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Актуальність теми. Головну роль у регуляції іонного складу та  об’єму рідини в організмі відіграють нирки [173]. Біологічні рідини організму людини (внутрішньоклітинні та зовнішньоклітинні) являють собою розчини, які містять електроліти. Відповідний іонний склад рідин необхідний для підтримання багатьох життєвих процесів [150]. Функція деяких ферментів, наприклад, оптимальна тільки в умовах певної концентрації іонів та величини рН. Ефект багатьох гормонів здійснюється завдяки змінюванню проникності мембран для іонів [51, 124]. У зв’язку з цим  у сучасній медицині при лікуванні багатьох захворювань використовують діуретики [121].

Разом з тим є достатня кількість наукових робіт, які свідчать про те, що діуретики не слід розглядати як абсолютно безпечні лікарські препарати. Вони можуть бути факторами серцево-судинного ризику [38, 69, 113, 131, 214], викликати порушення водно-електролітного гомеостазу [41, 44], кислотно-лужної рівноваги (КЛР), обміну вуглеводів та ліпідів, фосфатів, сечової кислоти [106, 202] та ін. 

Дані багатьох наукових і фахових джерел свідчать, що препаратами першої лінії у фармакотерапії гіпертонічної хвороби терапевти та кардіологи вважають саме діуретики [134, 151, 166, 182, 290, 294]. Разом з тим, за даними літератури, саме діуретики викликають при тривалому застосуванні метаболічний ацидоз і метаболічний алкалоз [202, 291, 313].

За даними Міжнародного товариства по гіпертонії при ВООЗ, основ-ними класами гіпотензивних препаратів є діуретики, β-адреноблокатори, антагоністи кальцію (АК), інгібітори ангіотензинперетворювального ферменту (АПФ) і блокатори рецепторів ангіотензину–П (А–П)  [11, 13, 79, 111, 112, 118, 163, 164, 275].

Артеріальна гіпертензія (АГ) супроводжується значними метаболічними порушеннями водно-електролітного обміну  та кислотно-лужної рівноваги  організму  [12, 92, 204, 206, 355]. Є деякі праці, що характеризують ці  показники і при патології  нирок. Це стосується, насамперед, рН середовища, буферних систем крові (карбонатної, фосфатної, білкової) [89, 114, 201, 216, 293, 314]. Разом з тим саме діуретики, за даними літератури, при тривалому застосуванні викликають метаболічний ацидоз і метаболічний алкалоз [173, 355].

Іонний склад в клітині значно відрізняється від іонного складу зовнішньоклітинної рідини. Калій – катіон, який має перевагу всередині клітини; магній і фосфати також зосереджені в основному всередині клітини. На противагу цьому натрій міститься переважно у зовнішньоклітинній рідині [139]. Обидва головних електроліти відіграють важливу роль у регуляції водно-електролітного балансу [127, 128]. Змінювання об’єму біологічних рідин знаходиться під контролем регулювальних систем нирок: збільшення об’єму сприяє збільшенню екскреції натрію і води, зменшення об’єму викликає зниження екскреції натрію [317, 346].

Особливо небезпечна гіпонатріємія (зниження концентрації натрію в сироватці крові нижче 135 мекв/л). Гіпонатріємія розвивається при лікуванні діуретиками, розвитку осмотичного діурезу – захворюваннях, що супроводжуються накопиченням осмотично активних речовин у крові (глюкоза, сечовина),  або при використанні осмотичних діуретиків (маніт); при деяких захворюваннях нирок (інтерстиціальний нефрит, медулярний кістоз, обструкція сечових шляхів, гостра і хронічна ниркова недостатність (ХНН) та ін.) [132, 159, 328, 341].

Концентрація калію у плазмі здорової людини (масою 70 кг) складає 3,5-4,9 мекв/л. Концентрація калію всередині клітини – 150 мекв/л, зовні клітини – 2 мекв/л [8, 227]. 

Існує близька кореляція між рівнем калію в сироватці крові та порушенням загального вмісту калію – його надлишком або нестачею. Розлад балансу калію (так само, як і натрію) виявляється гіпо- або гіперкаліємією. Більш частою причиною гіпокаліємії є застосування тіазидних діуретиків, які  призводять  до  зниження загального вмісту калію [115, 266]. Падіння концентрації калію може впливати на судинну систему та викликати зниження артеріального тиску крові (АТ) [199, 208, 232, 233].

Одним з найважливіших біохімічних показників, які характеризують порушення електролітного гомеостазу, є зміни обміну іонів  К+, Na+ і Cl-.  Поряд з цим креатинін та сечовина є ранніми та найбільш інформативними маркерами порушення функціонального стану нирок при АГ, а їх рівень характеризує стан азотвидільної функції нирок [249, 284, 363]. 

Окрім швидкодіючих буферних механізмів крові та ефективної ролі легень у регуляції КЛР, в підтримці постійності рН внутрішнього середовища організму беруть участь і більш повільні процеси в нирках. Нирки здатні виводити з сечею низку катіонів та аніонів у значно більшій концентрації, ніж вони містяться в плазмі крові. Особливо велика роль нирок у виведенні кислих продуктів розпаду [339]. Основу цих фізіологічних процесів  складають дві специфічні особливості, притаманні клубочковому і канальцевому апарату нефрону [264, 330, 347]. По-перше, виводячи з плазми крові катіони і аніони в пропорціях, що відбивають їх вміст у плазмі крові, нирки здатні активно реабсорбувати бікарбонати в канальцях. По-друге, в дистальних відділах канальців можливе виділення додаткової кількості кислих продуктів, а також зв’язування водневих іонів та утворення речовин (наприклад, хлористого амонію), які здатні змінювати рН сечі  [104, 372].

Проблема корекції водно-електролітного обміну та КЛР при лікуванні таких захворювань, як АГ, різні види нефропатій, набряки легень та мозку, при яких широко застосовуються діуретики, вченими сьогодні остаточно не вирішена, а препарати, які володіють діуретичною і гіпотензивною діями, здатні коригувати метаболічний ацидоз і метаболічний алкалоз, вітчизняними і закордонними фірмами не випускаються.

З урахуванням вищезазначеного і того, що на ринках світу і України за останні 30-40 років не з’явилось жодного нового класу діуретиків, значний інтерес становить принципово новий, не описаний в літературі ряд хімічних сполук – аніліди хінолін-карбонових кислот, синтезовані на кафедрі фармацевтичної хімії Національного фармацевтичного університету під керівництвом  д. хім. н.,  професора І.В. Українця. Останнє стало підставою для пошуку серед зазначеної групи субстанцій,  які виявляють діуретичну і гіпотензивну дії та здатні чинити вплив на КЛР і водно-сольовий баланс організму. Ці сполуки стали предметом вивчення в нашій роботі.

Проведене доклінічне вивчення субстанції карборен (умовна назва найбільш активної сполуки) показало, що вона не порушує водно-електролітний обмін та КЛР в інтактних тварин як при одноразовому, так і багаторазовому використанні. Ці результати стали підставою для висновку, що як діуретик карборен не повинен виявляти таких побічних ефектів, як тіазидні, осмотичні та інші, відомі на сьогоднішній день  діуретики і, відповідно, не буде порушувати КЛР в організмі, а як гіпотензивний засіб, порівняно з ефектом інгібіторів АПФ, може бути вкрай корисним  не тільки при АГ, але й при нефропатіях і набряках різного походження.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація виконана у рамках науково-дослідної програми Національного фармацевтичного університету «Фармакологічні дослідження біологічно активних речовин і лікарських засобів синтетичного та природного походження, їх застосування у медичній практиці» (№ держ. реєстрації 0103U000478). Дисертант є співвиконавцем вказаної науково-дослідної роботи.
Мета та завдання дослідження.   Розробка нового ряду хімічних сполук – анілідів хінолін-карбонових кислот, які здатні нормалізувати водно-електролітний обмін та кислотно-лужну рівновагу організму за умов експериментальної патології.
Для досягнення поставленої мети були сформульовані такі 
завдання:

1. Вивчити гостру токсичність анілідів хінолін-карбонових кислот.

2. Встановити залежність «структура-активність» в ряду анілідів хінолін-карбонових кислот.  Відібрати найбільш активну сполуку для подальшого вивчення фармакологічної активності похідних хінолін-карбонових  кислот.

3. Встановити LD50 та  ED50  найбільш активної субстанції і вивчити деякі фармакокінетичні параметри.
4. Вивчити загальнотоксичну і специфічну токсичну дію карборену в хронічному експерименті. 

5. Вивчити дегідратаційні властивості анілідів хінолін-карбонових кислот за умов експериментальних набряків легень і мозку.
6. З’ясувати вплив карборену на функціональний стан нирок у щурів і визначити локалізацію його діуретичного ефекту. 
7. Вивчити вплив карборену на системний артеріальний тиск, частоту серцевих скорочень, електролітний склад крові та деякі біохімічні показники крові у лабораторних тварин на експериментальних моделях індометацинової і вазоренальної гіпертензії та у спонтанно гіпертензивних щурів (SHR). 
8. Вивчити вплив карборену на  показники кислотно-лужної рівноваги організму у  SHR і щурів з метаболічним ацидозом. 

9. Сформулювати рекомендації стосовно доцільності пошуку нових ефективних дегідратаційних сполук серед похідних хінолін-карбонової кислоти з можливістю розробки ефективних субстанцій як потенційних коректорів КЛР і водно-електролітного обміну організму. 
Об’єкт дослідження – cтворення нових високоефективних дегідратаційних лікарських засобів для корекції кислотно-лужної рівноваги та водно-електролітного обміну організму. 
Предмет дослідження – нешкідливість анілідів хінолін-карбонових кислот, їх вплив на водно-електролітний обмін, кислотно-лужну рівновагу та діурез у спонтанно гіпертензивних щурів і при патології нирок. 
Методи дослідження. Використовувався комплексний методичний підхід із залученням фармакологічних, біохімічних, токсикологічних, фізико-хімічних, гістологічних,  статистичних методів дослідження.
Наукова новизна одержаних результатів. У роботі вперше екс-периментально доведено, що аніліди хінолін-карбонових кислот є сполуками, які мають виражені діуретичний,  гіпотензивний і дегідратаційний ефекти, і показана доцільність подальшого пошуку діуретиків з гіпотензивною актив-ністю серед речовин зазначеної групи.   Доведено, що зміни функціональної діяльності нирок під впливом карборену залежать від його дози, тривалості застосування та ступеня гідратації організму. Вперше показано, що карборен нормалізує порушення КЛР та водно-електролітного  обміну в умовах АГ. З’ясовані механізми порушень водно-електролітного обміну у спонтанно гіпертензивних щурів, які проявляються ранньою гіперкреатинемією поряд з мікроальбумінурією і призводять до порушення функції нирок. Доведено, що механізми реалізації антигіпертензивного ефекту карборену базуються на зменшенні рідини в організмі у спонтанно гіпертензивних щурів, а також за рахунок прямої спазмолітичної дії на стінку судин. Вперше вивчені зміни КЛР в організмі інтактних тварин, в умовах АГ і при патології нирок та перспективи корекції порушень КЛР карбореном. Показано, що порушення кислотно-лужної рівноваги в умовах АГ і на тлі метаболічного ацидозу, спричиненого хлористим амонієм, проявляються артеріальною гіпоксемією, зменшенням утилізації кисню тканинами, зниженням  вмісту стандартного бікарбонату, актуального бікарбонату артеріального і венозного русла і, як наслідок, зменшенням суми буферних основ. Всі ці зміни нормалізуються в умовах уведення карборену. Вперше доведено, що місцем локалізації діуретичного ефекту карборену є дистальний і частково проксимальний відділи звивистих канальців нефрону. 

Новизна проведених досліджень захищена 2 патентами України.
Практичне значення одержаних результатів.  Робота належить до фундаментальних досліджень. На підставі проведених досліджень розширені та поглиблені знання про фармакологічну активність анілідів хінолін-карбонових кислот, встановлена залежність «структура-активність» в ряду вказаних похідних, що дозволяє проводити цілеспрямований пошук сечогінних сполук з гіпотензивною  і дегідратаційною дією. Експериментально обґрунтована можливість використання карборену як діуретика з гіпотензивною  і дегідратаційною активністю для нормалізації кислотно-лужної рівноваги і водно-електролітного обміну в умовах артеріальної гіпертензії і патології нирок.

На підставі отриманих результатів складені методичні рекомендації спільно із співробітниками Буковинського державного медичного університету (Р.Б.Косуба та ін.), які знаходяться на затвердженні у ФЦ МОЗ України і можуть бути використані в експериментальній роботі науково-дослідних лабораторій.

Матеріали дисертації впроваджено у навчальний процес і використовуються у лекційному курсі та проведенні практичних занять на кафедрах фармакології Буковинського державного медичного університету, Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова, Івано-Франківського державного медичного університету, Запорізького державного медичного університету, Тернопільського державного медичного університету ім. І.Я. Горбачевського.
Особистий внесок здобувача. Автором самостійно був здійснений патентно-інформаційний пошук, у тому числі з використанням пошукових серверів Yandex, Rambler, Alta Vista, а також медичної бази даних “Medline” мережі Internet, проведений аналіз даних літератури за темою дисертації, визначені мета і завдання дослідження, розроблена програма наукових досліджень, відпрацьовані адекватні дослідні моделі і методики, проведені експеримен-тальні дослідження. Вивчення міотропної спазмолітичної активності карборену виконано за допомогою співробітників відділу фармакології серцево-судинних засобів ДУ «Інституту фармакології та токсикології АМН України». Поглиблене вивчення дії карборену як антигіпертензивного засобу проводили на базі Державного наукового цен-тру лікарських засобів (м. Харків) під керівництвом зав. лаб. загальної фармакології, к.мед.н. Л.О. Чайки. Самостійно проведені аналіз, систематизація і статистична обробка отриманих результатів і оформлення їх у вигляді таблиць і рисунків, сформульовані основні положення  дисертаційної роботи і висновки. В опублікованих у співавторстві наукових працях наведені результати особистих експериментальних досліджень.
Апробація результатів дисертації. Основні положення роботи доповідались на: науково-практичній конференції “Актуальні питання в сучасній медицині” (Харків, 2007), науково-практичній конференції “Здобутки клінічної і експериментальної медицини” (Тернопіль, 2007), 76 міжвузівській науковій конференції студентів та молодих учених з міжнародною участю  “Працюємо, творимо, презентуємо”  (Івано-Франківськ, 2007), ІV Міжнародному медико-фармацевтичному конгресі “Ліки та життя” (Київ, 2007), Всеукраїнській науково-практичній конференції студентів та молодих вчених  “Актуальні питання створення нових лікарських засобів” (Харків, 2007), Analiza farmaceutyczna i diagnostyka laboratoryjna a zdrowie Czlowieka (Bialystok, 2007), Віснику Української медичної стоматологічної академії “Актуальні проблеми сучасної медицини”  (Полтава, 2007), VIIІ Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю “Клінічна фармація в Україні” (Харків, 2008), VII читанні ім. В.В. Підвисоцького (Одеса, 2008), Національній науково-технічній конференції з міжнародною участю (Львів, 2008) “Актуальні проблеми синтезу і створення нових біологічно активних сполук та фармацевтичних препаратів”, І Національному конгресі “Человек и лекарство”  (Київ, 2008), Українській науково-практичній конференції, присвяченій пам’яті доктора хімічних наук, професора Павла Олексійовича Петюніна (до 95-річчя з дня народження) ”Проблеми синтезу біологічно активних речовин та створення на їх основі лікарських субстанцій” (Харків, 2009), Ювілейній науково-практичній конференції з міжнародною участю  ”Фармакогнозія ХХІ століття” (Харків, 2009). 
Публікації. За матеріалами дослідження опубліковано 38 наукових робіт, з них 20 статей в наукових фахових журналах, рекомендованих ВАК України, 3 статті у закордонних наукових виданнях, 2 патенти та 13 тез наукових форумів, симпозіумів, конференцій, 1 з яких закордонна.
Обсяг і структура дисертації. Дисертаційна робота викладена на 321 сторінці машинопису, складається із вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів досліджень, 6 розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення отриманих результатів, висновків, списку посилань, який містить 378 джерел, серед яких 169 є іноземними. Робота ілюстрована 24 рисунками та 82 таблицями.
 
· ВИСНОВКИ
 

 
У дисертаційній роботі проведено експериментально-теоретичне узагальнення і запропоноване нове вирішення актуальної та мало вивченої наукової проблеми, яка полягає в дослідженні принципово нового класу дегідратаційних сполук із гіпотензивними властивостями в ряду анілідів хінолін-карбонових кислот, які коригують кислотно-лужну рівновагу і водно-електролітний обмін організму. Показана можливість використання карборену при лікуванні артеріальної гіпертензії, набрякових станів різного генезу, патології нирок.

1.  Гостра токсичність (LD50) анілідів хінолін-карбонових кислот для білих мишей при внутрішньочеревинному введенні знаходиться в діапазоні 850-3750 мг/кг, що дозволяє віднести їх до практично нетоксичних і відносно нешкідливих речовин.

2. Встановлена залежність “структура–активність” в ряду анілідів хінолін-карбонових кислот, яка залежить від величини n (кількість карбамоїльних, оксиметильних, трифторметильних, метильних груп) та природи радикала R. Доведено, що перехід від бензиламідів до анілідів 1-гідрокси-3-оксо-5,6-дигідро-3Н-піроло-[3,2,1-ij]-хінолін-2-карбонової кислоти з тими ж замісниками в ароматичному амідному ядрі в більшості випадків супроводжується помітним підсиленням діуретичних властивостей. Мета-ізомери, як правило, виявляються активнішими за свої орто- і паразаміщені аналоги. Збільшення кількості атомів фтору в молекулі призводить до зростання токсичності хі-мічної сполуки.  

3. Як представник анілідів хінолін-карбонових кислот виділена найбільш активна сполука 4-метоксибензамід-1-гідрокси-3-оксо-5,6-дигідро-3Н-піроло-[3,2,1-ij]-хінолін-2-карбонової кислоти (умовна назва “Карборен”). У відібраної за найбільш вираженою діуретичною активністю сполуки сечогінна дія перевищує дію референт-препарату гіпотіазиду: в дозі 40 мг/кг –  у 1,23  рази (р<0,05), в дозі 10 мг/кг – у 2 рази (р<0,05). ED50  карборену при внутрішньошлунковому уведенні щурам дорівнює 10,7±1,2 мг/кг. LD50 карборену при внутрішньочеревинному уведенні мишам і щурам становить 3583±206 мг/кг і 2750±203 мг/кг відповідно. LD50 за умов внутрішньошлункового введення перевищує 5000 мг/кг. При вивченні фармакокінетики встановлено, що максимум його концентрації в крові (Тmax) відмічається через (5,5±1,1 год) після введення.

4.  У хронічному експерименті карборен при пероральному щоденному введенні в дозах ЕD50 (10,7 мг/кг), 5 ЕD50 (53,5 мг/кг) і 10 ЕD50 (107 мг/кг) білим щурам протягом 3 місяців не виявляє негативного впливу на масу і температуру тіла тварин, не змінює функціональний стан серцево-судинної системи, системи крові, антитоксичну і обмінні функції печінки, нирок, не виявляє виразкової дії. Карборен у дозі 200 мг/кг не чинить гонадотоксичної дії і негативного впливу на репродуктивну функцію щурів.

5. На різних моделях набрякових станів (адреналіновий і хлорамонійний набряки легень, осмотичний набряк головного мозку) аніліди хінолін-карбонових кислот виявляють виражені дегідратаційні властивості, суттєво зменшують або попереджають розвиток набряку легень і головного мозку та  збільшують виживання піддослідних тварин.

6. При вивченні залежності “доза–діуретичний ефект” анілідів хінолін-карбонових кислот за умов використання доз від 1 мг/кг до 15 мг/кг маси    спонтанний добовий діурез підсилюється; з подальшим  підвищенням дози діуретичний ефект не зростає, а з дози 25 мг/кг − послаблюється. При тривалому (семиденному) введенні карборену в дозі 10,7 мг/кг виражений діуретичний ефект зберігається протягом 5−7 днів. За умов водно-сольового навантаження карборен у дозі 10,7 мг/кг зберігає потужну діуретичну активність, одночасно викликає суттєве підвищення натрійурезу і майже не впливає на калійурез. При тривалому застосуванні він зберігає іони калію практично в усіх органах щурів.  Найбільш виражене зниження вмісту іонів Na+ після застосування карборену в дозі ED50 відмічалося в серці, стінці тонкої кишки і печінці (в 1,14 рази – в серці, в 1,6 рази − у стінці тонкої кишки, в 1,3 рази − у печінці). Показники вмісту іонів Na+ в нирках суттєво не відрізнялись. Об’єм позаклітинного простору змінювався за рахунок зменшення інтерстиційної  рідини в 1,2 рази при збільшенні об’єму внутрішньосудинної рідини в 1,2 рази (р<0,05). 

7. На прикладі карборену доведено, що механізми діуретичної дії анілідів хінолін-карбонових кислот обумовлені антагоністичною дією на ниркові рецептори дофаміну, підвищенням клубочкової  фільтрації у 2,4 рази (р<0,05), пригніченням секреції альдостерону, попередженням антидіуретичних ефектів мінералокортикоїдів при сумісному застосуванні зі спіронолактоном, які пов’язані з нормалізацією водно-сольового обміну, розслабленням судинної стінки, що приводить до підсилення діуретичного ефекту. Для цього класу сполук доведена провідна роль активації натрійуретичного фактора в механізмі дегідратаційної дії, що підтверджено в дослідах з вивчення активності ферментів Nа+,К+-АТФази і СДГ  у клітинах ниркових канальців у щурів з експериментальним набряком легень. Уведення карборену приводить до зниження активності  Nа+,К+-АТФази  і СДГ у  дистальному і проксимальному (менш вираженому) сегментах  канальців нефрону, що супроводжується зменшенням реабсорбції іонів натрію і води. Встановлено, що місцем локалізації діуретичної дії карборену є як дистальний, так і проксимальний відділи звивистих канальців нефрону. 

8. Гіпотензивна дія анілідів хінолін-карбонових кислот підтверджена експериментально in vitro на ізольованих кільцях аорти і ниркової артерії щурів, а також в умовах індометацинової і вазоренальної гіпертензії. Встановлено, що карборен чинить пряму спазмолітичну дію на стінку судин in vivo, а у дозі, в 4 рази меншій, ніж у гіпотіазиду, має виражений і практично рівний референт-препарату гіпотензивний ефект. При 7-денному внутрішньошлунковому уведенні в дозі 10,7 мг/кг спонтанно гіпертензивним щурам    карборен зберігає гіпотензивну дію, вираженість і тривалість якої дещо поступається активності еналаприлу (5 мг/кг) та дорівнює гідрохлортіазиду в дозі, еквівалентній карборену. Реалізація гіпотензивних ефектів карборену не супроводжується побічними реакціями з боку електролітного і метаболічного профілю крові, що вигідно відрізняє його від референтних препаратів.

9. Вивчені механізми впливу анілідів хінолін-карбонових кислот на кислотно-лужну рівновагу організму на тлі метаболічного ацидозу, викликаного введенням хлористого амонію, і у SHR. Карборен у дозі 10,7 мг/кг сприяє більш ефективному відновленню КЛР та перешкоджає розвитку метаболічного ацидозу. Застосування карборену сприяє відновленню  КЛР на сьому добу досліду. Карборен  збільшує рівень оксигемоглобіну (91,75±0,69 %; 47,00±1,80 %), парціального тиску кисню у судинному руслі (76,0±1,24; 32,00±0,82 мм рт.ст.), нормалізує процес утилізації кисню тканинами (24,17±1,16 %) за умов метаболічного ацидозу.  

10. Вивчений ряд хімічних сполук – аніліди хінолін-карбонових кислот – може бути перспективним для подальшого пошуку нових ефективних де-гідратаційних речовин з можливістю розробки ефективних субстанцій як потенційних коректорів кислотно-лужної рівноваги і водно-електролітного обміну організму. Результати доклінічного вивчення дозволяють для проведення клінічних випробувань рекомендувати карборен як дегідратаційну сполуку з вираженим гіпотензивним ефектом, яка здатна коригувати водно-електролітний  обмін і кислотно-лужну рівновагу організму при артеріальній гіпертензії, набряках різного походження та інших патологічних станах. 
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