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ITEPEJIIK YMOBHHX CKOPOYEHD

BEPX — BucokoedekTuBHa piinHHA XpoMatorpadis
r — Irpam

I'MJIC — rekcaMeTHIAUCUIOKCaH

['PX — razo-pinunna xpomarorpadis

DY — [lepxxaua dapmakones YKpaiHu

JAMCO — numeTuncyibGOKCH T

JIM®A — numerundopmamin

IY cniektp — iHppauepBOHUN CHEKTP

MKJI — MIKpPOJIITP

MKM — MIKPOMETP

MJI — MUTUTITP

MM — mouniekynsipHa Maca

HP® — nepyxoma pinka ¢aza

HM — HAHOMETP

PX — pinunna xpomarorpadis

cm! — 0GepHEeHUI caHTUMETD

Crnextp [IMP — criekTp mpOTOHHO-MarHiTHOTO PE30HAHCY
TMC — TeTpameTuiiciIaH

TI'® — rerpariapodypan



T. kun. — TeMrepaTypa KUIIHHS

T. mn. — reMneparypa riaBJIeHHS

YO criextp — ynabTpadioeTOBUM CIEKTP MOTJIMHAHHS

SIMP H — ciekTp s1epHO-MarHiTHOrO pe30HaHCy IIPOTOHHHI
AlK — ankin-pagukai

Ar — apui-pagukan

°C — rpanycu Llenbcis

Hal — ramoren

J, I'll — 3HaYEHHS KOHCTAHTH CHIH-CIIIHOBOI B3a€MO/Iii, repIu

MOR — p-opioid receptor


https://en.wikipedia.org/wiki/Mu-opioid_receptor

BCTVII

Axmyanvuicme memu. Paminpun  abo (2S,3aS,6aS)-1-[(2S)-2-{[(2S)-1-
ethoxy-1-o0x0-4-phenylbutan-2-ylJamino}propanoyl]-octahydrocyclopenta[b]
pyrrole-2-carboxylic acid BukopucToBy€eThCs ISl TIKYBaHHS TilepTEH3ii, ceplieBol
HEJIOCTATHOCTI, Il JIIKYBaHHS 3aXBOpIOBaHb HUPOK (Hedpormarii). Jlikapchkuii
3aci0 MpU3HAYAETHCSA IS TPOMIIAKTUKY 1HPAPKTY MiOKapAa, IHCYbTY, 1eMil, Ipu
3aCTIHHIN cepleBil HEIOCTATHOCTI Y CKJIaJli komOiHOBaHOi Teparnii. [TokazaHHsIMH
JUTSI 3aCTOCYBaHHS TIperapaTy €, TaK0oX, IoYaTKoBa Jia0eTHYHa Ta HeAlabeTHdHa

Hedpormaris, BUpaxeHa JiadeTuyHa Ta HeliadeTuuHa HedponaTisi 3 MPOTEIHYPIELO.

Paminpun pa3zoM 13 TigpoXJopTia3uJioM BXOJATh JO CKJIaay KOMOIHOBaHHMX
npenapariB  1HrIOITOPIB  aHT10TEH3UHIEPETBOPIOBAIbHOTO  (epMmeHTy (AIID).
Hanpusnan, mikapcekuit 3aci0 Pamasziqn H wmictute A®I Paminpun Ta
[Napoxnoptiazua. IlpenapaT Mae aHTUTINEPTEH3WBHY 1 CEUOTIHHY BJIACTUBICTD.
AHTHUTITIEpTEH3UBHI €(heKTH 000X CHOJIYK € B3a€MOJIOMOBHIOBAIBHUMH, OCKIIBKU
e(eKTH 31 3HUKEHHS apTep1alIbHOT0 TUCKY IIPU CYMICHOMY 3aCTOCYBaHHI1, CUJIBHIIII,
HIK y KOXHOTO KOMIIOHEHTa TIpW MOHOTeparii. 3acTOCyBaHHS paMINpUITy
CIIPUUMHSE BUPAXKEHE 3HKEHHS TIeprudepruaHOro onopy aprepiil. Pantosa Bigmina
paminpuily HE CHPUYMHSAE HIBUAKOTO 3BOPOTHOTO IMIJIBUILEHHS apTepiaibHOTO

TUcky [1-9].

XIMIYHA CTPYKTYypa paMminpuily — Iie CKJaJgHa OILMKIIYHA KUJIblIeBa CUCTEMa
niposty 3 OiuHuMH JaHitoramu. [loBHa ximiuna Ha3Ba —(2S,3aS,6aS)-1-[(2S)-2-
{[(2S)-1-eTokcu-1-okco-4-heninOyran-2-in]aMiHO } TponaHoi |-
OKTariiporukioneHTa[b|mipon-2-kapoboHoBa kuciora. OCHOBHA CTPYKTypa-
ckados MOJIeKyIu - 1€ KUTbIE POy KOHASHCOBAHE 3 1HITUMHU HUKIICHUMHU

dbparMeHTamMH.

Jlo mo61yHMX e(heKTiB mpenapary BiTHOCSTH:



- CyXUHl Kalielb, BUHUKAE, KOJMU paMiNpui MPUTHIUYE pO3Maj
OpaaukiHiny, cyoctpary AllD, y TkaHMHAX JIeTeHb,

- MOCTypalibHa TIMOTEH3i: MOXE CIIOCTEpIraTHcs MOCTypaibHa
TINOTEH31s, sKa 30UIbllye PU3UK MaJliHb, TPaBM TOJIOBH Ta IMEPEIOMIB
KiCTOK, 3aIlaMOPOYECHHS Ta JIETKE 3allaMOpPOYCHHS,

- M1JBUIIICHUH PIBEHb KPEaTHHIHY B CUPOBATIIl KPOBI,

- rinepkaiemis,

- CHUMIITOMH, MOJII0H1 10 TPUBOTH,

- aHT10€1€eM TOLIIO.

XiMI4Ha CTPYKTypa TriipoxjopTiazuny — 6-xiop-1,1-niokco-3,4-auriapo-2H-
1,2,4-6en3oTiamia3uH- 7-cynbhoHamiz. [le cHHTEeTHYHMI penapaT Ta HaJIeKHUTh JI0
IpyINu Tia3UJIHUX A1ypeTUKiB. BiH € moxigHuM OeH30TIa3uIuHy 3 CyJIb()OHaMITHOIO
rpynoro y ckiaai. ['iapoxiopoTia3uji 3aCTOCOBYETHCS IS JIIKyBaHHS apTepiaibHOT
rinepTeH3ii B MOHOTepanii Ta y KOMOIHalii 3 IHIIMMHU JIIKQpCbKUMHU 3aco0aMu
— iHrioiTopamu  AII® Ta iHribiTOpaMu  pelenTopiB  aHrioTeH3uny-ll,
['ippoxnopTia3ug 3aCTOCOBYETHCS LTSt JIKyBaHHS HaOPSIKOBOTO

CHHIPOMY, HelyKpoBoro miadery [10-15].

ITin wac cuHTE3y CyOCTaHIIN 3aBXAM MOXIMBE YTBOPEHHS MOOIYHUX
NpOAYKTIB cuHTe3y. [li yac OYMCTKH KOXXKHOI CyOCTaHIli 4YacTO 3aJUIIArOThCS
cnerudiuni 1 Hecnenudiuai goMimKu. JIOMIIIKKM HETaTHMBHO BIUIMBAE Ha SKICTh

JIKapChKUX 3aC0O0i1B.

HepxaBna @apmakories YKpaiHM HE pErJIaMEHTYe aHali3 CcyOcTaHIIi
Paminpuny. 3a JI®Y MoxHa mnpoaHamizyBaTu cyOcTaHIio [iapoxiiopTiazumy.
Paminpun Tta TigpoxjopTiasua MoOXKHA MPOAHANI3yBaTH 3a MoHOTpadisMu
€poneiicbkoi  @apmakonei.  CynpoBigHi  pedoBuHHM  (creuu@ikoBaHi 1
HecTeuQiKoBaHI JTOMIIIKK) BU3HAYAIOTh METOJ0M piauHHOI xpomartorpadii (PX)

(2.2.29) [27, 28].


https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%A2%D1%96%D0%B0%D0%B7%D0%B8%D0%B4
https://uk.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%91%D0%B5%D0%BD%D0%B7%D0%BE%D1%82%D1%96%D0%B0%D0%B7%D0%B8%D0%B4%D0%B8%D0%BD&action=edit&redlink=1
https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D1%80%D1%82%D0%B5%D1%80%D1%96%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%B0_%D0%B3%D1%96%D0%BF%D0%B5%D1%80%D1%82%D0%B5%D0%BD%D0%B7%D1%96%D1%8F
https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D1%80%D1%82%D0%B5%D1%80%D1%96%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%B0_%D0%B3%D1%96%D0%BF%D0%B5%D1%80%D1%82%D0%B5%D0%BD%D0%B7%D1%96%D1%8F
https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%86%D0%BD%D0%B3%D1%96%D0%B1%D1%96%D1%82%D0%BE%D1%80%D0%B8_%D0%90%D0%9F%D0%A4
https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%86%D0%BD%D0%B3%D1%96%D0%B1%D1%96%D1%82%D0%BE%D1%80%D0%B8_%D1%80%D0%B5%D1%86%D0%B5%D0%BF%D1%82%D0%BE%D1%80%D1%96%D0%B2_%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D1%96%D0%BE%D1%82%D0%B5%D0%BD%D0%B7%D0%B8%D0%BD%D1%83-%D0%86%D0%86
https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%9D%D0%B5%D1%86%D1%83%D0%BA%D1%80%D0%BE%D0%B2%D0%B8%D0%B9_%D0%B4%D1%96%D0%B0%D0%B1%D0%B5%D1%82

Takum 4YMHOM, BUKOPHCTOBYIOYM BaIiJOBaHI METOIUKH JTOCIHITKCHHS
okpemux cyocraniiii Paminpun ta I'igpoxiopria3us, sKi BUKOHYIOTbCS METOIOM
PX, B €Bponeiicekiit dapmakorei, mocTae 3aBJaHHs OCYYaCHUTH X METOIH aHaJ13Yy,
amantyBaTH XpomatorpadiuHi yMOBH Ta METOJUKHA JIOCHIDKEHHS  OUIhII
eeKTUBHUM METOJIOM BHCOKoepekTuBHOI piauHHOI Xpomatorpadii (BEPX) B
yMOBax aHali3y JBOXKOMIIOHEHTHOI cyMimn 1ux cyOcranmii. lle mo3BoauTh
PO3IIUPUTH KOJO I1HCTPYMEHTAJIBHUX METOMIB JOCTIIKeHHS  CyOCTaHIii Ta

3aMpPOTIOHYBATH HOBI METOIUKH JTOCIIKCHHSI.

[1ix yac po3poOKHU Ta aganTyBaHHS YMOB XpoMaTorpadyBaHHs CyOCTaHIIII
BAXXJIMB1 BIJITBOPIOBAHI YMOBH JOCIIJDKEHHS, OOCKUIBKHM TIiJ 4ac IPOBEIACHHS
XpoMaTtorpadiuHux JTOCHIIKEHb MOKIIMBA XIMIYHA Jerpajalis MOJEKYI, IKa MOXe

MPUBECTHU A0 30UTbIIEHHS KUIBKICTI JOMIIIOK Ta MPOJIYKTIB pO3May.

AxmyanbHum 3a680aHHAM E€KCIIEPUMEHTAIBHOI pOOOTH € BIPOBAIKECHHS
BUCOKOocenektuBHoro wmeronxy BEPX y komOinamii 13 merogom  YO-
criekTpodoroMeTpii i i1eHTUdIKaIli Ta KITbKICHOTO BU3HAUYCHHSI, BU3HAYEHHS 1X
yuctotn  A®I, cyOcranuii Paminpun Ta [igpoxiopriazun y  ckiaal

JIBOXKOMITOHEHTHOT CyMIIII CyOCTaHIIIi.

Mema i 3a80anHs  OocniddceHus. Memow excnepumeHmaibHO20
docnioxcenus € iAeHTUdIKAIls, BU3HAYEHHS YHUCTOTH Ta KUIBKICHOTO BMICTY
Merongamu BEPX-Y® aBoxkomnoHeHTHOiI cyMimll cyOctanuii A®I Paminpun ta

['ippoxnopria3ua, agantaiis yMoB XpoMaTorpadyBaHHsI BUIIPOOOBYBAHOI CyMIIi.
3asoanms ekcnepumMeHmanbHO20 O0CAIOHNCEHHSL:

- 1IeHTU(]IKyBaTH Ta BU3HAYUTH KIJIbKICHUI BMIcT MeTogamMu BEPX-Y® ADI
Paminpun Tta ['igpoxjoptiazuj y CKjiaali JIBOXKOMIOHEHTHOI CyMiIIi
cyOcCTaHIIi;

- BU3HAYUTHU YUCTOTY JIOCHII)KYBAHOT JTBOXKOMIIOHEHTHOI CyMillll CyOCTaHIIN

Paminpun Tta T'iapoxmopriazun xpomartorpadiuanum metogom (BEPX) Tta



meTtoqoM Y @-criektpodoTomeTpii (MPUCYTHICTh CYNPOBIIHUX PEUOBHH);
- aJanTyBaTH METOIUKH JOCITIKEHHS Ta pO3POOUTH YMOBH JTOCIIHKEHHS, SIKi

JI03BOJISATH 3aXUCTUTH CTPYKTYPY MOJIEKYJI PEUOBUH BiJ XIMIUHOI Ierpaaliii.

Memoou  oocnioxcennsa. BucokoedekTuBHa piauHHA XpoMaTtorpadis Ha
xpomarorpadi Agilent 1200 3 Y@ netektopom, kosmonka — ZORBAX Eclipse Plus
C18, 150x4,6x5 (abo aHayioriuHa); KOMIT FOTepHUI aHai3 3a mporpamoro OpenLab
CDS.

Hosusna  ma  3Havennss  oodepoicanux  pesyrbmamie.  HoBuzHa
€KCIEPUMEHTAJIBHOTO JIOCHIKEHHS TOJSArae y OCy4YacHEHHI (papMaleBTHYHOrO
aHaJ3y IUIIXOM BIIPOBAKEHHSI BUCOKOCEIEKTUBHOTO XpOMATOrpadiuHOTO METOTY
BEPX gna igentudikailii, BHU3HAYEHHS YHWCTOTH Ta KUIbKICHOTO BMICTY
JIBOXKOMIIOHEHTHOI cymimni cyOctanmiiit A®I  Paminpun ta [Napoxiopria3u,

ajanTaiisi yMoB XpoMarorpadyBaHHs BUTPOOOBYBAHOT CYMIllli.

Anpobayis pesynomamis docniodxcenns. Pe3ynbrar 1ociikeHb anpoOoBaHo
Ha MIKHApOJHINA HAyKOBO-TIPAKTUYHIN KOH(pEpeHIIil
Ilybnixayii: 3a MarepiajiaMi JOCIIJKEHHs TOoAaHl 10 myoOsikamii 1 Te3u
JIOTIOBII1.
Cmpykmypa pobomu: 3aralibHy KUJIBKICTh CTOPIHOK — 41, KUIbKICTh PO3JLIIB

3, KUIBKICTh JTOAATKIB — 1, KIJIbKICTh BUKOPUCTAHUX JKepel — 28.



OCHOBHA YACTHHA

PO3/UI 1. OCOBJIMBOCTI XIMIYHOI BYJOBU TA
BJIACTUBOCTI ITIOXIIHUX TTIPOJIY

1.1.  Ocob6nmBOCTI XIMI4HOI Oy10BU

Momnekyna paminpwily — e ckjiajHa OIIMKIIIYHA KIJIbIIEBA CUCTEMA IIpoJTy 3
Olunumu JnaHIroramu. [loBHa ximiuHa Ha3Ba —(2S,3aS,6aS)-1-[(2S)-2-{[(2S)-1-
eTokcH-1-okco-4-denindyran-2-i1]amMiHo } MpOTaHOin |-

OKTarigponukioneHTa[bmipon-2-kapooHosa kuciota [17-22] (puc. 1.1.1).

Pucynok 1.1.1. Paminpu, ximiuyHa ¢popmyna.

Mosekyna ripoxJopTiazuay Mae XiMidyHy Ha3By — 6-xiop-1,1-miokco-3,4-

nurinpo-2H-1,2,4-6en3otianiazun-7-cynbdoramif (puc. 1.1.2).
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Pucynok 1.1.2. I'iapoxnopTtiaszun, XimiuHa popMmya.

[HTi0iTOp AHTIOTEH3UHIIEPETBOPIOIOYOTO (HEPMEHTY - paMIpuil IIHPOKO
BUKOPUCTOBYIOTBCSI MaIllEHTaMH. PeTpOCNEeKTHBHI KIIHIYHI CIOCTEPEKEHHS
CBIIYaTh MPO T€, IO BIUIMBAE HA PEHIH-aHT1O0TEH3UH-ANBJOCTEPOHOBY CHUCTEMY.
Opnak icHye KUTbKa JOCHI)KEHb Ha TBApWHAX, 1[0 BUBYAIOTH BIUIUB JIIKYBaHHS
iHrioiTopamu AII® nepes ekciepuMeHTAIBHO 1HAYKOBaHUM cericucoM. [Ipu oMy
UKOPHUCTOBYIOTHCS BUIIAJIKH CETICHUCY, 1HAyKoBaHOrO LiPS.

Onucano mpoOieMu 3 MOJAEIAMH Ha OCHOBI Jinonoiicaxapuais (JITIC).
Bouu MoXyTh He BigoOpakaTu cuTyarlito y jrofed. BaximBo gocmiauTu sk
MOTIEpETHE JIIKYBaHHS MHINEH PaMIMPUIOM MOKE BIUIMBATH Ha CTPYKTYpy Ta

(GYHKIIIF0 HUPOK Y BUKOPUCTOBYBAH1A MOJIEIII CETICUCY Y MUIIIEH.

@dikTuBHa omepaiis Ta xipypriude BTpydanHs CLP. BuxopucroByBamm
camiiB muiieit aukoro tumy C57BL/6 J), Bikom 12—16 TmxkHIB, Baroro 20-25 T.
BoHu oTpuMyBanu CTaHAAPTHUN KOPM JJIsl TPU3YHIB Ta Maju BUIBHUHN JOCTYN JI0
BOJAONPOBIIHOI  BOAM. TBapuH yTpUMYBaduM 3 PETYJIPHUMH  LHMKJIAMHU
cBITI0/TemMpsiBa. Muini otpumyBasid 10 Mr/kr Macu Tijia paminpuiy abo mianedo
((pi131070T1YHUN PO3YMH) LUISIXOM BHYTPIIIHBOYEPEBUHHOI 1H'ek1ii. Lle BinOyBanocs

nepen pikruBHOMO onepariieto (SOP) abo xipypriuanm Brpydanasm CLP.

BuxopucroByBanu camiliB BiAMOBIIHOTO BiKY, SKHUX PaHIAOMI3yBalW Ha
eKCIIEpUMEHTaJIbHI TPy HACTYITHUM YuHOM: (a) Tpyna SOP; (b) muuii, o6po6ieHi
CLP (rpyna CLP); (c) rpyna paminpuiny + SOP, (d) rpyna paminpuny + CLP.

TBapI/IH AHCCTC3YBAJIX Ta BHKOHYBAJIM CCPCAWMHHY J'IaHapOTOMiIO 3 IIoJaJdbLINM
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JiryBaHHsAM ciinoi kumku. 100 Bukivkatu 3a0pyaHeHHsS KpOBi OakTepisiMH, Bl
Kparuli BUAAJSUIN 3 paHU B 4epeBHIM mopokHuHi. Mumeir SOP anectezyBanu Ta
BUKOHYBAJIM CEPEIMHHY JIanapoToMito. [HGY31iHY peaHiMallito TpoBOAMIA KOXKHI
6 TOJUH J10 KIHIIS €KCIIEPUMEHTAIbHOI MPOLEAYPH NIIIXOM BHYTPIIIHHOYEPEBHOTO

BeeacHHs 0,9% NaCl.

Kiiniuauii cTaH TBapwWH OIIHIOBAIM 3a JOMOMOTOI0 IIKATW KIIIHIYHOT
TsoxkocTi (LLIKT). Illkama BHKOPUCTOBYE MapaMeTpH CIIOHTAHHOI aKTUBHOCTI Ta
peaxiii Ha ek3oreHHi noapa3zHuku. [licas oneparii SOP a6o CLP mumieii rmuboko
aHeCcTe3yBaJu 130)IypaHOM Ta yMEepTBIISUIU. /{7151 aHasi3y mapaMeTpiB IJ1a3Mu KpOBI
30upanu 3pa3ku KpoBi. [30J1b0BaH1 3pa3ku IJIa3MU 30epiraiu 3aMOPOKEHUMH TPU

temnepatypi -80°C 10 q10CHiKEHHS.

AHani3 cTpyKTypu Ta (QyHKLII HAPOK. /[l OLIHKM MOIIKOJKEHHS HUPOK
nmpoBeneHo  3abapBieHHs  mnepioanuHoro  kucinororo-lludpdom (PAS) Ha
napadiHOBUX 3pi3aX HUPOK 3 BUKOPHUCTaHHSIM Habopy miis 3abapsiieHHs PAS.
[TomkoKeHHST KaHAJIBI[IB OIL[IHIOBAJIM 3a CUCTEMOIO OlliHIOBaHHS. HynboBuil 6an
O3HayaB BIJICYTHICTh TIOIIKO/PKCHHS, a M'STh BIANOBIJAIN TOIIKO/KCHHIO

KaHasbliB moHax 90%.

PiBHI KpeaTuHIHY U1a3MuU Ta a30Ty cedoBUHU KpoBi (BUN) ananizyBanu Ha
KJIIHIYHOMY XIMIYHOMY aHaJIi3aTopl 3a JI0MOMOTr00 KOJOPUMETPUUYHHUX YII-TECTIB.
BusnadueHHs KOHIIEHTpAIIii JTIMOKAIIHY Y IJ1a3Mi MPOBOAMIIN 32 JoTIOMOTor0 NGAL-
cnenudigynoro imyHopepmentHoro ananizy. Konuenrparii NGAL npeacraBiieHi B

MKT/MIL.

ImyHorictosoris. J[Jis 1IMyHOTICTOJOTIYHOTO aHajli3y BUKOPHUCTOBYBAIU
napadiHOBI 3pi3d HUPOK 3 TEPMOOIOCEPEIKOBAHUM OTPUMAHHSM aHTUTCHY 3
MOTAJTBIIION0 1HAKTUBAIIIEI0 SHOTCHHOI IMMEPOKCH/Ia3HOI aKTUBHOCTI 3a JIOITIOMOTOO0
3% H202. 3pi3u 6nokyBanu 5% BSA mpu kiMHaTHIN TeMrepaTypi Ta JA0JaBaliu

nepBUHHI aHTUTLIA Ha Hi4 npu 4°C. Bukopucrani nepBUHHI aHTHUTLIA: aHTUTIIO
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npotu CD3 (po3Benenns 1:100), BUsiBIEHHSI aKTUBOBAHOI Kacnas3u-3 MpOBOUIIM 32

JIOTIOMOT'OX0 aHTHT1JIa TPOTH PO3MIECTUICHO1 Kacmas3u-3.

Antutino npotu HIF2a orpumano Big R&D Systems ta Bukopucrano y
po3BeaeHH1 1:200. BropuHHI aHTUTIIA, KOH'IOTOBaHI 3 MEPOKCUAA3010 XPOHY abo

KOH'IOTOBaHI1 3 JIy>kHOIO (ocdaTazoro nmpuadani y KPL (CILIA).

Anpa xouTpadapOyBaau T'eMaTOKCHIIHOM. MIiKpOCKOMIYHUN aHai3
IPOBOAMIIN HAa MIKpockom Axioplan 3 mporpaMHuM 3a0e3nedeHHsM AxioVision
Rel. JlocmimkyBanu TIICTh TBapUH Yy KOXKHIM EKCIIEPUMEHTAJIbHIA TPYIIL.
CranmgaptHO 3po0jieHO M'ATh 300pa)keHb, 110 HE TMepeKpuBarOThea. [l
3a0apBJIEHHS PO3IIEIUIEHO] Kacha3u-3 MiApaxoByBalId Ta rpa(iuHO MPeacTaBISIIN

KUTBKICTh TIO3UTUBHUX KaHAJIBI[IB HA IOJIEe B 00JIACTI KOPH.

Cratuctuunuii  aHamiz.  Pe3ynbratu  OLIHEHI 32 JOTMIOMOTOIO
onHodakTopHoro nucnepciitHoro anami3zy Kpackemna-Yomiica, 3a J0IOMOTroo
PaHroBOTO cymMapHOTo TecTy ManHa-BiTHi 115 aHanizy BiaMiHHOCTeH. BuzHaueHi

JIBOCTOPOHH1 3HAYEHHS P t-KPUTEPIIO.

[Ipouenypu mnomapHOro MHOKMHHOTO TOPIBHSHHS BHUKOHAHI METOJOM
Janna abo Xonma-Cigaka. Jlani rpadiyHo mpeicTaBieHl y BUIIISAAI KOPOOKOBOI
niarpaMu. 3HaueHHs 0ay KIIHIYHOI TSHDKKOCTI MIPEICTABIICH] SIK CepeTHE 3HAUCHHS

+ craHgapTHa moxuoka cepenuboro (SEM).

Bmuus paminpuiy Ha exkcnpecito MPHK peniny B Hupkax. st mepeBipku
OTPUMaHHS TBApUHOIO paMinpuiy y 1031 aisg npurdidenns PAAC Bukopucramu
nocmimxenus [1JIP nns Bu3HaueHHs ekcrpecii peHiHy B IIIIMX Ji3aTax HHUPOK.
[Tonepenus 06poOKa paMinpuiIoM 1HAYKyBajia TPAHCKPUIITH peHiHy y mutieir SOP

1y mumeit CLP.

VY rpymi SOP cnioctepirajiacss He3HaYHa YMCJIOBA Ta CTATUCTUYHO HE3HAYHA

pizuauis B excripecii MPHK peniny misk SOP Ta CLP.

12



[uri6iTopu anrioreH3uHnepeTBoprooyoro pepmenty (AIID) npusHauaoTh
naiieHTaMm 3 jgiabetoMm sK He(pONPOTEKTOPHHM mpemapar, Uid JIKyBaHHS
rinepreH3ii. Bonu 6e3nedHi jis KJI1HIYHOT IPaKTUKH, aJie 3B'I30K MIXK ITpernapaTaMu
Ta aHTIOHEBPOTHYHUM HaOpsikoM Bimomuid. TOUHMIT MEXaHi3M aHT1OHEBPOTUYHOTO
HaOpsKY SK HachiaKy BIUIMBY 1HTiIOITOpiB AIID € mpeameTrom 0OroBOpeHHS.
Kniniyauit Bunagok: Bunajgok 3 11-piuHoro ictopiero miabery 1 Tumy, maiieHT
perynspHo nepedyBaia IiJl HarJIaI0M Yy BIUIUICHHI J1abeTy Ta BUKOPUCTOBYBaJa
0,98 OJl/kr/neHp MOACHKOTO 1HCYIIHY. Y TalllEHTa BUHUKJIA ajJepriyHa peakiiis
yepe3 24 roAuHu Mmiciid 3acTOoCyBaHHA paminpuiy. [Ipenapat OyB npu3HaueHui i

JiKyBaHHA J11a0eTUYHOI HedpomaTii. B anHamHe31 He OyJo aneprii.

[lamieHT NPUNMHUB TPUHAOM paMINpUIy Ta NPU3HAYEHO NEPOpaIbHUMN
AHTUTICTAMIHHUN TIpemapar 1 MicleBUd KopTukocTepoin. [IpoBemeno Oiormcito
HIKIPH, KA MIITBEpAWIIA KIIHIYHY rinoTe3y ¢papmakoaepmii. Ominka noaimMopgpizmy
AII® Bka3zana Ha renotun DD. Ilicns BiAMIHM paMinpuily Hai€eHTy TpU3HAYEHO
omokarop peuentopiB anrioreHsuny Il (BPA) nozapran sk medponporekrop. He
crocepirayiocss MOOIYHUX  peakiiid. AHTIOJEHTHUM HAOpsSK, BUKIMKAHUN
iarioiTopamu AII®D, € pinkicHum siBumeM. KiliHiuHa KapTuHa BapiaOenbHa 3
HalyacTile ypaKeHHSIM Try0, s3UKa, POTOIJIOTKM Ta TopTaHi. HasBHICTH
AHT1OHEBPOTUYHOTO0 HAOPSKY BHMAarae HErailHOro MPUIMHEHHS JIIKYBaHHS 4yepe3
PU3UK TSHKKUX YCKIIaJHEHb. Y BHUMIAAKY CIOCTEpPIrajucsi MOMIpHI CUMITOMH 3
pO3BUTKOM paHHhOro Haopsky. ['enotunm ACE DD 0y mnoB's3anuii 3
aHT10HEBPOTUYHHUM HAOpAKOM, SIKUM BUKIIMKaH 1HTIOITOpamu AII®. V marieHTiB 3
AaHT1OHEBPOTUYHUM HAOpsSKOM, MOB'si3aHuM 3 1HTIOITopamu AlID, OGnokatopu
peuenTtopiB aHrioreH3uHy Il 3acTocoByloTh ayxke oOepexHOo. Y OmUCaHOMY
BUIAAKY NMPU3HAYCHHS JI03apTaHy SK HEPPOMPOTEKTOpa HE MPU3BENIO 10 KOAHHUX
peunauBytounx noOiyHuX edektiB. IHriditop AII® 3HMKYE CMEPTHICTD,
3aXBOPIOBAHICTH 13 CEPILIEBOIO HEJOCTATHICTIO MICJS TOCTPOTO 1HPAPKTY MiOKap/a
(I'IM). Pangomi3oBaHi JaHi Mpo JOBTOCTPOKOBI mepeBaru iHridiTopa AIID mms

BIDKMBaHHsI oOMexeH1. B mociimkeHHl e)EeKTUBHOCTI paMINpUiIy MPU TOCTPOMY
13



iH(papkTi (AIRE) mamientu 3 I'IM Ta K1iHIYHOIO CEPLIEBOI0 HEOCTATHICTIO Oynu
pO3MOAUICHI HA TPyHH, MO NpuiAManu paminpui abo turane6o. TpuBamicts
MaCKOBaHOT'O JOCHIKeHHs cTaHoBmWa 12,4 ta 13,4 Micsis as paminpuity (n=302)
ta miane6o (n=301) BignosiaHo. OlLiHEHA TPUBATICTH KUTTS, HOTO MPOIOBKECHHS

3aJICKHO B1JI TPUBAJIOCTI criocTepekeHHs (aianazon 0—29,6 pokiB).

Pesynbratu. CMepTh BiJl ycix npuuuH cTtanacs y 88,4% mallieHTiB y rpyii
miane6o ta 91,1% nanieHTiB y rpyni paminpuiy. [1ogoBKeHHS KUTTSA MK TpyaMu
paminpuiny Ta tuianedo ctaHoBwio 14,5 micsiiB. Paminpun Oinbie 3011bITyBaB
TPUBAJICTh JKUTTS y TMAIEHTIB 3 11a0€TOM, 3 MEPEHECEHUM TOCTpUM 1H(APKTOM
Miokapaa B aHamuesl (20,1 mpotu 4,9 wicsliB), CEplEBOIO HEIOCTATHICTIO B
anamuesi (19,5 mpotu 4,9 micsaui). BpaxoByroun NOTEHLINHY 3MiHY JIIKyBaHHS,
CIpaBxHiil a0COMIOTHUN e(EeKT JIIKyBaHHS MOKe OyTH HepooliHeHu# Ha 28%. s
MaI€HTIB 3 CEPLEBOI HEAOCTATHICTIO MICHSI TocTporo iHGapKTy MioKap/a
paMinpui OpU3BOAMTH 10 CTIMKOrO MOKPAIIEHHS BW)KMBAHHS Ta IOB'A3aHUN 3

IPOIOBXKCHHAM XXUTTS [22-26] (puc. 1.1.3).
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Pucynk 1.1.3. Paminpun obMexye 3amaneHHS CyJIWH MPH XPOHIYHIN imeMiuHii
CepleBiii HENOCTATHOCTI, 3MEHIIYIOUM IH(UIBTpALiI0 MIENOTAHUX KITHH. (A)
KinbpKkicHe BU3HaYeHHSI TKAHUHU a0PTH 32 JOMOMOTOI0 TPOTOYHOT IIUTOMETPIT Micst
iHpapkTy Miokapaa (IM) mopiBHSHO 3 KOHTPOJBHOIO TPYIOI0; PENpPe3eHTAaTUBHI
rpadiku FACS, kinpkicHe Bu3HaueHHs JelkonuTiB (CD45Y), MienoiqHux KIiTUH

(CD45*CD11b*) Ta Mmonorutie (CD45°CD11b*Ly6G-Ly6Chhigh/low).

[Tpu imeMiuHii cepiieBii HEIOCTATHOCTI paHHE JIIKyBaHHS 1HT101TOpamu AITD

nokpairye GyHKIII0 CyTMHHOTO eHaoTenito (puc.1.1.4)

A B
ROS/RNS Wall Motion Score Index
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s 2 3
JET Y (. TR —
g 300000 £ 20 §e=2caaa: g== 3
2 8o 315
S 2000001 o0R-° ° <
=] . o© % 1.0 ———— ¢
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3 100000 : Z 050 M
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c c o
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o Ml <M - o Ml
100° = MI + Ramipril 100° o M + Ramipril 0.00 < MI +Ramipril
-9 -8 -7 -6 -9 -8 -7 -6 -5 -8 -7 -6 -5
log (ACh) [M] log (NTG) [M] log (PHE) [M]
F Vascular ROS control MI + Ramipril

(%] of C57BL/6 control

Pucynok 1.1.4. YTBopeHHs CyniepOKCHU]Y B LIJIbHIA KPOBI, BAMIPSHE 32 JIONIOMOTOIO
MOCWJICHOT XeMUTIOMiHeCTeHITT Ticis ctumyssaiii PDBuU micns indapkry miokapaa,
n = 7—15 mumeit Ha rpyny; BucokouacToTHa ynbTpa3BykoBa exokapaiorpadis 3

BUMIpIOBaHHSM iHeKcy pyxy cTinku (WMSI) micis iHdapkTy miokapa.

15



1.2.BiojoriyHa aKkTUBHICTH

VY paHaOoMi30BaHOMY, TMOJBIMHOMY CIINOMY, IJ1ale00-KOHTPOILOBAHOMY
JOCTIIKEHHI NAIl€HTH OyJId PO3MOIIICH] Ha TPYIH JIIKYBaHHSA paMipuioM 2,5 Mr
OJIUH pa3 Ha JeHb (n=68) abo muamnebdo (n=67). [leppuHHUMU pe3ynabTaTaMH OyJIH
KOHIICHTpAIlli aCUMETPUYHOTO JUMETHJIAPTiHIHY B CHPOBATILl KpOBI, Mapkepa

enporenianbHoi qucdynkiii, hs-CRP, mapkepa 3ananeHns.

Bropunumu pesyneratamu Oynu 3minm piBHs IL-6 (iHTepneiikin-6), TNF-a
(pakTop HEKPO3Y MyXJIMHHU-ATb(A), CACTOIIYHOTO Ta A1aCTOJIIYHOTO apTepiaabHOTO

tucky. Cepen mapaMeTpiB O€3MEKHU - 3MIHU PIBHS Kalil0 Ta 4aCTOTA TinepKaIieMii.

Paminpun 3Ha4YHO 3HU3HMB PIBEHb ACHUMETPUYHOTO JTUMETUJIAPTIHIHY B
cuposariii kpoi, hs-CRP (—46,5%; P<0,001), IL-6 (=27,1%; P<0,001) ta TNF-a
(—51,7%; P<0,001). CucromiuyHuii Ta AlaCTOJIYHUN apTepiaJbHUNA TUCK OyIu
3HaYHO 3HI)KEHI B 000X rpymnax. 3HWKEHHS OyJio OUIbIIMM y Mall€HTIB, SKI
OTpUMYBaJIM paminpuia (MeailaHHa pi3HUIA Mk Tpynamu  —12,0. 3miHu
acuMeTpuuHOTO nuMetunapridiny, hs-CRP, IL-6 a6o TNF-o B rpymi paminpuiy He

KOPEJIIOBAJIM 31 3HMKEHHSIM apTepialibHOTO TUCKY.

Po3paxyHok po3mipy BUOIpKH MPOBEACHO [JIsi MPOTHO30BAHUX 3MiH PIBHIB
ADMA. I[lpunymieno, mo paminpui npusBee A0 3HmwkeHHs pisHt ADMA na 0,39
MKMOJIB/JT TICHS Tepamii 3 BIAMOBIIHUM CTaHAAapTHUM BiaxwieHHsMm 0,24, (s
OTPUMAaHHS CTATUCTUYHOI MOTYXHOCTI 90% 3 moxubkoro 1 Tumy 0,05 norpidben OyB

po3Mip BUOIpKH 3 9 MAII€HTIB HA TPYILY.

BukopHuCcTOBYBaiM OLIHKY KO-TIEPBUHHOTO PE3yJbTaTy 3alajbHOTO MapKepa
TNF-o. dns Bussnerns 30% 3minu piBaiB TNF-0 B K0XHIN rpymi 0ys0 moTpiOHO
47 mauieHTIB 31 CTaTUCTUYHOIO NOTYXHIcTIO 80%. [Ipunyckatoun piBeHb BUOYTTA

40%, y nocmiKeHHs BKJIFOUEHO 3arajoM 135 marfieHTis.

CratuctuyHuil aHami3. AHalli3 KIHIEBUX TOYOK €(EKTHBHOCTI Ta Oe3MeKH
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IPOBEJICHO HA MOMYJISALIT NAIIEHTIB, sIKI MaJl HaMip OpaTh y4yacTh y OCI1KEHHI.
(Intention-to-Treat). 180 mamieHTiB 3 2 HEHTPiIB-YYaCHUKIB OI[IHEHO HA MPEIMET

BIJIMOBIAHOCTI KPUTEPISIM.

Buxkmtoueno 45 mamientiB. 135 mamieHTiB Oyiau po3MOAUICHI Ha Tpynu 3
paminpmiom (n=68) abo mianedo (n=67) Ta BKIIOUYEHI 0 aHATI3y 3 HAMIpOM OpaTu

y4dacTh y JociipkenHi (puc.1.2.1).

180 hypertensive children on MHD assessed for eligibility

45 patients excluded

- 38 did not meet the
inclusion criteria

- 7 declined to participate
A,
135 randomized
A
68 allocated to 67 allocated to
ramipril group placebo group
6 discontinued early 9 discontinued early
- 3 movedto - 2 moved to another hospital
> another hospital > - 4 undergo renal
- 2 undergo renal transplantation
transplantation - 2died
- 1 died - 1 protocol violation
y
68 included in intention- 67 included in intention-
to-treat analysis to-treat analysis

Pucynok 1.2.1. Ilpodine nmociaimkeHHs MNOMYJSMil NAali€HTIB, SKI IJIaHYIOTh

JKYyBaTH.

2 rpynu Oyiu MOPIBHAHHI Ha MOYATKy JochiIxeHHs. Jlemorpadiuni naHi

MAI[l€HTIB HE MOKAa3aJy CYTTEBOI PI3HHUIN IIOAO BIKYy, CTaTl, 1HAEKCY MacH Tija,

17



KIHIYHUX XapakTepucTuk. [imoruiasis/mucmnasisi HUpOK Oylla HaiyacTIIIO
IPUYUHOI0 HUPKOBOI HEAOCTATHOCTI B 000X rpymax (23,5% y rpymi paminpuiy,
20,9% y rpyni mane6o). [Ipubnu3HO TpeTHHA Malli€HTIB OTPUMYBAIU 1HTIOITOP

AII® abo O6mokaTop perenTopiB aHT10TEH3UHY.

[Ticnst pangomizariii 10 nmamiedTiB y rpymni paminpuiay Ta 13 mamieHTiB y rpyti
1ane60 BUKOPUCTOBYBAJH 1HII aHTUTINEPTEH3UBHI Mpenapatu - 6eTa-0iokaropu
(n=7/n=9), OnokaTopu KaibllleBUX KaHaIIB (n=5/n=8), Tia3uJHI Ta METIHOBI

niypetuku (n=5/n=4).

CepenHs KUIbKICTh aHTUTINIEPTEH3UBHUX IIPENapatiB, 1[0 BUKOPUCTOBYBAIHCS
Ha MoyYaTKy fociimkeHHs, cranopmwia 0,3+0,7. 31 135 paH1oMi30BaHUX MAIIEHTIB
15 maiieHTiB HE 3aBEPIIWIN JOCIIHKEHHS. 6 MAalll€HTIB y TPyIi paMinpuiy Ta 9

NalIEHTIB y TpymHi 1anedo.

BusiieHo, mo paminpui € epeKTUBHOIO, 100pe MEPEHOCUMOI0 Ta 0€3MEUHOI0
Tepami€lo 3 rineprensiero, ki orpuMytoTe MI'JI. JlikyBaHHS paMinpuiiom y 1031 2,5
MI' OJIMH pa3 Ha JCHb MOKpalIujio OloMapKepu eHJIoTeTialbHOI aucyHKIT Ta
3anasieHHd. JIikyBaHHSI MOKpAIIKUIO KOHTPOJb apTepiadbHOrO THCKY Y Bpa3JIMBId

rpyImi HAaCEJICHHS.
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PO3ALI 2. OCOBJIMBOCTI CUHTE3Y TA ®PAPMAIEBTUYHOI'O
AHAJII3Y ITOXTJHUX ITTPOJIY

2.1.Cunre3s, dhapmakomneiiHi BAMOTH JI0 aHAJII3y SIKOCT1

Paminpui — 1e iHriOiTOp aHrioTeH3WHIEepeTBOpIoUoro depmenty (AIID).
BpaxoByroun CTpyKTypy paMinpuily, CAHTETUYHA TIpOoOIeMa TOJIATae B OTPUMaHHI
XipaJibHO1 KOHJIEHCOBAHOI MPOJIHOBOI cyOoauHuIll. ONUcaHO MUISX CHUHTE3Y MJIs
oTpuMaHH4 111€i cyooauHuI 13 10 kpokiB. BiH BkIIt0UaB po3/iIeHHS 32 I0ITOMOTOI0
CTEXIOMETPUYHOTO  XIpaJbHOTO pEareHry, 110 NPU3BOAWIO JO0 HHU3BKOI
¢(heKTUBHOCTI Ta YTBOPEHHS BEJIMKOI KIJILKOCTI BIJIXO/IIB.

Jns  migBuileHHA €QEeKTUBHOCTI CHUHTE3Y pO3pOOJIEHO METOA, SKHM
BUKOPHCTOBYE aCUMETPUYHE TiIPyBaHHS JIETKOIOCTYITHOTO €HAMITY.

3aBasku KaramituuHid cuctemi Rh/DuanPhos (S/C = 80 000) peakis
TIApYBaHHS NpOTIKaJa JIErKo, 3a0e3rneuye OTPUMaHHS X1pajJbHOTO aMIHOECTEPY Y
MOBHIM KOHBepcii 3 >99%.

[Ticns rigponizy HCI, mnonanemoro rigpyBanHs Haa Pd/C, xipanbsHa
KOHJICHCOBaHa MPOJIIHOBAa CYOOAMHUIISI paMinpuity OyJia JOCTyMHA 3a JOTOMOTOIO
miei  mocaigoBHOCTI. XIMIYHMM MpOIEC € HAWEKOHOMIYHIIIMM  CIOCOOOM
BUPOOHMIITBA aKTUBHOI (hapMaleBTUYHOI KOMIIOHEHTH paminpuiry. Hapasi Chiral
Quest BupoOnsie 10 TOHH NPOMIKHOTO TMPOAYKTY pamMmilpuily Ha pIK,

BUKOPHUCTOBYIOUH II€¥ XiMiuHMi niporiec (puc.2.1.1 2.1.2).

COOR

H,C 0P CH,
H Lo
H H+
H 5
(vl l )

0 OOR

(X)
Pucynok 2.1.1. Cunre3 Paminpriry.
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[Rh(cod)(Sc,Rp-DuanPhos)]BF 4 cl

Cl
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Pucynox 2.1.2. Cuntes Paminpuiy.

Onucano crnoci®0 OTpUMaHHS pPAMINPUITY, SKUAN

rigpokcudenzotpuasony (HOBT) y BiamoBigHOMY po34rHHUKY (puc. 2.1.3).
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Pucynok 2.1.3. Cunre3 Paminpuny.

BKJIIOYA€ PEAKIiI0 COJICH
(S,S,5)-a3a6inukin0[3.3.0]-okran-3-kapookcunary 3 N-[1-(S)-eTokcukapOoHin)-3-

deninmpomin]-L-amaninom y npucyTHOCTI Aunmkiorekcmikapooaimiay (DCC), 1-
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Cepen pi3HHX CEUOTIHHUX 3aCO01B I JIIKYBaHHS T1MEPTOHII Tia3WIHUM KJ1ac
CEUOTIHHUX MpEernaparTiB € HailuacTilie BXXUBAHOIO JIIYPETUYHOIO PEYOBHHOIO. BiH
Jli€e, TPHUTHIYYIOYW 3AaTHICTh HUPOK YTPUMYBAaTH BONYy, BIUIUBAE€ Ha HHUPKH,
3MeHIIyoun peadbcopomiro HaTpito (Na) y AUCTaIBHUX 3BUBUCTUX KaHAJBIISX.

Lle 3HMXY€E OCMOTUYHHI TUCK Y HUPKaX 1 IPU3BOIUTH IO MEHIIIOI peadcopOrrii
BOJM 301pHUMHU MpoTOKaMu. ['iapoxyopTiaziaj; BUKOPUCTOBYEThCS B KOMOIHAI 3
OUTBIIICTIO AHTUTINMEPTEH3UBHUX IMpemapaTiB - J03apTaH Kaliio, TeIMicapTad,
enpocapTaH  Me3wiaT, (O3UMHONPHIJI HaTpito, OCHa3enpuiay TiAPOXJIOPHUII,

Oicomponony pymapar, KanTompui, JI3UHOIPHII.

o) O
\\S// O\\S//O
Cl N
H

OnucaHo HU3KY METO/IIB CUHTE3Y T1JIpoxJiopoTiazuy. Bci 111 MeToau 3arajiom
MaroTh MPOOJIEeMy HU3BKOT YHCTOTH.

[Tatent CIIA Ne 3164588 ommcye MeToJ OTPUMaHHS TiIPOXJIOPOTIa3UIY
IIUIIXOM BITHOBJICHHS XJIopoTiazumy (6-xmop-7-cynbbamin-1,2,4-6eH3oTiaaia3ul-
1,1-niokcuay) B €TaHOJI Y TPHUCYTHOCTI TiIPOKCUAY HaTpito, (popmanbaerimy,
XJIOPUAHOI KUCIOTH Ta amiaky. OTpuMaHuil MPOAYKT € O1I0I0 KPUCTATIYHOIO
TBEPJIOI0 PEUOBUHOIO. 3asIBJICHUI BUXiT CTaHOBUTH 62,3 - 79%.

VYV marenti CIIIA Ne 3 043 840 ommcaHO IpOIEC OYMINECHHS HEOUYHUIIICHOTO
TiIpOXJIOpOTia3uay amiakoM a00 BOJOPO3YMHHHM TICPBHHHUM YH BTOPHUHHUM
aMIHOM, KpUCTaJIi3alli€l0 MPOAYKTY 3 OCHOBHOTO BOJHOIO cepeaoBuila. Yucrtora
ctaHoBUThL 97-98%.

[Tatent Ne 142144 |A po3kpuBae MpOIEC OUUILEHHS T1IPOXJIOPOTIa3uiy,
omucye AOCSITHEHHS 99% dYHCTOTH UUBIXOM KpPUCTaNi3aiii HEOUYHUIIEHOTO

rIPOXJIOPOTIA3Uly B CUCTEMI PO3YMHHHUKIB - JIYI Ta OpPraHIYHUN PO3UYMHHUK.
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3aranpHa KUTBKICTh JOMIMIOK CTaHOBUTH MeHIe 1%. OkpeMa KiTbKICTh JOMIIIOK —
mentie 0,5%. HaBiTh Taka 4ucTOTa HE € MPUHHATHOIO 3TiTHO 3 PEKOMEHIAIISIMU
ICH ta USFDA.

Buie3za3naueHi mporecu npu3BOIATh 1O YTBOPEHHS JBOX BIIOMUX JTOMIMIOK:
4-amiHO-6-x710p-1,3-0eH30icybOoHaMily  Ta  XJIOPOTiazunuy, HEeB1J0MO1
MTOBTOPIOBAHOT JIOMIIIIKH, sIKA € aJUTYKTOM T1IpOXJI0opoTiazuay-popmansaeriay 2:1 3
BUXIJTHOIO JIIKAPCHKOI PEYOBHHOIO. J[OMINIKH TiIpOXJIOpOTia3uay BUKIUKAIOThH
Cepi03HE 3aHETIOKOEHHS Y JIOCHIIHUKIB. BIIJIMB TOMIIIIOK HAa OpPraHi3M JIIOJAUHUA HE
OyB BUBYEHMI TIIMOOKO, a TOKCHYHICTh TaKOX HeBijoMma noci. Jly»e BakIMBO
KOHTPOJIFOBATH SIKICTh, MOKPAIIYBATH YHCTOTY Ta 3MEHIIYBATH BMICT JOMIIIOK.
byno 3HmxkeHo 3arampHui BMICT nomimiok Hux4de 0,15% Ta BMICT OKpeMmux
nmomimok Hkde 0,1%.

3HailIcHO HOBHM MpPOLIEC OTPUMAHHS Ta OYUIIEHHS TIAPOXJIOPOTIa3uAy 3
9UCTOTOI0 99,9%, 1110 MIATBEPKEHO PIIMHHOKO XpoMaTorpadiero BUCOKOTO TUCKY

(BEPX), Ta 3aransuuM BuxoqioM 86% (puc. 2.1.4).

?H
0=s=0
NH,

Cl ClO;S S0,CI H,NO,S SO,NH,
/O\ chlorosulfonic acid D: ammonia :@:
cl NH cl NH; Cl NH

2 2

3-chloroaniline 4-amino-6-chlorobenzene- 4,6-sulfonylamido-3-
1,3-disulfonyl dichloride chloro:lnij.jne

HN o

Cl N
formamide Iji ﬁ
—_—
NH
H,NO,S s”

0,

Chlorothiazide

Pucynox 2.1.4. Cuntes I'igpoxsopTiazu.

XiopTia3uj.
- Atom BomHIO B moyiokeHHI 2-N € HalOinbIl KHUCIOTHUM Yepe3 HasBHICTH
€JIEKTPOHOAKIIENITOPHOI TPYIIN.

- Cynb(onaminna rpymna B moynoxeHH1 C-7 3a0e3neuye KUCIOTHICTh Mpemnapary.
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- HarpiBanHsi BHILE3rafaHoi CIONyKd 3 (OpMamizioM MPHU3BOAUTH 10 YTBOPEHHS

xjoporiazufy (puc. 2.1.5).

¢ NHz 2 cisom cl NHg 2 NHg
i j@: —_—

CIS0; S0;C|
2130
ci MH; HCOMHg cl M
dole == ST
M =H
HaNS0y S0 Hz Hal S0 5"
2132 2133 e

Pucynok 2.1.5. Cunres I'inpoxiiopTiazui.

Y ®-crekTp paMinpuiy NpeAcTaBiIeHO Ha PUCYHKY 2.1.6.

R LR
\ :

\ r A
\ ) ZATHDVEONBIL

i LT
ILYHDYAZ- Lt
{ pveart-an
/ - 200
!

/ i
f ) 'f
J
2vMIrAEL { Eowo

j !

{
apmoveoker |
{

{ wo

J{ - A0

twil o i / L lan)

o

Fhoan wastan g,

Pucynk 2.1.6. Y®-ciekTpu cTaHIapTy Ta 3pa3Ka paMinpuiy, TiIpoXJopoTia3uay Ta
TenMicapTtany. Baminamiiini nocmimxerss. Peakiist mpemapaty Oyna niHiiHOO (12 =
0,995 nns RMP, 0,995 HCT Ta 0,996 nns TLM) y niama3oni koHmeHTparii Big 100

110 400 ar-crior ! msgs RMP, 250-1000 ar-crior* HCT Ta 800-3200 ur-cnot! s
TLM.
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PO3ALT 3. EKCIIEPUMEHTAJIbHA HACTHUHA

HepxxaBna ®apmakoriess YKpaiHH HE perJiaMeHTye aHami3 CcyOcTaHii
Paminpuny. 3a J®Y MoxHa npoananizyBatu cyOctasiito [iapoxiopriazumy.
Paminpun Tta I'igpoxiopTia3ujy MOKHa TIIpoaHai3yBaTH 3a MOHOrpadisMu
07/2021:1368 ta 01/2013:0394 €Bponeiicbkoi Gapmakornei. CynpoBigHi pe4OBUHU
(cmeniudikoBaHi 1 Hecmeny@ikoBaHI JOMIIIKA) BHU3HAYAIOTh METOJOM PIIUHHOT

xpomarorpadii (PX) (2.2.29) [27, 28].
07/2021:1368. Paminpun.
CnopinneHi peuoBuHu. Pinnnna xpomatorpadis (2.2.29).

BunpoOyBanuii po3uuH. 20 MI 10CII)KYBaHOI PEUOBUHU B PyXoMiil (a3l A,

noBoATh 110 20,0 mut pyxomoro (azoro A.

Po3uun nopiBHsAHHSA (a). 2 Mr gomimku paminpuiay A CRS, 2 mr gomimku
paminpuny B CRS, 2 mr nomimku paminpuiny C CRS ta 2 Mr qoMimku paMminpuiry

D CRS y pyxowmiit ¢pa3zi A, 10BOASTH 10 25 Ml pyxoMoro (az3oro A.
Pozuun nopisusiaHs (b). 5,0 Mut po3BoasaTs A0 100,0 mu pyxomoto dazoro B.

Po3uun nopiBusuHs (¢). Po3sensats 1,0 M po3unny nopisHsHHS (b) 10 10,0

MI1 pyxomoro (azoro B.

Pyxoma daza: — pyxoma ¢asza A: 2,0 r nepxiopary Harpito R y cymimi 0,5
M TpueTmiaminy R Ta 800 mut Boau ansa xpomatorpadii R; pH no 3,6 3a nonomorozo

dochopnoi kucnotu R, 200 M aneroniTpuny R1;

—pyxoMma da3a B: 2,0 r nepxioparty Harpito R y cymimi 0,5 M TpueTunaMminy
R Tta 300 mun Bogm mist xpomatorpadii R; pH mo 2,6 3a momomororw dochopnoi

kucnotu R, 700 mu aneronitpuiny R1;

HIBuakicts motoky: 1,0 mi/xs.

24



Bussnenns: cnekrpodoromerp npu 210 HM.

Cymnposigai peuoBunu: A, B, C, D. KouTponb 10MIIIOK y pedoBUHAX Jis

dapmanesTuunoro 3acrocyBanns): E, F, G, H, I, J, K, L, M, N, O.

o™ o i 1 Howmimka A
E*f - (2S,3aS,6aS)-1-[(2S)-2-[[(2S)-1-meToKCH-1-0KCO-
Ej 4-peninOyran-2-

U1]aMiHO [ITpOonaHo1J |OKTari IPOUKIONeHTa[ b]-
miposi-2-kapOoHOBa KUCIOTA (PaMIMIPHI METUIOBUIN

ecTep)

Jowmimka B

N
0. 0O 0:‘(
. 4 (2S,3aS,6aS)-1-[(2S)-2-[[(2S)-1-okco-4-¢penin-1-
H/er:% [(mporman2-in)okcu |oyTaH-2-

u1]amibo [iiponanoii|okrariapolrkiionesralblmpo
CoaHadNoOs ] Imp ] Apor [b]mip

Mol. Wt.: 430.54 , , .
n-2-xkapOoHOBa KucioTa (130IpOMiJIOBHIA  ecTep

paMITpuiIy)

o I Jowmimka C
Q\A/\)L  (25,3aS,6aS)-1-[(2S)-2-[[(2S)-4-mxrorexci-1-
o/é%o “‘%H eToKcu-1-0kcoOyTan-2-
U1]aMiHO [TpONaHo1J |OKTari JpOUUKIONeHTa b]-

mipos-2-kapOoHOBa KHCIO0TA (TeKCariqopaMinpui)

niokcoaekariapo-2H-muknonental4,5 Jmipomno[ 1,2-

Jomimka D
q y{o CTHII (2S)-2-[(3S,5aS,8aS,9aS)-3-metun-1,4-

o A a]mipa3un-2-u1]-4-¢peninOyranoar (paminpui

JTUKETOIHUIIEPA3HH)
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E.(2S,3aS,6aS)-1-[(2S)-2-[[(1S)-1-kapOokcu-3-
¢eninmponin]amino Jnponanoin|okTariapouukionenrtalblmipon-2-kapooHoBa

KUCJIOTa (paMinpuiar),

F.(25)-2-[[(2S)-1-eTokcu-1-0kco-4-heninOyran-2-in]amiHo [TponaHoBa
kuciora, G. metunoensoin (tomyon), H. (2S,3aS,6aS)-1-[(25)-2-[[(2R)-1-eTokcu-1-
okco-4-(penindyTan-2-i1]amMmiHo |Tponanoin |okTariaponukioneHTalb]-mipomr-2-

kap6onoBa kucnota ((R,S,S,S,S)-enimep paminpuiy),

1.(2S,3aS,6aS)-1-[(2R)-2-[[(2S)-1-eTokcu-1-okco-4-peninoyraH-2-
1J1]amMiHO [MponaHoiN |OKTari IpOUKIONeHTa[ b]-miposi-2-kapOoHoBa KHCJIOTA

((S,R,S,S,S)-enimep paminpuiy),

J.(2R,3aR,6aR)-1-[(2R)-2-[[(2R)-1-eTokcu-1-okco-4-peninodyran-2-
T]aMiHO | MpOTaHoi |OKTariApoIKIoneHTa[b]-mipomn-2-kapooHoBa KHUCIIOTa

(eHaHTIOMED paMINpUILY),

K.(25)-2-[(3S,5aS,8aS,9aS)-3-metmi-1,4- niokconekariapo2 H-
rukionenTal4,5 Jnipomol[ 1,2-a]mipa3un-2-in]-4-penindyranora KHCJI0Ta

(paminpuIIaTIUKETOMINIePa3HH)

L.etun (2S)-2-[(3S,5aS,8aS,9aS)-9a-riapokcu-3-metunl ,4-
niokcopaekariapo-2H-nuknonenral4,5 Jniposno[ 1,2-a]-nipa3un-2-in]-4-
deninOyranoatr  (paminpun  TiApokcuauketominepasun), M. (2R,3R)-2,3-
0ic(O6en3oinokcn)oyTanioBa kuciaora (auden3oinBuHHa kuciota), N. (2R,3aR,6aR)-
1-[(2S)-2-[[(2S)-1-eTokcu-1-okco-4-denindyran-2-
11]aMiHO JmpoTNaHoiN JOKTari gpoIuKiIonenTal b]-mipoi-2-kapOoHoBa KHCIIOTa
((S,S,R,R,R)-i3oMep paminpuny), O. mietun (22,2'2)-2,2'-[(2E,5E)-2,5-numeTu-

3,6-nmiokcomninepasun-1,4-aiin]6ic(4-dhenindyranoar).
[NapoxsopTiazuj aHanizyoTh MeTosioM PX.

Busnavatots criopinHeni pedosunu: A, B, C.
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JleTexTyBaHHs ClIeKTpoPOTOMETPUUHE TTpH 224 HM.

Pyxoma (aza: daza A: hocharauii 6ydbepuuii pozurs (pH 3.2)-meranon-TI'd; da3za
B: metanon- gocdaruuit 6ydepnuii pozunn (pH 3.2)-TT'O.

Hamu BukoHaHo xpomarorpadiune gociaipkeHHss MetogomM BEPX s
imeHTUdIKai  y JOCHIKYBaHI  JTBOXKOMITOHEHTHOI CyMimI  CyOCTaHIIIN
Paminpuity ta ['iapoxsopTia3uay, BU3HAUEHHS iX YHCTOTH Ta KUIbKICHOTO BMICTY 3
BUKOPHUCTAaHHAM 0a30BHX YMOB XpoMmarorpadyBaHHs 1 METOJUK JOCIIKCHHS, SIK1

omnucaHo B €Bporneicekiit apmakoriei 1 JocaipKkeHHs MeToioM PX.

Marepiaju Ta MEeTOIN.
Xpomatorpad Agilent 1200 3 DAD netekTopom.
YMoBH XpoMaTorpadyBaHHS:
- komonka — ZORBAX Eclipse Plus C18, 150x4,6x5 (abo aHamoriuHa);
- yac xpomatorpadyBaHHs 17 xB
- TOTOK — 2,5 MJI/XB
- nerektyBaHHSI — YO npu 210 M
- 00’em imxkekuii — 10 Mk

- Temreparypa kojoHku — 50°C

['panient:
Yac Pyxoma (aza A Pyxoma ¢aza B
(% 06/00) (% 006/00)
0 90 10
2 90 10
8 40 60
10 40 60
12 90 10
17 90 10
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bygepnuii posuun A — 1,36 T kamiro guriapodocdary poszunautry 1000 mi Boawy,
noaatu 1 mu tpudropouToBoi kuciotu ta fosectd pH g0 2,5+0,05 3a qonomororo
dbochopHOT KUCIIOTH;

byghepnuii pozuun B — anieToHITpUIT,

Cymiw po3uuHHUKIE — CyMIIll alleTOHITpIITy Ta Oydepy A y crniBBiaHomeHH 1:1.
BukopuctoByBanu  po3uuH  CyOCTaHIlI 3  KiHYegol0  KOHYeHmpayicio
eiopoxnopmiazudy 50 mxe/mn ma paminpuny 10 mxe/mn 6 po3UUHHUKY.

VY SKOCTI cTaHJapTy BUKOPUCTOBYBAJIM (papMaKONeHHU cTanapTHUM 3pa3ok DY
TIAPOXJIOPTIA3uAy Ta paMminpuily 3 xouyenmpayicto 50 mxe/mn ma 10 mxe/mn

8I0N0BIOHO 8 POZUUHHUKY.

[IpunatHicTh  XpoMarorpadidyHoi  cucTeMH. XpomaTtorpadiuHa  cucTeMa

BBAXKAETHCSI MPUJATHOIO TO/I1, SIKIIIO BUKOHYIOTHCS HACTYITHI YMOBHU:

- e(exTuBHICTb XpomaTorpaiyHoi KOJOHKH [UJIsl TIAPOXJIOPTIa3uAy Ta
paminpuiny noBunHa 0ytu He MeHie 3000 TeopeTHUHHUX TapiJIoK

- KOE(IUIEHT CUMETPIi TApOoXJIOpTia3uay Ta paminpuily (TEHIIHT) HE Mae
Oytu Oinbmum 2,0;

- BIJHOCHE CTaHJApTHE BIAXWJICHHS IUIOHI ITKIB T1APOXJIOPTIa3uay Ta
paminpuiy miciig 6 MOCHIIOBHUX BBEAECHb CTAHAAPTHOTO PO3UYHMHY Mae
cTaHOBUTH He Oubie 2,0%:;

[Tpu mpoBeeHHI KOMIT'IOTEPHOTO aHajli3y BUKOPHUCTOBYBaiu mporpamy OpenLab
CDS.

Jlst mpoBenenHs gociimkeHs MmetoioM BEPX BukoprcTOBYBan peakTUBU:

kauito gurigpodocdar (uuctoru ais BEPX),

TpudToporToBBa kucioTa (uuctotu st BEPX),

arneToHiTpun (uncrotu st BEPX),

optodochopHa kuciota (uucroru 1151 BEPX).
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OTtpumani pe3yJbTaTH.

Ha pucynkax 3.1, 3.2 npeacTaBieHo OTpUMaHi XpOMaTOrpaMu.

VWD1A Wavelength=210 nm

1100
1000
900
800
700
2600-
E500-
400
3004
200

Pucynok 3.1. XpomaTorpama po3urHy CTaHIapTHOTO 3pa3Ky JDYVY.

Hydrochlorothiazidg

1.

298
amipril

—

VWD1A Wavelength=210 nm

1000+
900+
800+
700+
2600+
<500-
001
30+
200-

Hydrochlorothiazidg

1.7

389
lamipril

Pucynok 3.2. Xpomarorpama po34MHY BHIPOOOBYBAaHOTO 3pa3Ky CyMilll

cyOcraniii eiopoxnopmiazudy Rt=1.739 xB ma paminpuny Rt= 6.389 xs.

OTtpumaHi pe3yapTaTd IpeacTaBiIeHo B Tadbmmmsx 3.1, 3.2:
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Cmanoapmuuil po3uun

Linpoxsopriazug Paminpua
T T N
RT Area (<2.0) N >3000 | RT Area (<2.0) | 3000

1,585 | 3829,239 1,0 4516 | 6,259 | 477,147 1,0 | 13620
1,624 | 3837,518 1,0 4611 | 6,298 | 476,867 1,0 | 13946
1,661 | 3846,552 1,0 4634 | 6,328 | 476,644 1,0 | 14016
1,683 | 3852,602 1,0 4682 | 6,348 | 477,165 1,0 | 14166
1,697 | 3850,763 1,0 4720 | 6,358 | 476,938 1,0 | 14205
1,708 | 3850,579 1,0 4736 | 6,366 | 476,669 1,0 | 14199

Cepenne 1,660 | 3844,542 1,0 4650 | 6,279 | 477,007 1,0 | 13783
SD 9,248 0,028 0,225
RSD(=2.0%) 0,24% 0,44% 0,05%
Tecm
T'iopoxnopmia3zuo Paminpun
RT Area RT Area

1,739 | 3782,820 | 6,389 | 488,612
1,741 | 3793,649 | 6,391 | 489,122
1,744 | 3798,682 | 6,393 | 489,222
1,743 | 3797,739 | 6,394 | 490,191
1,743 | 3799,849 | 6,395 | 489,314
1,744 | 3803,411 | 6,394 | 490,373
Cepenne 1,742 | 3796,025 | 6,393 | 489,472

B mabnuysx:

T- metinine (gpopma nixy, yacmo 6yeae menuie 2),

N — kinbKicmb meopemuyHux mapinox (Yum Oinbule meopemuyHux
mapinox, mum suuia eghekmusHicmo po30iileHHs KOMNOHEHMIB y KOJIOHYI),

RSD - ionocne cmanoapmmue sioxunenns, 32iono @apmaxonei, mae oymu
MeHuie 2),

SD —cmanoapmue sioxunenns, suxopucmogyemcsi 0as susnavenns RSD)

Po3paxyHok B™MIiCTY 2idpoxnopmuazudy:.

Atest X Cee X R
Agt X Cest

€ (%) =

ae:
Atest — TUIOIIA TKY TIAPOXIIOPTUA3UAY HA XpOMATOTPaMi BUIPOOYBAHOTO
PO3YHHY;
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Ag; — TUTIONIA TIKY TiAPOXJIOPTHA3UIAY Y Ha XpOMaTOrpaMi CTaHAapTHOTO
PO3YHHY PO3YHHY;

- C4 — KOHIIGHTpAITiSI CTAaHIAAPTY, MKT/MJT

- Ctpst — KOHIICHTpAIIISI TECTY, MKI/MIT

- R(%) — BMICT OCHOBHOI pEYOBHHH B CTaHIAPTHOMY 3pPa3Ky
rigpoxsoptuasuny, (98,3)%

C.(%) =97,1%
3a €sp. ©apm. —97.5-102.0%

Po3paxyHok B™MICTY paminpuny:

Atest X Cst X R

0, =
Cr (%) Agt X Cest

ne:
Atest — TUIONIA TIKY paMINpuily Ha XpoMaTorpamMi BHUIIPOOYBAHOTO
pO3UHUHY;

- A — oA MKy paMInpuiy Ha XpoMaTorpami CTaHAAPTHOTO PO3UHHY
pO34HHY;

- C4 — KOHIIGHTpAIlisl CTAaHJAPTY, MKT/MJT

- Ctest — KOHLIEHTpALISl TECTY, MKI/MJI

- R(%) — BMICT OCHOBHOI PEUYOBHHH B CTaHJAAPTHOMY 3pa3Ky paMimpuiy,
(96,8)%
Cs (%) =99,3%

3a €s8p. Dapm. — 98.0-101.0%

B pe3ynbTaTi NmpoBeNEHMX OCHIIKEHb BCTAHOBJIEHO, IO B HaJaHIM Ha
JOCIIKEHHS CyMIllll CyOCTaHINH 1IeHTU(IKOBAHO 2i0pOXA0pmiaA3ud ma paminpui,
CYMIIII HE MICTHTh JIOMIIIIOK, @ X KUIBbKICHUH BMICT BiATIOBIJa€ periaMeHTOBAHOMY
KUIBKICHOMY BMICTy. He BHSIBI€HO MNpOAYKTIB XIMIYHOI JAerpaganii, a yMOBHU
xpoMarorpadyBannas cymimn cyOcranmiii metomom BEPX amanToBano s

MPAKTUIHOTO BUKOPUCTAHHS Y (DapMarieBTUIHHIN aHATI3.
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Paminpua
(Eur.Ph.)

Memoo PX

PaminpwuJ, cyOcTtanuis +
rigpoxjopria3uj, cyocTanuis

Memoo BEPX

Pigunna xpomarorpadis (2.2.29).
Pyxoma ¢a3za:

— pyxoma ¢paza A: 2,0 T nepxyopary
Hatpito Ry cymimi 0,5 wn
tpueTwiaminy R ta 800 mi Boau st
xpomatorpadii R;  pH mo 3,6 3a
nornoMorow ¢ochopHoi kuciaotu R,
200 mu anietoniTpuiy R1;

— pyxoma ¢haza B: 2,0 r nepxisopary
Hatpito Ry cymim 0,5 wMn
tpueTmwiaminy R ta 300 mi Boau st
xpomarorpadii R; pH nmo 2,6 3a
noroMoror ¢ochopHoi kKuciaotu R,

700 mn anieroniTpuny R1;

bygepnuii pozuun A — 1,36 r xaniro
murinpodocdary y 1000 mm Bomwm,
nogaté 1 M1 TpUGTOPONTOBOT KUCIOTH
ta poBectu pH nmo 2,5+40,05 3a
JTOTIOMOTO010 (hoChHOPHOT KUCTIOTH;
bygepnuii pozuun B — aueTOHITPUI;
Cymiw —

PDO3YUHHUKIG CyMiIl

alETOHITPUWIY  Ta

Oydepy Ay
coiBBigHOmEHH! 1:1.

BukopucroByBanu po3uuH cyOcTaHIIii
3 KiHYe8010 KOHYEHMPayiero

eiopoxnopmiazudy 50 mke/mn ma
paminpuny 10 mxe/mi 8 pO3UUHHUKY.

VY SKOCTI CTaHIapTy BUKOPHUCTOBYBAIH
(apmakoneiHuil CTaHIAPTHUN 3pa30K
J®V rigpoxjopTiazuay Ta paminpuiry
3 xonyeumpayieio 50 mxe/mn ma 10

MK2/MJl BIONOBIOHO 8 POZUUHHUKY .

Cymposigni pewounu. A, B, C, D.
KoHTponb TOMIIIOK y peyoBHHAX IS

¢dapmaiieBTHUHOTO 3acTocyBaHHs): E,

F,.G,H IJ K L M,N,O.

He BusBieno

KinbkicHHE BMICT

3a €sp. Dapm. 98-101%

Kinekicauii BmicT - 99,3%
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JHerexktyBanHs — 210 Hm

HerextyBanna — 210 Hm

I'apoxnopriazuyg

[NapoxnopTia3zug y cymirri

I[BOXKOMHOHCHTHOT

Pyxoma ¢a3a:

daza A: docdharauii  OydepHuii

po3uuH (pH 3.2)-metanon-TI'®;

daza B:
Oydepuuii po3unn (pH 3.2)-TI'D.

MeTaHos-  (ocharawmii

bygepnuii pozuun A — 1,36 T xaniro
muriapodocdary y 1000 ma Bomawm,
nonatu 1 Mt TpudTOPOIITOBOT KUCIOTH
ta poBectu pH nmo 2,5+40,05 3a
JT0TOMOT010 (oCchHOPHOT KUCTIOTH;
bygepnuii pozuun B — anieTOHITPUI,
Cymiw —

PDO3YUHHUKIG CyMIiII

aleToHITpUIy Ta Oybepy A y
coiBBigHOImEHH! 1:1.

BuxopucroByBanu po3uuH cyOcTaHiiii
3 KIHYEBoH KOHYEHmMpPAayiero

eiopoxnopmiazudy 50 mke/mn ma
paminpuny 10 mxe/mi 8 pO3UUHHUKY.

VY SKOCTI CTaHIapTy BUKOPHUCTOBYBAIIH
dbapmakonelHuil CTaHIAPTHUN 3Pa30K
J®V rigpoxjopTiazuay Ta paminpuiry
3 xonyeumpayieio 50 mxe/mn ma 10

MK2/MJl BIONOBIOHO 8 POZUUHHUKY .

JlerekTyBaHHS — 224 HM

JlerextyBanHsg — 210 Hm

KinbkicHHE BMICT

3a €sp. @apm. 97.5-102%

Kinekicauii BmicT - 97,1%
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BN CHOBKH

1. Bmposamxeno meton BEPX y anamiz A®I Paminuiy ta [Napoxmoariazuay y

CKJaJi JBOXKOMIIOHEHTHOI cyMimnl cyOcTaHiii, igeHTHdikoBaHo ADI Ta
BU3HAUEHO 1X KUIBKICHMM BMICT: BMICT paMmilpuiay  BIAMOBIA€
periaMeHTOBaHOMY KiJibKicHOMY BMicTy 99,3%, a BMICT riipoxJjiopTiazuay
MIEepPEeBUIITY€ periiaMmeHToBanuii BMicT 97,1%.

. Bu3HayeHO YHCTOTY JOCHTIKYBaHOT JBOXKOMITOHEHTHOI CyMiIlll CyOCTaHIIiH
Pamimmity ta [igpoxinoariazupy xpomatorpadgiuaum wmetonom (BEPX):
CYMIIII HE MICTUTh CYIIPOBIIHMX PEUYOBUH Ta MPOIYKTIB PO3MALIY.

. AJIariTOBaHO METOJUKH JOCIHIKEHHS Ta pO3po0JeHO XpomarorpadiuHi
YMOBHU JOCIIDKCHHS, SKI JIO3BOJSIOTh 3aXUCTUTH CTPYKTYPY MOJICKYIT
PEYOBHH BiJI XIMIYHOI Jierpajaiiii, a caMme, 3alporoHOBAHO HACTYITHUHN CKIIAI;
bygepnuii pozuun A: 1,36 t kanito aurigpodocdary y 1000 ma Boau, 1 M
tpudroponroroi kucioru (pH mo 2,5+0,05 3a momomororo ¢ochopHoi
KUCIOTH), byghepruii pozuun B — anetoniTpuir;, Cymius po3uunHUKIE — CyMIIII
aneroHiTpuiay ta Oydepy A, 1:1. BuxopuctoByBaiu po34vH CyOCTaHINi 3
KiHYyesow KoHyeumpauyicto 2iopoxiopmiasudy 50 mxe/mn ma paminpuny 10
MKS/MA 68 pO3uuHHUKy. Y  SKOCTI  CTaHAApTy BHUKOPHUCTOBYBAIU
bapmakoneiHuii craniapTHuil 3pa3ok IPY riapoxsopriazuay Ta paminpuiy
3 koHyeuwmpayicio 50 mxe/mn ma 10 mxe/mn 8i0n06iOHO 6 PO3ZUUHHUKY.

JlerextyBaHHs1 Y O-CIeKTpOMETpUYHUM MeTO10M Tipu 210 HM.
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SUMMARY

Zubenko Vlada

DENTIFICATION BY UV SPECTRUM AND QUANTIFICATION OF
HYDROCHLOROTHIAZIDE AND RAMIPRIL IN THE COMPOSITION OF THE
DRUG SUBSANCE BY HPLC

The department of medicinal chemistry and toxicology
Scientific supervisor: professor, doctor of pharm. sciences Welchinska O.V.

Keywords: hydrochlorothiazide, ramipril, Two-Component Substance, medicinal product,
HPLC, impurities, scaffold.

Introduction. Ramipril or (2S,3aS,6aS)-1-[(2S)-2-{[(2S)-1-ethoxy-1-0x0-4-
phenylbutan-2-ylJlamino}propanoyl]-octahydrocyclopenta[b] pyrrole-2-carboxylic acid is
used to treat hypertension, heart failure, and kidney disease (nephropathy). The drug is
prescribed for the prevention of myocardial infarction, stroke, ischemia, and congestive heart
failure as part of combination therapy. The State Pharmacopoeia of Ukraine does not regulate
the analysis of the substance Ramipril. The substance Hydrochlorothiazide can be analyzed
according to the State Pharmacopoeia. Ramipril and Hydrochlorothiazide can be analyzed
according to monographs 07/2021:1368 and 01/2013:0394 of the European Pharmacopoeia.
Accompanying substances (specified and unspecified impurities) are determined by liquid
chromatography (LC)

Materials and methods. Objects of research are substance of Hydrochlorothiazide and
Ramipril, and its standard samples. Research subject: development of conditions for HPLC study
of pharmaceutical analysis of the substance of Hydrochlorothiazide and Ramipril. Methods: HPLC
& UV-spectrum (Agilent 1200 with a diode-matrix detector, column — ZORBAX Eclipse Plus
C18, 150x4.6x5 (or similar);- chromatography time 17 min, - flow — 2.5 ml/min, - detection — UV
at 210 nm, - injection volume — 10 pl, - column temperature — 50°C; OpenLab CDS program.

Results. The HPLC method was introduced into the analysis of the APl Ramipril and
Hydrochlorothiazide in a two-component mixture of substances, the APIs were identified and their
guantitative content was determined: the content of ramipril corresponds to the regulated
quantitative content of 99.3%, and the content of hydrochlorothiazide exceeds the regulated
content of 97.1%.

Conclusions. The purity of the investigated two-component mixture of substances Ramipil
and Hydrochlorothiazide was determined by chromatographic method (HPLC): the mixture does
not contain accompanying substances and decomposition products. The research methods were
adapted and the chromatographic research conditions were developed.
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	Імуногістологія. Для імуногістологічного аналізу використовували парафінові зрізи нирок з термоопосередкованим отриманням антигену з подальшою інактивацією ендогенної пероксидазної активності за допомогою 3% H2O2. Зрізи блокували 5% BSA при кімнатній ...
	Антитіло проти HIF2α отримано від R&D Systems та використано у розведенні 1:200. Вторинні антитіла, кон'юговані з пероксидазою хрону або кон'юговані з лужною фосфатазою придбані у KPL (США).
	Ядра контрафарбували гематоксиліном. Мікроскопічний аналіз проводили на мікроскопі Axioplan з програмним забезпеченням AxioVision Rel. Досліджували шість тварин у кожній експериментальній групі. Стандартно зроблено п'ять зображень, що не перекриваютьс...
	Статистичний аналіз. Результати оцінені за допомогою однофакторного дисперсійного аналізу Краскела-Уолліса, за допомогою рангового сумарного тесту Манна-Вітні для аналізу відмінностей. Визначені двосторонні значення p t-критерію.
	Процедури попарного множинного порівняння виконані методом Данна або Холма-Сідака. Дані графічно представлені у вигляді коробкової діаграми. Значення балу клінічної тяжкості представлені як середнє значення ± стандартна похибка середнього (SEM).
	Вплив раміприлу на експресію мРНК реніну в нирках. Для перевірки отримання твариною раміприлу у дозі для пригнічення РААС використали дослідження ПЛР для визначення експресії реніну в цілих лізатах нирок. Попередня обробка раміприлом індукувала транск...
	У групі SOP спостерігалася незначна числова та статистично незначна різниця в експресії мРНК реніну між SOP та CLP.
	Інгібітори ангіотензинперетворюючого ферменту (АПФ) призначають пацієнтам з діабетом як нефропротекторний препарат, для лікування гіпертензії. Вони безпечні для клінічної практики, але зв'язок між препаратами та ангіоневротичним набряком відомий. Точн...
	Пацієнт припинив прийом раміприлу та призначено пероральний антигістамінний препарат і місцевий кортикостероїд. Проведено біопсію шкіри, яка підтвердила клінічну гіпотезу фармакодермії. Оцінка поліморфізму АПФ вказала на генотип DD. Після відміни рамі...
	Результати. Смерть від усіх причин сталася у 88,4% пацієнтів у групі плацебо та 91,1% пацієнтів у групі раміприлу. Подовження життя між групами раміприлу та плацебо становило 14,5 місяців. Раміприл більше збільшував тривалість життя у пацієнтів з діаб...
	Рисунк 1.1.3. Раміприл обмежує запалення судин при хронічній ішемічній серцевій недостатності, зменшуючи інфільтрацію мієлоїдних клітин. (A) Кількісне визначення тканини аорти за допомогою проточної цитометрії після інфаркту міокарда (ІМ) порівняно з ...
	При ішемічній серцевій недостатності раннє лікування інгібіторами АПФ покращує функцію судинного ендотелію (рис.1.1.4)
	Рисунок 1.1.4. Утворення супероксиду в цільній крові, виміряне за допомогою посиленої хемілюмінесценції після стимуляції PDBu  після інфаркту міокарда, n = 7–15 мишей на групу; Високочастотна ультразвукова ехокардіографія з вимірюванням індексу руху с...
	1.2.Біологічна активність
	У рандомізованому, подвійному сліпому, плацебо-контрольованому дослідженні пацієнти були розподілені на групи лікування раміприлом 2,5 мг один раз на день (n=68) або плацебо (n=67). Первинними результатами були концентрації асиметричного диметиларгіні...
	Вториними результатами були зміни рівня IL-6 (інтерлейкін-6), TNF-α (фактор некрозу пухлини-альфа), систолічного та діастолічного артеріального тиску. Серед параметрів безпеки - зміни рівня калію та частота гіперкаліємії.
	Раміприл значно знизив рівень асиметричного диметиларгініну в сироватці крові, hs-CRP (−46,5%; P<0,001), IL-6 (−27,1%; P<0,001) та TNF-α (−51,7%; P<0,001). Систолічний та діастолічний артеріальний тиск були значно знижені в обох групах. Зниження було ...
	Розрахунок розміру вибірки проведено для прогнозованих змін рівнів ADMA. Припущено, що раміприл призведе до зниження рівня ADMA на 0,39 мкмоль/л після терапії з відповідним стандартним відхиленням 0,24. Для отримання статистичної потужності 90% з похи...
	Використовували оцінку ко-первинного результату запального маркера TNF-α. Для виявлення 30% зміни рівнів TNF-α в кожній групі було потрібно 47 пацієнтів зі статистичною потужністю 80%. Припускаючи рівень вибуття 40%, у дослідження включено загалом 135...
	Статистичний аналіз. Аналіз кінцевих точок ефективності та безпеки  проведено на популяції пацієнтів, які мали намір брати участь у дослідженні. (Intention-to-Treat). 180 пацієнтів з 2 центрів-учасників оцінено на предмет відповідності критеріям.
	Виключено 45 пацієнтів. 135 пацієнтів були розподілені на групи з раміприлом (n=68) або плацебо (n=67) та включені до аналізу з наміром брати участь у дослідженні (рис.1.2.1).
	Рисунок 1.2.1. Профіль дослідження популяції пацієнтів, які планують лікувати.
	2 групи були порівнянні на початку дослідження. Демографічні дані пацієнтів не показали суттєвої різниці щодо віку, статі, індексу маси тіла, клінічних характеристик. Гіпоплазія/дисплазія нирок була найчастішою причиною ниркової недостатності в обох г...
	Після рандомізації 10 пацієнтів у групі раміприлу та 13 пацієнтів у групі плацебо використовували інші антигіпертензивні препарати - бета-блокатори (n=7/n=9), блокатори кальцієвих каналів (n=5/n=8), тіазидні та петльові діуретики (n=5/n=4).
	Середня кількість антигіпертензивних препаратів, що використовувалися на початку дослідження, становила 0,3±0,7. Зі 135 рандомізованих пацієнтів 15 пацієнтів не завершили дослідження. 6 пацієнтів у групі раміприлу та 9 пацієнтів у групі плацебо.
	Виявлено, що раміприл є ефективною, добре переносимою та безпечною терапією з гіпертензією, які отримують МГД. Лікування раміприлом у дозі 2,5 мг один раз на день покращило біомаркери ендотеліальної дисфункції та запалення.  Лікування покращило контро...
	РОЗДІЛ 2. ОСОБЛИВОСТІ  СИНТЕЗУ ТА ФАРМАЦЕВТИЧНОГО АНАЛІЗУ ПОХІДНИХ ПІРОЛУ
	2.1.Синтез, фармакопейні вимоги до аналізу якості

	Рисунк 2.1.6. УФ-спектри стандарту та зразка раміприлу, гідрохлоротіазиду та телмісартану. Валідаційні дослідження. Реакція препарату була лінійною (r2 = 0,995 для RMP, 0,995 HCT та 0,996 для TLM) у діапазоні концентрацій від 100 до 400 нг⋅спот⁻¹ для ...
	РОЗДІЛ 3. ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
	Гідрохлортіазид аналізують методом РХ.
	Визначають споріднені речовини: А, В, С.
	Детектування спектрофотометричне при 224 нм.
	Рухома фаза: фаза А: фосфатний буферний розчин (рН 3.2)-метанол-ТГФ; фаза В: метанол- фосфатний буферний розчин (рН 3.2)-ТГФ.
	ВИСНОВКИ
	1. Впроваджено метод ВЕРХ у аналіз  АФІ Раміпилу та Гідрохлодтіазиду у складі двохкомпонентної суміші субстанцій, ідентифіковано АФІ та визначено їх кількісний вміст: вміст раміприлу відповідає регламентованому кількісному вмісту 99,3%, а вміст гідрох...
	2. Визначено чистоту досліджуваної двохкомпонентної суміші субстанцій Раміпилу та Гідрохлодтіазиду хроматографічним методом (ВЕРХ): суміш не містить супровідних речовин та продуктів розпаду.
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