізми реалізації діуретичної дії сполуки-лідера. 
7. Оцінити вплив фуроксану на морфофункціональний стан нирок за умов експериментальних нефропатій.
8. Дослідити протизапальну та аналгезуючу дію фуроксану, а також його вплив на фізичну витривалість.
Об’єкт дослідження – удосконалення фармакологічної корекції нефропатій.
Предмет дослідження – гостра токсичність, ефективність (діуретична, протизапальна та аналгезуюча дія) та механізми дії сполуки-лідера (фуроксану) серед похідних 1,8 дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів за умов нефропатій.
Методи дослідження: комп’ютерний прогноз, фармакологічні, токсикологічні, біохімічні, радіоімунологічні, гістоморфологічні та статистичні.
Наукова новизна одержаних результатів. За результатами проведеного комп’ютерного прогнозу визначено фармакологічні властивості вперше синтезованих 1,8 дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів як потенційних діуретичних субстанцій із протизапальною та/або аналгетичною дією. Банк даних комп’ютерного прогнозу PASS був доповнений результатами вивчення фармакологічної активності досліджуваних речовин. За результатами фармакологічного скринінгу синтезованих похідних ксантинів виявлено сполуку-лідер (фуроксан) за діуретичною активністю.
Поглиблено уявлення про нешкідливість похідних 1,8 дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів – визначено їх низьку токсичність (IV-V класи за класифікацією К. К. Сидорова).
Встановлено виразні діуретичний та натрійуретичний ефекти фуроксану, доведено його здатність нормалізувати порушення кислотно-лужної рівноваги сечі, водно-електролітного обміну, посилювати фільтраційну функцію нирок, зменшувати реабсорбцію води та натрію. Визначено, що фуроксан зменшує об’єм рідини в організмі, нормалізує електролітний склад та біохімічні показники плазми, а також меншою мірою, ніж гідрохлортіазид, виводить калій. 
Досліджено, що діуретична активність фуроксану реалізується через вплив на ренін-ангіотензин-альдостеронову та калікреїн-кінінову системи, синтез простагландину Е2, натрійуретичного пептиду.
Встановлено виразну нефропротекторну активність фуроксану за результатами морфофункціональних досліджень нирок на тлі різних моделей нефропатій: індукованої калію хроматом та  доксорубіцином.
Доведено, що потенційному діуретичному засобу фуроксану притаманні протизапальна та аналгезуюча дія.
Практичне значення одержаних результатів. Дані комп’ютерного прогнозу засвідчили доцільність вивчення різних видів фармакологічної активності похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів для встановлення залежності ефекту від структури синтезованих речовин та виявлення найбільш активних молекул із полімодальною дією. Експериментально обґрунтовано можливість використання фуроксану для нормалізації водно-електролітного обміну, кислотно-лужної рівноваги сечі за умов нефропатій різного ґенезу. Обґрунтовано доцільність подальшого доклінічного вивчення фуроксану як потенційного діуретичного засобу із протизапальною та аналгетичною активністю.
Запропоновано використання похідних 3-метилксантину для фармакологічної корекції порушень водно-сольового обміну при позаклітинній гіпергідратації організму (інформаційний лист МОЗ України, 2016 р.) та корекцію похідними 3 метилксантину діяльності нирок при пригніченій функції ренін-ангіотензін-альдостеронової системи (інформаційний лист МОЗ України, 2016 р.).
На підприємстві ТОВ «ХФП «Здоров’я народу» планується впровадження в виробництво лікарського засобу у вигляді таблеток та/або капсул «Фуроксан», який проявляє діуретичну, аналгезуючу та протизапальну дію. Розробка лікарського засобу «Фуроксан» включена до плану розробок ТОВ «ХФП «Здоров’я народу» на 2018-2019 роки.
Результати дослідження впроваджено в науково-педагогічний процес профільних кафедр Харківської державної зооветеринарної академії, Запорізького державного медичного університету, Національного фармацевтичного університету, Харківського національного університету імені В. Н. Каразіна, що підтверджено відповідними актами.
Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійною завершеною науковою працею. Разом із науковим керівником визначено напрям досліджень, сформульовано мету і задачі, окреслено методичні підходи та моделі, відповідно до яких виконано експериментальні дослідження. Автором особисто проведені патентно-інформаційний пошук, узагальнений світовий досвід досліджень за темою дисертаційної роботи. Самостійно виконані усі експериментальні дослідження, проведені аналіз та систематизація отриманих даних, їх наукова інтерпретація, сформульовано висновки та практичні рекомендації. У наукових публікаціях дисертантом наведені дані власних досліджень.
Апробація результатів дослідження. Результати дослідження доповідались та обговорювались на XXXІІІ Всеукраїнській науково-практичній конференції за участю міжнародних спеціалістів «Ліки – людині. Сучасні проблеми фармакотерапії і призначення лікарських засобів» (Харків, 8 квітня 2016 р.), 7-й інтернаціональній фармацевтичній конференції «Science and practice 2016» (Каунас, Литва, 20-21 жовтня 2016 р.), 3-й міжнародній інтернаціональній науково-практичній конференції «Topical Problem of Modern Science and Possible Solution», «Modern Scientific Achievemants and Their Practical Ahhlicftion» (Дубаї,  Об’єднані Арабські Емірати, 28-29 вересня, 27-29 жовтня 2016 р.), міжнародній науково-практичній конференції «Нове у медицині сучасного світу» (Львів, 25-26 листопада 2016 р.).
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 19 робіт, із них 10 статей у фахових наукових виданнях, у тому числі 1 стаття – у зарубіжному виданні,  7 тез доповідей у матеріалах з’їздів, міжнародних конгресів, науково-практичних конференцій, видано 2 інформаційні листи.
Обсяг і структура дисертації. Дисертаційна робота викладена на 176 сторінках друкованого тексту, складається зі вступу, огляду літератури, розділу «Матеріали та методи дослідження», 5 розділів власних досліджень, розділу, присвяченого аналізу й узагальненню результатів дослідження, висновків та списку використаних джерел літератури, який містить 302 посилання, серед яких 190 – кирилицею, 112 – латиницею. Дисертація ілюстрована 21 таблицею та 12 рисунками. 
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РОЗДІЛ 1
УДОСКОНАЛЕННЯ ФАРМАКОЛОГІЧНОЇ КОРЕКЦІЇ ПОРУШЕНЬ РЕГУЛЯЦІЇ ВОДНО-СОЛЬОВОГО ОБМІНУ 
(огляд літератури)


При лікуванні артеріальної гіпертензії, різних видів нефропатій, набряків легень і мозку та інших патологічних станів для корекції кислотно-лужної рівноваги та водно-електролітного обміну широко застосовуються діуретики [10, 16, 36, 190].
У регуляції водно-електролітного балансу важливу роль відіграють іони натрію і калію [223, 264, 279]. Калій має переважно внутрішньоклітинну локалізацію, тимчасом як натрій міститься переважно в зовнішньоклітинній рідині [5, 261]. Підвищене виведення К+ із сечею може спостерігатись при деяких ниркових хворобах, гіперальдостеронізмі, метаболічному ацидозі, алкалозі, прийомі лікарських препаратів тощо [241]. Зміни об’єму рідин знаходяться під контролем регулювальних систем нирок [7, 21]. Розподіл речовин в організмі підтримується натрій-калієвим насосом за рахунок активного переносу високої концентрації іонів натрію й низької концентрації іонів калію через мембрану клітин шляхом регулювання водного і електролітного обміну [15]. 

1.1. Механізми регуляції водно-сольового обміну й утворення сечі

Загальний об’єм рідин тіла розподілений між внутрішньоклітинним (40 % маси тіла) і позаклітинним (20 % маси тіла) секторами. Позаклітинний сектор включає об’єм рідини, що знаходиться в міжклітинному просторі, а також рідині, що циркулюює в судинному руслі [23, 29]. 
Кислотно-лужна рівновага кількісно характеризується концентрацією іонів водню (протонів) – рН внутрішнього середовища організму – та зумовлена сумісною дією буферних систем крові й тканин та низку фізіологічних механізмів. Розподіл води між клітинами та міжклітинним простором визначається осмотичними та гідростатичними силами. При значних змінах рН спостерігається порушення функцій клітин та їх численних ферментних систем, зміни спрямованості та інтенсивності окисно-відновних процесів, здатності гемоглобіну зв’язувати й віддавати кисень [96, 131, 137]. 
У різних органах і тканинах вміст води нерівномірний і становить у середньому 70-85 %. Винятком є кісткова й жирова тканини, що містять менше 30 % води, а також біологічні рідини: плазма крові, лімфа, травні соки, сеча, сльози тощо – понад 90 % [84, 85].
За порушення водно-сольового обміну (ВСО) змінюється об’єм і осмотична концентрація позаклітинної води. Дефіцит води й електролітів – один із найчастіших видів порушення ВСО. Виникає ВСО при втраті організмом рідин, що містять електроліти: сечі (цукровий і нецукровий діабет, захворювання нирок), при діареї [233, 235, 245]. При цьому осмотична концентрація позаклітинної рідини знижується, вода частково переміщується в клітини й відбувається їх надмірна гідратація [1, 126, 199, 204].
Водно-сольовий гомеостаз досягається балансом між споживанням води та електролітів, регулюється питною збудливістю та виведенням іонів натрію з організму шляхом регульованої секреції сечі та поту [43, 87, 171]. 
Головним фактором, що визначає кількість води в організмі та підтри-мує необхідну рівновагу між позаклітинним і внутрішньоклітинним об’ємами рідини, є осмотичний тиск крові, що відіграє важливу роль у забезпеченні метаболічного гомеостазу та рівня артеріального тиску [19, 36]
На обмін води й електролітів впливають функції ШКТ, легень, потових та слинних залоз. Водночас, тільки нирки є основним регулюючим органом-мішенню для гормонів, які контролюють рівень осмотичного тиску, співвідношення іонів Na+, K+, H+ і об’єму плазми в організмі [22, 43, 205].
Найважливіша умова життєдіяльності організму – постійність концентрації водневих іонів у позаклітинному просторі та в клітинах – це кислотно-лужний стан або кислотно-лужна рівновага [5, 74, 206, 292].
Водний баланс визначається регульованою екскрецією води нирками та шкірою. Вода як розчинник забезпечує транспорт речовин в організмі, дисоціацію й активацію біомолекул, є середовищем для перебігу більшості ферментативних реакцій. Крім того, вона безпосередньо слугує субстратом у реакціях гідролізу та гідратації й утворюється в процесі тканинного дихання при окисненні вуглеводів, жирів та амінокислот. Уміст води в тканинах знаходиться у прямій залежності від рівня інтенсивності обміну речовин [73].
Фізіологічними стимулами спраги є зменшення внутрішнього й позаклітинного рідинних просторів при втраті води (дегідратація, зневоднення). При збільшеному надходженні натрію без втрати води спостерігається відносна дегідратація. В обох випадках основною причиною перерозподілу води між клітинною та міжклітинною рідиною є підвищення концентрації натрію в позаклітинному просторі [87, 210, 260, 264].
Фізіологічні механізми, що регулюють виділення натрію й води, можна поділити на дві групи: діуретичні (натрійуретичні пептиди, дофамін, глюкокортикоїдні гормони) та антидіуретичні (ренін-ангіотензин-альдостеронова система (РААС), симпатоадреналова система, вазопресин, естрогени) [42, 50, 66, 224, 244, 254, 281]. 
Зростання рівня натрію в організмі призводить до підвищення осмотичного тиску, що стимулює центр спраги й секрецію вазопресину, а також впливає на V2-рецептори нефронових канальців, підвищуючи реабсорбцію води [207, 239, 243, 274]. При зниженому рівні позаклітинного натрію відбувається протилежний процес: пригнічується центр спраги й секреція вазопресину, внаслідок чого посилюється діурез. У більшості випадків гіпонатріємія розвивається при зменшенні виведення води з організму [215, 246, 267, 290].
Концентрація іонів натрію й калію всередині клітини в 30-40 разів вища, ніж у позаклітинній рідині [84, 88, 210, 291]. Біологічні функції натрію і калію тісно взаємопов’язані. Наявність градієнтів концентрації між клітиною і міжклітинним простором зумовлює поляризацію мембран клітин (мембранний потенціал спокою) і виникнення під час збудження потенціалу дії [39, 98, 136, 160, 217].
Іони натрію й калію, крім того, беруть участь у проведенні нервових імпульсів, скороченні м’язів в організмі. У тканинах, що не здатні збуджуватись та проводити імпульси, електрохімічні градієнти іонів натрію й калію використовуються для регуляції об’єму клітин [84, 98]. Головним катіоном плазми крові й міжклітинної рідини є натрій, а внутрішньоклітинна концентрація його приблизно в 15 разів менша. 
Важливим механізмом регуляції об'єму рідини в організмі та тонусу судин є РААС і симпатоадреналова система. Активація РААС відбувається з викиду реніну, який синтезується в юкстагломерулярних клітинах нирок. При зниженні артеріального тиску продукція реніну зростає, що призводить до підвищення артеріального тиску за рахунок вазоконстрикторного ефекту ангіотензину-II [126, 171, 232, 249, 276]. 
При зменшенні об’єму циркулюючої крові (крововтраті, різкому пере-ході у вертикальне положення тіла) специфічні рецептори (осморецептори) оганізму реагують на збільшення осмоляльності або на зменшення об’єму крові, що притікає до серця (об’ємні рецептори). Імпульси від рецепторів інтегруються, і в зонах мозку формується мотивація спраги, питна поведінка, стимулюється обмеження екскреції води нирками завдяки виділенню в кров із нейрогіпофізу антидіуретичного гормону (АДГ), що регулюює реабсорбцію води в ниркових канальцях [50, 68, 275, 277].
При підвищенні осмотичного тиску позаклітинної рідини також виділяється АДГ, що збільшує швидкість реабсорбції води в дистальних звивистих канальцях нефрону. При цьому утворюється й виділяється висококонцентрована сеча. Крім того, градієнт осмотичного тиску на мембрані клітин гіпоталамічного центру зумовлює відчуття спраги й збільшення споживання води. У результаті відновлюється нормальна осмолярність позаклітинної рідини [22, 41, 67].
Основну роль в забезпеченні постійності водно-сольових констант плазми крові відіграють спеціальні системи, що регулюють виділення води й натрію нирками в точній відповідності до потреб організму [30, 68, 133]. Екскреція води нирками регулюється АДГ і визначається чинниками, що впливають на синтез і секрецію АДГ та його ефекту в нирках [41, 126, 218].
Взаємодія осмотичних і об’ємних стимулів забезпечує адекватні для ситуації зміни екскреції води нирками. При невеликих змінах об’єму крові й осмоляльності насамперед вирівнюється осмотична концентрація. При значних змінах об’єму внутрішньосудинної рідини, незалежно від спрямованості осмоляльності крові й волюморегуляції, включаються механізми, що сприяють відновленню об’єму циркулюючої крові [17, 30, 74].
Натрій в організмі тварин утримує молекули води, визначає об’єм і осмоляльність рідин внутрішнього середовища, бере участь у регуляції кислотно-лужної рівноваги [145, 165]. Розподіл іонів натрію, калію і хлору по обидві сторони мембрани електрозбудливих клітин лежить в основі утворення потенціалів спокою і дії. Загальний уміст натрію в позаклітинному секторі є основним чинником, що визначає об’єм позаклітинної рідини [40, 84, 145, 192].
Взагалі, механізми, що регулюють виділення натрію і води, можна поділити на дві групи: антидіуретичні (РААС [269], симпатоадреналова система, вазопресин, естрогени) та діуретичні (натрійуретичні пептиди, дофамін, глюкокортикостероїдні гормони та ін.) [183, 200, 213, 234, 239, 251, 266]. Альдостерон регулює об’єм позаклітинної рідини, вибірково впливаючи на транспорт натрію в нирках і товстому кишечнику. Інтенсивність секреції альдостерону зростає при підвищенні концентрації калію в крові й при зміщенні рН крові в кислу сторону. Посилена реабсорбція натрію супроводжується затримкою відповідної кількості води, що призводить до відновлення об’єму рідини, що циркулюює в кровоносній системі та інтерстиціальному секторі [247, 270].
Секреція реніну регулюється хеморецепторним механізмом, позаклітинною концентрацією іонів калію та магнію, вазопресином [220, 244, 273], простагландинами [151, 171, 248]. Встановлено, що значну роль у регуляції синтезу реніну відіграє пригнічення його секреції ангіотензинами І і ІІ. Зниження об’єму позаклітинних рідин організму при дефіциті натрію, зменшенні об’єму циркулюючої крові або зниженні артеріального тиску (гіпотонія) викликають посилення секреції реніну нирками й стимулюють реабсорбцію іонів натрію [98, 191, 252].
 У протилежність РААС, натрійуретичні пептиди стимулюють виділення натрію ниркою (натріурез) при збільшенні циркулюючого об’єму [136, 163, 165, 193]. За останні роки розшифрована структура передсерцевого натрійуретичного пептиду (НУП) у тварин і людей. Шляхи його біосинтезу є одним з чинників, що регулюють екскрецію натрію. Встановлено, що цей пептид відіграє велику роль у регуляції судинного тонусу, а порушення його синтезу сприяє розвитку гіпертензії [38, 178, 183, 190, 293].
Під час впливу на НУП знижується тонус аферентних артеріол і зростає швидкість клубочкової фільтрації (ШКФ), що призводить до посилення діурезу [188, 191]. Активація судинно-звужувальних гормонів призводить до підвищення секреції ангіотензину, вазопресину та норадреналіну, що змінюють ступінь вазоконстрикції в нирках. Простагландини стимулюють секрецію альдостерону, впливаючи на вивільнення реніну нирками [15, 151, 194, 208, 287].
Ефект гормонів, що регулюють реабсорбцію електролітів, інтегрований із локальними регуляторами діяльності нирок – кінінами й простагландинами [177, 289]. Кініни розслаблюють гладенькі м’язи судин, знижують кров’яний тиск. Брадикінін є активним вазодилататором, він підвищує діурез шляхом розширення ниркових артеріол і збільшення клубочкової фільтрації [211]. 
Крім того, брадикінін, як і деякі інші вазодилататорні речовини, стимулює синтез і секрецію ендотеліального фактора розслаблення. Встановлено, що ендотеліальним фактором розслаблення є оксид азоту NO, який синтезується із амінокислоти аргініну за дії ферменту NO-синтази [25, 201]. NO дифундує крізь мембрани в прилеглі гладеньком’язові клітини, де активує гуанілатциклазу [12, 283, 285]. Синтезується цГМФ, що зумовлює зниження внутрішньоклітинної концентрації іонів натрію та кальцію і призводить до розслаблення гладеньких м’язів судин. Брадикінін також індукує вивільнення ендотеліальними клітинами ще двох факторів розслаблення − простацикліну та ендотелій-залежного фактора гіперполяризації (нестійкого метаболіту арахідонової кислоти), які посилюють вазодилатацію, зумовлену оксидом азоту [84, 85, 250, 286].
Простагландини з групи Е2 (ПГЕ2) стимулюють діурез унаслідок розширення артеріол, посилення ниркового кровообігу [236, 255], зниження реабсорбції сечовини й пригнічення реабсорбції іонів натрію на рівні висхідної частини петлі Генле та збиральних трубочок кіркової речовини нирок. Адреналін у фізіологічних умовах звужує артеріоли нирок, внаслідок чого збільшуються гломерулярна фільтрація і діурез [210]. У великих дозах та за  умов стресу він звужує не лише виносні, але й приносні артеріоли [65]. Сольове навантаження призводить до пригнічення вивільнення ПГЕ2 та реабсорбції натрію і хлору в товстій частині висхідного відділу збиральних трубочок [84, 177].
Кінцевим продуктом діяльності нирок є сеча. Процес сечоутворення відбувається при взаємодії всіх структур нирок, що забезпечують утворення сечі: клубочкова фільтрація, канальцева реабсорбція та секреція [33, 98].
Сечоутворення завершується стримулювальною дією альдостерону і водозатримувальною дією вазопресину в дистальному відділі нефрону й збірних трубочках [25, 33].
Таким чином, нирки беруть участь у підтримці основних фізико-хімічних констант рідин внутрішньго середовища організму. Нирки виводять кінцеві продукти азотного обміну, електроліти, сечовину, креатинін, біологічно активні речовини та продукти їх перетворення [5, 38]. Численні фактори регуляцїї сечоутворення є перспективними мішенями для дії нових перспективних сполук із діуретичною дію.

1.2. Фармакологічна корекція порушень водно-сольового обміну

Регуляція водно-сольового обміну здійснюється за участю численних фізіологічних систем. Зміни концентрації осмотично активних речовин, іонів натрію та об’єму рідини передаються до ЦНС, що регулює споживання й виділення з організму води та солей. При збільшенні концентрації електролітів і зменшенні об’єму циркулюючої рідини (гіповолемії) з’являється відчуття спраги, а при збільшенні об’єму циркулюючої рідини (гіперволемії) спрага зменшується. Збільшення об’єму циркулюючої рідини за рахунок підвищенного вмісту води в крові (гідремія) може бути компенсаторним після масивної крововтрати [4, 22].
Відомо, що для підтримки водно-сольового балансу в організмі за численних патологічних станів часто застосовують діуретичні препарати [42, 99]. Роль діуретиків полягає у відновленні балансу рідини, наприклад, за  дисфункції міокарда, ниркової недостатності, гіпопротеїнемії тощо [142]. 
Принципи корекції порушень кислотно-лужної рівноваги полягають у нормалізації складу буферних систем організму й усуненні супутніх розладів водно-мінерального обміну, а також у ліквідації патологічних процесів і ускладнень, що зумовлюють її порушення [74].  
Сечогінний ефект петльових діуретиків – салуретиків зумовлений пригніченням функції транспортної системи, переносу іонів калію, натрію й хлору через мембрану епітеліальних клітин висхідної частини петлі Генле [253, 256]. Зменшення реабсорбції іонів натрію, калію й хлору веде до посиленого виведення цих іонів і еквівалентної кількості води з сечею та супроводжується розвитком гіпокаліємії й гіпохлоремії. Салуретики відрізняються найвиразнішою сечогінною дією. При хронічній правошлуночковій серцевій недостатності з вираженими набряками ніг, асцитом і гіпоуремією (0,4-0,7 л сечі/добу), ці препарати збільшують сечовиділення в 8-10 разів. Сечогінна дія фуросеміду при внутрішньовенному введенні розвивається через 5-10 хв і триває до 2 годин. При введенні всередину ефект розвивається через 30-40 хв, триває до 4 годин [121, 178, 195, 227, 230].
Петльові діуретики застосовують при набряках серцевого, ниркового й печінкового походження. Швидкий розвиток ефекту дозволяє використовувати фуросемід для лікування набряку мозку або легенів [199, 226, 273].
 Усі діуретичні засоби нерідко викликають побічні реакції у вигляді гіпокаліємії, гіпонатріємії, гіпохлоремічного алкалозу, метаболічного ацидозу, ототоксичністі, несприятливо впливають на обмін глюкози, ліпідів і пуринів, що ускладнює стан хворих. Гіпокаліємія розвивається при багаторазовому застосуванні фуросеміду та виражена більшою мірою, аніж при призначенні тіазидних діуретиків [219, 230]. 
Тіазидні діуретики мають помірну сечогінну дію. Вони збільшують сечовиділення при загальному набряковому синдромі в 3-5 разів. Гідрохлортіазид призначається всередину в дозі12,5-25 мг 1-2 рази на день, ефект розвивається через 40-70 хв, досягає максимуму через 2-3 год і продовжується 8-12 год. Тривалість дії клопаміду досягає 12-18 год [121, 180, 196]. Але нерідко ці препарати мають побічні ефекти: головний біль, головокружіння, диспепсичні розлади, можливі гіперкаліємія, азотемія, судоми в м’язах нижніх кінцівок.
Калійзберігаючі діуретики збільшують добове сечовиділення в 2-3 рази. Через низьку активність і калійзберегаючу дію вони призначаються для корекції гіпокаліємічного ефекту петльових і тіазідних діуретиків. Тріамтерен безпосередньо блокує потенціал-незалежні натрієві канали мембран епітеліальних клітин. Сечогінна дія настає через 1,5-2 год і зберігається 6-8 год. Спіронолактон посилює екскрецію із сечею іонів натрію, хлору й води, змешує виділення іонів калію та водню [26, 165, 171, 242]. Спіронолактон має такі побічні ефекти як гіперкаліємію, гіпонатріємію, гінекомастію, тромбоутворення, зниження АТ, гіперглікемію, гіперурекемію, підвищує в крові вміст сечовини, креатиніну, сечової кислоти, може викликати нудоту, блювання, диспептичні симптоми, діарею, гастрит, сонливість, атаксію, головний біль, алергічні реакції, метаболічний алкалоз та ін.  Діуретики включають у комплексну фармакотерапію захворювань сер-цево-судинної системи для корекції побічних ефектів [114, 121, 147].
Теофілін – похідне ксантину – підвищує діурез і натрійурез у експериментальних тварин із гострою нирковою недостатністю [223, 225, 230, 237, 259]. Найбільш вірогідний механізм дії – антагонізм з А1-рецепторами [182]. При використанні препаратів теофіліну необхідно дотримуватися певних правил, усвідомлюючи, що аденозин бере участь у широкому спектрі фізіологічних процесів. Амінофілін може знижувати ефективність петльових діуретиків і підвищувати їхню токсичність, а також  викликати гіпокаліємію, алергічні реакції, нудоту, блювоту, головний біль, зниження артеріального тиску та ін. [41, 264]. 
Осмотичні та сольові діуретики (магнію сульфат, макрогол, лактулоза, сіль карловарська), що збільшують об’єм рідини в кишечнику та посилють перистальтику, можуть викликати гіпокаліємію, гіпонатріємію, гіпохроремічний алкалоз та ін. 
Інгібітори карбоангідрази (ацетазоламід, діакарб) пригнічують карбоангідразу нирок, ЦНС, міліарного тіла, що порушує обмінну реабсорбцію іонів натрію і води, збільшують діурез, сприяють виведенню калію, фосфору, кальцію, призводять до розвитку ацидозу, підвищують осмотичний тиск крові та первинної сечі, викликають дегідратацію тканин, що призводить до зниження реабсорбції води. Можуть викликати гіпокаліємію, метаболічний алкалоз.
Діуретичні засоби рослинного походження (листя брусниці, толокнянки, ортосифону, трава хвощу польового, екстракт артишоку, комбіновані засоби леспенефрил, фларонін, канефрон, нефрофіт) мають діуретичний, гіпоазотемічний, спазмолітичний, протизапальний, антимікробний, холеретичний, бронхолітичний, гіпотензивний ефекти. Можуть викликати алергічні реакції.
Наявні в науковій літературі відомості свідчать, що діуретики є одним з фармакологічних класів лікарських препаратів і потребують найбільш динамічного розвитку. Багаторічний досвід використання діуретичних засобів показує, що практично не буває ефективних, однак нешкідливих і безпечних ліків, тому що їм не притаманна абсолютна вибірковість дії. Надзвичайно широкий синтетичний потенціал похідних 3-метилксатину є запорукою успіху з пошуку та впровадження в клінічну практику нових препаратів діуретичної дії [26, 121]. 

1.3. Фармакологічні властивості похідних ксантину та перспективи їх застосування для корекції порушень водно-сольового обміну

Похідні ксантину знайшли широке застосовування в медичній практиці: вони посідають важливе місце в регуляції фізіологічних функцій рослин (зеатин) і тварин і чинять коронаролітичну, антигіпертензивну, салуретичну, антиагрегантну, психостимулюючу дію [12]. Ці речовини мають низьку токсичність і виражену фармакологічну ефективність.
Механізм дії метилксантинів – інгібування фосфодіестерази, що призводить до підвищення внутрішньоклітинного вмісту циклічних нуклеотидів: цАМФ і цГМФ. В експерименті на моделі імунологічного захворювання нирок пентоксифілін пом’якшує їх пошкодження [147, 164, 173]. Лікування теофіліном покращує клубочкову фільтрацію і нирковий кровообіг при ішемічній гострій нирковій недостатності [120, 165, 229, 262]. Застосування антагоністів А1-аденозинових рецепторів пов’язане з підвищенням діуретичного та натрійуретичного ефектів [98, 121, 153, 240, 264]. Діуретичний ефект амінофіліну у пацієнтів із застійною серцевою недостатністю засвідчив, що показники клубочкової фільтрації, ниркового діурезу й кліренсу натрію збільшувалися вдвічі [147, 159, 199]. 
Теофілін, кофеїн і пентоксифілін зменшують токсичне пошкодження нирок при циклоспориновій інтоксикації в клінічних дослідженнях та в дослідженнях на тваринах [147, 160, 161, 280]. Клінічні дослідження теофіліну як діуретика при нирковій недостатності або в стані перевантаження рідиною, отримані в педіатрії, свідчать, що об’єм сечі знижувався до початкового рівня протягом 4 годин, а середній піковий рівень теофіліну був 8,3 мкг/мл [67, 261, 272, 282].
Ще в 1858 році з’явилися повідомлення про використання кави для лікування бронхіальної астми, а в 1912 році було доведено бронходилатуючу дію кофеїну. Укінці 40-х років минулого століття в клінічну практику було впроваджено теофілін, що протягом багатьох років є одним з ефективних препаратів для лікування бронхообструктивного синдрому [147, 184]. 
Кофеїн, теофілін, еуфілін, теобромін, а також їх синтетичні похідні (ксантинолу нікотинат, дипрофілін, пентоксифілін, компламін, теонікол та ін.) мають широкий спектр фармакологічної активності [31, 81, 148]. 
Бронхолітичний ефект настає швидше за дії теофіліну [119, 148]. Доведено, що теофілін володіє здатністю блокувати Р1-тип А1-аденозинових рецепторів. Саме через А1-аденозинові рецептори реалізується бронхоконстрикторний ефект аденозину, а через А2 – бронходилатаціний. Таким чином, наявність на клітинній мембрані гладком’язових клітин бронхів А1- і А2-аденозинових рецепторів у фізіологічних умовах відіграє важливу роль у регуляції тонусу бронхіального дерева [154, 185, 201, 271]. У пацієнтів із бронхіальною астмою кількість і активність А1-аденозинових рецепторів істотно зростає, тобто в них переважає бронхоконстрикторний вплив аденозину [94, 155, 264].
Похідні ксантину підвищують стійкість тканин до гіпоксії та мають цитопротекторну дію, що дає можливість застосовувати їх для попередження ускладнень атеросклерозу і гіперглікемії [7, 12, 127, 178].
Еуфілін покращує мікроциркуляцію крові як при спазмі судин мозку, так і при паралітичному їх розширенні, нормалізує тонус судин, прискорює приплив артеріальної і відтік венозної крові [86, 119].
Серед похідних, що містять залишки алкілпіперазину в 7-му та 8-му положеннях молекули заміщених 1,3-диметилксантину, виявлені сполуки, що мають виражену антигістамінну дію [210, 238, 244]. Вітчизняні автори наводять відомості про високу протизапальну активність окремих похідних ксантину [88, 90, 92, 138, 153].
Похідні 7,8-дизаміщених ксантинів, використовуються як антиастматичні, бронхолітичні, судиннорозширюючі препарати, запатентовані у Великобританії [257] та Австрії [258]. Ксантини є інгібіторами різних ізоформ фосфодіестерази [149, 150]. Накопичення внутрішньоклітинного цАМФ визначає антиагрегантну активність пентоксифіліну, який стимулює виведення іонів натрію та кальцію з саркоплазматичного ретикулуму, що супроводжується підвищенням збудливості нервових клітин [31, 89, 146, 197].
Еуфілін і кофеїн в умовах тканинної гіпоксії зберігають метаболізм мозку на високому рівні, що переважно відбувається за рахунок активації процесів окисного фосфорилювання та підвищення активності процесів гліколізу [263, 268]. Еуфілін у декілька разів збільшує споживання кисню мозком внаслідок активації тканинного дихання [23, 64]. Після його введення загальна активність глутаматдегідрогенази в реакції достовірно підвищується на 59 % за умови тривалої ішемії, що супроводжується вираженим пригніченням нейрохімічних, а також судинних регуляторних механізмів [25]. Еуфілін у щурів з гострою гіпоксією посилює тканинне дихання мозку за рахунок активації сукцинатдегідрогеназою цитохромної системи. Отже, похідні ксантину покращують метаболічні процеси, мозковий кровообіг і функцію ЦНС [148].
Проведено дослідження щодо впливу похідних ксантину на функції міокарда та ШКТ. Сполуки виявили незалежну від інервації збуджуючу дію на міокард, що характеризувалася, зокрема, посиленням серцевих скорочень [118, 169]. Кардіостимулююча дія кофеїну зумовлена його впливом одночасно на збудливість та скоротливість міокарду [284]. У дослідах на собаках встановлено, що кофеїн збільшує колатеральний кровообіг без істотних змін системного артеріального тиску. На ізольованих серцях котів із перев’язаною вінцевою артерією кофеїн вірогідно розширював вінцеві анастомози [179]. При експериментальній пітуїтриновій гіпертензії курсове призначення еуфіліну нормалізувало артеріальний тиск, призводило до зниження гіперліпопротеїнемії і гіперхолестеринемії, активації гліколізу й збільшення активності ферментів вуглеводного обміну в серцевому м’язі, гальмування гліколізу й зниження вмісту холестерину в стінці аорти [93, 154, 214].
Диметилксантини виявилися більш активними від кофеїну за впливом на серцево-судинну систему. Відрізняючись від кофеїну відсутністю в структурі однієї метильної групи, вони мали до того ж менш виражену дію на ЦНС [21].
До препаратів, що поліпшують тканинну й органну мікроциркуляцію, належить ксантинолу нікотинат (компламін) [119, 221, 279]. Позитивний вплив компламіну на стан мікроциркуляції тканин і ліпідного обміну проявляється в активації згортувальної та протизгортувальної систем крові, коли  зменшується рівень фібриногену, агрегації тромбоцитів, підвищується фібриноліз [13]. Виявлені судиннорозширююча дія компламіну на мікросудини, прискорення кровообігу в мікроциркуляторному руслі, явища часткової внутрішньосудинної дезагрегації [280]. Непрямий кардіотропний вплив компламіну, можливо, пов’язаний зі зниженням АТФ-азної активності міокарда [199]. За дії компламіну знижується рівень тригліцеридів, сумарних β- і пре-β-ліпопротеїдів, зменшується індекс атерогенності, що приводить до нормалізації ліпідного обміну [213].
Основна фармакологічна дія пентоксифіліну полягає в поліпшенні периферичного кровообігу. Вивчаючи його вплив на динаміку серцевого скорочення в нормі і при експериментальній гіпертензії встановлено, що пентоксифілін у інтактних тварин не змінює показників електрокардіограми при дворазовому внутрішньовенному введенні з інтервалом у 30 хв [147]. 
Пентоксифілін пригнічує фосфодіестеразу та синтез АТФ, завдяки чому збільшується спочатку цАМФ, а потім – негативний заряд мембран, що сприяє дезагрегації тромбоцитів [121]. За дії пентоксифіліну на ізольоване серце жаби спостерігалося збільшення амплітуди та частоти серцевих скорочень, а також двофазна дія на процес зсідання крові. У першій, швидкоплинній фазі пентоксифілін викликав гіперкоагуляцію, а за наступної, більш тривалої, фази розвивалася гіпокоагуляція, яка є наслідком рефлекторної реакції організму на порушення хеморецепторного апарату судинного русла пентоксифіліном [99, 121].
За даними деяких авторів, ксантини можуть впливати на обмін жирів та вуглеводів в організмі. Так, гіпохолестеринемічну й гіполіпідемічну дію чинять деякі похідні 8-гідразинтеофіліну [7, 12, 104], а під впливом кофеїну, теофіліну та окремих похідних 3-метилксантину посилюється глікогеноліз [277]. 
Терапевтичною вважається концентрація теофіліну 10-20 мкг/мл сироватки крові. При концентрації теофіліну 15-20 мкг/мл вже можуть проявлятися побічні ефекти, насамперед, з боку травної системи. Основними симптомами при цьому є анорексія, нудота, блювання, діарея. При концентрації теофіліну у плазмі 20-30 мкг/мл реєструються порушення у діяльності серцево-судинної системи, що проявляються тахікардією, змінами ритму серця, гіпотонією. Теофілін у концентрації в крові 25-30 мкг/мл та вище викликає порушення функції ЦНС, що проявляється безсонням, тремором рук, моторним та психічним збудженням, судомами. За дії теофіліну зустрічаються такі метаболічні порушення як гіперглікемія, гіпокаліємія, метаболічний ацидоз [36, 89, 198]. 
У зв’язку з тим, що похідні ксантину є структурно наближеними аналогами до макроергічних фосфатів, нуклеозидів, нуклеїнових кислот, вторинних месенджерів, нейромедіаторів, а їх метаболізм у клітині є біологічно опрацьованим, особливого значення набувають питання щодо синтезу нових, більш ефективних та безпечних похідних ксантину, комп’ютерного прогнозування різних видів їх фармакологічної активності, а актуальними та необхідними є скринінгові дослідження загальної дії цих сполук із визначенням провідних видів їх фармакологічної активності [139, 146, 147]. Підтвердженням цього є те, що в дослідженнях, проведених у Запорізькому державному медичному університеті, Національному фармацевтичному університеті (м. Харків) та Харківській зооветеринарній академії встановлено, що вперше синтезованим під керівництвом доктора фармацевтичних наук, професора М. І. Романенка новим заміщеним і конденсованим похідним 3-метилксантину притаманні діуретична [47-50, 53, 90-93, 102-108, 145-150, 213], аналгетична [6, 48, 79, 90,150,153, 163], протизапальна [6, 29, 80, 88, 90, 92, 153, 163, 168], гіпотензивна [170], антиаритмічна [167, 169], антигіпоксична [3, 76, 104, 148, 154], антиоксидантна [82, 116, 118, 154, 166], гіполіпідемічна [7], гіпохолестеринемічна [8, 104], антимікробна і протигрибкова [155], антиагрегантна [13], нейролептична [146], нейротропна [31, 89, 166] психотропна [93, 95] дії, підвищення виносливісті в щурів до фізичних навантажень [28], що свідчить про актуальність і перспективність проведення подальшого синтезу й фармакологічного скринінгу похідних ксантину для відбору перспективних біологічно активних сполук [175, 176].
Виходячи з вищезазначеного та враховуючи порівняно низьку токсичність відомих похідних ксантину, можна вважати, що пошук біологічно активних сполук серед похідних ксантину, що мали б діуретичні, протизапальні, аналгетичні та нейротропні властивості, є актуальним напрямом сучасної експериментальної фармакології.




Висновки до розділу 1

1. Порівняльний аналіз експериментального й терапевтичного застосування діуретиків свідчить про наявність у цього класу препаратів широкого спектру побічних реакцій, що призводять до змін у функціонуванні як нирок, так і інших органів та систем, порушення гомеостазу, і обмежує їх застосування в клінічній практиці. 
2.  Аналіз побічних ефектів діуретиків свідчить про доцільність пошуку, цілеспрямованого синтезу нових структур більш безпечних та ефективних сечогінних препаратів, їх подальших експериментальних та клінічних досліджень.
3. Широкий спектр даних щодо ефективності похідних ксантину обґрунтовує актуальність експериментального вивчення нових, вперше синтезованих похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів із метою створення нових лікарських засобів для фармакологічної корекції патологій нирок різного ґенезу.


РОЗДІЛ 2
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ


Дослідження проведені в науково-навчальному центрі та на кафедрі фармакології і токсикології Харківської державної зооветеринарної академії. Експерименти виконані на 430 статевозрілих білих нелінійних щурах обох статей масою 170-200 г, 480 нелінійних білих мишах масою 20-22 г згідно з біоетичними вимогами (протокол комісії з біоетики № 1  від 17. 02. 2017 р.). 
Тварин утримували у віварії на стандартному харчовому раціоні з вільним доступом до відстояної водогінної води, при сталій температурі повітря (20 ± 2 ºС) та вологості (50-60 %) % [15, 30, 60, 82]. Світловий режим відповідав природному хроноритму «день/ніч».  
Роботу з тваринами проводили згідно з міжнародними вимогами щодо гуманного ставлення до тварин та з дотриманням вимог директиви 86/609/ЕЕС та «Європейської конвенції захисту хребетних тварин, яких використовують для експериментальних і інших наукових цілей» (Страсбург, 1986). При роботі зі щурами дотримувались загальних етичних принципів експерименту на тваринах (Закон України № 3447-ІV «Про захист тварин від жорстокого поводження»), а також «Положенням про використання тварин у біомедичних дослідженнях» та Статуту Української асоціації з біоетики (1992). Утримання та евтаназію тварин здійснювали з дотриманням конвенції Ради Європи про охорону хребетних тварин, що використовують в експериментах та інших наукових цілях (Старсбург, 1986), директиви ЕЕС № 609, наказів МОЗ України № 9440 (23.09.2009 р.) та № 960 (14.12.2009 р.) [14, 94, 107, 119].
Загальний дизайн дослідження наведений на рис. 2.1. 
Основними принципами для вибору моделей та методів експериментальних досліджень були відповідність їх поставленим задачам, відтворюваність, достатня інформативність.
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Рис. 2.1. Загальний дизайн дослідження.
За результатами комп’ютерного прогнозу при застосуванні програми PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) встановлено високу вірогідність діуретичної дії у 90 вперше синтезованих похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів та визначено залежність їх активності від хімічної структури. 
Досліджувані сполуки відрізняються від раніше синтезованих похідних ксантинів, вивчених та описаних у роботах докт. біол. наук В. І. Корнієнко N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину, є іншими хімічними сполуками, яким притаманна діуретична, аналгетична та протизапальна дії.
Сполуки синтезовано на кафедрі біологічної хімії Запорізького державного медичного університету під керівництвом докт. фарм. наук, професора М. І. Романенка. Структуру синтезованих речовин (рис. 1) підтверджено за допомогою сучасних фізико-хімічних методів елементного аналізу, ІЧ-, УФ-спектроскопії (на приладі «Specord OR – 75»), ПМР-спектрометрії (на приладі «Bruker AC 300») і зустрічним синтезом, а чистоту синтезованих речовин контролювали методом тонкошарової хроматографії на пластинках Silufol UV – 254 в різних системах розчинників [163, 164].
Прогнозування біологічної активності 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів проводили з використанням єдиного опису хімічної структури і універсального математичного алгоритму встановлення залежностей «структура-активність». Використовували програму PASS  за допомогою Java аплету сайту прогнозу спектру біологічної активності http://www.pharmaexpert.ru/PASS Online/predict.php. Хімічні структури сполук вводили за допомогою комп’ютерної програми Chem Office 2006 (утиліта ChemDraw Ultra 10.0), при цьому визначали прогнозований спектр біологічної активності. Біологічна активність сполук, представлена в цій програмі, виражається якісно «активне»/«неактивне» (Pa/Pi) (Pa≥0,300) [162].
На основі результатів комп’ютерного прогнозу відібрано 30 перспективних сполук із 90 вперше синтезованих похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів. Серед них: похідні 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-n-метоксифенокси)пропіл-3-метилксантинів (сполуки 1-11), похідні 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-n-метоксифенокси-)пропіл-теофіліну (сполуки 12-22), 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-м-етилфенокси-) пропілксантину (23-27), похідні 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-м-етилфенокси-)пропілксантину  (сполуки 28-30) (рис. 2.2). 

		Базова структура 1
похідні 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-
метоксифенокси-)пропіл-3-метилксантину  



	Сполуки 1-11
де R – С5Н11N2; C8H16N; C4H11N2; C6H15N2; С5Н3NО; C4H10N; C4H8N; C6H13N2; C7H14N; C8H16NO; C11H21N2


	Базова структура 2
похідні 8-аміноаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси-)пропілтеофіліну 
	Сполуки 12-22
де R – С10Н19N2; С6Н13N3; C4H10N; C3H8N; C4H10N; C2H6N; C2H6N; C6H14N; C8H16N; H2N; C7H14N

	Базова структура 3
похідні 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-м-етилфенокси-)пропілксантину

	Сполуки 23-30
де R – H (спол. 23-27); CH3 (спол. 28-30)
R1 – C5H11N; С4Н10NО; C10H9N2O; C11H11N2О; C5H10NO; C3H8NO; C4H10NО; C5H11N


Рис. 2.2. Структурні формули 30 перспективних похідних 1,8-дизаміщених 7‑алкіл-3-метилксантинів.
З метою вивчення безпечності та орієнтовного визначення діючих доз вперше синтезованих сполук для подальшого фармакологічного скринінгу проведено визначення гострої токсичності за показником середньої смертельної дози (ЛД50) за внутрішньоочеревинного введення мишам і щурам (для сполуки-лідера; К. Кьорбер). Розрахунок гострої токсичності проводили, враховуючи дози, що не викликали загибелі, і такі, що викликали 100 % загибель тварин [9, 64, 119, 172]. Оцінку результатів визначення гострої токсичності проведено за класифікацією К. К. Сидорова [173]. 
Вивчення гострої токсичності 30 синтезованих 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів (спол. 1-30), що являють собою білі кристалічні порошки, гіркі на смак, розчинні в диметилформаміді (ДМФА) і диметилсульфоксиді (ДМСО), а солі розчинні та слабо розчинні у воді, проведено на 480 нелінейних мишах обох статей. Досліджувані сполуки у вигляді тонкодисперсної водної суспензії, солюбілізованої твіном-80, об’ємом 1 мл вводили одноразово внутрішньоочеревинно. Контрольні тварини отримували розчин твіну-80 в еквівалентному об’ємі, що й миші дослідних груп. Під час цього дослідження тварин утримували на стандартному харчовому раціоні з вільним доступом до води та їжі. Тривалість спостережень за станом мишей після одноразового уведення досліджуваних речовин складала 14 днів. Протягом усього терміну спостереження за тваринами звертали увагу на поведінкові реакції, вегетативний статус, стан волосяного покриву, зміну маси тіла, характер виділень і тривалість життя [28, 35, 73,  116, 137].
Фармакологічну активність 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів  досліджували за методиками фармакологічного скринінгу [46, 64, 157, 172] та порівнювали з відповідними лікарськими препаратами, що широко використовуються в медичній практиці та мають фармакологічну дію, аналогічну прогнозованій (табл. 2.1) [99, 118, 119, 129, 190].
За 4 дні до початку вивчення впливу діуретичної активності тварин переводили на сталий режим харчування (щурам давали тільки зерно пшениці), доступ до води не обмежували [112].
Таблиця 2.1
Препарати порівняння, використані при дослідженні дії 
вперше синтезованих 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів
	Активність
	Лікарський засіб
	Торгова назва, форма випуску, виробник, країна
	№ серії

	Діуретична
	Гідрохлортіазид
	«Гідрохлортіазид», табл. 0,1
(«Борщагівський ХФЗ», Україна)
	05551

	Діуретична
	Спіронолактон
	«Верошпірон», табл. 0,05
(«Гедеон Ріхтер», Угорщина)
	88100711

	Аналгетична
	Диклофенак натрію
	«Диклофенак натрію», 
табл. 0,05
(«Червона зірка», Україна)
	160954

	Протизапальна
	Диклофенак натрію
	«Диклофенак натрію», 
табл. 0,05
(«Червона зірка», Україна)
	201213



Діуретичну активність 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів визначали за методом Є. Б. Берхіна [11] на щурах-самцях, яких витримували на стандартній дієті при вільному доступі до води в природному світловому режимі. Тварини знаходилися в індивідуальних клітках, пристосованих для збору сечі. В якості препарата порівняння при визначенні діуретичної активності було обрано гідрохлортіазид (табл. 2.1), який широко застосовується в клінічній практиці. 
Видільну функцію нирок у щурів після попередньої їх адаптації в обмінних клітках оцінювали за умов спонтанного діурезу та водного навантаження. На етапі адаптаційного періоду проводили відбір тварин із урахуванням коливань добового діурезу. Спонтанний діурез оцінювали за перебування щурів в обмінних клітках протягом 24 годин, вимірюючи кількість (об’єм) сечі й споживання води. Водне навантаження створювали введенням за допомогою спеціального зонду у шлунок водогінної води кімнатної температури в об’ємі, що становив 3 % від маси тіла тварин [35] та визначали об’єм сечовиділення за 4 години [11].
Досліджувані сполуки й гідрохлортіазид уводили одноразово внутрішньошлунково у вигляді тонкодисперсної водної суспензії, солюбілізованої твіном-80, у дозі 25 мг/кг маси тіла. Через 30 хвилин щурам внутрішньошлунково за допомогою зонду вводили водогінну воду. Кількість сечі реєстрували через кожну годину протягом 4 годин. Контрольна група щурів у такому ж об’ємі отримувала воду із еквівалентною кількістю твіну-80. 
Уміст креатиніну в сечі досліджували за методом Фоліна [11]. Уміст електролітів, що виділилися з сечею, реєстрували методом полум’яної фотометрії на полум ’яному фотометрі ПАЖ-2 [11]. 
За аналізом результатів фармакологічного скринінгу діуретичної активності новосинтезованих сполук серед 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів було відібрано сполуку-лідер (5) – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси-)пропіл-8-(фурил-2)метиламіноксантин (робоча назва – фуроксан). 
Вплив фуроксану на функціональний стан нирок досліджували на щурах різної статі за умов індукованого діурезу [10]. За 16 год до досліду щурів позбавляли їжі, залишали вільний доступ до води. Вплив фуроксану на екскреторну функцію нирок вивчали за умов водного та сольового навантаження 11. Сольове навантаження спричиняли введенням 0,9 % розчину натрію хлориду в об’ємі, що становив 3 % від маси тіла тварини. Визначення концентрації іонів натрію й калію в сечі проводили шляхом порівняння отриманих результатів із показниками полум’яної фотометрії стандартних розчинів. За стандартною кривою, яка містила концентрацію іонів натрію або калію від 0,1 до 0,5 мекв/л, проводили відповідні перерахунки. Гідрохлортіазид, як препарат порівняння за діуретичною дією, вводили щурам внутрішньошлунково в дозі 25 мг/кг маси тіла тварини [20]. Щури контрольної групи одержували відповідну кількість води з додаванням твіну-80. Збір сечі здійснювали в індивідуальних обмінних клітках через 4 і 24 години після введення фуроксану та гідрохлортіазиду [20].
Для дослідження впливу фуроксану на діяльність нирок за умов зниженої мінералокортикоїдної активності в щурів було відтворено модель блокади альдостеронових рецепторів шляхом 4-денного внутрішньошлункового уведення лабораторним тваринам спіронолактону («Верошпірон», «Гедеон Ріхтер», Угорщина) у дозі 20 мг/кг [110]. На тлі інгібування альдостеронових рецепторів (зниженої мінералокортикоїдної активності) вивчали вплив фуроксану на екскреторну та іонорегулювальну функції нирок за його тривалого (7 днів) уведення. У день проведення досліду фуроксан вводили через 2 год після спіронолактону. Контрольним щурам протягом 7 днів внутрішньошлунково уводили розчинник (воду). Дослідження було проведено на 4-х групах щурів:  1 група – інтактний контроль; 2 група – щури, яким уводили фуроксан в дозі 25,0 мг/кг; 3 група – тварини, що отримували  спіронолактон у дозі 20 мг/кг; 4 група – сумісне введення фуроксану й спіронолактону.
Модель активації альдостеронових рецепторів відтворювали шляхом введення дезоксикортикостерону ацетату (ДОКСА) у дозі 10 мг/кг перорально протягом 4 днів [110]. На тлі активації альдостеронових рецепторів (підвищеної мінералокортикоїдної активності) вивчали вплив фуроксану на екскреторну та іонорегулювальну функції нирок за його тривалого (7 днів) уведення. У день проведення досліду фуроксан вводили через 2 год після ДОКСА. Контрольним щурам протягом 7 днів внутрішньошлунково уводили розчинник (воду). Дослідження було проведено на 4-х групах щурів:  1 група – інтактний контроль; 2 група – щури, яким уводили фуроксан в дозі 25,0 мг/кг; 3 група – тварини, що отримували  ДОКСА у дозі 10 мг/кг; 4 група – сумісне введення ДОКСА й спіронолактону.
Усім тваринам протягом 7-ми днів одночасно з фуроксаном або гідрохлортіазидом внутрішньошлунково вводили водогінну воду (3 % від маси тіла). На 2-ій годині щурів досліджуваних груп поміщали в індивідуальні обмінні клітки та збирали сечу.
Зміну діяльності нирок на тлі пригнічення активності РААС, що відтворювали застосуванням інгібітору АПФ – еналаприлу,  досліджували на щурах різної статі після попереднього семиразового (один раз на добу) введення фуроксану в дозі 25 мг/кг за умов сольового навантаження 0,9 % розчином натрію хлориду в об’ємі 3 % від маси тіла тварини, що відтворювало умови стимуляції волюморецепторів 125.  Концентраційну функцію нирок характеризували за допомогою аналізу зв’язку між діурезом і концентрацією креатиніну в сечі та плазмі крові у щурів 11. Показники визначали як після одноразового, так і курсового уведення фуроксану. Еналаприл готували на 1 % зависі крохмалю та уводили щурам у шлунок через зонд протягом 4 днів до проведення досліду в дозі 10 мг/кг 109. 
Вплив фуроксану на натрійуретичну активність плазми крові щурів вивчали за умов збільшення об’єму позаклітинної рідини в організмі [94]. При цьому порівнювали ниркову екскрецію іонів натрію у тварин контрольної групи й у щурів, які отримували фуроксан. Для з’ясування механізму змін транспорту іонів натрію після збільшення об’єму позаклітинної рідини в тварин, яким тривало уводили фуроксан, було проведено спеціальні серії досліджень із вивчення можливої участі натрійуретичного пептиду (НУП) у цих процесах [94]. Продукцію НУП стимулювали збільшенням об’єму позаклітинної рідини шляхом уведення у хвостову вену щурів 0,9 % розчину натрію хлориду в кількості 3 % від маси тіла. Контрольну й дослідну плазму крові тестували на 20 щурах (по 10 у кожній групі). Для цього тваринам внутрішньочеревно уводили по 0,3 мл контрольної плазми і плазми крові щурів, які протягом 7-ми днів отримували фуроксан. У сечі визначали концентрацію іонів натрію й вираховували його екскрецію. НУП плазми крові визначали за формулою: К = (М1·М2 – m1·m2) / Р·(М1–М2), де К – уміст НУП в 1 мл плазми крові; М1 – середня величина екскреції іонів натрію з сечею в контрольних тварин; m1 – стандартна похибка середньої арифметичної цього показника у контрольних тварин; М2 – середня величина екскреції іонів натрію в дослідних тварин; m2 – стандартна похибка середньої арифметичної цього показника в дослідних тварин; Р – об’єм уведеної для тестування плазми крові в мл [46]. 
[bookmark: e0_307_]Для визначення відповідних показників у плазмі крові тварин виводили з досліду шляхом декапітації під легким ефірним наркозом, кров відбирали в охолоджені пробірки (антикоагулянт – гепарин), центрифугували впродовж 20 хвилин при 3000 об/хв. Визначали  концентрацію іонів натрію й калію в сечі та плазмі крові на полу’яному фотометрі ПАЖ-2. У плазмі крові та сечі визначали креатинін за реакцією Яффе, у сечі – за методом Фоліна, концентрацію білка в сечі – фотоколориметрично за реакцією з сульфосаліциловою кислотою [136]. Визначення рН сечі здійснювали на мікробіоаналізаторі «Redelkys» (Угорщина), концентрацію титрованих кислот і аміаку в сечі – титриметрично [116]. У подальшому ці показники використовували для розрахунку основних функціональних параметрів нирок: клубочкової фільтрації (КФ) 136, канальцевої реабсорбції та екскреції. Показники функціонального стану нирок стандартизували відносно маси тіла тварин (на 100 г маси) та ШКФ – на 100 мкл КФ.
Специфічну фармакологічну активність фуроксану як потенційного діуретичного засобу досліджували з визначенням таких показників: функціонального стану нирок у щурів за умов індукованого та спонтанного діурезу після одноразового та тривалого уведення [11, 20]; швидкості клубочкової фільтрації (ШКФ), канальцевої реабсорбції за загальноприйнятими формулами [165]; концентрації іонів натрію й калію в сечі й плазмі крові за методом полум’яної фотометрії ПАЖ-2; концентрації креатиніну (мммоль/л) у плазмі крові на спектрофотометрі СФ-46 при довжині хвилі 590 нм за методом Фоліна в модифікації Є. Б. Берхіна, Ю. І. Іванова (1972); умісту простагландинів у плазмі за методом Б. М. Яффе; натрійуретичної активності плазми крові щурів за умови підвищеної продукції натрійуретичного пептиду (НУП).
Розраховували ШКФ і канальцеву реабсорбцію води за допомогою кліренсу ендогенного креатиніну, одного з продуктів азотистого обміну, який виводиться нирками шляхом клубочкової фільтрації та практично не піддається реабсорбції чи секреції. Його величину визначали за формулою 2.3: 

Ccr = Ucr · V / Pcr ,                    (2.3)

де Ucr – концентрація креатиніну в сечі; Рсг – концентрація креатиніну в плазмі крові; V – величина діурезу за певний проміжок часу [11, 99].

Враховуючи той факт, що в експериментальних дослідженнях величину кліренсу ендогенного креатиніну співвідносять із величиною ШКФ:  KF = Ucr / Pcr · V (мкл/хв), використовували величину кліренсу ендогенного креатиніну для розрахунку і відносної величини реабсорбції води в канальцях (формула 2.4): 

RH20 (%) = (KF – V) / KF · 100%,             (2.4)
де V – величина діурезу; KF – клубочкова фільтрація; Ucr / Pcr – ендогенний креатинін [11, 99].

Відомо, що реабсорбція іонів натрію є найбільш енергоємним та значним за об’ємом процесом, а тому для більш досконалого визначення цього показника в дослідженнях ми використовували два варіанти визначення очищення плазми від іонів натрію (формула 2.5) 11, 99: 

CNa = UNa /PNa  · V,                 (2.5)
де CNa – кліренс іонів натрію (мл/2 год); V – величина діурезу;  UNa – концентрація іонів натрію в сечі; PNa – концентрація іонів натрію в плазмі крові та кліренс безнатрієвої води.

За допомогою формули 2.3 умовно охарактеризували об’єм безбілкової частини рідини, рівної за концентрацією іонів натрію плазми крові, який екскретувався нирками, що характеризує участь нирок у волюморегуляції. 
Розрахунки було проведено за допомогою визначення кліренсу безнатрієвої води (формула 2.6), потім з’ясовували участь нирок у підтримці ефективного осмотичного тиску плазми, а при максимальному водному діурезі цей показник характеризує реабсорбцію іонів натрію у дистальних канальцях: 

CNaH20 = (UNa – PNa) · V/PNa , 		 (2.6)
де CNaH20 – кліренс безнатрієвої води (мл/2 год); V – величина діурезу; UNa – концентрація іонів натрію у сечі; PNa – концентрація іонів натрію в плазмі крові [99].

Функція нирок характеризується і реабсорбцією іонів натрію, яка відбувається по довжині нефрона в ниркових проксимальних та дистальних канальцях. Для цього використовують формули для розрахунку окремо як проксимальної, так і дистальної реабсорбції цього електроліту. Для розрахунку проксимальної реабсорбції іонів натрію використовували формулу 2.7: 
Tp Na+ = PNa  · KF – PNa · V, 		 (2.7)
де Tp Na+ – проксимальна реабсорбція іонів натрію (ммоль/2 год); PNa – концентрація іонів натрію в плазмі крові; KF – швидкість клубочкової фільтрації; V – об’єм діурезу [11,154].

Для розрахунку дистальної реабсорбції іонів натрію використовували формулу 2.8: 
TdNa+ = PNa  · V – UNa · V,            (2.8)
де TdNa+ – дистальна реабсорбція іонів натрію (ммоль/2 год); PNa – концентрація іонів натрію в плазмі крові; V – об’єм діурезу; UNa – концентрація іонів натрію в сечі.

[bookmark: e0_332_]Уміст простагландину Е2 (ПГЕ2) досліджували за допомогою радіо-імунного аналізу за допомогою набору реагентів фірми «Clinical Assayer» (США). Для цього кров відбирали в поліетиленові пробірки, що містять 2 % розчин етилендіамінтетраацетату в кількості 1 мл і ацетилсаліцилової кислоти в об’ємі 0,01 мл (30,4 % розчин) на 1 мл цілісної крові [248]. Плазму відокремлювали центрифугуванням при 4 °С і 2000 об/хв протягом 30 хвилин. Екстракцію ПГЕ2 проводили згідно інструкції, що додається до набору. До 1 мл плазми додавали 3 мл петролейного ефіру для видалення нейтральних ліпідів. Після видалення ліпідної фракції додавали 5 мл розчину, що містить етилацетат, ізопропанол і 0,2 н хлористоводневу кислоту в співвідношенні 3:3:1. Струшували 15 секунд і додавали 2 мл ацетилацетату й 3 мл дистильованої води. Після центрифугування відбирали органічну фазу в об’ємі 3 мл. Колончату хроматографію проводили методом послідовної елюації ПГЕ2 за Б. М. Яффе на колонках кремнієвої кислоти сумішшю розчинників із бензолу, метанолу і етилацетату в різних кількісних співвідношеннях [250]. Отримані елюати випаровували в ротаційному випарнику. Метод кількісного аналізу ПГЕ2 в отриманих елюатах заснований на зміні конкурентного скріплення мічених H3-ПГЕ2 і негайних (досліджуваних) ПГЕ2 зі специфічними антитілами до простагландинів (кроляча антисироватка). Розділення зв’язаних і не зв’язаних з антитілами простагландинів відбувається за рахунок осадження комплексу антиген-антитіло іншим антитілом, специфічним до першого. Після центрифугування зв’язана радіоактивність зсідає. Осад розчиняли в сцинтиляторі Брея. Підрахунок імпульсів проводили зі сцинтиляційним лічильником протягом 1 хвилини. Для визначення вмісту простагландинів у діапазоні від 8,3 до 2000 мг/мл креслили стандартну криву з 6 крапок, для чого в 6 пробірок замість проб додавали певну кількість стандартного ПГЕ2. На осі ординат відкладали відсоток скріплення Н3-простагландинів, на осі абсцис – логарифм концентрацій ПГЕ2, відповідний певній кількості з’єднання. Уміст ПГЕ2 у кожній пробі визначали по калібрувальній кривій і проводили перерахунок, враховуючи розмір проби, що піддався екстрагуванню [248].
Визначення вмісту калікреїногену (прекалікреїну) і калікреїну визначали методом Т. С. Пасхиної і А. В. Кринської [143, 144] у 2 етапи:
1) відділення калікреїногену від решти компонентів кінінової системи та інших трипсиноподібних ферментів сироватки крові за допомогою  сефадекса А-50 при рН 7,0;
2) зміну активності калікреїну й калікреїногену в цій фракції спектрофотометричним за швидкістю гідролізу етилового ефіру N-бензоіл-L-аргініну (БАЕЕ) до N-бензоїл-L-аргініну (БА), що має вищий коефіцієнт молярної екстінції. Вміст калікреїногену й калікреїну виражали в міліодиницях калікреїну в 1 мл сироватки крові за формулою 2.9:


,                         (2.9)

де  – приріст оптичної щільності в пробі за 15 хвилин (при лінійному ході реакції); 1,1 – Д253 відповідно утворенню 1 мкмоль БА з БАЕЕ в 1 мл проби; 3 – об’єм проби в кюветі, мл; 5 – об’єм неадсорбованої фракції, мл; 0,25 – об’єм сироваткової крові, узятої для аналізу, мг; 15 – тривалість інкубації.
Нефропатію, індуковану калію хроматом, викликали одноразовим підшкірним уведенням тваринам 2,5 % розчину калію хромату в дозі 0,07 мл/100 г 75, фуроксан вводили в дозі 25 мг/кг у профілактичному (за три доби до розвитку гострої ниркової недостатності (ГНН) та лікувальному (у першу добу на тлі ГНН протягом 6 днів) режимах.
 Модель експериментальної доксорубіцинової нефропатії відтворювали внутрішньом’язовим введенням протипухлинного антибіотика антрациклінового ряду доксорубіцину («Хаарлем», Нідерланди) 1 раз на тиждень, всього 4 рази впродовж 28 діб у дозі 5 мг/кг 134. Фуроксан уводили у шлунок в дозі 25 мг/кг у лікувальному режимі протягом усіх 28 діб моделювання патології.
Для підтвердження токсичного впливу доксорубіцину та калію хромату на організм тварин, а також лікувальної дії фуроксану, проводили гістологічне дослідження. Відповідно до положень Європейської конвенції щодо захисту прав хребетних тварин, використованих для досліджень та інших наукових цілей [14], виведення щурів з експерименту проведено шляхом щадної декапітації під легким ефірним наркозом. Дослідний матеріал (печінка, серце, нирки) після евтаназії тварин виділяли й проводили перерахунок абсолютної маси органів для визначення токсичного впливу доксорубіцину. Ділянки для гістологічного дослідження нирок вирізали через її обидва шари (кірковий і мозковий) на рівні воріт. У серці поперечні зрізи робили на рівні середньої третини шлуночків. Фіксували тканини органів протягом 48 годин у 10 % розчині нейтрального забуференого формаліну, після чого проводили зневоднення у висхідній батареї спиртів та здійснювали парафінову заливку при температурі 64 °С. На мікротомі робили серійні гістологічні зрізи товщиною 5 мкм. Після депарафінізації зрізи забарвлювали гематоксилін-еозином [19, 86]. Світлооптичне дослідження мікропрепаратів проводили під мікроскопом «Leica DM 1000 LED». 
За морфометричних досліджень нирок встановлювали діаметр ниркових тілець, судинних клубочків, підраховували кількість мезангіальних клітин у клубочках 124. Крім цього, проводили напівкількісну оцінку показників, що відображають стан ниркових тілець, канальцевого апарату й інтерстицію. Оцінювали ступінь ураження ниркових тілець, нефротелію канальців, наявність змін та їх інтенсивність в інтерстиції 124.
Результати токсичного впливу на внутрішні органи оцінювали в балах: 0 балів – відсутність змін; 0,5 балів – слабкі зміни (порушена структура до 5 % канальців або клубочків); 1 бал – помірні зміни (змінено до 20 % клубочків або канальців в мікропрепараті, мікрозміни в стромі); 2 бали – середні зміни (зміни, що зачіпають до 30-35 % канальців або клубочків, дрібноосередкові зміни в стромі); 3 бали – виражені зміни (порушено до 50-90 % клубочків або канальцевого апарату, осередкові зміни в стромі).
Аналгетичну активність визначали на моделі «оцтовокислих корчів» [46] у дослідах на щурах. За 30 хвилин до моделювання корчів щурам одноразово внутрішньошлунково за допомогою зонду уводили фуроксан у дозі 25 мг/кг, другій групі тварин в аналогічному режимі вводили препарат порівняння (диклофенак натрію) у дозі 8 мг/кг (табл. 2.1). Корчі викликали внутрішньоочеревинним уведенням 0,75 % водного розчину оцтової кислоти в дозі 1 мл на 100 г маси тіла тварини. Підрахунок числа корчів проводили протягом 30 хвилин після введення оцтової кислоти. Досліджувані сполуки вводили внутрішньошлунково за допомогою зонду за 30 хвилин до введення оцтової кислоти. Зменшення кількості корчів у тварин дослідних груп порівняно з аналогічним показником у щурів контрольної групи слугувало показником аналгетичної активності сполук.
Аналгетичну активність визначали за формулою 2.1 та виражали у відсотках за відношенням різниці між кількістю корчів у контрольній та дослідній групах до числа корчів в контрольній [132]. 


,                          (2.1)

де АА – аналгетична активність у %; Ск – середня кількість корчів у контрольній групі; Сд – середня кількість корчів у дослідній групі.
Вивчення протизапальної активності проведено на моделі гострого ексудативного запалення стопи у щурів, спричиненого карагеніном, згідно з методичними рекомендаціями ДЕЦ МОЗ України [46]. За 30 хвилин до моделювання запалення щурам одноразово внутрішньошлунково за допомогою зонду уводили фуроксан у дозі 25 мг/кг, другій групі тварин в аналогічному режимі вводили препарат порівняння (диклофенак натрію) у дозі 8 мг/кг (табл. 2.1). Асептичне ексудативне запалення викликали за допомогою субплантарного уведення в праву задню лапку 0,1 мл 1 % розчину карагеніну (λ-карагенін, «Fluka», Швейцарія) [116]. Вимір об’єму лапки здійснювали за допомогою гідростатичного онкометру до початку досліду й у момент максимального розвитку набряку (через 4 години). Антиексудативний ефект розраховували у відсотках по відношенню до контролю за формулою 2.2 [46]: 
[bookmark: e0_203_]

[bookmark: e0_204_]% пригнічення                    (2.2)
де Vк і Vd – відповідно об’єми лапок у контрольній і дослідній групах.

Вплив на фізичну витривалість щурів визначали за умов тесту примусового плавання із навантаженням 20 % від маси тіла тварини [46].
Статистичну обробку результатів проводили із використанням пакету програм STATISTICA 8.0. Нормальність розподілу отриманих даних оцінювали за критерієм Шапіро-Уілка (W). Результати представлені у вигляді середнього арифметичного та стандартної похибки репрезентативності середнього значення. Вірогідність між середніми значеннями у двох вибірках визначали за параметричним критерієм Стьюдента (t) та непараметричним критерієм Манна-Уїтні (U) в залежності від характеру розподілу даних. Статистично значущими вважали відмінності при p<0,05 [9, 113, 114, 172]. 



РОЗДІЛ 3
КОМП’ЮТЕРНИЙ ПРОГНОЗ ТА СКРИНІНГ 
ДІУРЕТИЧНОЇ АКТИВНОСТІ ПОХІДНИХ 1,8-ДИЗАМІЩЕНИХ 
7-АЛКІЛ-3-МЕТИЛКСАНТИНІВ


Сучасна версія комп’ютерної системи прогнозу спектра фармакологічної активності PASS (Predectіоn of Activity Spectra for Substances: Complex&Training) здійснює комп’ютерний прогноз наявності або відсутності біологічної активності за структурною формулою органічної речовини, включаючи основні фармакологічні і побічні ефекти, механізми дії, мутагенність, канцерогенність, тератогенність та ембріотоксичність. Робота програми PASS побудована на аналізі залежностей «структура–активність» [162].
Результати комп’ютерного прогнозування біологічної активності 90 синтезованих похідних 1,8-дизаміщених-7-алкіл-3-метилксантину наведено в табл. 3.1. 
Встановлено, що новосинтезовані речовини можуть мати широкий спектр біологічної активності – Ра<0,8 і Рі<0,04 (у більшості випадків), що свідчить про великі прогностичні можливості прояву фармакологічної дії за відсутності близьких хімічних аналогів. Наявність різних прогнозованих видів фармакологічної активності у нових сполук може бути свідченням політропності дії похідних ксантину.
Як свідчать результати комп’ютерного аналізу, із 90 синтезованих речовин лише 30 сполукам притаманний високий ступінь наявності діуретичної активності (Ра>0,495-0,821), що визначає доцільність проведення подальших експериментальних досліджень для виявлення сполуки-лідера з найвиразнішою сечогінною дією. 

    Таблиця 3.1
Комп’ютерний прогноз видів біологічної активності похідних
1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів за програмою PASS

	Імовірні види біологічної активності
	Кількість
речовин
	Коефіцієнт
Ра
	Коефіцієнт
Рі

	Діуретична
	30
	0,495 – 0,821
	0,005 – 0,114

	Аналгетична
	20
	0,331 – 0,538
	0,054 – 0,062

	Протизапальна 
	19
	0,554 – 0,646
	0,062 – 0,074

	Нейролептична
	18
	0,332 – 0,451
	0,065 – 0,049

	Антигіпоксична
	17
	0,187 – 0,321
	0,024 – 0,039

	Актопротекторна
	17
	0,524 – 0,637
	0,035 – 0,074

	Психостимулювальна
	16
	0,328 – 0,442
	0,018 – 0,029

	Антипсихотична
	12
	0,311 – 0,368
	0,016 – 0,021

	Гіпотензивна
	12
	0,236 – 0,316
	0,018 – 0,022

	Спазмолітична
	12
	0,154 –0,321
	0,002 – 0,004

	Периферична вазодилятуюча
	11
	0,416 – 0,526
	0,048 – 0,097

	Антиагрегантна
	10
	0,236 – 0,328
	0,041 – 0,043

	Антикоагулянтна
	10
	0,154 – 0,312
	0,002 – 0,042

	Імуномодулююча 
	9
	0,501 – 0,626
	0,003 – 0,026

	Метаболітотропна
	9
	0,327 – 0,431
	0,024 – 0,327



Виявлено, що поряд із діуретичною дією, 20 сполук із великою вірогідністю мають аналгетичну, а 19 сполук – протизапальну дію із високим коефіцієнтом Ра>0,538-0,646. Цей факт обґрунтовує передбачення можливості виявлення сполуки, якій поряд із виразною діуретичною дією притаманні аналгетичний та протизапальний ефекти. Це зумовлює доцільність проведення не лише скринінгових досліджень щодо виявлення сполуки-лідера за діуретичною активністю, вивчення механізмів її дії та ефективності на тлі нефропатій різного ґенезу, але й виявлення в такої сполуки аналгетичної та протизапальної дії, що може окреслити перспективність її застосування за нефропатій, що супроводжуються больовим синдромом та запальним процесом. 
Таким чином, результати комп’ютерного прогнозування різних видів біологічної активності у похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів окреслили актуальність подальшого експериментального дослідження.   
Водночас, паралельно із проявом різноманітних видів фармакологічної активності зростає ймовірність виникнення побічних ефектів. Тому ще одним актуальним питанням є встановлення профілю безпечності в сполук досліджуваного хімічного ряду. 
Таким чином, на підставі отриманих результатів із 90 синтезованих речовин було відібрано 30 сполук, яким притаманна діуретична активність. Це робить доцільним подальшого проведення фармакологічного скринінгу цих речовин за такими видами фармакологічної активності: діуретичної, аналгетичної, протизапальної з метою вибору найбільш перспективних сполук.

3.1. Скринінгові дослідження токсичної дії нових синтезованих похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів

Для орієнтовного встановлення діапазону ефективних доз та з метою визначення профілю нешкідливості 30 нових сполук було проведено дослідження щодо вивчення їх гострої токсичності із визначенням залежності фармакологічної та токсичної дії від хімічної структури нових похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів. 
За показниками виживання тварин (білі миші), їх поведінкових та вегетативних реакцій, здатності до реагувати на зовнішні подразники, нервово-м’язової збудливості, стану волосяного та шкірного покриву, слизових оболонок визначали токсичний вплив синтезованих сполук, а також величину середньої летальної дози (ЛД50) згідно з методичними рекомендаціями [35].   
Вивчення загальних проявів токсичної дії 30 нових речовин проведено на нелінійних мишах. Досліджувані речовини в діапазоні доз від 250 до 2000 мг/кг вводили внутрішньоочеревинно у вигляді тонкої водної суспензії, стабілізованої твіном-80 (при високих дозах у 2-3 прийоми з інтервалом у 15 хвилин). Кількість тварин, що вижили або загинули, реєстрували через 1, 3, 7 годин, а також через кожні 24 години протягом 14 діб [172]. 
Ознаки токсичної дії спостерігали вже через 10-30 хв після введення досліджуваних речовин.
Сполуки  1, 6, 9, 16, 29 і 30 через 6-10 хв після введення спричиняли прояви збуджуючої дії, що виражалась у посиленні рухової активності, порушенні координації рухів, появі тремору; у деяких тварин відмічали діарею. На тлі підвищення загального тонусу м’язів розвивались клонічні судоми. У деяких тварин відмічали позитивний симптом Штрауба (хвіст був піднятий догори), що свідчить про порушення  рефлекторної функції соматичних спінальних мотонейронів [35]. Крім того, спостерігалася підвищена чутливість на зовнішній подразник (больовий, звуковий), настороженість, при дотику до вусів збережений рефлекс задирання голови, збліднення шкіри на відкритих ділянках (хвіст, вуха). Рогівка ока залишалася прозорою й вологою, зіниці звичайного діаметру, рогівковий рефлекс був збережений. Безпосередньо перед настанням смерті в тварин розвивалися клоніко-тонічні судоми, а через 20-40 хв збудження змінювалося пригніченням функціонального стану ЦНС мишей [35]. При  введенні сполук тварини були малорухливими й упадали в дрімоту, а через 1‑2 години в мишей розвивалася м’язова гіпотонія, і вони гинули від зупинки дихання та припинення серцевої діяльності [51]. Аналіз патоморфологічних досліджень внутрішніх органів мишей, які вижили та загинули після введення  сполук, проводили із урахуванням їх маси та макроскопічних ознак. 
Сполуки  7, 8, 11, 18 і 19 мали іншу характеристику центрального впливу. Після їх уведення відразу знижувалась рухова активність тварин, з’являлася задуха, температура тіла знижувалась в середньому на 1-2 °С, колір шкіри на відкритих ділянках ставав синюшним, знижувались рогівкові рефлекси та швидкість реагування на зовнішні подразники, що може бути свідченням загальнодепримуючої дії у цих сполук.
Менш виражену пригнічувальну дію проявили сполуки 2, 4, 10, 12, 22 і 25. При їх уведенні спостерігали зниження рухової активності, у деяких мишей була ослаблена реакція на звуковий та больовий подразники. Судоми змінювались окремими посмикуваннями кінцівок. Загибель наступала в різні періоди часу: від 15 хвилин до 48 годин після введення досліджуваних сполук, однак більша частина тварин гинула в перші 2-6 годин. 
Окрім змін функціонального стану ЦНС мишей відмічали посилення діурезу, особливо після введення сполук 2, 4, 5, 6, 9, 10, 16, 17, 20 та 27. 
За результатами проведених патоморфологічних досліджень не виявлено змін маси та кровонаповнення серця, нирок, печінки, шлунка й селезінки після одноразового введення нових похідних 1,8-дизаміщених 7‑алкіл-3-метилксантинів.
Проведення фармакологічних досліджень потребує визначення діапазону діючих доз, що можливе за встановлення показника середньої смертельної дози.

3.2. Дослідження гострої токсичності похідних 7‑алкіл-3-метилксантинів

Хімічна будова та результати дослідження гострої токсичності за показником ЛД50 вперше синтезованих 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)пропіл-3-метилксантинів наведені в табл. 3.2. 


 Таблиця 3.2
Хімічна будова, молекулярна маса та ЛД50 
8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)пропіл-3-метилксантинів за внутрішньоочеревинного введення білим мишам

	№
	Шифр
	R
	Молекулярна маса
	ЛД50 (M±m), мг/кг

	1
	γ-2569
	(4-метилпіперазин-1-іл-)
	444,492
	405,0±18,4

	2
	γ-2589
	N-метил-N-бензиламіно
	465,510
	515,0±19,9

	3
	γ-2928
	N.N-диметиламіноетиламіно
	432,481
	428,0±15,8

	4
	γ-2929
	N.N-диетиламіноетиламіно
	460,535
	365,0±19,8

	5
	γ-3013
	(фурил-2)метиламіно
	441,444
	835,0±19,9

	6
	γ-3129
	н-бутиламіно
	417,466
	290,0±18,4

	7
	γ-3130
	(піролідин-1-іл-)
	415,450
	545,0±21,3

	8
	γ-3189
	(4-β-гідроксиетилпіперазин-1-іл-)
	474,518
	695,0±21,2

	9
	γ-3328
	м-толіламіно
	451,483
	515,0±18,5,

	10
	γ-3330
	п-етоксифеніламіно
	481,509
	344,0±14,6

	11
	γ-4541
	(4-бензилпіперазин-1-іл-)
	521,013
	302,0±23,7



Встановлено, що ЛД50 синтезованих похідних 8-амінозаміщених 7‑(2‑гідрокси-3-п-метоксифенокси)пропіл-3-метилксантинів (спол.1-11) знаходиться в інтервалі доз від 290 до 835 мг/кг. 
Найбільш токсичною (ЛД50 = 290 мг/кг) виявилась сполука 6 – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)пропіл-8-н-бутиламіноксантин. 
Заміна у 8-му положенні молекули 8-амінозаміщених-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси-)пропіл-3-метилксантинів н-бутиламіного радикалу (спол. 6) на 4-бензилпіперазин-1-ільний (спол. 11), п-етоксифеніламіновий (спол. 10), N.N-диетиламіноетиламіновий (спол. 4), 4-метилпіперазин-1-ільний (спол. 1), N.N-диметиламіноетиламіновий (спол. 3), N-метил-N-бензиламіновий (спол. 2), піролідин-1-ільний (спол. 7), м-толіламіновий (спол. 9), β-гідроксиетилпіперазин-1-ільний (спол. 8), фурил-2-метиламіновий (спол. 5) радикали приводить до збільшення ЛД50 зазначених речовин [51].
Відповідно до класифікації токсичності речовин К. К. Сидорова [173] усі 11 сполук зазначеного хімічного ряду відносяться до малотоксичних органічних речовин IV класу токсичності за внутрішньоочеревинного введення мишам.
Аналіз результатів дослідження гострої токсичності 8-амінопохідних 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)пропілтеофіліну (спол. 12-22) показав, що значення ЛД50 речовин знаходяться в межах від 225 до 535 мг/кг (табл. 3.3).

Таблиця 3.3
Хімічна будова, молекулярна маса та ЛД50 
8-аміноаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)пропілтеофіліну 
за внутрішньоочеревинного введення білим мишам

	№
	Шифр
	R
	Молекулярна маса
	ЛД50 (M±m), мг/кг

	12
	γ-3510
	(4-фенілпіперазин-1-іл-)
	520,590
	285,0±15,8

	13
	γ-3133
	(3-імідазоліл-1-)пропіламіно
	483,530
	430,0±32,4

	14
	γ-3132
	н-бутиламіно
	431,493
	265,0±16,2

	15
	γ-3123
	н-пропіламіно
	417,470
	335,0±16,9

	16
	γ-3122
	диетиламіно
	431,493
	365,0±16,7

	17
	γ- 3121
	етиламіно
	403,439
	455,0±10,2

	18
	γ-3120
	диметиламіно
	403,439
	438,0±7,12

	19
	γ-3205
	н-гексиламіно
	459,547
	225,0±17,5

	20
	γ -3206
	п-метилбензиламіно
	479,537
	296,0±6,2

	21
	γ-3118
	аміно
	375,385
	535,0±15,8

	22
	γ-3448
	м-толіламіно
	465,510
	442,0±15,1



Найбільш токсичною виявилася сполука 19 – 7-(2-гідрокси-3-метокси-фенокси-)пропіл-8-н-гексиламіноамінотеофілін, ЛД50 = 225 мг/кг. Заміна у 8-положенні молекули 8-амінопохідних-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси) пропілтеофіліну н-гексиламінового радикала (спол. 19) на  н-бутиламіновий (спол. 14), 4-фенілпіперазин-1-ільний (спол. 12), п-метилбензиламіновий (спол. 20), н-пропіламіновий (спол. 15), диетиламіновий (спол. 16), (3-імідазоліл-1-)пропіламіновий (спол. 13),  диметиламіновий (спол. 18),  м-толіламіновий (спол. 22), етиламіновий (спол. 17) і аміновий (спол. 21) радикали приводить до збільшення ЛД50  з 225 до 535 мг/кг. 
За класифікацією К. К. Сидорова [173]  усі 11 сполук – 8-амінопохідних 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)пропіл-3-метилксантинів можна віднести до малотоксичних речовин IV класу токсичності за внутрішньоочеревинного введення мишам. 
Хімічна будова, молекулярна маса та ЛД50 у ряду 1,8-дизаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-етилфенокси-)пропілксантину (спол.23-27) та 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-м-етилфенокси-)пропілксантину (спол.28-30) наведені в табл. 3.4.
Результати дослідження гострої токсичності 8-амінозаміщених похідних 7-(2-гідрокси-3-п-етилфенокси-)пропілксантину (спол. 23-27) свідчать, що ЛД50 сполук знаходилася в діапазоні від 590 до 935 мг/кг. Найбільш токсичною була сполука 23 – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-м-етилфенокси-)-пропілксантин, ЛД50 = 590 мг/кг. 
Заміна у 8-му положенні молекули 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-етилфенокси-)пропілксантину 4-метилпіперідин-1-ільного радикалу (спол. 23) на γ-метоксипропіламіновий (спол. 24), 3-(морфолін-4-іл-) пропіламіновий (спол. 26), 2-(морфолін-4-іл-)етиламіновий (спол. 25), (фурил-2)метиламіновий (спол.27) приводить до збільшення ЛД50 цих речовин. Сполуки 23-27 зазначеного хімічного ряду також відносяться до малотоксичних речовин IV класу токсичності за К. К. Сидоровим.

Таблиця 3.4 
Хімічна будова, молекулярна маса та ЛД50 
1,8-дизаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-етилфенокси)пропілксантину 
та 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-м-етилфенокси-)пропілксантину  
за внутрішньоочеревинного введення білим мишам 
	№
	Шифр
	R
	R1
	Молекулярна
маса
	ЛД50 (M±m), мг/кг

	23
	γ-5604
	Н
	(4-метилпіперідин-1-іл-)
	441,530
	590,0±37,4

	24
	γ-5656
	Н
	γ-метоксипропіламіно
	431,490
	685,0±20,0

	25
	γ-5660
	Н
	[2-(морфолін-4-іл-)етил]-аміно
	472,540
	930,0±40,2

	26
	γ-5661
	Н
	[3-(морфолін-4-іл-)про-піл]-аміно
	486,570
	915,0±19,9

	27
	γ-5663
	Н
	(фурил-2)метиламіно
	439,470
	935,0±19,1

	28
	γ-5576
	СН3
	γ-гідроксипропіламіно
	431,490
	1070,0±39,3

	29
	γ-5578
	СН3
	γ-метоксипропіламіно
	445,520
	1095,0±18,2

	30
	γ-5580
	СН3
	(4-метилпіпередин-1-іл-)
	455,560
	580,0±37,0



Отримані результати дослідження гострої токсичності сполук (28-30) – похідних 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-м-етилфеноксипропілксантину – свідчать, що значення ЛД50 знаходиться в межах від 580 до 1095 мг/кг. 
Найменш токсичною в даному ряду була сполука 30 – 1,3-диметил-7‑(2‑гідрокси-3-м-етилфенокси-)-пропіл-8-(4-метилпіперидин-1-іл-)теофілін. Заміна у 8-му положенні молекули 4-метилпіпередин-1-ільного радикалу (спол. 30) на γ-гідроксипропіламіновий (спол. 28), γ-метоксипропіламіновий (спол. 29) приводить до збільшення гострої токсичності цих речовин. 
Таким чином, за класифікацією К. К. Сидорова 28 сполук із ряду нових 7-алкіл-3-метилксантинів є малотоксичними (IV клас токсичності), а 2 речовини є практично нетоксичними та належать до V класу токсичності. 
Проведені патоморфологічні дослідження внутрішніх органів тварин після вивчення гострої токсичності при одноразовому внутрішньоочеревинному введені похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів змін у масі внутрішніх органів: серця, нирок, печінки, шлунка й селезінки не виявлено [51].

3.3. Скринінгові дослідження діуретичної активності серед синтезованих похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів

Наступним логічним кроком дослідження після встановлення гострої токсичності похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів, на нашу думку,  було проведення скринінгових фармакологічних досліджень з метою пошуку найбільш активного діуретичного засобу. Задачею цього етапу роботи було підтвердження результатів комп’ютерного прогнозування щодо наявності у синтезованих сполук діуретичної дії, а також виявлення сполуки-лідера за цією фармакологічною активністю [52, 59, 60, 61, 69, 71, 78, 174].  
Вивчення діуретичної активності даних сполук проводили на білих щурах за методом Є. Б. Берхіна [1, 4, 11]. Досліджувані речовини в дозі 1/20 від ЛД50 та препарат порівняння гідрохлортіазид у дозі 25 мг/кг вводили внутрішньошлунково. 
Аналіз результатів дослідження діуретичної активності (табл. 3.5) свідчить, що похідні 8-аміно-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси-)пропіл-3-метилксантинів (спол. 1-11) станом на 4-ту годину збільшували спонтанний діурез у щурів у межах від 25,1 % (р<0,05) до 225,3 % (p<0,001) [71, 174].



Таблиця 3.5
Діуретична активність 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів
	№ спо-луки 
	Шифр
	Доза, мг/кг
	Діурез 

	
	
	
	через 2 години
	через 4 години

	
	
	
	M±m, мл
	% до контролю
	M±m, мл
	% до контролю

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Гідрохлортіазид
	25,0
	2,72±0,09*
	190,2
	5,38±0,13*
	190,1

	Контроль
	–
	1,43±0,13
	100
	2,83±0,28
	100

	1
	γ-2569
	20,3
	2,23±0,17*
	155,9
	4,46±0,11*
	157,6

	2
	γ-2589
	25,8
	3,27±0,12*
	228,7
	5,67±0,12 #
	200,4

	3
	γ-2928
	21,4
	2,90±0,13*
	202,8
	4,51±0,14*
	159,4

	4
	γ-2929
	18,3
	2,74 ±0,11*
	181,6
	5,45±0,26#
	192,6

	5
	γ-3013
	41,8
	3,94±0,17#
	275,5
	9,84±0,2#1
	347,7

	6
	γ-3129
	14,8
	3,14±0,16*
	219,6
	6,56±0,27#
	231,8

	7
	γ-3130
	27,3
	2,53±0,14*
	176,9
	3,54±0,23
	125,1

	8
	γ-3189
	34,8
	2,37±0,11*
	165,7
	4,17 ±0,20
	147,3

	9
	γ-3328
	31,0
	2,97±0,21*
	207,7
	6,89±0,19#
	243,5

	10
	γ-3330
	17,2
	3,39±0,17*
	237,1
	5,97±0,15*
	211,0

	11
	γ-4541
	15,1
	2,70±0,21*
	188,8
	5,24±0,18*
	185,2

	Гідрохлортіазид
	25,0
	2,57±0,11
	186,6
	5,09±0,10*
	184,4

	Контроль
	–
	1,37±0,05
	100
	2,76±0,15
	100

	12
	γ-3510
	14,3
	2,44±0,13 *
	178,1
	4,04±0,22*
	146,4

	13
	γ-3133
	21,5
	1,11±0,07
	81,0
	1,69±0,13 *
	61,2

	14
	γ-3132
	13,8
	2,14±0,14 *
	156,2
	3,93±0,22*
	142,4

	15
	γ-3123
	16,8
	2,54 ±0,16 *
	185,4
	5,71±0,09#
	206,9

	16
	γ-3122
	18,3
	3,17±0,19 #
	231,4
	7,11±0,28#
	257,6

	17
	γ- 3121
	22,8
	2,47±0,09 *
	180,3
	5,66±0,32 #
	205,1

	18
	γ-3120
	21,9
	1,40 ±0,12
	102,2
	2,54±0,15
	107,6

	19
	γ-3205
	11,3
	2,09±0,16 *
	152,6
	4,01 ±0,19
	145,3

	20
	γ-320
	14,8
	2,82±0,15#
	205,8
	6,13±0,24#
	222,1


Продовження таблиці 3.5
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	21
	γ-3118
	26,8
	2,39±0,14*
	174,4
	4,97±0,16*
	180,1

	22
	γ-3448
	22,1
	2,71±0,24*
	197,8
	4,26±0,18*
	154,3

	Гідрохлортіазид
	25,0
	2,59±0,11
	186,3
	5,18±0,10*
	188,4

	Контроль
	–
	1,39±0,06
	100
	2,75±0,21
	100

	23
	γ-5604
	29,5
	2,34±0,09
	168,3
	4,12±0,17
	149,8

	24
	γ-5656
	34,7
	2,79±0,11
	200,7
	5,18±0,12#
	188,4

	25
	γ-5660
	46,5
	1,98±0,12
	142,4
	4,86±0,19
	176,7

	26
	γ-5661
	45,8
	1,74±0,08
	125,2
	3,94±0,23
	143,3

	27
	γ-5663
	46,8
	3,12±0,11
	224,5
	7,82±0,18*
	284,4

	28
	γ-5576
	53,5
	2,12±0,17
	152,5
	3,76±0,17
	136,7

	29
	γ-5578
	54,8
	2,67±0,07
	192,1
	4,48±0,22
	162,9

	30
	γ-5580
	29,5
	2,29±0,06
	164,7
	4,23±0,19
	153,8


Примітка. * – вірогідно порівняно з контролем (р < 0,05); # вірогідно порівняно з контролем (р< 0,001).

За результатами скринінгового дослідження найбільший діуретичний ефект проявила сполука  5 – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси-) пропіл-8-(фурил-2)метиламіноксантин, яка в дозі 41,8 мг/кг (1/20 від ЛД50) посилювала видільну функцію нирок у щурів на 247,7 % (р<0,001). Заміна у 8-му положенні молекули 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-етилфенокси-) пропіл-3-метилксантину фурил-2-метиламінового (спол. 5) радикалу на м‑толіламіновий (спол. 9), 2-гідрокси-3-п-метксифенокси-)пропіл (спол. 6), п‑етоксифеніламіновий (спол. 10), N-метил-N-бензиламіновий (спол. 2), N.N-диетиламіноетиламіновий (спол. 4) і 4-бензилпіперазин-1-ільний (спол. 11)  фрагменти призводить до зменшення діуретичної активності до 85,4 % (р<0,05). Введення у 8-ме положення молекули 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси-)пропіл-3-метилксантинів 4-метилпіперазин-1-ільного (спол. 1), N.N-диетиламіноетиламінового (спол. 3), піролідин-1-ільного (спол. 7) і 4-β-гідроксиетилпіперазин-1-ільного радикалів замість 4-бензилпіперазин-1-ільного (спол. 11) призводить до втрати сечогінної активності.
Результати вивчення впливу 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)пропілтеофіліну (спол. 12-22) на функцію нирок у щурів (табл. 3.5) свідчать, що сполуки 12, 14-17, 19-22 стимулюють видільну функцію нирок у щурів, збільшуючи діурез за 4 години спостереження на 42,4-157,6 % (р<0,05).
Серед досліджених похідних 8-амінозаміщених 3-метил-7-β-гідрокси--(4′-хлорофенокси)пропілтеофіліну найбільш виразну діуретичну активність проявила сполука 16 – 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)-пропіл-8-диетиламінотеофілін, що сприяла збільшенню сечовиділення в щурів на 157,6 % (р<0,001). 
Заміна у 8-му положенні молекули 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)-пропілтеофіліну диетиламінового (спол. 16) радикалу на п-метилбензиламіновий (спол. 20), пропіламіновий (спол. 15), етиламіновий (спол. 17) фрагменти сприяла зменшенню діуретичної активності до 105,1 % (див. табл. 3.5). 
Сполука 18 – 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)пропіл-8-диметиламінотеофілін – не впливала на видільну функцію нирок у щурів. 
Сполука 13 – 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)пропіл-8-(4-феніл-піперазин-1-іл-)теофілін виявила виражений антидіуретичний ефект, про що свідчило зменшення сечовиділення за 4 години на 38,8 % (р<0,05).
Серед похідних 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-етилфенокси)-пропіл-3-метилксантину (спол. 23-27) виражену діуретичну активність (184,4 %; р<0,001) проявила сполука 27 – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-м-етилфенокси-)пропіл-8-(фурил-2)метиламіноксантин у дозі 46,8 мг/кг. Заміна у 8-му положенні молекули похідних 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-етилфенокси-)пропіл-3-метилксантину (фурил-2)-метиламінового (спол. 27) радикалу на [3-(морфолін-4-іл-)пропіл]аміновий (спол. 26), [2-(морфолін-4-іл-) етил]аміновий (спол. 25), γ-метоксипропіламіновий (спол. 24) і 4‑метилпіперидин-1-ільний (спол. 23) фрагменти призводить до зменшення діуретичної дії до 18,7 % (р<0,05). 
       Введення в 1-ше положення молекули 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-м-етилфенокси-)пропілксантину метильного (спол. 28-30) радикалу призводить до зменшення діурезу в межах від 36,7 % (р<0,05) до 62,9 % (р<0,05) [71, 174].
Фармакологічну активність нових похідних ксантинів порівнювали з гідрохлортіазидом, діуретичну дію якого верифіковано на рівні 184,4-190,1 %. Діуретичний ефект найбільш ефективних сполук наведений на рис. 3.1. Графічне відображення діуретичної активності різних хімічних рядів похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів з найвищою сечогінною дією дозволяє виділити сполуку-лідер (5) – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)пропіл-8-(фурил-2)метиламіноксантин (умовна назва – фуроксан).

 (
контроль
)
Рис. 3.1. Діуретична активність 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів. 
Примітки:
1. По осі ординат – зміна діурезу (відносно контролю), %;
2. * – статистично значущі відмінності (р<0,05) порівняно з контролем (100 %).

Визначено величину середньолетальної дози сполуки 5 (фуроксану) у дослідах на білих щурах, оскільки саме на цьому виді тварин проведені всі наступні дослідження: ЛД50 фуроксану для щурів становила 1320 мг/кг. За класифікацією токсичності К. К. Сидорова [173], фуроксан є малотоксичним та відноситься до ІV класу токсичності, не проявляє видової чутливості.
За методом Б. М. Штабського [66] вирахована ЕД50 фуроксану, що становила 25 мг/кг.
Таким чином, проведені дослідження показали, що 3-метил-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)пропіл-8-(фурил-2)метиламіноксантин (спол.5)  з робочою назвою фуроксан перевищує діуретичну дію гідрохлортіазиду в 2,75 разу та може бути рекомендована для подальшого доклінічного дослідження з метою визначення механізмів її діуретичного ефекту, інших видів фармакологічної активності та профілю нешкідливості.

Висновки до розділу 3

1. Проведений комп’ютерний прогноз імовірних біологічних властивостей 90 снових синтезованих похідних ксантину вказує на перспективність дослідження діуретичної активності 30 похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів 
2. Встановлено, що ЛД50 вперше синтезованих 30 сполук у ряду 
похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів знаходиться в інтервалі від 225 до 1095 мг/кг і, за класифікацією К. К. Сидорова, 28 сполук є малотоксичними та відносяться до IV класу, а 2 речовини є практично нетоксичними й відносяться до V класу токсичності.
3. За результатами дослідження визначено, що наявність і ступінь прояву діуретичної активності, як і токсичність сполук, залежить від функціональних замісників за C8 положенням ядра 3-метилксантину. Найбільш активною була сполука 5 (умовна назва – фуроксан), яка містить у 8-му положенні (фурил-2)метиламіновий радикал.
4. Встановлено, що фуроксан збільшує сечовиділення в щурів на 247,7 % та перевищує діуретичну дію гідрохлортіазиду. 
5. Визначено, що ЛД50 фуроксану за внутрішньоочеревинного введення мишам становить 835,0±19,9 мг/кг. 
6. Отримані результати обґрунтовують подальше поглиблене доклінічне дослідження фуроксану з метою визначення профілю та механізмів його діуретичної дії.

РОЗДІЛ 4
ПОГЛИБЛЕНІ ДОСЛІДЖЕННЯ ДІУРЕТИЧНОЇ АКТИВНОСТІ ФУРОКСАНУ


На підставі аналізу комп’ютерного прогнозу фармакологічної активності похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів, фармакологічного скринінгу діуретичної активності нових синтезованих речовин відібрано сполуку-лідер (спол. 5) за сечогінною дією – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)-пропіл-8-(фурил-2)метиламіноксантин (робоча назва –фуроксан), ЛД50 якої становить 835±19,9 мг/кг. Структурна формула фуроксану наведена на рис. 4.1.



Рис. 4.1. Структурна формула фуроксану. 
Брутто формула – C21H24N5O6. Молекулярна маса – 441,444.

Для вивчення специфічної діуретичної активності було напрацьовано субстанцію фуроксану на кафедрі біологічної хімії Запорізького державного медичного університету під керівництвом доктора фармацевтичних наук, професора М. І. Романенка.  
За фізико-хімічними властивостями фуроксан являє собою білий кристалічний порошок, без запаху, гіркий на смак, розчинний у воді, диметилформаміді і диметилсульфоксиді, практично не розчинний в етанолі, ефірі, ацетоні; плавиться із розкладанням при температурі 218-220 °С.

4.1. Вплив фуроксану за одноразового та тривалого введення на функцію нирок за спонтанного діурезу

Вивчення впливу фуроксану на діяльність нирок за умов спонтанного діурезу  проведено за методом Є. Б. Берхіна [11, 54, 56] у щурів. Відбір тварин проводили з урахуванням коливань добового діурезу. Препаратом порівняння обраний гідрохлортіазид. Фуроксан вводили одноразово внутрішньошлунково у дозі 25 мг/кг. Ця доза для фуроксану є середньою ефективною (ЕД50) за діуретичною дією, що визначена за пробіт-аналізом за методом Б. М. Штабського [73]. ЕД50 для гідрохлортіазиду була аналогічною – 25 мг/кг за даними літератури [36]. Отримані результати наведені в табл. 4.1.

Таблиця 4.1
Вплив одноразового введення фуроксану і гідрохлортіазиду
на видільну функцію нирок щурів за умов спонтанного діурезу (M±m, n=7)
	Показники
	Контроль
	Фуроксан
	Гідрохлор-тіазид

	Діурез, мл/доба/100 г маси
	1,54±0,18
	4,78±0,24*
	2,96±0,17*

	Споживання води, мл
	17,2±1,41
	19,8±1,52
	18,2±1,31

	Концентрація Na+, ммоль/л
	3,22±0,21
	4,89±0,17*
	3,97±0,19

	Екскреція Na+, мкмоль/доба/100 г маси 
	4,51±0,33
	7,65±0,32*
	6,70±0,20*

	Концентрація К+ в сечі, ммоль/л
	208,1± 12,3
	219,7± 13,4
	234,5± 15,1

	Екскреція К+, мкмоль/доба/100 г маси
	304,9± 28,7
	375,2±31,5
	388,7±27,1

	Концентрація білка в сечі, г/л
	0,51±0,04
	0,44±0,05
	0,49±0,08

	Екскреція білка, мг/доба/100 г маси
	0,75±0,06
	0,78±0,03
	0,84±0,06

	Екскреція креатиніну,
мкмоль/доба/100 г маси
	2,39±0,12
	3,56±0,17*
	3,56±0,19


Примітка. * – статистично значущі відмінності (р<0,05) порівняно з контролем.
За одноразового внутрішньошлункового введення фуроксану в дозі 25 мг/кг добовий діурез збільшується на 210,4 % (р<0,05). Концентрація іонів натрію в сечі щурів зростає на 51,9 % (р<0,05), водночас концентрація іонів калію в сечі невірогідно збільшується лише на 5,6 % (р>0,05). 
Екскреція натрію на тлі фуроксану зростає у 1,7 разу (р<0,05), калію – у 1,23 разу (р<0,05), а креатиніну – у 1,49 разу (р<0,05), що свідчить про посилення ШКФ. 
Гідрохлортіазид в дозі 25 мг/кг (ЕД50) за цих умов збільшує діурез на 92,2 % (р<0,05), тобто, за цим показником поступається фуроксану більш ніж у 2 рази. Крім того, гідрохлортіазид також призводить до зростання в сечі концентрації натрію на 49 % (р<0,05), калію на 12,6 %, а також збільшує екскрецію іонів натрію на 23,3 % (р<0,05) і калію на 27,5 % (р<0,05) відносно контролю.
Фуроксан підвищує концентрацію ендогенного креатиніну в сечі у 2,07 разу (р<0,05), а екскрецію ендогенного креатиніну – у 1,98 разу (р<0,05), тимчасом як гідрохлортіазид збільшує вміст ендогенного креатиніну в сечі у 1,82 разу (р<0,05) та його екскрецію із сечею у 1,28 разу (р<0,05), що також свідчить про посилення ШКФ.
Таким чином, одноразове введення фуроксану в дозі 25 мг/кг свідчить про його потенційні діуретичні та натрійуретичні властивості, що переважають аналогічні ефекти гідрохлортіазиду.
Курсове (7 діб) уведення фуроксану сприяє збільшенню сечовиділення у щурів (табл. 4.2), про що свідчить зростання діурезу через 3 та 7 діб на 226,1-236,3 % (р<0,05). Екскреція іонів натрію на тлі фуроксану збільшується в 2,27-2,38 разу (p<0,05), калійурез зростає в 1,83 разу (p<0,05).
Про перевагу натрійуретичної дії фуроксану над калійуретичною свідчить показник натрій-калієвого коефіцієнта сечі, який через 3 доби введення фуроксану вірогідно зріс у 1,27 разу (р<0,05) [134].


Таблиця 4.2 
Вплив курсового (7 діб) введення фуроксану на видільну функцію нирок у щурів за умов спонтанного діурезу (M±m, n=7)
	Показники
	Контроль
(1 доба)
	Фуроксан
	Через 3 доби після відміни
фуроксану

	
	
	через 3 доби
	через 7 діб
	

	Діурез, 
мл/доба/100 г маси
	1,57±0,28
	5,12±0,47*
	5,28±0,34*
	1,65±0,18

	Споживання води, мл
	17,2±1,41
	20,7±1,52
	23,9±1,52*
	18,0±1,38

	Екскреція Na+,
мкмоль/доба/100 г маси
	3,64±0,24
	8,27±0,64*
	8,68±0,51*
	4,12±0,22

	Екскреція K+, мкмоль/доба/100 г маси
	318,2±37,8
	582,34±71,6*
	592,7±41,2*
	336,0±34,1

	Na+/ K+ коефіцієнт
	0,011±0,001
	0,014±0,001*
	0,015±0,001*
	0,012±0,001

	Екскреція креатиніну, мкмоль/доба/100 г маси
	2,12±0,17
	3,52±0,21*
	3,71±0,25*
	2,57 ±0,12*

	Екскреція білка,
мг/доба/100 г маси
	0,68±0,06
	0,74±0,09
	0,62±0,05
	0,51±0,03


Примітка. * – статистично значущі відмінності (р<0,05) порівняно з контролем.

Результати дослідження засвідчили, що, маючи вільний доступ до води, тварини за дії фуроксану відчували спрагу. Це верифіковано за достовірним збільшенням добового споживання води тваринами на 38,9 % най 7 день уведення фуроксану відносно контрольних щурів [54-56].
Через 3 доби після відміни фуроксану екскреція іонів натрію й калію із сечею зменшилась до показників контролю, хоча екскреція креатиніну залишалась ще у 1,21 разу (р<0,05) вищою від вихідного рівня. 

4.2. Вплив фуроксану на видільну функцію нирок за одноразового застосування на тлі водного навантаження

Відомо, що в обміні води беруть участь усі тканини організму, але найбільш інтенсивно – нирки, шкіра, легені й ШКТ. ЦНС регулює гемодинаміку нирок, фільтрацію, реабсорбцію й секрецію безпосередньо через вегетативні нерви або через нейрони гіпоталамуса, моделює секрецію відповідних гормонів [33, 80]. 
Порушення обміну води й електролітів проявляється надлишком або дефіцитом внутрішньоклітинної та позаклітинної рідини. Таке порушення завжди поєднане зі зміною вмісту електролітів. Регуляція водно-сольового обміну здійснюється специфічними рефлекторними системами, одна з яких реагує на зміну об’єму рідин (волюморегуляція), друга – на зміну осмотичних концентрацій (осморегуляція) [4, 25].
Діуретичні препарати повинні нормалізувати водно-сольовий обмін за надлишку внутрішньоклітинної та позаклітинної рідини. Ця вимога до потенційних діуретичних засобів зумовила проведення досліджень щодо ефективності фуроксану за умов водного навантаження. 
Фуроксан уводили внутрішньошлунково в дозі 25 мг/кг одночасно із водним навантаженням в об’ємі, що становив 3 % від маси тіла тварини. 
За умов водного навантаження через 4 години фуроксан за однократного введення посилює сечовидідення на 221,4 % (р<0,05), у той час як гідрохлортіазид – лише на 94,8 % (р<0,05), що свідчить про виразнішу діуретичну дію фуроксану (табл. 4.3). 
Крім того, фуроксан на тлі водного навантаження приводить до вірогідного збільшення концентрація іонів натрію в сечі щурів у 3,85 разу (р<0,05) та екскреції іонів натрію у 2,38 разу (р<0,05), тимчасом як на тлі гідрохлортіазиду вміст іонів натрію у сечі зростає у 2,78 разу (р<0,05), а натрійурез посилюється у 1,86 разу (р<0,05). 
Цей ефект фуроксану вірогідно свідчить про зменшення реабсорбції натрію в проксимальних і дистальних канальцях нефронів [117].



Таблиця 4.3
Вплив фуроксану на видільну функцію нирок у щурів 
за водного навантаження (M±m, n=7)
	Умови досліду
	Контроль
	Фуроксан
	Гідрохлортіазид

	Діурез, мл/2 год/100 г маси
	2,70±0,18
	8,67±0,21#
	5,26±0,18*

	Концентрація іонів Na+ 
в сечі, ммоль/л
	0,82±0,08
	3,16±0,06#
	2,28±0,08#

	Концентрація іонів K+
в сечі, ммоль/л
	4,70±0,21
	5,89±0,21*
	6,54±0,21*

	Концентрація креатиніну 
в сечі, ммоль/л
	0,45±0,04
	0,98±0,06*
	0,82±0,07*

	Екскреція іонів Na+, 
мкмоль/ 2 год/100 г маси
	2,84±0,14
	6,75±0,34*
	5,28±0,27*

	Екскреція іонів K+, 
мкмоль/ 2 год/100 г маси
	16,84±1,24
	20,82±0,43*
	24,37±0,31*

	Екскреція креатиніну, мкмоль/ 2 год/100 г маси
	2,71±0,18
	3,36±0,23*
	2,98±0,21



Примітка. Статистично значущі відмінності порівняно з контролем: * – р<0,05; # – р0,001.

Концентрація іонів калію в сечі на тлі водного навантаження за дії фуроксану зростає в 1,25 разу (р<0,05), а калійурез – у 1,24 разу (р>0,05). Причому за дії гідрохлортіазиду ці показники збільшуються у 1,39 разу (р<0,05) та в 1,48 разу (р<0,05) відповідно. Незначне збільшення екскреції іонів калію під впливом фуроксану порівняно з контролем, можливо, пов’язано зі зниженням продукції альдостерону [57, 189]. 
Фуроксан на тлі водного навантаження призводить до виразного збільшення концентрації ендогенного креатиніну в сечі у 2,07 разу (р<0,05), тимчасом як гідрохлортіазид збільшує вміст креатиніну в сечі менш виразно – у 1,82 разу. Екскреція ендогенного креатинину за дії фуроксану вірогідно зростає в 1,98 разу (р<0,05), а за дії гідрохлортіазиду суттєвих змін не зазнає. 
Збільшення екскреції ендогенного креатиніну свідчить про зростання ШКФ і, можливо, відбувається через розширення прихідної артерії, посилення ниркового кровообігу й зменшення внутрішньосудиного об’єму плазми внаслідок збільшення проникнення капилярів [135].
Таким чином, за однократного введення фуроксану на тлі водного навантаження посилювався водний діурез, натрійурез, зростала екскреція іонів калію, збільшувалася концентрація ендогенного креатиніну в сечі та його екскреція, що може бути свідченням ефективності фуроксану за патологічних станів, що супроводжуються надлишком внутрішньоклітинної та позаклітинної рідини. 
Отримані результати свідчать про перспективність застосування фуроксану як діуретичного засобу. Важливим аспектом розробки нових препаратів, у тому числі сечогінних, є встановлення механізму їх дії, з’ясування впливу на різні структури й біологічні мішені та субстрати, факту та характеру зв’язування з рецепторами в нирках та інших органах, регуляції функціонування нирок, водно-сольового обміну тощо. Ця інформація дозволить встановити не лише механізм діуретичної дії та залежність функціонування нирок від стану основних регуляторів водно-сольового обміну, але й передбачити можливу іншу фармакологічну активність нової сполуки [57, 189].
Зважаючи на загальновідомі механізми регуляції водно-сольового обміну та видільної функції нирок, було визначено доцільність вивчення діуретичної дії фуроксану на тлі модуляції активності ренін-ангіотензин-альдостеронової системи (РААС).

Висновки до розділу 4

1. Встановлено виразну сечогінну дію фуроксану за одноразового та тривалого введення за спонтанного діурезу. Виявлено, що за одноразового введення фуроксану добовий діурез збільшується на 210,4 %, водночас зростають натрій- та калійурез, збільшується екскреція креатиніну з сечею. Курсове введення фуроксану збільшує діурез на 226,1 % через 3 доби та на 236,3 % через 7 діб, спричиняє виразний натрійурез та посилює екскрецію калію та креатиніну.
2. Визначено, що одноразове введення фуроксану на тлі водного навантаження посилює водний діурез на 221,4 %, натрійурез, підвищує екскрецію іонів калію, збільшує концентрацію ендогенного креатиніну сечі та його екскрецію з оранізму, що може бути свідченням ефективності фуроксану за патологічних станів, які супроводжуються надлишком внутрішньоклітинної та позаклітинної рідини. 
3. За виразністю діуретичної активності фуроксан у дозі 25 мг/кг переважає гідрохлортіазид в аналогічній дозі, що обумовлює подальші дослідження фармакологічної активностів сполуки, зокрема, визначення механізмів її сечогінної дії. 

РОЗДІЛ 5
ДОСЛІДЖЕННЯ МЕХАНІЗМІВ ДІУРЕТИЧНОЇ ДІЇ ФУРОКСАНУ


У відповідності до поставленої мети вивчено впливу фуроксану на показники ниркового транспорту іонів натрію й калію в щурів на тлі зниженої та підвищеної мінералокортикоїдної активності із визначенням добового діурезу, а також за водного навантаження з метою з’ясування можливої ролі мінералокортикоїдних гормонів у реалізації ренальних ефектів фуроксану [2]. 

5.1. Вплив фуроксану на видільну функцію нирок за пригнічення мінералокортикоїдної активності

Модель зниженої мінералокортикоїдної активності формували у щурів за введення спіронолактону в дозі 20 мг/кг маси тіла [110]. У всіх серіях дослідів через 30 хв після введення фуроксану тваринам проводили гідратацію шляхом уведення в шлунок через зонд 0,9 % розчину натрію хлориду в об’ємі 3% від маси тіла.
Результати впливу фуроксану на показники видільної функції нирок на тлі зниженої мінералокортикоїдної активності в щурів наведені у табл. 5.1.
Спіронолактон вірогідно посилює діурез на 92 %, збільшує концентрацію у сечі та екскрецію іонів натрію у 1,72 разу (р<0,05) та 2,02 разу (р<0,05) відповідно, причому концентрація іонів калію зменшується на 17,9 %, а калійурез – на 10,2 %.
Блокада рецепторів альдостерону, фактично, не призводила до змін концентрації іонів натрію в сечі, водночас, суттєво збільшувала його екскрецію. 


Таблиця 5.1.
Вплив фуроксану та спіронолактону на видільну функцію нирок 
у щурів на тлі зниженої мінералокортикоїдної активності (M±m, n=7)
	Показники
	Контроль
	Фуроксан
	Спіроно-лактон
	Фуроксан +
спіронолактон

	Діурез, 
мл/2 год/100 г маси
	2,43±0,17
	7,86±0,24*/#
	4,67±0,21*
	8,52±0,29*/#

	Споживання води, мл
	16,8±0,52
	19,4±0,61*
	17,2±1,12
	21,2±0,76*

	Концентрація Na+ 
у сечі, ммоль/л
	0,54±0,03
	1,32±0,06*
	0,93±0,07*
	1,07±0,08*

	Eкскреція Na+ з сечею,
мкмоль/2 год/100 г маси
	1,76±0,21
	4,21±0,37*
	3,56±0,16*
	5,28±0,27*

	Концентрація K+ 
у сечі, ммоль/л
	4,51±0,23
	6,22±0,34*
	7,74±0,21*
	5,83±0,26*

	Eкскреція К+ з сечею, мкмоль/2 год/100 г маси
	16,3±0,68
	20,18±0,73*
	14,62±0,56
	21,36±0,84*

	Eкскреція креатиніну,
мкмоль/2 год/100 г маси
	2,85±0,14
	3,38±0,12
	3,14±0,12
	3,35±0,23


Примітка. Статистично значущі відмінності: * – порівняно з контролем, р<0,05; # – порівняно зі спіронолактоном, р <0,05.

Фуроксан за умов зниженої мінералокортикоїдної активності сприяє посиленню сечовиділення в 3,51 разу (р<0,05), а за самостійного застосування – у 3,26 разу (р<0,05), збільшує концентрацію іонів натрію у сечі у 2,44 разу (р<0,05) та натрійурез у 2,34 разу (р<0,05) порівняно із аналогічними показниками щурів контрольної групи. Фактично, діуретична дія фуроксану за інгібування мінералокортикоїдних рецепторів зберігалася.
За сумісного застосування фуроксану та спіронолактону збільшується споживання води щурами на 26,2 % (p<0,05). На тлі спіронолактону фуроксан збільшує концентрацію іонів калію в сечі у 1,38 разу (р<0,05), а калійурез – у 1,24 разу (р<0,05). Сумісне застосування фуроксану та спіронолактону не впливає на екскрецію креатиніну, однак приводить до суттєвого посилення гідроурезу та збільшення натрійурезу, а також зниження концентрації в сечі іонів калію порівняно з кожним застосованим окремо засобом.
Визначено, що діуретична, натрійуретична та калійзберігаюча дія спіронолактону дещо поступаються за аналогічними видами дії фуроксану. 

5.2. Вплив фуроксану на видільну функцію нирок за активації мінералокортикоїдної активності

Посилення мінералокортикоїдної активності досягали введенням агоніста рецепторів альдостерону – дезоксикортикостерону ацетату (ДОКСА) у дозі 10 мг/кг [110]. 
Встановлено, що за активації мінералокортикоїдних рецепторів значно знижується діурез, відбувається затримка рідини в організмі, зростання  концентрації іонів калію в сечі та калійурезу (табл. 5.2). 

Таблиця 5.2
Вплив фуроксану на видільну функцію нирок 
у щурів на тлі активації мінералокортикоїдної активності (M±m, n=7)
	Показники
	Контроль
	Фуроксан
	ДОКСА
	Фуроксан +
ДОКСА

	Діурез, 
мл/2 год/100 г маси
	2,26±0,17
	6,92±0,23*/#
	1,84±0,13*
	4,56±0,19*/#

	Споживання води, мл
	16,2±0,52
	20,2±1,12
	15,86±0,61
	19,2±0,76*

	Концентрація Na+ 
у сечі, ммоль/л
	0,56±0,03
	0,92±0,07*
	0,42±0,06*
	1,07±0,08*

	Eкскреція Na+ з сечею,
мкмоль/2 год/100 г маси
	1,59±0,21
	4,16±0,16*
	1,75±0,07*
	3,61±0,26*

	Концентрація K+ 
у сечі, ммоль/л
	4,51±0,23
	5,12±0,21
	6,22±0,34*
	4,78±0,22*

	Eкскреція К+ з сечею, мкмоль/2 год/100 г маси
	17,29±0,48
	27,46±0,4*/#
	39,18±0,73*
	29,32±0,84*

	Eкскреція креатиніну,
мкмоль/2 год/100 г маси
	2,72±0,14
	3,16±0,12
	2,13±0,09
	3,31±0,23


Примітка. Статистично значущі відмінності: * – порівняно з контролем, р<0,05; # – порівняно з ДОКСА, р <0,05.

Встановлено, що активація альдостеронових рецепторів призводить до зменшення видільної та погіршення екскреторної функції нирок. 
На тлі активації мінералокортикоїдних рецепторів за дії фуроксану діурез знижується на 34 % порівняно з аналогічним показником за самостійного застосування фуроксану, водночас, цей показник залишався вдвічі вищим, ніж у контрольних тварин. 
Сумісне застосування фуроксану з ДОКСА не призводить до зміни вмісту креатиніну в сечі, крім того, сприяє збільшенню концентрації іонів натрію та калію в сечі, а також посиленню натрійурезу у 2,27 разу та калійурезу у 2 рази (р<0,05). Варто відмітити двократне збільшення  гідро- та натрійурезу за дії фуроксану навіть на тлі активації мінералокортикоїдної системи.  
Отримані результати є експериментальним підґрунтям можливості застосування фуроксану як коректора водно-сольового обміну за патологічних станів, що супроводжуються як зниженням мінералокортикоїдної активності, так і гіперпродукцією альдостерону.

5.3. Вплив фуроксану на водно-сольовий обмін за інгібування ренін-ангіотензинової системи

Дослідження впливу фуроксану на водно-сольовий баланс за пригнічення ренін-ангіотензинової системи визначали після введення фуроксану протягом 7 днів у дозі 25 мг/кг. Еналаприл (інгібітор АПФ) уводили щурам у дозі 10 мг/кг за умов водного навантаження [12, 125]. 
Отримані результати наведені в табл. 5.3. 
Уведення інгібітору АПФ еналаприлу на тлі водного навантаження приводить до виразного збільшення гідроурезу в 1,72 разу. 

 

Таблиця 5.3
Вплив фуроксану на водно-сольовий обмін та іонно-регулювальну функцію нирок за інгібування ренін-ангіотензинової системи 
у щурів (M±m, n=7)
	Показники
	Контроль
	Фуроксан
	Еналаприл
	Фуроксан + еналаприл

	Діурез, 
мл/2 год/100 г маси
	2,84±0,05
	8,34±0,18*/∆
	4,90±0,11*
	6,17±0,16*/#

	Концентрація креатиніну плазми, ммоль/л
	78,4±1,14
	40,13±3,14*
	52,45±1,24*
	63,2±1,47*/#

	Екскреція креатиніну 
з сечею, 
мкмоль/2 год/100 г маси
	2,84±0,12
	3,56±0,14*
	3,18±0,09*
	3,28±0,09*

	Концентрація Na+ 
в сечі, ммоль/л
	0,52±0,07
	0,79±0,05*
	0,91±0,07*
	0,98±0,13*

	Екскреція Na+, 
мкмоль/2 год/100 г маси
	1,39±0,14
	4,87±0,18*/∆
	3,28±0,17*
	3,85±0,18*

	Концентрація К+ в сечі, ммоль/л
	3,94±0,16
	5,56±0,27*
	5,87±0,24*
	6,42±0,25*

	Екскреція К+, 
мкмоль/2 год/100 г маси
	14,3±0,12
	25,61±0,32*
	21,32±0,14*
	19,14±0,18*

	ШКФ, мкл/хв
	329,1±5,3
	758,1±62,7*
	538,8±31,5*
	659,3±26,8*/#

	Реабсорбція води, %
	94,7±0,4
	96,51±0,58
	98,25±0,13
	95,12±0,41

	Відносна реабсорбція Na+, %
	99,9±0,01
	95,74±0,02*
	91,08±0,02*
	94,92±0,07*

	Проксимальний транспорт Na+, 
ммоль/2 год/100 г маси
	4,34±0,21
	11,18±1,21*
	12,21±0,24*
	11,36±0,74*

	Дистальний 
транспорт Na+, 
ммоль/2 год/100 г маси
	384,2±6,6
	542,2±6,2*
	410,1±4,5**
	427,2±7,3∆


Примітка. Статистично значущі відмінності: * – порівняно з контролем, р<0,05; # – порівняно з еналаприлом, р <0,05; ∆ – вірогідно порівняно з фуроксаном, р<0,05.

Фуроксан на тлі пригнічення АПФ вірогідно збільшує гідроурез (у 2,2 разу; р<0,05) та ШКФ (у 2 рази). Однак порівняно із тваринами, яким вводили лише фуроксан, показник ШКФ дещо знижується (у 1,15 разу), що може свідчити про опосередкування діуретичного ефекту фуроксану через вплив на ренальні структури [20]. Крім того, сумісне застосування фуроксану з еналаприлом приводить до суттєвого зниження концентрації креатиніну в плазмі та збільшення його екскреції з сечею, а також покращує іонорегулюючу функцію нирок, що верифіковано за зростанням концентрації іонів натрію у сечі (у 2,33 разу), збільшенні натрійурезу (у 2,86 разу) [58, 97].
Реабсорбція води за сумісного введення фуроксану та еналаприлу вірогідно не відрізняється від даних контролю.
Екскреція іонів натрію із сечею під дією фуроксану збільшується в 3,85 разу (р0,05). Еналаприл, меншою мірою за фуроксан, однак також вірогідно відносно контролю збільшує екскрецію іонів натрію (у 2,49 рази).
Відносна реабсорбція іонів натрію, виражена у відсотках, була вірогідно нижчою за дані контролю в усіх дослідних групах. Розрахунки реабсорбції іонів натрію за дії як власне фуроксану, так і за впливу цього засобу на тлі еналаприлу свідчать про вірогідне збільшення як проксимального – у 2,57 разу, так і дистального (у 1,41 разу) транспорту іонів натрію. 
За окремого застосування фуроксан викликав зростання інтенсивності проксимального й дистального транспорту іонів натрію, а еналаприл збільшував в основному транспорт іонів натрію у проксимальному відділі нефронів. Пригнічення ренін-ангіотензинової системи приводило до зниження ефективності фуроксану щодо дистального транспорту іонів натрію, хоча цей показник залишалався достовірно вищим за відповідне значення у тварин контрольної групи (див. табл. 5.3).
 
5.4. Вплив фуроксану на натрійуретичну активність плазми

Для вивчення впливу фуроксану на натрійуретичну активність плазми (НУАП) проведено дослідження на двох групах щурів: до і після внутрішньовенної стимуляції волюморецепторів. Тваринам контрольної групи спричинювали лише сольове навантаження, а тваринам дослідної групи вводили і сольовий розчин, і фуроксан. Активність натрійуретичного пептиду (НУП) визначали із урахуванням екскреції іонів натрію нирками.
Після стимуляції волюморецепторів у щурів відбувалося збільшення об’єму позаклітинної рідини та екскреції іонів натрію з сечею (табл. 5.4). 

Таблиця 5.4
Вплив фуроксану на екскрецію іонів натрію нирками щурів
за умов стимуляції волюморецепторів (M±m, n=10)
	Умови досліду
	Екскреція іонів натрію, мкмоль/год

	
	Контроль
	Фуроксан

	До стимуляції
	4,37±0,12
	7,75±0,16 #

	Після стимуляції
	5,88±0,22
	12,41±0,34*/#


Примітка. Статистично значущі відмінності: * – порівняно з даними до стимуляції волюморецепторів, р<0,05; # – порівняно з контролем.

За умов стимуляції волюморецепторів фуроксан збільшує екскрецію іонів натрію з сечею в 1,60 разу (р<0,05), тимчасом як в контрольній групі натрійурез після водного навантаження суттєвих змін не зазнає.
Визначено, що фуроксан посилює натрійуретичну активність плазми (НУАП) на 77,3 % до сольового навантаження і на 111 % (р<0,05) за умов збільшення об’єму позаклітинниї рідини (рис. 5.1). 
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Рис. 5.1. Вплив фуроксану на натрійуретичну активність плазми (НУАП).
Примітки:
1. По осі ординат – зміна НУАП (відносно контролю), %;
2. * – статистично значущі відмінності (р<0,05) порівняно з контролем (100 %).

Отримані результати дозволяють припустити, що збільшення гідроурезу та натрійурезу за дії фуроксану є результатом активації НУП [81].

5.5. Вплив фуроксану на вміст простагландину Е2

Вплив фуроксану на вміст простагландину Е2 у плазмі крові щурів вивчали на тлі водного і сольового навантаження.
Результати наведені в табл. 5.5.
Встановлено, що фуроксан та гідрохлортіазид збільшують уміст простагландину Е2 (ПГЕ2) в плазмі крові інтактних тварин відповідно на 17,7 % і 12 % відносно контролю. За сольового навантаження на тлі фуроксану рівень ПГЕ2 плазми зростає на 14,4 %, а за водного навантаження – на 18,5 % порівняно з аналогічним показником у щурів без відповідного навантаження, які отримували фуроксан. 

Таблиця 5.5
Вплив фуроксану на вміст ПГЕ2 в плазмі крові щурів 
за умов водного та сольового навантаження
	 Група тварин
	Доза, мг/кг
	Уміст ПГЕ2 в плазмі, нмоль/л

	
	
	Інтактні
тварини
	Сольове навантаження
	Водне навантаження

	Контроль 
	–
	6,43±0,08
	5,38±0,07
	6,85±0,06

	Фуроксан
	25
	7,57±0,09*
	8,66±0,06* ♯
	8,97±0,08*  ♯

	Гідрохлортіазид
	25
	7,21±0,07*
	7,49±0,09*
	7,85±0,08*


Примітка. * – статистично значущі відмінності (р<0,05) порівняно з інтактним контролем; ♯ – статистично значущі відмінності (р<0,05) порівняно з гідрохлортіазидом.

Препарат порівняння гідрохлортіазид за сольового та водного навантажень у щурів сприє значно менш виразному збільшенню вмісту ПГЕ2 – лише на 3,9 та 8,9 % відповідно (див. табл. 5.5). 
Отримані результати свідчать про суттєвий стимулювальний вплив фуроксану на вміст ПГЕ2, що за своєю виразністю перевершує аналогічний ефект гідрохлортіазиду. 
Порівняльний аналіз ефективності фуроксану та гідрохлортіазиду за впливом на вміст ПГЕ2 дозволив встановити, що фуроксан за активністю перевищує дію гідрохлортіазиду за сольового навантаження на 22 %, а за водного – на 15 %. 
Вочевидь, одним із механізмів реалізації діуретичної активності фуроксану є активація синтезу простагландинів [18], які чинять позитивний вплив на нирковий кровообіг та посилюють ШКФ.

5.6. Вплив фуроксану на калікреїн-кінінову систему

Активність кініногенезу в щурів за впливу фуроксану та гідрохлортіазиду на тлі водного та сольового навантажень визначали за вмістом калікреїногену і калікреїну в плазмі крові (ензиматичний метод).
Результати наведено в табл. 5.6.

Таблиця 5.6
Вплив фуроксану і гідрохлортіазиду на вміст калікреїногену і калікреїну 
у плазмі крові щурів за водного та сольового навантаження
	Група тварин
	Калікреїноген, 
мед/мл
	Калікреїн, мед/мл

	Водне навантаження

	Інтактні тварини
	272,3±4,6
	94,8±2,23

	Контроль (водне навантаження)
	287,9±2,6
	102,5±2,62

	Фуроксан + водне навантаження
	318,5±3,4*
	118,4±3,41*

	Гідрохлортіазид  + водне навантаження
	294,7±3,3*
	104,5±4,11

	Сольове навантаження

	Інтактні тварини
	274,6±5,4
	94,9±2,34

	Контроль (сольове навантаження)
	263,7±4,6
	92,5±3,45

	Фуроксан +сольове навантаження
	308,2±4,14*
	108,9±4,32*

	Гідрохлортіазид +сольове навантаження
	292,5±3,3*
	104,5±4,46*


Примітка. * – статистично значущі відмінності (р<0,05) порівняно з контролем.

Встановлено, що в інтактних щурів за водного навантаження кількість калікреїногену невірогідно збільшується на 5,7%, а калікреїну – на 8,1% (р>0,05). Сольове навантаження не призводить до змін у рівні калікреїногену та калікреїну плазми крові щурів. Фуроксан збільшує вміст калікреїногену на 10,6 % (на тлі водного навантаження) та на 17,11 % (на тлі сольового навантаження), а калікреїну – на 15,5 % (на тлі водного навантаження) та на 17,39 % (на тлі сольового навантаження) порівняно з відповідним контролем (табл.  5).  Аналогічний вплив на вміст калікреїногену і калікреїну чинить гідрохлортіазид.

Висновки до розділу 5

1. Визначено, що фуроксан чинить діуретичний ефект як за пригнічення альдостеронових рецепторів, так і за умов стимуляції мінералокортикоїдній активності.
2. Досліджено, що на тлі інгібування ренін-ангіотензинової системи діуретична дія фуроксану зберігається, проявляється суттєвим впливом на видільну та екскреторну функцію нирок. Встановлено, що фуроксан не перешкоджає реалізації ренальних ефектів еналаприлу.
3. Проаналізовано, що діуретичний ефект фуроксану опосередкований через вплив на натрійуретичний пептид, що верифіковано за змінами натрійуретичної активності плазми при стимуляції волюморецепторів.
4. Встановлено, що ренальні ефекти фуроксану реалізуються шляхом активації синтезу простагландину Е2 та кінінів.

РОЗДІЛ 6
ВПЛИВ ФУРОКСАНУ НА ФУНКЦІОНАЛЬНИЙ СТАН НИРОК 
НА ТЛІ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ НЕФРОПАТІЙ


Важливим аспектом ефективності діуретичних препаратів є їх здатність нормалізувати водно-сольовий та електролітний обміни за умов нефропатій. Тому наступним етапом дисертаційного дослідження було вивчення ефективності нового потенційного діуретичного засобу фуроксану на тлі нефропатій різного ґенезу [63, 228].

6.1. Вплив фуроксану на структурний та функціональний стан нирок на тлі нефропатії, індукованої калію хроматом

За численних патологічних станів спостерігається ушкодження проксимального відділу нефрону. Цей аспект обумовив доцільність вибору моделі нефропатій, що супроводжується ураженням саме цього відділу нефрону – модель нефропатії, спричиненої калію хроматом [36, 88, 250].
Патологію викликали одноразовим підшкірним уведенням щурам 2,5 % розчину калію хромату одноразово в дозі 0,07 мл/100г. Фуроксан вводили за три доби до нефротоксичного агента (профілактично) і з лікувальною метою – із першої доби нефропатії протягом 6 днів [33, 122]. 
Летальність у групі модельної патології становила 33,3 %. За профілактичного та лікувального застосування фуроксану летальність становила 16,6 %. 
Результати дослідження впливу фуроксану на показники функціонування нирок за токсичної нефропатії, індукованої калію хроматом, наведені в табл. 6.1.

Таблиця 6.1
Вплив фуроксану на показники функціонування нирок на тлі нефропатії, індукованої калію хроматом (M±m, n=10)
	Показники
	Інтактні тварини
	Нефропатія, індукована калію хроматом
	Профілакти-чне введення фуроксану
	Лікувальне введення фуроксану

	Концентрація Na+
в плазмі, ммоль/л
	136,25±2,18
	124,32±2,51*
	157,42±2,24*
	142,35±2,12*

	Концентрація Na+ 
у сечі, ммоль/л
	0,52±0,03
	0,73±0,03*
	0,64±0,04*
	0,69±0,02*

	Концентрація К+
в плазмі, ммоль/л
	5,34±0,17
	9,16±0,54*
	8,46±0,48*
	7,12±0,62*

	Екскреція Na+, мкмоль/2 год/100 г
	2,12± 0,24
	3,41±0,17*
	1,68±0,26#
	1,64±0,17#

	Eкскреція К+ ,
мкмоль/2 год/100 г
	15,56±2,91
	21,32±0,14*
	17,24±0,21#
	18,57±0,17#

	Концентрація білка 
в сечі, г/л
	0,005±0,001
	0,016±0,002*
	0,004±0,001#
	0,004±0,001#

	Екскреція білка
з сечею, мг/2 год
	0,01±0,01
	0,012±0,01*
	0,009±0,01*#
	0,009±0,01*#

	Реабсорбована фракція Na+, мкмоль/хв
	55,28±2,32
	14,14±1,42*
	25,54±1,46*#
	27,46±2,14*#

	Eкскреція креатиніну,
мкмоль/2 год/100 г
	2,32±0,05
	1,13±0,14*
	1,48±0,11*
	1,26±0,13*

	Проксимальна
реабсорбція Na+,
ммоль/2 год/100 г
	5,96±0,21
	1,48±0,17*
	2,79±0,16*#
	3,14±0,24*#

	Дистальна
реабсорбція Na+,
мкмоль/2 год/100 г
	430,2±21,6
	232,3±10,2*
	221,2±11,4*
	284,3±21,1*#


Примітка. Статистично значущі відмінності: * – порівняно з контролем, р<0,05; # – порівняно з нефропатією, індукованою калію хроматом, р< 0,05.
Через 24 год після введення калію хромату спостерігали зниження діурезу у 2,13 разу (р<0,05). 
На тлі профілактичного (триденного) уведення фуроксану до розвитку нефропатії спостерігали вірогідне збільшення діурезу в 1,73 разу (р<0,05) порівняно із показником у тварин групи модельної патології.
За нефропатії, що вже розвилась, застосування фуроксану з лікувальною метою приводило до достовірного зростання діурезу в щурів у 1,87 разу (р<0,05). Фактично, як профілактичне, так і лікувальне застосування фуроксану сприяло рівноефективному збільшенню діурезу в щурів.
За введення калію хромату спостерігали зростання концентрації креатиніну в плазмі крові у 2,13 разу (з 68,32 до 145,27 ммоль/л; р<0,05). Профілактичне застосування фуроксану вірогідно зменшувало концентрацію креатиніну в плазмі крові в середньому з 145,27 до 115,48 ммоль/л (р<0,05). Введення фуроксану з лікувальною метою на тлі розвитку нефропатії приводило до більш виразного зменшення концентрації креатиніну в плазмі крові в 1,51 разу (з 145,27 до 96,50 ммоль/л, р<0,05). 
Більш ніж трикратне зниження ШКФ (з 395,84 до 110,62 мкл/хв, р<0,05) підтверджує токсичну дію калію хромату на нирки. Введення фуроксану з профілактичною та лікувальною метою за розвитку токсичного ураження нирок приводило до зростання ШКФ у 1,95 разу (з 110,62 до 215,35 мкл/хв, р<0,05) та 2 рази (з 110,62 до 224,83 мкл/хв, р<0,05) відповідно.
Токсична дія калію хромату на нирки характеризувалася також протеїнурією. Як свідчать дані табл. 6.1, у щурів із модельною нефропатією зростали концентрація білка в сечі та його екскреція у 3 та 1,2 разу відповідно. 
Проксимальна реабсорбція іонів натрію на тлі калію хромату достовірно знижувалась у 4 рази (р<0,05), нирковий кліренс іонів натрію вірогідно зростав у 3 рази відносно інтактного контролю (р<0,05). Концентрація іонів натрію в сечі у щурів з нефропатією збільшувалась на 40,4 % (р<0,05), а концентрація іонів калію – у 1,72 разу (з 5,34 до 9,16 ммоль/л; р<0,05).
У плазмі крові концентрація іонів натрію на тлі калію хромату вірогідно зменшувалась (з 136,25 до 124,32 ммоль/л), а концентрація іонів калію зростала в 1,72 разу (р<0,05) (табл. 6.1), що свідчить про порушення канальцевого балансу в нирках щурів за дії токсиканту. 
Екскреція іонів натрію в щурів із модельною патологією вірогідно збільшувалась на 60,8 % порівняно із інтактними тваринами. Eкскреція іонів калію з сечею за нефропатії достовірно зростала в 1,37 разу. За хромат-калієвої нефропатії екскреція креатиніну зменшувалася у 2 рази відносно інтактного контролю. 
На тлі модельної патології спостерігали чотирикратне зниження  реабсорбції натрію у проксимальному відділі нефрону.
За профілактичного застосування фуроксану концентрація іонів калію в плазмі крові збільшувалась у 1,58 разу порівняно з інтактним контролем та зменшувалась у 1,18 разу порівняно із відповідним значенням у тварин з модельною патологією.
При застосуванні фуроксану з лікувальною метою концентрація іонів калію зменшулась порівняно із показником групи тварин модельної патології в 1,29 разу, що свідчить про те, що навіть за умов достатньо жорсткої патології фуроксан проявляє калійзберігаючу активність.
Фуроксан приводив також до зменшення екскреції іонів натрію та калію (за профілактичного застосування – у 1,24 разу порівняно із модельною патологією, а за введення з лікувальною метою – у 1,15 разу). 
Крім того, фуроксан знижував протеїнурію, а також реабсорбцію іонів натрію в 3,91 разу (р<0,05) за профілактичного та у 2,16 разу за лікувального застосування на тлі нефропатії, нормалізував нирковий кліренс катіона натрію.
Фуроксан додатково зменшував екскрецію креатиніну за профілактичного та лікувального застосування в 1,57 та 1,84 разу відповідно. 
Після введення фуроксану з профілактичною та лікувальною метою активний проксимальний транспорт іонів натрію достовірно зростав у 1,88 разу та посилювалась (у 1,4 разу; р<0,05) дистальна реабсорбція цього катіона. 
       За показниками впливу на екскреторну та іоно-регулюючу функції нирок визначено, що фуроксану притаманна виразна нефропротекторна дія, що проявляється на тлі нефропатії, індукованої калію хроматом.   
Для підтвердження нефропротекторних властивостей фуроксану були проведені гістологічні дослідження тканин нирок.
У гістоструктурі нирок інтактних щурів спостерігали поодинокі (<1 %) епітеліальні клітини звивистих канальців з ознаками набухання (рис. 6.1).



Рис. 6.1. Препарат: нирка щура (інтактний контроль). Гістоструктура без істотних патологічних змін. Окремі епітеліальні клітини звивистих канальців із ознаками набухання. Забарвлення гематоксилін-еозином. × 100.

За нефропатії, індукованої калію хроматом (рис. 6.2) спостерігали виразний некроз у 44 % епітеліальних клітин звивистих канальців і вивідних трубочок, вакуолізацію в епітелії (100 %) та вивідних трубочках мозкової речовини нирок.


Рис. 6.2. Препарат: нирка щура (модель нефропатії, індукованої калію хроматом). Некроз епітеліальних клітин канальців; білкові циліндри в звивистих канальцях. Забарвлення гематоксилін-еозином. × 100.

Профілактичне введення фуроксану сприяло зменшенню некрозу (із 44 до 19 %) значної кількості епітеліальних клітин (рис. 6.3). 



Рис. 6.3. Препарат: нирка щура (профілактичне введення фуроксану). Некроз епітеліальних клітин у щурів з нефропатією, індукованою калію хроматом, за профілактичного застосування фуроксану. Забарвлення гематоксилін-еозином. × 100.
Крім того, на тлі профілактичного застосування фуроксану зменшилась вакуолізація епітеліоцитів звивистих канальців, спостерігали осередкове повнокрів’я кіркової речовини нирок.
Лікувальна дія фуроксану на тлі нефропатії, індукованою калію хроматом, була більш вираженою, аніж профілактична, що верифіковано за некрозом лише 9% епітеліальних клітин (рис. 6.4) та відсутністю білкових циліндрів у звивистих канальцях і вивідних трубочках.



Рис. 6.4. Препарат: нирка щура (лікувальне введення фуроксану). Епітеліальні клітини звивистих канальців з ознаками набухання. Забарвлення гематоксилін-еозином. × 100. 

Отримані результати гістологічних досліджень є морфологічним доказом позитивного впливу фуроксану на структурний та функціональний стан нирок за нефропатії, індукованою калію хроматом.




6.2. Вплив фуроксану на структурний та функціональний стан нирок на тлі доксорубіцинової нефропатії

Результати дослідження впливу фуроксану на видільну функцію нирок на тлі доксорубіцинової нефропатії наведені у табл. 6.2.

Таблиця 6.2
Вплив фуроксану на функціональний стан нирок щурів
за умов доксорубіцинової нефропатії (28 доба; M±m, n=10)
	Показники
	Контроль
	Доксорубіцин
	Доксорубіцин 
+ фуроксан

	Діурез, мл/2 год/100 г маси
	3,5±0,12
	2,6±0,13
	3,8±0,11

	Екскреція іонів натрію з сечею, мкмоль/2 год/100 г маси
	1,72±0,04
	1,49±0,07*
	2,65±0,06*#

	Концентрація Na+ в плазмі, ммоль/л
	131,14±1,17
	12,32±1,14*
	126,7±1,32

	Eкскреція іонів калію з сечею, 
мкмоль/2 год/100 г маси
	16,23±0,14
	12,41±0,19*
	19,31±0,14*

	Концентрація К+ в плазмі, ммоль/л
	5,27±0,08
	4,12±0,12*
	5,12±0,13*

	ШКФ, мкл/хв
	442,32 ±27,4
	314,17±9,11*
	354,35±24,17*

	Концентрація креатиніну 
в сечі, ммоль/л
	0,98±0,01
	1,22±0,02*
	0,92±0,01#

	Концентрація креатиніну 
в плазмі, ммоль/л
	65,46±1,34
	93,12±1,21*
	78,6±1,16*

	Екскреція креатиніну із сечею, 
мкмоль/2 год/100 г маси
	3,42± 0,11
	2,74±0,14*
	3,68±0,16*

	Екскреція білка з сечею, 
мг/2 год/100 г маси
	0,014±0,001
	0,18±0,007*
	0,016±0,002

	рН сечі
	6,78±0,08
	6,54±0,04*
	6,84±0,01



Примітка. Статистично значущі відмінності: * – порівняно з контролем, р<0,05; # – порівняно з нефропатією, індукованою доксорубіцином, р< 0,05. 

За моделювання доксорубіцинової нефропатії, що викликана внутрішньоочеревинним уведенням щурам доксорубіцину гідрохлоріду в дозі 5 мг/кг один раз на тиждень впродовж 4 тижнів встановлено, що на 28 добу експерименту в тварин зменшувався діурез у 1,35 разу (р<0,05), вірогідно знижувалась екскреція іонів натрію (в 1,15 разу) і калію (в 1,28 разу). Крім того, значуще зростала екскреція білка із сечею – у 12,86 разу відносно контролю, що, імовірно, можна пояснити порушенням структури базальної мембрани за токсичної дії доксорубіцину. Спостерігали зменшення екскреції креатиніну із сечею на тлі нефропатії у 1,25 разу, що свідчить про зниження ШКФ за впливу антрациклінового антибіотика [75], що підтверджено достовірним зменшенням ШКФ у 1,41 разу (р<0,05), вочевидь, за рахунок пригнічення екскреції креатиніну на 28 добу під впливом доксорубіцину.
Фуроксан спричиняв редукцію функціональних порушень з боку нирок, спричинених доксорубіцином. Так, уведення сполуки сприяло нормалізації діурезу, підвищенню екскреції іонів натрію в 1,54 разу і калію в 1,19 разу. 
На тлі доксорубіцину фуроксан достовірно посилював ШКФ на 12,8 % відносно значення модельної патології, однак цей показник не досягав значення інтактного контролю, залишаючись у 1,25 разу нижчим.
Введення фуроксану приводило також до невірогідної нормалізації екскреції білка із сечею.
За дії фуроксану на тлі доксорубіцинової нефропатії зі зростанням екскреції іонів водню рН сечі наближалась до значення інтактних тварин,  посилювався активний проксимальний транспорт іонів натрію (у 1,4 разу відносно модельної патології; р<0,05) (табл. 6.2).
Отже, із урахуванням позитивного впливу сполуки на перебіг експериментальної нефропатії, індукованої доксорубіцином, можна припустити, що фуроксану притаманна нефропротекторна дія. 
Результати дослідження впливу фуроксану на летальність тварин впродовж формування токсичної доксорубіцинової нефропатії (протягом 28 діб) наведені у табл. 6.3. 



Таблиця 6.3
Вплив фуроксану на тривалість життя щурів 
на моделі доксорубіцинової нефропатії
	Група
	Тривалість спостереження, доба

	
	впродовж моделювання нефропатії
	після завершення формування патології

	
	7
	14
	21
	28
	7
	14

	Доксорубіцин
(модельна патологія)
	1/10
	2/10
	4/10
	5/10
	6/10
	7/10

	Загибель, %
	10
	20
	40
	50
	60
	70

	Доксорубіцин 
+ фуроксан
	0/10
	1/10
	2/10
	3/10
	5/10
	5/10

	Загибель, %
	0
	10
	20
	30
	50
	50


Примітка: У чисельнику – кількість тварин, що загинула у відповідний термін спостереження, у знаменнику – загальна кількість тварин в групі.

Встановлено, що післі першого уведення доксорубіцину (7 доба) загинуло 10 % тварин, після другого уведення (14 днів) – загалом 20 % щурів, після третього уведення (21 доба) летальність становила 40 % тварин, а наприкінці формування патології (через 28 діб) загальна загибель склада 50 % тварин у групі. Таким чином, впродовж формування даної моделі реєстрували загибель половини щурів, а після завершення формування патологічного процесу (через 7 та 14 діб) летальність зросла до 60 та 70 % відповідно (табл. 6.3). 
Фуроксан не попереджав загибелі тварин, що, вочевидь, пов’язано з виразним токсичним впливом доксорубіцину, що виявляється суттєвим порушенням не лише структури та функцій нирок, але й, зокрема, міокарду, які досліджувана сполука була не в змозі редукувати.
Для підтвердження нефропротекторних властивостей фуроксану за доксорубіцинової нефропатії були проведені гістологічні дослідження тканин нирок.
У гістоструктурі нирок інтактних щурів жодних патологічних змін не спостерігали (рис. 6.5).



Рис. 6.5. Препарат: нирка щура (інтактний контроль). Гістоструктура без патологічних змін. Забарвлення гематоксилін-еозином. × 100.

У більшості тварин із доксорубіциновою нефропатією (модельна патологія) у кірковому шарі нирок мали місце ознаки спазму й тромбозу приносних артеріол. У клубочках спостерігали малокрів’я, мікротромби. Базальні мембрани капілярів клубочків були базофільними, набряклими, у деяких ділянках розщепленими.
Епітелій канальців був виразно набряклим, із ознаками зернистої та дрібнокраплиної дистрофії (рис. 6.6). На відміну від групи інтактного контролю (рис. 6.5) за дії доксорубіцину на препараті нирки щурів у 18 % спостерігали ознаки дистрофії, набухання епітеліальних клітин звивистих канальців. 

Рис. 6.6. Препарат: нирка щура (модель доксорубіцинової нефропатії). Епітеліальні клітини звивистих канальців з ознаками набряку (18 %). Забарвлення гематоксилін-еозином. × 100.

За впливу фуроксану кількість епітеліальних клітин із ознаками набряку в канальцях зменшилася (рис. 6.7), що свідчить про захисну дію сполуки на нирки та є морфологічним підтвердженням коригуючого впливу фуроксану на функціональний стан нирок за токсичної дії  доксорубіцину.


Рис. 6.7. Препарат: нирка щура (доксорубіцинова нефропатія + фуроксан). Епітеліальні клітини звивистих канальців з ознаками набухання (12 %). Забарвлення гематоксилін-еозином. × 100.
Фуроксан дещо нормалізує морфологічну картину нирок, що свідчить про його помірні нефропротекторні властивості за доксорубіцинової нефропатії.

Висновки до розділу 6

1. Встановлено, що фуроксану притаманна виразна нефропротекторна дія, що її верифіковано за нормалізацією структурних та функціональних змін у нирках на моделі нефропатії, індукованої калію хроматом.
1. Визначено, що фуроксан чинить помірні захисні властивості за умов доксорубіцинової нефропатії: сполука нормалізує видільну функцію нирок, однак не впливає на структурні зміни та загальну летальність тварин, спричинені токсичною дією антрациклінового антибіотика.


РОЗДІЛ 7
ДОСЛІДЖЕННЯ СУПУТНІХ ФАРМАКОЛОГІЧНИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ ФУРОКСАНУ


Результати комп’ютерного прогнозу видів біологічної активності новосинтезованих 30 похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів вказують на те, що 20 сполукам може бути притаманна аналгезуюча, 19 речовинам – протизапальна дія, а для сполуки 5 (фуроксану) окрім  діуретичної активності із високою вірогідністю притаманні аналгезуюча, протизапальна та актопротекторна (підвищення фізичної витривалості) дії.
Зважаючи на досліджені механізми діуретичної дії фуроксану та його нефропротекторну активність, що була доведена за нефропатій різного ґенезу, вважали доцільним визначити, чи притаманні цій сполуці сприятливі супутні фармакологічні властивості.

7.1. Дослідження аналгетичної активності фуроксану

Аналгетичну активність фуроксану вивчали на моделі «оцтовокислих корчів» у щурів. Дослідження проведено в порівнянні із відомим нестероїдним протизапальним препаратом (НПЗП) – неселективним інгібітором ЦОГ диклофенаком натрію. 
Результати дослідження наведені в табл. 7.1.
За введення фуроксану та диклофенаку натрію в середньоефективних дозах у тварин реєстрували суттєве зменшення кількості корчів відносно групи контролю, що свідчить про виразну аналгезуючу дію обох засобів. Порівняльний аналіз отриманих даних дає підстави стверджувати, що аналгезуюча активність фуроксану (31,7 %) дещо поступається дії диклофенаку натрію (45,24 %)  [69]. 

Таблиця 7.1. 
Аналгезуюча дія фуроксану 
на моделі «оцтовокислих корчів» у щурів (M±m, n=7)
	Група тварин, доза
	Кількість корчів
	Аналгетична активність, %

	Контроль (модель болю)
	32,43±1,14
	–

	Диклофенак натрію, 
ЕД50 за аналгезуючою дією (8 мг/кг)
	17,76±1,23*
	45,24

	Фуроксан, 
ЕД50 за діуретичною дією (25 мг/кг)
	22,15±1,41*
	31,7


Примітка. * – статистично значущі відмінності (р<0,05) порівняно з контролем.

Отже, фуроксану додатково притаманна знеболювальна дія.

7.2. Дослідження протизапальної (антиексудативної) дії фуроксану

Вивчення протизапальної активності фуроксану проводили на моделі гострого ексудативного запалення стопи, спричиненого карагеніном, в щурів [90]. 
Результати дослідження наведені в табл. 7.2.
Встановлено, що при застосуванні як фуроксану, так і диклофенаку натрію об’єм лапки щурів був достовірно нижчим за аналогічний показник тварин групи контролю.
За виразністю протизапальної дії фуроксан дещо поступався диклофенаку натрію – антиексудативна активність препаратів визначена на рівні 40,71 % для досліджуваної сполуки та 47,35 % для препарату порівняння [61, 62, 69].


Таблиця 7.2
Протизапальна (антиексудативна) дія фуроксану (M±m, n=7)
	Група тварин, доза
	Об’єм лапки, ум.од
	Антиексудативна активність, %

	Контроль (модель запалення)
	2,26±0,05
	–

	Диклофенак натрію, 
ЕД50 за протизапальною дією (8 мг/кг)
	1,19±0,03*
	47,35

	Фуроксан, 
ЕД50 за діуретичною дією (25 мг/кг)
	1,34±0,02*
	40,71


Примітка. * – статистично значущі відмінності (р<0,05) порівняно з контролем.

Отже, фуроксан поряд із діуретичною чинить також протизапальну дію.

7.3. Вплив фуроксану на фізичну витривалість

Із урахуванням відомих центральних ефектів похідних ксантину (зокрема, теофіліну, кофеїну), які поряд із діуретичною активністю чинять виразний актопротекторний вплив [99], а також високою вірогідністю наявності у фуроксану актопротекторної дії, встановленою за PASS прогнозу, доцільним було поглиблено дослідити вплив нової сполуки на фізичну витривалість [59].
У тесті примусового плавання щурів до повного виснаження з навантаженням (20 % від маси тіла) визначали наявність актопротекторної дії фуроксану як і в умовно терапевтичній діуретичній дозі 25 мг/кг, так і в дозах 12,5 та 37,5 мг/кг.
Результати дослідження наведені в табл. 7.3.
Встановлено, щу фуроксану притаманні виразні актопротекторні властивості: у діапазоні доз від 12,5 до 37,5 мг/кг сполука вірогідно подовжує час примусового плавання тварин у 1,45-2,10 разу відносно контролю, а найбільш активною виявилась доза 25 мг/кг, для якої попередньо встановлено діуретичну, нефропротекторну, аналгетичну та протизапальну дію.

Таблиця 7.3
Вплив фуроксану на фізичну витривалість щурів 
за тесту примусового плавання з навантаженням (M±m, n=10)
	Група тварин, доза
	Тривалість плавання тварин, с
	% 
до контролю

	Контроль (інтактні тварини)
	21,57±1,13
	100

	Фуроксан
	12,5 мг/кг
	31,34±1,26*
	145

	
	25 мг/кг
	45,37±1,58*
	210

	
	37,5 мг/кг
	39,18±1,37*
	182


Примітка. * – статистично значущі відмінності (р<0,05) порівняно з контролем.

Отже, фуроксан підвищує фізичну витривалість у щурів, що додатково розширює його фармакодинаміку.

Висновки до розділу 7

1. Досліджено спектр супутніх фармакологічних властивостей фуроксану.
2. Встановлено, що фуроксану притаманна виразна анальгезуюча активність.
3. Визначено, що фуроксан додатково чинить значну протизапальну (антиексудативну) дію.
4. Верифіковано, що фуроксан має потужну актопротекторну дію – збільшує фізичну витривалість.
АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ


	Важливою проблемою сучасної фармакології нирок є створення нових, більш ефективних та безпечних лікарських препаратів для лікування численних патологічних станів, що супроводжуються порушенням водно-сольового балансу. Водно-сольовий гомеостаз досягається рівновагою між споживанням води та електролітів, регулюється питною збудливістю та виведенням іонів натрію з організму шляхом регульованої секреції сечі та поту. Нирки є регулюючим органом-мішенню для гормонів, що контролюють рівень осмотичного тиску, співвідношення іонів Na+, K+, H+ і об’єму плазми та рН рідких середовищ організму [38]. Порушення можуть відбуватися за захворювань як власне нирок, так і серцево-судинної, дихальної та ендокринної систем тощо і передбачає, зокрема, застосування діуретичних препаратів. Водночас, численні патологічні стани, що потребують застосування цих препаратів, супроводжуються больовим синдромом та запальним процесом. Крім того, наприклад, такі патологічні стани, як артеріальна гіпертензія, цукровий діабет та інші можуть супроводжуватися вторинним ураженням нирок, при цьому розвивається коморбідна патологія, що потребує терапії із застосуванням лікарських засобів різних фармакотерапевтичних груп. Поліпрагмазія призводить не лише до зростання вартості лікування, але й розвитку численних побічних ефектів, що зумовлені у тому числі взаємодією (фармацевтичною, фармакодинамічною, фармакокінетичною) цих препаратів [118].
Тому, зважаючи на актуальність пошуку більш ефективних та безпечних препаратів із діуретичною активністю, враховуючи часті випадки коморбідної патології, а також поєднання порушення водно-сольового гомеостазу із  больовим та/або запальним синдромом, особливу увагу за фармакологічного прогнозування та скринінгу слід звертати на ті потенційні сполуки, яким притаманні різні види фармакологічної дії, зокрема – поєднання діуретичної, аналгезуючої та протизапальної активності.
Саме ці аспекти зумовили логічний підхід для пошуку нових препаратів за прогнозування їхньої діуретичної, аналгезуючої та протизапальної дії в ряду метилксантинів із урахуванням хімічної структури сполук. У зв’язку з тим, що похідні ксантину є структурно наближеними аналогами до макроергічних фосфатів, нуклеозидів, нуклеїнових кислот, вторинних месенджерів, нейромедіаторів, а їх метаболізм у клітині є біологічно «опрацьованим», особливого значення набувають питання синтезу нових, більш ефективних та безпечних похідних ксантину, комп’ютерного прогнозування різних видів їх фармакологічної активності. Крім того, актуальними та необхідними є також скринінгові дослідження цих сполук із визначенням таких видів фармакологічної активності, вірогідність наявності яких є дуже високою [52, 59-62, 70, 78, 139, 146, 147, 174].
Отже, вищенаведене я обґрунтуванням пошуку нового ефективного діуретичного засобу серед похідних цього хімічного класу. 
Ксантинові похідні знайшли широке застосовування в медичній практиці. Про використання ліків, що містять кофеїн або теофілін, відомо досить давно. Дослідження вітчизняних та зарубіжних авторів указують на наявність у похідних ксантину різних видів фармакологічної активності, що і окреслило мету дисертаційного дослідження, яка полягала, зокрема, в прогнозуванні фармакологічної активності в ряду вперше синтезованих похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів, виявленні сполуки-лідера за діуретичною дією, якій притаманні супутні сприятливі види фармакологічної активності, зокрема, аналгезуюча та/або протизапальна.
Базуючись на результатах комп’ютерного прогнозу, отриманих під час застосування програми PASS було визначено доцільність подальшого синтезу похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів як потенційних діуретичних засобів і встановлено залежність «структура-активність». Ці сполуки відрізняються від раніше синтезованих похідних ксантинів, вивчених та описаних в роботах доктора біологічних наук, доцента В. І. Корнієнко N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину, є іншими хімічними речовинами, яким притаманний комплекс ефектів  (діуретична, аналгетична та протизапальна дії) для однієї молекули.
На підставі отриманих результатів комп’ютерного прогнозу можливих видів біологічної активності із 90 синтезованих речовин було відібрано 30 перспективних сполук, яким притаманна діуретична активність, що є доцільним для проведення подальшого їх фармакологічного скринінгу за такими видами активності: діуретичної, аналгетичної, протизапальної з метою вибору найбільш активних речовин для доклінічного вивчення специфічної активності і безпечності [51, 71].
За аналізом залежності структура-активність серед 30 новосинтезованих похідних зазначеного хімічного класу та фармакологічного скринінгу діуретичної активності виявлена сполука з найвищою діуретичною дією – 3‑метил-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси-)пропіл-8-(фурил-2)-метиламіно-ксантин (робоча назва – фуроксан). Ця сполука вдвічі перевищувала діуретичну активність гідрохлортіазиду, що дозволило відібрати її для подальшого поглибленого вивчення як діуретичного засобу, зокрема для дослідження власне діуретичної дії сполуки за впливом на видільну функцію нирок, вивчення механізмів реалізації діуретичного ефекту, встановлення ефективності нової сполуки за нефропатій різного ґенезу, виявлення наявності та ступеня аналгезуючої та протизапальної активності. Було проведено визначення профілю нешкідливості сполук даного хімічного ряду за показниками гострої токсичності з метою встановлення діапазону діючих та летальних доз, зокрема, сполуки-лідера за діуретичною дією [51, 71].  
З метою вивчення безпечності та орієнтовного визначення діючих доз вперше синтезованих сполук для подальшого фармакологічного скринінгу проведено визначення гострої токсичності за показником середньолетальної дози (ЛД50) за внутрішньочеревного введення мишам і щурам (для сполуки-лідера). Оцінку результатів щодо гострої токсичності проведено за класифікацією К. К. Сидорова [173]. 
 Отже, одним із перших етапів експериментальних досліджень було визначення ЛД50 для усіх новосинтезованих сполук – похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів у дослідах на мишах. 
Встановлено, що ЛД50 синтезованих похідних 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси-)пропіл-3-метилксантинів (спол. 1-11) знахо-диться в діапазоні від 290 до 835 мг/кг, а найбільш токсичною виявилася сполука 6 – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси-)пропіл-8-н-бутил-аміноксантин, ЛД50 якої становила 290 мг/кг. Заміна у 8-му положенні молекули 8-амінозаміщених-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси-)пропіл-3-метилксантинів н-бутиламіного радикала (спол. 6) на 4-бензилпіперазин-1-ільний (спол. 11), п-етоксифеніламіновий (спол. 10), N.N-диетиламіно-етиламіновий (спол. 4), 4-метилпіперазин-1-ільний (спол. 1), N.N-диметиламіноетиламіновий (спол. 3), N-метил-N-бензиламіновий (спол. 2), піролідин-1-ільний (спол. 7), м-толіламіновий (спол. 9), β-гідроксиетил-піперазин-1-ільний (спол. 8), фурил-2-метиламіновий (спол. 5) радикали призводить до збільшення ЛД50 зазначених речовин.
ЛД50 8-амінозаміщених похідних 7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси)-пропілтеофіліну (спол. 12-22) заходилася в діапазоні доз від 225 до 535 мг/кг. Найбільш токсичною виявилась сполука 19 – 7-(2-гідрокси-3-метоксифенокси-) пропіл-8-н-гексиламіноамінотеофілін, ЛД50 якої становила 225 мг/кг. Заміна у 8‑му положенні молекули 8-амінопохідних-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси) пропілтеофіліну н-гексиламінового радикала (спол. 19) на  н-бутиламіновий (спол. 14), 4-фенілпіперазин-1-ільний (спол. 12), п-метилбензиламіновий (спол. 20), н-пропіламіновий (спол. 15), диетиламіновий (спол. 16), (3-імідазоліл-1-)пропіламіновий (спол. 13),  диметиламіновий (спол. 18),  м-толіламіновий (спол. 22), етиламіновий (спол. 17) і аміновий (спол. 21) радикали призводить до збільшення ЛД50  з 225 мг/кг до 535 мг/кг. 
 ЛД50 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-етилфенокси-)пропілксантину (спол. 23-27) знаходилась у межах від 590 мг/кг до 935 мг/кг. Найбільш токсичною виявилася сполука 23 – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-м-етилфенокси)-пропілксантин, ЛД50 якої становила 590 мг/кг. Заміна у 8-му положенні молекули  8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-етил-фенокси-)пропілксантину 
4-метилпіперідин-1-ільного радикала (спол. 23) на γ-метоксипропіламіновий (спол. 24), 3-(морфолін-4-іл-)пропіламіновий (спол. 26), 2-(морфолін-4-іл-) етиламіновий (спол. 25), (фурил-2)метиламіновий (спол. 27) радикали призводить до збільшення ЛД50 даних сполук. 
Результати досліджень гострої токсичності сполук 28-30 – похідних 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-етилфенокси-)пропілксантину свідчать, що значення ЛД50 речовин знаходиться в межах від 580 до 1095 мг/кг. Найменш токсичною у цьому ряду була сполука 30 – 1,3-диметил-7-(2-гідрокси-3-м-етилфенокси-)-пропіл-8-(4-метилпіперидин-1-іл-)ксантин. Заміна в 8-му положенні молекули 4-метилпіпередин-1-ільного радикала (спол. 30) на γ-гідроксипропіламіновий (спол. 28), γ-метоксипропіламіновий (спол. 29) призводить до збільшення гострої токсичності цих речовин. 
Таким чином, за класифікацією К. К. Сидорова, 28 сполук з ряду 8-амінозаміщених 7-(2-гідрокси-3-п-етилфенокси-)пропілксантину є малотоксичними (IV клас токсичності), а 2 – практично нетоксичними речовинами (V класу токсичності)  [51, 173].
Фармакологічний скринінг діуретичної активності вперше синтезованих 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів проведено у порівнянні з гідрохлортіазидом за методом Є. Б. Берхіна (1977) на щурах із визначенням діурезу за 2 та 4 год після введення сполук в дозі, що становила 1/20 від ЛД50. За показником діуретичної активності серед похідних 1,8-дизаміщених 7‑алкіл-3-метилксантинів відібрано сполуку-лідера з робочою назвою фуроксан.
 Встановлено, що сполука-лідера – фуроксан (3-метил-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси-)пропіл-8-(фурил-2)метиламіноксантин) чинить виразну діуретичну дію, що вдвічі перевершує аналогічний ефект гідрохлортіазиду. 
За численними показниками впливу на водно-сольовий обмін було охарактеризовано діуретичну дію фуроксану. Показано, що за одноразового введення фуроксану збільшувався добовий діурез, зростала концентрація іонів натрію в сечі щурів, а концентрація іонів калію в сечі мала лише тенденцію до зростання. Під впливом фуроксану збільшувались натрій- та калійурез, зростала екскреція креатиніну, що свідчить про покращення ШКФ [36]. Таким чином, отримані результати є свідченням виразних діуретичних і салуретичних властивостей нової сполуки.
Аналогічні властивості фуроксан проявив і за курсового введення: спричиняв зростання сечовиділення, екскреції іонів натрію та калійурезу в тварин через 3 та 7 діб. Отримані результати засвідчили переважання натрійуретичної дії фуроксану над калійуретичною, що вигідно відрізняє нову сполуку від препарату порівняння – гідрохлортіазиду, що значно посилював калійурез [54-57, 99, 119].  
Крім того, було встановлено, що фуроксан після одноразового введення в дозі 25 мг/кг (ЕД50) за 4 години викликав збільшення водного діурезу на 221,4 %, тимчасом як гідрохлортіазид в дозі 25 мг/кг (ЕД50) збільшував діурез значно менш виразно – лише на 94,8 %. 
Потужну діуретичну дію фуроксану, що переважає аналогічний ефект гідрохлортіазиду, доведено також за визначенням концентрації ендогенного креатинину в сечі, що зросла у 2,07 рази та екскреції ендогенного креатинину, що збільшувалась під впливом фуроксану в 1,98 рази, що є додатковим свідченням посилення ШКФ як реалізація одного із провідних механізмів діуретичної дії нової сполуки.
Наступний етап досліджень було присвячено вивченню механізмів реалізації діуретичної дії фуроксану.
Основну роль в забезпеченні постійності водно-сольових констант плазми крові відіграють спеціальні системи, що регулюють виділення води й натрію нирками ув відповідності до потреб організму [30, 68, 131].
Регуляторні механізми водно-сольового балансу в нирках забезпечують гомеостаз: підтримку загальної концентрації електролітів та іонного складу внутрішньоклітинної й позаклітинної рідини на сталому рівні [15]. До основних іонів, що забезпечують водно-сольовий баланс – процеси надходження до організму води і солей, їх абсорбцію, розподіл і екскрецію, відносять натрій, калій, магній і кальцій. Ці іони присутні в організмі у вигляді хлоридів або фосфатів. Надлишок води й електролітів – часта форма порушень водно-сольового обміну речовин, що проявляється переважно у вигляді набряків, ґенез яких є дуже різноманітним. Нормалізація водно-сольового обміну досягається, зокрема, застосуванням препаратів із діуретичною дією, спрямованим на виведення сечі, що, у свою чергу, зумовлено клубочковою фільтрацією, канальцевою реабсорбцією та секрецією [116]. 
Відомо, що важливим механізмом регуляції об’єму рідини в організмі та тонусу судин є ренін-ангиотензин-альдостеронова система – РААС, яка є регулятором АТ та водно-електролітного обміну в організмі людини.
Активація РААС відбувається за викиду реніну, що синтезується в нирках в юкстагломерулярних клітинах. Вивчені специфічні рецептори реагують на збільшення осмоляльності (осморецептори) або на зменшення об’єму крові, що притікає до серця (об’ємні рецептори). Імпульси від рецепторів інтегруються, і в специфічних зонах мозку формується мотивація спраги, стимуляція питної поведінки. Одночасно з цим стимулюється обмеження екскреції води нирками завдяки виділенню в кров з нейрогіпофізу антидіуретичного гормону, що регулює реабсорбцію води в ниркових канальцях [49, 80].
Альдостерон надходить у нефроцити з крові через базальну мембрану. У цитоплазмі він зв’язується з рецепторами мінералокортикоїдів, і комплекс альдостерон-рецептор транспортується в ядро, де взаємодіє з ДНК, підвищує експресію генів, відповідальних за синтез альдостерон-індукованих білків [74]. Саме ці білки підвищують проникність натрієвих каналів та сприяють їх утворенню de novo, активують натрій-калієву АТФазу та стимулюють синтез АТФ у мітохондріях. Ці ефекти призводять до збільшення альдостероном реабсорбції натрію та стимуляції секреції калію [74]. Фактично, це один із основних механізмів регуляції альдостероном об’єму позаклітинної рідини та вибіркового впливу на транспорт натрію в нирках. Інтенсивність секреції альдостерону зростає за підвищення концентрації калію в крові за зсуву рН крові в кислу сторону [74].
Відомо, що мінералокортикоїди, впливаючи саме на транспорт певних іонів, беруть участь у регуляції водно-сольового гомеостазу. Аналіз джерел літератури свідчить, що мінералокортикоїди діють на нирки, стимулюючи реабсорбцію в дистальних канальцях іонів Na+, Cl– і  HCO3–, а також збільшують екскрецію із сечею K+, Н+ і NH4+. У результаті виникає затримка Na+ та води в організмі, втрата K+ [259]. 
Зважаючи на провідну роль регуляції водно-сольового обміну за модуляції активності альдостерону, було визначено доцільність вивчення впливу фуроксану за зміни мінералокортикоїдної активності, що відбуваються за численних патологічних станів.
Для інгібування альдостеронових рецепторів найчастіше використовують спіронолактон. Обгрунтуванням його вибору в наших дослідженнях було те, що спіронолактон за конкурентним принципом зв’язується з мінералокортикоїдними рецепторами в нефроцитах [117]. Утворюється комплекс «спіронолактон-рецептор», що не проявляє біологічну активність і, таким чином, не стимулює синтез відповідних білків, дефіцит яких знижує проникність і кількість натрієвих каналів, функцію натрій-калієвої АТФази та енергозабезпечення. Сечогінний ефект спіронолактону проявляється за високої концентрації альдостерону, водночас, спіронолактон послаблює активуючий вплив альдостерону на синтез фіброзної тканини, посилює серцеві скорочення, сприяє розслабленню серця в діастолі, помірно знижує артеріальний тиск [74].
Фуроксан за умов зниженої мінералокортикоїдної активності (на тлі дії спіронолактону) сприяв збільшенню сечовиділення, зростанню концентрації іонів натрію та калію в сечі, а також їх ниркову екскреції. 
За активації мінералокортикоїдної активності за застосування ДОКСА фуроксан сприяв зростанню діурезу, збільшенню концентрації іонів натрію та калію в сечі, натрій- та калійурезу. Отримані результати свідчать, що фуроксан призводив до зменшення секреції альдостерону в щурів за водного навантаження [38, 58, 67, 97].
Отже, за умов модуляції мінералокортикоїдної активності за допомогою спіронолактону та ДОКСА встановлено, що діуретичний ефект фуроксану не знижується за інгібування альдостеронових рецепторів, навпаки, спостерігається збільшення сечогінної дії фуроксану на тлі пригнічення мінералокортикоїдної активності, що проявляється зростанням діурезу та натрійурезу.
Таким чином, фуроксан певною мірою опосередковує специфічну фармакологічну активність як діуретичний засіб через вплив на мінералокортикоїдну активність. 
Численні патологічні стани супроводжуються активацією ренін-ангіотензивної системи (РАС) [74]. До таких патологічних станів належать не лише ті, ґенез котрих пов’язаний із ураженням нирок. Зазвичай це серцево-судинна недостатність, артеріальна гіпертензія, ішемічні стани різних органів, перш за все – серця, а також запальні процеси, аутоімунні стани тощо. Для регуляції активності РАС у практику охорони здоров’я були запроваджені лікарські засоби різних фармакологічних груп. Досить широке клінічне застосування отримали препарати групи інгібіторів ангіотензинперетворюючого ферменту (інгібітори АПФ) та блокаторів рецепторів ангіотензину  [34, 105], що завдяки пригніченню активності ангіотензину-II та шляхом взаємодії зі специфічними рецепторами (АТ1, АТ2, АТ3, АТ4), проявляють високу ефективність, наприклад, за артеріальної гіпертензії, серцево-судинної недостатності тощо [9,13]. 
Дані наукових та фахових джерел свідчать, що РАС впливає на всі ланки регуляції водно-сольового гомеостазу. Вона бере участь у регуляції ниркової фільтрації й кровообігу, впливає на проникність клубочкового фільтра для  молекул білка, стимулює натрієвий насос, призводить до зростання проксимальної реабсорбції іонів натрію та стимулює секрецію альдостерону [36, 110]. 
Важливо було визначити, як впливатиме на водно-сольовий баланс нова синтезована сполука фуроксан на тлі пригнічення РАС за умов комбінованого застосування з інгібітором АПФ, наприклад, еналаприлом. Актуальність цього питання полягає не лише у визначенні механізму діуретичної дії фуроксану, а й зумовлена необхідністю вивчення взаємодії лікарських засобів – діуретичних та інгібіторів АПФ, що дуже часто застосовуються разом на тлі зазначених вище патологічних станів. Суттєве значення має, зокрема, питання збереження ефективності кожного із застосованих за комбінованої терапії засобів. Тому наступний аспект дисертаційного дослідження було присвячено питанням щодо вивчення як можливості опосередкування діуретичної активності фуроксану через РАС, так і збереження власної діуретичної дії фуроксану за комбінованого застосування з еналаприлом [115, 125, 126].
Було встановлено, що сумісне застосування еналаприлу та фуроксану призводило до зниження діурезу майже на 16% порівняно до значень у тварин, яким вводили лише фуроксан. Отже, пригнічення РАС призводить до зниження діуретичної активності нової сполуки в 1,3 рази, водночас її діуретична дія зберігається суттєво вищою відносно значень у контрольних тварин – у 2,17 рази.
Застосування фуроксану на тлі пригнічення РАС супроводжувалося зростанням ШКФ у 2 рази, хоча цей показник дещо знижувався порівняно до аналогічного у тварин, яким уводили лише фуроксан. 
Фуроксан та еналаприл сприяли зниженню концентрації креатиніну у плазмі щурів як за самостійного, так і за комбінованого застосування, а також призводили до суттєвого зростання екскреції креатиніну з сечею [58, 97]. За дії фуроксану на тлі пригнічення РАС значно збільшувалися концентрація іонів калію в сечі та їх ниркова екскреція. Відомо, що більшість діуретиків-салутериків мають сильну калійуретичну активність, що призводить до гіпокаліємії – клінічно важливого побічного ефекту [118, 119, 129].  
Для збереження в організмі калію діуретичний засіб повинен впливати на дистальні канальці. Саме у цьому місці діуретик пригнічує секрецію калію, виступаючи як прямий антагоніст альдостерону. Водночас, вплив лише на дистальні канальці нефрону забезпечує менш виражений діуретичний ефект у препаратів із калійзберігаючою дією. Важливо й бажано, аби новий перспективний діуретичний засіб опосередковував діуретичну дію шляхом впливу як на проксимальний, так і на дистальний транспорт іонів [36, 116]. 
Пригнічення РАС призводило до зниження ефективності впливу фуроксану на дистальний транспорт іонів натрію, хоча ця активність залишалася суттєво вищою за аналогічне значення у тварин контрольної групи. Фуроксан збільшував проксимальний і дистальний транспорт іонів натрію, а еналаприл збільшував транспорт іонів натрію здебільшого в проксимальному відділі нефронів та сприяв незначному зростанню транспорту іонів натрію в дистальному відділі [58, 97].
Фуроксан за профілактичного та лікувального застосування зменшував концентрацію креатиніну в плазмі крові, протеїнурію, значною мірою нормалізував ШКФ, порушення канальцевого балансу, екскреції креатиніну, активного проксимального транспорту та дистальної реабсорбції іонів натрію. 
Отримані результати щодо вивчення механізму опосередкування діуретичної дії фуроксану через вплив на РАС свідчать, що на тлі еналаприлу фуроксан зберігає специфічну фармакологічну активність як діуретик, що проявляється суттєвим впливом на видільну та екскреторну функції нирок. Не менш важливим є той факт, що за дії фуроксану на тлі інгібування ренін-ангіотензинової системи значно зростали концентрація іонів калію у сечі та калійурез. Разом з тим, калійуретичний ефект фуроксану за його самостійного введення та за комбінованого застосування з еналаприлом не перевищував ефект гідрохлортіазиду. Водночас, слід констатувати факт зниження натрійуретичної, екскреторної та калійзберігаючої дії фуроксану за комбінованого застосування його з еналаприлом. Можливо, це зумовлено слабкою антагоністичною дією цих препаратів. Цю інформацію можно підтвердити (або спростувати) за поглиблених доклінічних досліджень [58, 97].
Отже, отримані результати дозволяють рекомендувати сумісне застосування фуроксану з інгібіторами АПФ у комплексній терапії патологій нирок, зокрема, нефрогенної гіпертензії [58, 97], адже фуроксан не перешкоджає реалізації ренальних ефектів еналаприлу.
У протилежність РААС, натрійуретичні пептиди стимулюють екскрецію натрію нирками (натріурез) при збільшенні циркулюючого об’єму рідини. Екскреція води нирками регулюється антидіуретичним гормоном нейрогіпофізу (АДГ) і зрештою визначається тими чинниками, що впливають на швидкість синтезу й секреції АДГ та його ефект у нирках [185, 218]. За впливу натрійуретичного пептиду (НУП) знижується тонус аферентних артеріол і зростає ШКФ, що призводить до посилення діурезу [191]. 
В організмі натрійуретична активність плазми змінюється за перерозподілу води в клітинному та позаклітинному компартментах. Позаклітинна рідина містить приблизно 1/3 всієї води організму, значну кількість іонів натрію, хлоридів, бікарбонатів. Внутрішньоклітинна рідина має 2/3 запасів води та містить калій, іони фосфатних ефірів і білки [109]. Процес оновлення води в організмі проходить зі швидкістю 70 % води за 1 хвилину. На зміни водно-сольового балансу, що відрізняється за численних патологічних станів (серцево-судинна недостатність, артеріальна гіпертензія, цукровий діабет, запальні процеси тощо) і характеризується збільшенням позаклітинного простору, першочергово реагують ЦНС та нирки. Навантаження позаклітинного простору викликає активацію НУП. 
Одним із механізмів дії діуретичних препаратів є вплив на активність НУП. Зважаючи на вищевикладене, було доцільним проведення досліджень щодо вивчення впливу фуроксану на натрійуретичну активність плазми крові. 
Навантаження позаклітинного сектору досягали введенням щурам  сольового розчину [29, 43, 106] із метою стимуляції волюморецепторів. Відомо, що НУП виявляє найбільшу активність за умов збільшення об’єму позаклітинної рідини, що було змодельовано в організмі щурів введенням 0,9 % розчину хлориду натрію [4, 29]. 
Встановлено, що фуроксан посилював натрійуретичну активність плазми крові за збільшення об’єму позаклітинної рідини та проявляв натрійуретичний ефект, що зростав за умов стимуляції волюморецепторів. Можна припустити, що збільшення діурезу є результатом активації фуроксаном синтезу НУП [81].
Локальними регуляторами діяльності нирок, що, в основному, відповідають за реабсорбцію електролітів, є кініни та простагландини [2, 48, 231]. Простагландини, передусім з групи Е2, стимулюють діурез унаслідок розширення артеріол і посилення ниркового кровообігу [231, 245], зниження реабсорбції сечовини й пригнічення реабсорбції Na+ на рівні висхідної частини петлі Генле та збиральних трубочок кіркової речовини нирок [161].
Кініни розслабляють гладенькі м’язи судин, знижуючи тиск крові [48]. Найактивніший із кінінів – брадикінін – є активним вазодилятатором, що здатний підвищувати діурез за рахунок розширення ниркових артеріол і збільшення клубочкової фільтрації [2]. Механізм розслаблення судин брадикініном опосередковується його впливом на ендотеліальні клітини. Брадикінін, як і деякі інші вазодилататори, стимулює синтез і секрецію ендотеліального фактору розслаблення – оксиду азоту (NO), що синтезується з амінокислоти аргініну за дії ферменту NO-синтази [18, 184]. NO легко дифундує крізь мембрани в прилеглі гладеньком’язові клітини, де активує гуанілатциклазу [46, 187, 190]. Синтезується цГМФ, що зумовлює зниження внутрішньоклітинної концентрації іонів кальцію, що, у свою чергу, призводить до розслаблення гладеньких м’язів судин [72]. Крім того, брадикінін індукує вивільнення ендотеліальними клітинами ще двох факторів розслаблення − простацикліну та ендотелійзалежного фактора гіперполяризації (нестійкого метаболіту арахідонової кислоти), що посилюють вазодилатацію, зумовлену оксидом азоту [188]. Цими механізмами пояснюють здатність кінінів посилювати діурез та натрійурез. Водночас, натріуретичний ефект кінінів пов’язаний ще й з прямим пригніченням реабсорбції натрію в проксимальному канальці та збільшенням клубочкової фільтрації [2]. 
Активація діуретичними засобами калікреїн-кінінової системи та синтезу простагландинів позитивно відбивається на регуляції водно-сольового обміну. Саме з’ясуванню можливого впливу фуроксану на зазначені процеси присвячено наступний етап роботи.
Встановлено, що вплив фуроксану та гідрохлортіазиду на вміст ПГЕ2 у плазмі крові інтактних тварин був рівноефективним. У щурів за сольового навантаження вміст ПГЕ2 за дії фуроксану зріс на 14,4 %, а за водного – на 18,5 % у порівнянні з показником у щурів без відповідного навантаження, які отримували фуроксан. Препарат порівняння гідрохлоритіазид за зазначених навантажень сприяв збільшенню вмісту ПГЕ2 значно менш виразно – лише на 3,9 та 8,9 % відповідно. Отримані результати є свідченням переважного стимулюючого впливу фуроксануна вміст ПГЕ2, що за виразністю переважає  гідрохлортіазид. Вочевидь, посилення діурезу та екскреторної діяльності нирок за дії фуроксану зумовлено збільшенням синтезу простагландинів, зокрема ПГЕ2.
Ще одним із досліджених механізмів діуретичної дії новосинтезованої сполуки був вплив на вміст кінінів у плазмі крові, активація синтезу яких за дії фуроксану забезпечувало збільшення ниркового кровотоку і клубочкової фільтрації, спричинюючи діуретичний та натрійуретичний ефекти.
Отже, активація калікреїн-кінінової системи, вочевидь, є ще однією ланкою у реалізації діуретичної дії фуроксану.
За розвитку ниркової недостатності, що може виникати не лише за безпосереднього захворювання (ураження) нирок, але й за численних патологічних станів (серцева недостатність, артеріальна гіпертензія, запальні процеси різного ґенезу, післяопераційні стани, інфекції тощо), нирки частково або повністю втрачають здатність до утворення й екскреції сечі, внаслідок чого в організмі виникають тяжкі порушення кислотно-лужної рівноваги, водно-сольового балансу. Фактично, ниркова недостатність класифікується як гострий або хронічний патологічний процес. Гостра ниркова недостатність (ГНН) виникає раптово з причини гострого ураження ниркових тканин. Хронічна ниркова недостатність, як правило, розвивається поступово з наростанням патологічних змін у функціонуванні видільної системи. Патологія спричиняє зменшення об’єму сечі, що виділяється, а іноді – навіть повне припинення її екскреції. При цьому спостерігаються порушення водно-сольового та електролітного балансу, що обтяжує патологічний процес, розвиваються процеси самоотруєння організму, в крові накопичується велика кількість білкових продуктів обміну – креатиніну та сечовини. 
За умов гострої ниркової недостатності, що викликана уведенням калію хромату, вивчали нефропротекторну дію фуроксану за пошкодження проксимального відділу нефрону.
Фуроксан за профілактичного введення приводив до нормалізації токсикант-індукованих порушень видільної функції нирок за позитивним впливом на більшість досліджуваних показників.
Нефропротекторна дія фуроксану на моделі нефропатії, індукованої калію хроматом, додатково підтверджена даними морфологічних досліджень, що свідчили про зменшення некрозу епітеліальних клітин, вакуолізації епітеліоцитів звивистих канальців та відсутність білкових циліндрів у звивистих канальцях і вивідних трубочках.
Таким чином, визначено, що на тлі хроматокалієвого ураження нирок фуроксану притаманна нефропротекторна дія.
В основі розвитку доксорубіцинової ниркової нефропатії лежить вільнорадикальне ушкодження всіх структур нирок, зокрема, базальної мембрани та інших структур ниркового фільтра [75] . 
Відомо, що антибіотики антрациклінового ряду (зокрема, доксорубіцин) застосовують за онкопатології. Механізм пошкодження нирок за хіміотерапії доксорубіцином опосередкований, зокрема, модуляцією обміну речовин, за якої відбувається масивний розпад пухлини [99]. За таких умов в організмі накопичується сечова кислота, що є продуктом розпаду білка, яка призводить до розвитку сечокислої нефропатії.
У даній серії дослідів використали фуроксан для зменшення негативного впливу доксорубіцину на функцію нирок [75]. 
Результати експериментального вивчення структурних змін у нирках за дії доксорубіцину узгоджуються з даними наукової літератури, що вказують на подібність змін гістологічної картини [21, 88, 177]. 
Отже, результати дослідження впливу фуроксану на структурний та функціональний стан нирок за доксорубіцинової нефропатії свідчать про його захисну дію на нирки [32, 63, 228] і може служити експериментальним обґрунтуванням доцільності подальших досліджень сполуки з метою з’ясування питання щодо можливості застосування фуроксану як нефропротекторго засобу в клінічній практиці.
Зважаючи на результати попередніх досліджень щодо участі простагландинової та калікреїн-кінінової систем в опосередкуванні діуретичної дії фуроксану, беручи до уваги його нефропротекторну дію на моделях токсичного ураження нирок, що характеризуються ушкодженням видільної функції, а також усіх структур нирок, зокрема, базальної мембрани [63, 75, 228], та/або ураженням проксимального відділу нефрону, а також враховуючи дані PASS прогнозу щодо можливого прояву різних видів фармакологічної активності похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів, актуальним було дослідити супутні фармакологічні властивості фуроксану, зокрема  наявність аналгезуючої та протизапальної дії, а також впливу на фізичну витривалість.  
Відомо, що нефропатії супроводжується розвитком запалення та біллю. В основі розвитку нейрогенних больових синдромів є структурно-функціональні зміни  периферичних і центральних відділів системи больової чутливості. Часто біль виконує сигнальну функцію, попереджає організм про небезпеку й захищає його від можливих надмірних ушкоджень. Водночас, біль робить людей непрацездатними, знижує їхню фізичну та соціальну активність, викликає порушення діяльності вісцеральних систем, призводячи до розвитку нових патологічних (коморбідних) станів [33].
Сприйняття, проведення й аналіз больових сигналів в організмі забезпечують спеціальні нейронні структури ноцицептивної системи, що входять до складу соматосенсорного аналізатора. Ділянки з підвищеною больовою чутливістю до пошкоджуючих стимулів називають зонами гіпералгезії. Патофізіологічною основою первинної гіпералгезії є сенси-тизація ноцицепторів до дії пошкоджуючих стимулів. Електрофізіологічна сенситизація ноцицепторів проявляється зниженням порогової частоти і тривалості розрядів в нервових волокнах, що приводить до посилення аферентного ноцицептивного потоку. Сенситизація ноцицепторів супровод-жується виділенням в зоні пошкодження медіаторів запалення – брадикініну, метаболітів арахідонової кислоти (простагландинів і лейкотрієнів), біологічних амінів, пуринів та низки інших речовин, що підвищують чутливість ноцицептивних аферентів [33]. Для фармакологічної корекції больового синдрому за численних патологічних станів в клінічній практиці усього світу широко використовують НПЗП, що пригнічують відчуття болю та проявляють протизапальну активність [98]. Однак, їхня недостатня ефективність та, що надзвичайно важливо, низка побічних ефектів зумовлюють необхідність пошуку сполук інших хімічних класів з аналгезуючою та протизапальною активністю. Фундаментальні відкриття патофізіологічних механизмів болю сприяли значному стимулу в створенні нових ананалгечних засобів [4, 12, 13].
Встановлено, що фуроксан, окрім діуретичної дії, проявляє аналгезуючу та протизапальну активність, що свідчить про перспективність його застосування як потенційного засобу для фармакологічної корекції нефропатій різного ґенезу, що супроводжуються больовим синдромом та запальним процесом. 
Зазначена дія фуроксану дозволяє зробити припущення щодо можли-вості регуляції больового відчуття та запального процесу під час його застосування  [32, 63, 228].
Крім того, фуроксан, як і окремі відомі похідні ксантину (зокрема, кофеїн), чинить виразний актопротекторний вплив, що верифіковано за збільшенням фізичної витривалості щурів. Цей додатковий сприятливий супутній фармакологічний ефект у перспективі дасть змогу розширити спектр показань до застосування фуроксану.
Отже, узагальнюючи отримані дані та аналізуючи результати досліджень щодо вивчення механізмів діуретичної дії фуроксану, можна зробити висновок, що, вочевидь, як усім ксантинам [149, 150, 181], сполуці притаманна властивість пригнічувати фермент фосфодіестеразу і, тим самим, призводити до накопичення цАМФ у клітинах. За таких умов (зростання цАМФ) зменшується концентрація вільного кальцію в міоцитах (що призводить до розслаблення судин) і в опасистих клітинах (що сприяє зменшенню вивільнення з них гістаміну, серотоніну та інших медіаторів запалення). Завдяки цьому, вочевидь, проявляється спазмолітичний ефект фуроксану, що характеризується розширенням судин нирок. Можна передбачити, що аналогічний вплив фуроксан чинить не лише на судини нирок, але й на судини серця, головного мозку, гладеньких м’язів бронхів тощо. Розширення судин ниркових клубочків викликає посилення кровообігу, клубочкової фільтрації та збільшення утворення первинної сечі, а також пришвидчення її проходження по нефрону. У результаті цього зменшується час контакту первинної сечі з епітелієм канальців, що призводить до зменшення реабсорбції та зростання діурезу. Зменшення ураження епітелію канальців нефронів за дії фуроксану на тлі нефропатій підтверджено патоморфологічними дослідженнями. Крім того, механізми діуретичної дії фуроксану опосередковані його впливом на РАС, активність НУП плазми, системи кінінів та простагландинів.
Встановлено, що похідним ксантинів може бути притаманна протизапальна дія, що зумовлена впливом на баланс прозапальних та протизапальних інтерлейкінів: уповільнення виділення прозапальних цитокінів (інтерлейкінів) і активація продукції протизапальних інтерлейкінів. Цей аспект, а також дані PASS прогнозу щодо високої вірогідності прояву протизапальної та аналгезуючої дії у більшості синтезованих сполук в ряду 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів, обумовили проведення досліджень з вивчення протизапальної та аналгетичної дії фуроксану. 
Важливим аспектом щодо проведення дослідження з вивчення активності нового діуретичного засобу було й те, що в клінічній практиці встановлено, що за сумісного застосування НПЗП та діуретиків, чого вимагають різні патологічні стани, значною мірою втрачається активність цих препаратів та/або проявляється низка побічних ефектів (зокрема, інтерстиціальний нефрит). Це зумовлено, власне, як властивостями діуретиків, так і фармакологічними та токсикологічними особливостями НПЗП. Останні мають прямий токсичний вплив нирки, викликають їх ішемію ерез інгібування синтезу простагландинів, порушують окиснювально-відновні процеси в мембранах клітин, що призводить до дефіциту ряду ферментів. НПЗП взаємодіють із петльовими та тіазидними діуретиками, що збільшують синтез простагландину Е2 в нирках. Це призводить до зниження екскреторного ефекту сечогінних засобів. Можливо, це зумовлено також затримкою натрію в організмі, до чого призводить застосування усіх НПЗП. Крім того, НПЗП можуть скорочувати час дії петльових діуретиків [119]. 
Таким чином, НПЗП негативно впливають на нирки через звуження судин, погіршення ниркового кровотоку та безпосередню дію на паренхіму нирок, що може призводити до розвитку так званої НПЗП-нефропатії. Це значною мірою обмежує сумісне застосування НПЗП із діуретиками як через ослаблення сечогінного ефекту останніх, так і через ризик розвитку ниркової недостатності [74]. 
Водночас, за нефропатій різного ґенезу можуть розвиватися запальний та больовий синдроми, тому наявність аналгезуючої та протизапальної дії у потенційного діуретика є вельми важливою фармакологічною властивістю для клінічного застосування.  
У фуроксану було виявлено виражений аналгетичний ефект, який дещо поступається знеболювальній дії диклофенаку натрію [61, 62, 69, 70]. Механізм опосередкування цього ефекту також, можливо, пояснюється інгібуванням фосфодіестерази, підвищенням внутрішньоклітинного вмісту циклічних нуклеотідов, цАМФ та цГМФ, зменшенням синтезу та вивільнення гістаміну та/або серотоніну опасистими клітинами і, відповідно, зменшенням ноцицептивного подразнення. 
Крім того, механізм знеболюючої дії фуроксану може бути зумовлений впливом на синтез простагландинів, що мають вазодилятуючу активність, активацією кініногенезу, що приводить до збільшення синтезу калікреїну та калікреїногену і супроводжується розширенням судин.
Фуроксану притаманна також виразна протизапальна активність, яка, однак, не досягає рівня диклофенаку натрію [61, 62, 69, 70]. Можна припустити, що протизапальний ефект сполуки реалізується за рахунок зниження викиду медіаторів запалення із опасистих клітин і інгібуванням експресії генів, відповідальних за синтез прозапальних цитокінів [5, 7]. 
Механізм реалізації протизапальної дії НПЗП, за найпоширенішими уявленнями, зумовлений  інгібуванням ферменту ЦОГ, що запобігає утворенню стабільних простагландинів через блокаду асоціації арахідонату з G-білком [6, 12]. Відома помірна протизапальна дія похідного ксантину – діуретика теофіліну, що зменшує вихід медіаторів із опасистих клітин, пригнічує синтез та вивільнення цитокінів [5, 9]. Як зазначалося вище, PASS прогноз засвідчив можливість прояву протизапальної дії у похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів, на що також вказували результати досліджень вітчизняних авторів [5]. Ці положення зумовили проведення експериментів із вивчення протизапальної активності фуроксану.
Вочевидь, механізми дії фуроксану забезпечили його ефективність на тлі нефропатій різного ґенезу: індукованої калію хроматом, розвиток якої зумовлений ураженням проксимального відділу нефрону, а також  доксорубіцинової нефропатії, індукція якої пов’язана з порушенням вільно-радикального окиснення. Виразна діуретична та натрійуретична дія фуроксану, а також його калійзберігаючий ефект на тлі зазначених нефропатій, нормалізація ушкоджуючої дії патогенних агентів, що підтверджена результатами патоморфологічних досліджень, обґрунтовують потенційну можливість застосування нової сполуки – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-п-метоксифенокси-)пропіл-8-(фурил-2)метиламіноксантину (фуроксану) на тлі різних патологічних станів, що супроводжуються порушенням як структури, так і функції (зокрема, видільної) нирок. 
Результати проведених досліджень дозволили виявити серед нових синтезованих 1,8 дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів сполуку-лідера за діуретичною дією – фуроксан, визначити механізми реалізації її ефектів, встановити наявність у цієї сполуки сприятливих супутніх видів фармакологічної активності, зокрема, аналгезуючої та протизапальної дії, а також встановити ефективність сполуки за нефропатій різного ґенезу, а також її нешкідливість. Поєднання діуретичної, аналгезуючої та протизапальної дії у фуроксану експериментально обґрунтовує можливість його застосування за нефропатій, що супроводжуються больовим синдромом і запальним процесом.

ВИСНОВКИ


Результати дисертаційного дослідження дозволили виявити серед нових синтезованих похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів сполуку-лідера за діуретичною дією – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-n-метоксифенокси)-пропіл-8-(фурил-2)метиламіноксантин (фуроксан), якій притаманні аналгезуючий та протизапальний ефекти, а також вивчити основні механізми реалізації її фармакологічної активності.
1. За результатами комп’ютерного прогнозу PASS із 90 новосинтезованих сполук у ряді похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів відібрано 30 перспективних речовин із високою вірогідністю впливу на видільну функцію нирок.
2. Для 30 похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів досліджено гостру токсичність, визначено середньолетальні дози. Встановлено сприятливий профіль нешкідливості сполук – ЛД50 за внутрішньоочеревинного введеня знаходиться в інтервалі 225-1095 мг/кг; 28 сполук відносяться до ІV класу (малотоксичні речовини) і 2 сполуки до V класу (практично нетоксичні речовини) відповідно до класифікації К. К. Сидорова. ЛД50 фуроксану за внутрішньоочеревинного введеня знаходиться становить 835 мг/кг для мишей і 1320 мг/кг для щурів. 
3. За результатами фармакологічного скринінгу 30 похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів визначено, що наявність і ступінь прояву діуретичної активності залежить від функціональних замісників за C8 положенням ядра 3-метилксантинів. Посилення діуретичних властивостей для 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів зумовлена положенням замісників в ароматичному аміновому фрагменті. Введення фурильного радикалу до аміногрупи у 8-е положення молекули 3-метилксантинів сприяє посиленню діурезу. За показником діуретичної активності серед похідних 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів відібрано сполуку-лідера – 3-метил-7-(2-гідрокси-3-n-метоксифенокси)пропіл-8-(фурил-2)метиламіно-ксантин з робочою назвою фуроксан, що за показником добового діурезу у 2,3 разу перевищує сечогінну дію гідрохлортіазиду (p<0,05).
4. Встановлено, що діуретичний ефект фуроксану при одноразовому та курсовому внутрішньошлунковому введенні в дозі 25 мг/кг (ЕД50) переважає дію гідрохлортіазиду і характеризується збільшенням добового діурезу у 2,1-2,3 разу (р<0,05), натрійурезу в 1,7 разу та в 2,3 разу відповідно (р<0,05), концентрації іонів натрію в сечі щурів (р<0,05), зростанням вмісту ендогенного креатиніну в сечі в 1,49 разу (р<0,05) та 2 рази (р<0,05) відповідно, що свідчить про посилення ШКФ. Калійзберігаючий ефект більше виражений у фуроксану, аніж у гідрохлортіазиду.
5. Визначено діуретичну та калійзберігаючу дії одноразового введення фуроксану за водного навантаження (збільшення діурезу на 221,4 % (р<0,05) за 4 год, концентрації іонів натрію в сечі у 3,85 разу (р<0,05), натрійурезу у 2 рази (р<0,05), що може вказувати на зменшення реабсорбції натрію в проксимальних і дистальних канальцях нефронів), та за сольового навантаження (збільшення діурезу на 196,1 %, натрійурезу на 60,6 %; p<0,05). Аналогічний ефект отримано за курсового (7 діб) застосування фуроксану. Про посилення фільтраційної функції нирок під впливом фуроксану свідчить збільшення екскреції креатиніну на 7,3- 24,0 %.
6. При сумісному застосуванні зі спіронолактоном фуроксан сприяє збільшенню сечовиділення в 3,26 разу (р<0,05), концентрації натрію у сечі в 2,44 разу (р<0,05) та зростанню натрійурезу в 2,34 разу (р<0,05). За сумісного застосування з ДОКСА фуроксан сприяє збільшенню концентрації іонів натрію й калію в сечі, а також зростанню натрійурезу у 2,27 разу та калійурезу у 2,17 разу (р<0,05). Діуретична дія фуроксану опосередкована впливом на ренін-ангіотензинову систему, що підтверджено вірогідним збільшенням гідроурезу у 2,2 разу та ШКФ у 2 рази (р<0,05), зниженням рівня креатиніну в плазмі та зростанням його екскреції із сечею при сумісному застосуванні з еналаприлом, а також нормалізацією іонорегулюючої функції нирок, що виражається у зростанні концентрації іонів натрію у сечі (у 2,33 разу), посиленні натрійурезу (у 2,86 разу) та зниженні реабсорбції цих іонів через активацію як проксимального, так і дистального транспорту. Механізм діуретичної та натрійуретичної дії фуроксану реалізується також шляхом активації натрійуретичного пептиду, стимулюючого впливу на синтез простагландинів, що характеризується збільшенням їх умісту за дії фуроксану на тлі сольового (на 14,4 %, p<0,05) та водного (18,5 %, p<0,05) навантаження, а також активацією калікреїн-кінінової системи.
7. Досліджено, що фуроксан чинить нефропротекторну дію, що верифікована за нормалізацією водно-сольового обміну та зменшенням патологічних змін у морфоструктурі нирок за умов експериментальних нефропатій, індукованих калію хроматом та доксорубіцином.
8. Виявлено, що фуроксан окрім діуретичної активності має аналгезуючу та протизапальну дії, збільшує фізичну витривалість, що розширює спектр показань до застосування 3-метил-7-(2-гідрокси-3-n-метоксифенокси)пропіл-8-(фурил-2)метил-аміноксантину. 
9. Комплекс отриманих результатів дає підставу вважати вперше синтезовані похідні 1,8-дизаміщених 7-алкіл-3-метилксантинів перспективною групою гетероциклічних сполук для подальшого цілеспрямованого пошуку та вивчення фармакологічної активності з метою створення на їх основі ефективних та безпечних лікарських препаратів із нефропротекторною дією.
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3. III міжнародна інтернаціональна науково-практична конференція «Topical Problem of Modern Science and Possible Solution» (Об’єднані Арабські Емірати, Дубаї,  28-29 вересня 2016 , 27-29 жовтня 2016. – доповідь
4. III міжнародна інтернаціональна науково-практична конференція
«Modern Scientific Achievemants and Their Practical Application»
(Об’єднані Арабські Емірати, Дубаї,   27-29 жовтня 2016.) – доповідь
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2017 p.

AKT BITPOBAJUKEHHA

Januit akT cxiageHo B ToMmy, mo TOB «X®IT «310poB's Hapoxy» IUIaHye
BIIPOBaJKEHHS Y BUPOOHMIITBO JIIKApCHKOTO 3aco0y y BUMIsAi TabimeTok Ta/abo
Karicy1 «@ypokcany, SIKAH MPOSIBILSIE IiypETHUHY, aHAJIT€3yI04dy Ta IPOTU3aNaIbHy
JTIIO.

Po3po6ka mixapcekoro 3acoly «@ypokcan» BKIIIOYEHA 0 TUIAHY PO3POOOK

TOB «X®IT «3nopos'st Hapoay» Ha 2018-2019 p.

Jupexrop TOB «X®I1 «3m0poB's Hapomy» O.A. JloBamHigeHKO
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. .«3ATBEPDKYIO»

AKT BIIPOBAUKEHHS

1. Ha3Ba npono3uuii AJisi BIPOBAaAKeHHN: BUKOPUCTAHHS 3-MeTWI-7-(2-TiApOKCH-3-
METOKCH(PEHOKCH )ITPOMiJI-8-((hypiii-2) METUIaMiHOKCAHTUH 3 METOIO ITPO(iIaKTUKH Ta
JiKyBaHHS QYHKIIi1 HUPOK IIPH MO3aKIITUHHIHN rineprigpararii.

2. YcraHoBa, ii_ajapeca, BHKOHaBli: Kadeapa ¢apmakonorii i TOKCHKOJOTil
XapKiBChKOI Jep)KaBHOI 300BeTepUHApHOi akaaemii, 62341 XapkiBcbka 00JIacTs,
JeprauiBcbkuii padioH cMmMT. Mana JlaHuniBka Byin. AkazemiuHa 1. 3m00yBau
Hydenko Karepuna AuppiiBHa.

4. xepena indopmauii:

1. ®@apmakojioriyHa KOpPEKIis MOXiJHHUMH 3-METHJIKCAaHTHHY IOPYIIEHb BOIHO-
COJIbOBOrO0 OOMiHYy y IMIypiB MpH TO3aKITHHHIA rineprigparamii opraHizmy
(excriepMeHTaNbHE MOCHiKeHHs) : IHdopmauiiHui MHCT MPO HOBOBBEIEHHS B
cucreMi oxoponu 3u0poB's /  Bb. A. Camypa, K. A. Jlyuenko, B. I. KopHnienko,
O.B. Jlagory6eup, M.I. Pomanenko, JI.I'. IBanuenko. - KuiB: YkpmennareHTinhopMm
2. Jyuenko E.A.  [eiictBue  ¢QypokcaHa Ha BOHHO-COJIEBOH OOMeH mpu
BHEKJIETOYHOM runepruaparanuu opranusma /E.A./lyuenko // Monoauit BueHui. —
2016. — Ne 6 (33). — C.284-288.

4. [le i KkoJM BIOPOBAaJ»KEHO: B HAyKOBO-NEJAroriuyHMii mpoiec Kadeapu
HOpMaJIbHOI 1 matosoriyHoi ¢iszionorii XapkiBChkoi AepixaBHOI 300BETEPHUHAPHOL
akazaemii, 3 4 kBiTHa 2017 p.

S._Pe3yJbTaT BOPOBAaKEHHS: OTpMMaHa iH(OpMallisi BUCBITIIIOE HOBI MiIXOOH IO
JiKyBaHHS NATOJIOTil HUPOK IIPH MO3aKJIITUHHIHN rineprigparartii.

6. 3ayBaskeHHsl Ta NPONO3HULii: HE BHOCHIKCS.

OO6roBopeHO Ta 3aTBEepI)KEHO Ha 3aciiaHHiI Kadeapd HOPMAIBHOI i MATOJOTIYHOI
¢izionorii XapkiBCchKoOi Aep)KaBHOI 300BeTEpHUHApHOI akajeMii, mpotokon Nell Bix 4
kBiTHA 2017 poky.

BinnoBinanbHui 3a BIpoBasKeHHN:

3aBigyBau kadeapu HOpMAJIBHOI 1 MATOJIOTTYHO]I ¢i3ionorii

XapKiBCBKOI JIep>KaBHOI 300BETEPHHAPHOI aKaJeMii,

JIOKTOp BETEpUHApHHUX HayK, Mpodecop /? ﬂ).)KyKOBa




image20.png
_ «3ATBEPDKVYIO»
Ilepiiwuii IpopeKT

AKT BITPOBAJUKEHHS

1. Ha3zBa npono3uuii /sl BIPOBaAxeHHN: BUKOPUCTAaHHSA 3-MeTwWI-7-(2-rigpokcu-3-
METOKCH(EHOKCH )ITPONiI-8-((hypHi-2) METUIaMiHOKCAHTHH 3 METOIO NPOMIaKTHKHA Ta

JikyBaHHS QYHKIiT HUPOK IIPH NPUTHIYE€HHI peHIH-aHIMOTEH3HH-PEHIHOBOI CHCTEMH.

2. YcraHoBa, ii_aapeca, BHKOHaBUi: kadeapa Qapmakosyorii i TOKCHKOJIOTii
XapKkiBCbKOI Jiep)KaBHOI 300BeTepHHapHOi akajeMii, 62341 XapkiBcbka 00mnacTs,

HepradviBcbkuii paiioH cmT. Mana JlaHuniBka Byin. AkamemiuHa 1. 3mo0yBau
Hyuenko Karepuna AnapiiBHa.
5. xepeja indopmaiii:

1. Kopexkiiis moxigHUMH 3-METHJIKCAaHTHHY HisIbHOCTI HUPOK NPH NpUTHIYeHiH
GbyHKLIi  peHiH-aHriOTEeH3i1H-aJIbJOCTEPOHOBOI  CHCTEMH  (€KCIIepHMEHTAaJIbHE
nociimkeHHs): [HGOpMUIMHUKA JUCT NpPO HOBOBBEAEHHS B CHCTEMI OXOPOHH
smopoB's/ B.A.Camypa, K.A. [lyuenko, B.1.Kopnieako, O.B.JIagory6eirs,
M.1.Pomanenko, /I.I'.IBanuenko. — KuiB: Ykpmenmnarentingopm, 2016. —4 c.

2. y4enxo E.A. Bnusinue ¢pypokcaHa Ha aKTUBHOCTh aHTMOTEH3MHOBOM CHCTEMEBI y
kpeic/ E.A.Jlyyenko// AxtyanbHi npobiemu cydacHoi memumman. — 2016. -T.16.,
Bun.3 (55). — C.147-150.

4. Jle i xoJM BIpPOBAa[KEHO: B HayKOBO-TIeJaroridHuii mpouec kadenpu o¢ap-
MaKoJIorii i Tokcukosorii XapKiBChbKOi Jep)KaBHOI 300BETEpPHHAPHOI akameMii 3 12
kBiTHsA 2017 p.

5. Pe3yJibTaT BOPOBAKEHHsI: OTpMMaHa iH(GOpMAallis BUCBITIIOE HOBI IiIXOOH [0
JTiKyBaHHS TIQTOJIOTIi HHPOK TMpPH TMPHUTHIYeHHI peHiH-aHTHOTeH3MH-PEHIHOBOL
CHUCTEMH.

6. 3ayBaskeHHsl Ta NPONO3HKLiis HE BHOCHINCS.

OO6roBopeHO Ta 3aTBEPAKEHO Ha 3acifaHHi kadeapu (apMakojorii i TOKCHKOIOTii
XapKiBChKOI Jiep)KaBHOI 300BEeTEpHHApHOI akaaemii, mpoTrokon Nell Bixm 11 kBiTHA
2017 poxky.

BignoBiganbHHUi 32 BIPOBaAKEHHA:
[Tpodecop kadenpu dhapmMakonorii i TOKCHKOIOTIT
XapKiBCBKOI Jiep»aBHOI 300BETEPUHAPHO] aKaeMii,
. /‘ .
JOKTOp (apMaleBTUYHUX HayK, CT..HayK.CIiBp. /ea;? A.Jl.T'opaienko
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KoBoi pobotu HpaVy

Vo
*M0201o<3’5"‘

1. Ha3spa nponosuuii 119 BIPOBaJ:KeHHH: BUKOPUCTaHHS 3-MeTHI-7-(2-TiApoKcu-3-
MeTOKCH()EHOKCH )IPOILI-8-((ypri-2) MeTHIaMiHOKCAaHTHH 3 METOI0 IPOQiIakTUKU Ta
TiKyBaHHS QYHKIIT HUPOK NP MO3aKIIiITHHHIN Tileprigparariii.

2. YcraHoBa, ii aapeca, BHKOHaBIi: Kadenpa ¢dapMakoyiorii i TOKCHKOIOTII
XapKiBChKOI Jep>kaBHOI 300BeTepHHapHOi akamewmii, 62341 XapkiBcbka 00JacTh,
HeprauiBcbkuii paiioH cMT. Mana JlanunmiBka Byn. Akagemiuna 1. 3m00yBady
Jyuenko Katepuna AnppiiBHa.
3. Hxepea indopmamnii:
1. ®apmakosoriyHa KOpeKlis NOXiTHUMH 3-METHIKCAHTHHY IIOPYIIeHb BOJIHO-
COJMbOBOTO OOMiHy y IIypiB IpH MO3aKIITHHHIN rimeprifparaiii oprasiamy
(excriepuMeHTaIbHEe JOCHiIKeHHs) : [HdopmamiiiHui JTHUCT TMpPO HOBOBBEICHHS B
cucreMi oxoponu 3uopoB'ss / b. A. Camypa, K. A. Jlygenko, B. I. KopHnienko,
O.B. Jlapory6eus, M.I. Pomanenko, /[.I'. IBaHueHko. - KuiB: YkpMmennatenTinpopm
2. Jyuenko E.A.  JlefictBue  QypokcaHa Ha BOJHO-COJIEBOM OOMeH IIpH
BHEKJIETOUHOU runepruaparanuu opranuzma /E.A.Jlyuenko // Monoauii BueHui. —
2016.— Ne 6 (33). — C.284-288.

4. /e i ko4 BOPOBAaJKEHO: B HAayKOBHH Npoliec Kaeapu OpraHiuyHol Ximil
HamionansHoTo (hapMarieBTHIHOTO YHiBepcuTeTy 3 23 ciuns 2017 p.
5. Pe3yabTaT BOPOBAJKEHHsI: OTpUMaHa i1HGOpMaIlisl BUCBITIIOE NEPCIEKTUBU
BUKOPUCTAaHHS HOBUX CHHTETHMYHUX CIOJYK cCepel IIOXIIHUX KCaHTUHY IIpH
JKyBaHHI TATOJIOTiT HUPOK MPH MO3aKITITUHHIN TineprifpaTariii.
6. 3ayBa:keHHsI Ta IPONO3HILIi: HE BHOCWINCS.
OG6roBopeHO Ta 3aTBEpIKEHO Ha 3acilaHHl Kadenpud OpraHiyHoi  XiMii
HartionansHoro (apmareBTHYHOTO yHiBepcUTeTY, nmpoTokoa Ne5 Bix 11 ciuns 2017

POKYy.

BinnoBigajabHuil 32 BOPOBa/’KEHHS :
3aBiqyBad Kadeapu opraHigHoi Ximil
HarionansHOTO (hapMalieBTUYHOTO YHIBEPCUTETY,

JIOKTOp XIMIYHUX HayK, Ipodecop (j// 2 /¢ %/ JLA Illemuyx
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