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ПОРІВНЯЛЬНА ОЦІНКА ВЕЛИЧИНИ АНТИАПОПТОТИЧНОГО ЕФЕКТУ СЕРЕД 
МОДУЛЯТОРІВ АКТИВНОСТІ NMDA РЕЦЕПТОРІВ В УМОВАХ МОДЕЛЬНОЇ ПЕРЕХІДНОЇ 

ІШЕМІЇ РЕПЕРФУЗІЇ ОКА ЗА ДАНИМИ ПРОТОКОВО ЦИТОМЕТРИЧНОГО АНАЛІЗУ
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РЕЗЮМЕ. Модельна 60 хв ішемія-реперфузія ока у щурів супроводжується активацією апоптотичних процесів 
в сітківці, про що достеменно свідчить збільшення в середньому в 20,22 раза пулу клітин, які перебувають у фазі SUB-
G0G1, тобто мають ознаки фрагментації ядерної ДНК, що анонсує апоптоз. Однократна внутрішньовенна інфузія 
в лікувальному режимі через 30 хв після накладання лігатур розчинів амантадину або магнію сульфату, дозами 
5 та 250 мг/кг відповідно, а також мемантин перорально з розрахунку 20 мг/кг, сприяють зменшенню відносної 
кількості ретиноцитів, які перебувають фазі SUB-G0G1 клітинного циклу, проявляючи тим самим антиапоптотичну 
дію. За спроможністю в умовах даної патології знижувати процес фрагментації ядерної ДНК, застосування розчину 
амантадину сульфату вірогідно переважає терапію розчином магнію сульфату або мемантином в середньому на 
24,1 та 52,0 % відповідно. 

КЛЮЧОВІ СЛОВА: апоптоз, амантадину сульфат, магнію сульфат, мемантин.

Вступ. За даними наших попередніх досліджень 
[1–6], присвячених порівняльній оцінці впливу де яких 
блокаторів NMDA-рецепторів на нейропроліфератив-
ні та деструктивно-дегенеративні явища в сітківці на 
тлі модельної ішемії-реперфузії або контузії ока, най-
суттєвішу дію на окреслені процеси має розчин аман-
тадину сульфату та мемантин. Після реперфузії вогни-
ще деструктивно-дегенеративних змін в сітківці є нео-
днорідним та гетерогенним, формується за рахунок 
як некротичних, так і апоптотичних процесів, які чітко 
розмежувати неможливо. Використовуючи біохімічні 
(визначення активності та моніторинг змін титрів не-
йромаркерів в крові) та цитологічні методики можна 
встановити інтенсивність цих змін, а також внесок 
кожного типу смерті в загальну картину ураження зо-
рового аналізатора. За визначенням Номенклатурно-
го комітету по клітинній смерті, (NCCD) апоптоз – це 
впорядкований, генетично детермінований процес 
елімінації пошкоджених клітин, морфологічний кри-
терій незворотності якого визначається фрагментаці-
єю ядерної ДНК [7]. Про питому вагу в окреслених па-
томорфологічних змінах сітківки у постреперфузій-
ний період власне апоптозу можна судити саме за 
зростанням кількості клітин, що перебувають у фазі 
SUB-G0G1, тобто мають ознаки фрагментації ДНК. Це і 
є апоптотичним маркером.

Мета. У гострий період постреперфузійної ре-
тинальної ішемії використовуючи протоковий ци-
тометричний аналіз дослідити активацію апопто-
тичних процесів в клітинах сітківки за наявною 
фрагментованою ядерною ДНК та оцінити ефек-
тивність блокаторів NMDA-рецепторів за допомо-
гою цього критерію.

Матеріал і методи дослідження. Оцінку 
апоптозомодулювальних властивостей досліджу-
ваних блокаторів NMDA-рецепторів проведено на 

66 щурах-самцях лінії Вістар масою 160–190 г. Усі 
тварини знаходились у віварії Вінницького націо-
нального медичного університету (ВНМУ) імені 
М. І. Пирогова на стандартному водно-харчовому 
раціоні при природному освітленні та вільному до-
ступі до води та корму. Під час роботи з лаборатор-
ними тваринами дотримувались методичних ре-
комендацій Державного фармакологічного центру 
Міністерства охорони здоров’я (МОЗ) України і ви-
мог біоетики згідно з Національними «Загальними 
етичними принципами експериментів на твари-
нах» (2001), що відповідають положенням «Євро-
пейської конвенції про захист хребетних тварин, 
які використовуються для експериментальних та 
інших наукових цілей». Дотримання біоетичних 
норм засвідчено комісією з біоетики ВНМУ імені 
М. І. Пирогова (висновок № 2 від 05.02.2015). 

Роботу виконано відповідно до плану науко-
во-дослідних робіт ВНМУ імені М. І. Пирогова 
МОЗ України у рамках тем «Пошук та розробка но-
вих шляхів фармакологічної корекції порушень при 
ішемічному ушкодженні мозку та серця в експе ри-
менті» (номер держреєстрації 0112U0021939) та 
«Доклінічна оцінка перспективних органопротек-
торів» (номер держреєстрації 00115U007126).

Ішемічне ураження сітківки моделювали в 
умовах перехідної ішемії на моделі ішемії-репер-
фузії (ІР) ока. ІР досягали шляхом накладання рет-
робульбарної лігатури на ліве око щурів термі-
ном 1 год. Через 60 хв після ішемії лігатури обе-
режно розпускали і знімали. Кровобіг швидко 
відновлювався самостійно. Стан очного дна 
контролювали за допомогою прямої офтальмо-
скопії (попередньо наносили на рогівку гель) че-
рез покривне скло, що використовується для ви-
готовлення гістологічних препаратів.
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В якості предмета досліджень у ролі модуля-
торів активності NMDA-рецепторів ми обрали ме-
мантин («Мема» Актавіс-Україна, Україна) та розчи-
ни амантадину («ПК-МЕРЦ», Merz Pharmaceuticals, 
Швейцарія) і магнію сульфату («Магнію сульфат-
Дарниця», Дарниця, Україна). 

Обрані лікарські засоби вводили однократно 
в лікувальному режимі через 30 хв після накла-
дання ретробульбарної лігатури у дозах, які за да-
ними наших попередніх скринінгових досліджень 
виявились умовно-ефективними за максималь-
ним нейроретинопротективним ефектом на при 
аналогічному ураженні зорового аналізатора. 
Для мемантину ця доза складає 20 мг/кг внутріш-
ньошлунково (в/ш), а для розчинів амантадину і 
магнію сульфату відповідно 5 та 250 мг/кг внут-
рішньовенно (в/в) [4]. 

Для в/ш введення мемантину через металіч-
ний орогастральний зонд (діаметр 22 G), готували 
його суспензію із твіном-80, розраховуючи кон-
центрацію таким чином, щоб її загальний об’єм, 
який уводився в/ш, становив 2 мл/кг. Розчини 
амантадину і магнію сульфату вводили в/в у по-
передньо катетеризовану (катетер, ERG 22 G, 
Польща) стегнову вену за допомогою інфузомат-
ної системи упродовж перших 2 год з моменту на-
кладання лігатури за методикою, розробленою 
д-р мед. наук О. А. Ходаківським [3]. Група конт-
рольної патології (тварини з ІР без цитопротек-
торної терапії) отримувала 0,9 % розчин NаСІ із 
розрахунку 2 мл/кг в/в. Групі псевдооперованих 
щурів накладали ретробульбарні лігатури без на-
ступного їх затягування. Будь-які травматичні ма-
ніпуляції та евтаназію тварин шляхом декапітації 
виконували в умовах пропофолового наркозу (60 
мг/кг внутрішньоочеревинно) («Fresenius Kabi», 
Австрія) [4]. 

Для проведення цитометричних досліджень 
сітківки [1], через 24 год після моделювання пато-
логії очі швидко підлягали енуклеації з подаль-
шою промивкою холодним розчином 0,9% NaCl 
(+4°C – +8°C). Очні яблука щурів позбавляли зали-
шок кон’юнктиви та м’язів і за допомогою мікро-
хірургічного інструментарію видаляли передній 
відділ ока і кришталик. Після 4 надрізів залишки 
очного яблука розправляли таким чином, щоб 
очне дно було доступне огляду, помічали і вида-
ляли ділянки сітківки. Вміст ДНК в ядрах клітин 
сітківки щурів визначали методом протокової ци-
тометрії на багатофункціональному науково-до-
слідному протоковому цитометрі “Partec PAS” 
(Partec, Німеччина). Суспензії ядер з клітин сітків-
ки отримували за допомогою наборів для дослі-
дження ядерної ДНК, відповідно, CyStain DNA 
Step 1 та CyStain DNA Step 2 (Partec, Німеччина) до 
складу яких входить діамідинофеніліндол (DAPI). У 

процесі виготовлення нуклеарних суспензій вико-
ристовували одноразові фільтри CellTrics 50 мкм 
(Partec, Німеччина). Для збудження флуоресцен-
ції DAPI застосовували ультрафіолетове випромі-
нювання. Якість промаркованих ядерних суспен-
зій перевіряли за допомогою флуоресцентного 
мікроскопа ЛЮМАМ Р-8 (ЛОМО, СРСР) (ультра-
фіолетове збудження), цифрової камери TSView 
(TUCSEN, Китай) з роздільною здатністю матриці 
8 Мп. Із кожного зразка нуклеарної суспензії ана-
лізували 20 тис. об‘єктів, що містять ДНК. Визна-
чення фрагментації ДНК (апоптоз) виконано шля-
хом виділення SUB-G0G1 ділянки на ДНК-
гістограмах RN1 перед піком G0G1, яка вказує на 
ядра клітин з вмістом ДНК < 2 с.

Аналіз ДНК гістограм виконували засобами 
програмного забезпечення проточного цитоме-
тра FloMax. Використовували параметричний 
критерій t Стьюдента у випадках нормального 
розподілу варіаційного ряду, непараметричний 
критерій W Уайта – за його відсутності (Partec, Ні-
меччина). Відмінності вважали статистично зна-
чущими при p<0,05. 

Результати й обговорення. Проведене до-
слідження показало, що у гострий пострепер-
фузійний період в сітківці щурів групи контр-
ольної патології прослідковується апоптотична 
активність, про що достеменно свідчило збіль-
шення в середньому в 20,22 раза пулу клітин, 
які перебували у фазі SUB-G0G1, тобто мали 
ознаки фрагментації ядерної ДНК, що анонсує 
апоптоз (табл. 1) р<0,05. 

Таблиця 1. Вплив розчинів амантадину і магнію 
сульфату та мемантину при їх нарізному введенні на 

відносну кількість клітин, що перебувають у фазі SUB-
G0G1 із фрагментованою ядерною ДНК (апоптоз) до їх 
загальної кількості у суспензії сітківки кролів на 24 год 

терапії контузії ока (М±m, n=7)

Примітки: 
1. ІР – ішемія-реперфузія; в/в – внутрішньовенно, 
в/ш – внутрішньошлунково;
2. * – р<0,05 відносно інтактних тварин; 
3. # – р<0,05 відносно контрольної патології;
4. ^ – р<0,05 відносно мемантину;
5. α – р<0,05 відносно магнію сульфату

Умови досліду

Відносна 
кількість клітин 
(у %), з фрагмен-

тацією ДНК 
(апоптоз)

Псевдооперовані щурі 0,49±0,06
ІР + 0,9% розчин NaCl (контрольна 
патологія)

9,91±1,44*

ІР + амантадину сульфат, 5 мг/кг в/в 2,93±0,14*#^α

ІР + магнію сульфат, 250 мг/кг в/в 3,86±0,43*#^
ІР + мемантин, 20 мг/кг в/ш 6,11±0,61*#
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При нарізному введенні розчинів амантадину 
або магнію сульфату та мемантину, взятих терапев-
тично-ефективними дозами відповідно 5 і 250 мг/кг 
в/в та 20 мг/кг в/ш відбувались кількісно-якісні 
зміни у співвідношенні клітин у суспензії, отрима-
ній із сітківки щурів, які перебувають на різних 
фазах клітинного циклу, в тому числі і фазі SUB-
G0G1, яка віддзеркалює процес фрагментації ДНК 
і маркує власне апоптоз. Всі досліджувані блока-
тори NMDA-рецепторів у застосованих дозах 
сприяли зменшенню відносної кількості ретино-
цитів, які перебувають у фазі SUB-G0G1 клітинно-
го циклу, однак ступінь зниження даного показ-
ника у різних препаратів був виражений 
по-різному.

Реалізація найпотужнішого антиапоптотично-
го ефекту на клітини сітківки мала місце на тлі за-
стосування розчину амантадину сульфату дозою 
5  мг/кг. Його в/в введення за допомогою інфузо-
матної системи супроводжувалось вірогідним, від-
носно групи контрольної патології, зменшенням 
питомої ваги клітин з ознаками фрагментації ДНК 
в середньому в 3,38 раза. Разом із цим, однократ-
не застосування розчину магнію сульфату (250 мг/
кг) або мемантину перорально дозою 20 мг/кг при-
зводило до зменшення відсотка клітин, які пере-
бувають у фазі SUB-G0G1 клітинного циклу, віднос-
но цього ж показника групи контрольної патології 
у середньому в 2,57 та 1,62 раза відповідно (табл. 1) 
р<0,05. При цьому застосування розчину магнію 
сульфату виявилось ефективнішим за мемантин в 
середньому в 1,32 раза, однак обидва вірогідно 
поступаються антиапоптотичному ефекту аманта-
дину сульфату в середньому на 24,1 та 52,0 % від-
повідно. Таким чином, проведене дослідження 
антиапоптотичних властивостей модуляторів ак-
тивності NMDA-рецепторів, а саме мемантину і 
розчинів амантадину та магнію сульфату при іше-
мічному ураженні ока за ступенем деескалації чис-
ла клітин, ядерна ДНК яких перебуває в процесі 

фрагментації (деструкції), дозволило виявити пре-
парат-лідер для подальшої поглибленої оцінки 
його захисних ефектів на сітківку. Цим препаратом 
є розчин амантадину сульфату умовно-ефектив-
ною дозою 5 мг/кг в/в, який забезпечує макси-
мальне, порівняно із іншими лікарськими засоба-
ми, зменшення відсотка клітин, які перебувають у 
фазі SUB-G0G1 клітинного циклу. За антиапопто-
тичною активністю досліджувані препарати мож-
на розмістити в наступній послідовності: аманта-
дину сульфат (5 мг/кг в/в) > магнію сульфат (250 
мг/кг в/в) > мемантин (20 мг/кг в/ш).

Висновки. 1. 60 хв ІР ока у щурів супроводжу-
ється активацією апоптотичних процесів в сітків-
ці, про що достеменно свідчить збільшення в се-
редньому в 20,22 раза пулу клітин, які перебува-
ють у фазі SUB-G0G1, тобто мають ознаки 
фрагментації ядерної ДНК, що анонсує апоптоз. 

2. Амантадину сульфат (5 мг/кг в/в), магнію 
сульфат (250 мг/кг в/в) та мемантин (20 мг/кг в/ш) 
однократно в лікувальному режимі через 30 хв 
після накладання лігатур сприяють зменшенню 
відносної кількості ретиноцитів, які перебувають 
фазі SUB-G0G1 клітинного циклу, проявляючи 
тим самим антиапоптотичну дію.

3. За спроможністю в умовах даної патології 
знижувати процес фрагментації ядерної ДНК, за-
стосування розчину амантадину сульфату вірогідно 
переважає терапію розчином магнію сульфату або 
мемантином в середньому на 24,1 та 52,0 % відпо-
відно. За антиапоптотичним ефектом досліджувані 
препарати можна розмістити в наступній послідов-
ності: амантадину сульфат (5 мг/кг в/в) > магнію 
сульфат (250 мг/кг в/в) > мемантин (20 мг/кг в/ш).

Перспективи подальших досліджень. Дослі-
джувані блокатори активності NMDA-рецепторів є 
перспективними для застосування за новим при-
значенням в якості нейроретинопротекторних пре-
паратів, що потребує більш ґрунтовної доклінічної 
оцінки.
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SUMMARY. Experimental ischaemia-reperfusion in rat eyes, within 60 minutes, accompanied by activation of 
apoptotic processes in the retina, as evidenced by the increase in 20.22 times the number of cells that are in phase SUB-
G0G1, i.e. have symptoms of nuclear DNA fragmentation. This indicates an apoptosis. A single intravenous infusion of 
solutions of magnesium sulphate or amantadine in doses of 5 and 250 mg/kg, respectively, after 30 min. after ligation, as 
well as memantine intragastrically 20 mg/kg, contribute to reduce the number of retinal cells, which are phase SUB-G0G1 
cell cycle, thereby exhibiting anti-apoptotic eff ects on the retina. Under the conditions of this disease in their ability 
to reduce the process of nuclear DNA fragmentation, amantadine sulfate solution gives signifi cantly better eff ect (on 
average, 24.1 and 52.0 %) compared to treatment with a solution of magnesium sulfate or memantine.
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