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І.В. Данова 
ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність дослідження Добре відомо, що судинна патологія головного мозку є причиною високого ступеня інвалідизації та показником летальності хворих, переважна більшість котрих представлена працездатним населенням у всьому світі, в тому числі і в Україні [Гузий А. В, 2019. Matsuda M. et al. 2007, Boling B., Groves T. R, 2019]. Наявний феномен глутаматної ексайтотоксичності опосередкований патологічною гіперактивацією NMDA-рецепторів, що є тригерним механізмом, ініціація котрого являє собою перспективний вектор, у напрямку якого доцільно здійснювати впровадження первинної нейропротекторної терапії [Ходаківський О. А, 2011. Черний В. И.  і  ін. 2015. Бонь Е. И., Максимович Н. Е, 2019. Wu Q. J., Tymianski М., 2018]. При доклінічній оцінці органопротекторних властивостей одного із похідних адамантану – адемолу з’ясовано, що він проявляє модулюючий вплив на поліаміновий сайт NMDA-рецепторів і є їх неповним блокатором із швидкою кінетикою «блокади-деблокади». Окрім цього, адемол як антагоніст β-адренорецепторів, володіє утеростимулюючим ефектом, що і стало підґрунтям для його впровадження в якості лікарського засобу, що позитивно впливає на скоротливу спроможність матки у породіль. Пізніше, фармакодинамічне досьє адемолу розширилось завдяки відкриттю нових видів активності, а саме акто-, кардіо-, нейропротекторної, ноотропної, аналгетичної, антихолінестеразної, гангліоблокуючої, транквілізуючої та антиамнестичної [Ходаківський О. А., 2013. Ходаковский А. А., Павлов С. В., Бухтиярова Н. В., 2013. Ходаківський О. А, 2014, Степанюк Г. І, та ін. 2018]. Експериментальними дослідженнями О.А. Ходаківського (2013) та ін. доведено органопротекторну ефективність адемолу за ішемічних уражень головного мозку, узагальнено складові механізму його захисної дії при гіпоксичних станах різного ґенезу, інфаркті міокарда, черепно-мозковій травмі та перехідній ішемії зорового аналізатора, що пов’язано із притаманною для похідного адамантану коригувальною дією на порушений внутрішньоклітинний гомеостаз метаболічного характеру (енергетичний, вуглеводний, оксидантно-антиоксидантний баланс, обмін монооксиду азоту, нітрозативний стрес, ацидотичний стан) та деструктивні процеси, такі як апоптоз, некроз, проліферація. 

Ці результати, щодо притаманної адемолу нейропротекторної активності в умовах ішемічно-гіпоксичного ураження нервової тканини, дають підґрунтя та роблять доцільним вивчення аналогічних ефектів у цього препарату і при експериментальних внутрішньочерепних крововиливах.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконана в межах науково-дослідної тематики Навчально-науково-дослідної лабораторії з доклінічної оцінки лікарських засобів та біологічно-активних речовин «Фармадар», створеної спільно з ПрАТ «Фармацевтична фірма «Дарниця» та кафедри фармакології, біологічної та загальної хімії ВНМУ ім. М.І. Пирогова «Доклінічна оцінка перспективних органопротекторів», № державної реєстрації 00115U007126; та НДР кафедри фармакології ВНМУ ім. М.І. Пирогова «Пошук та розробка нових шляхів фармакологічної корекції порушень при ішемічному ушкодженні мозку та серця в експерименті», № державної реєстрації 0112U0021939 (здобувач є співвиконавцем обох науковий тематик).
Мета дослідження – експериментально обґрунтувати можливість підвищення ефективності нейропротекції в умовах внутрішньочерепного крововиливу шляхом застосування за новим призначенням розчину блокатора NMDA рецепторів адемолу (1-адамантилтилокси-3-морфоліно-2-пропанолу гідрохлориду).
Завдання дослідження:
1. Провести скринінгові дослідження церебропротекторної активності промислового зразка 1,0 % розчину 1-адамантилтилокси-3-морфоліно-2-пропанолу гідрохлориду, німодипіну, магнію сульфату та амантадину сульфату на моделях субарахноїдального та внутрішньомозкового крововиливу у щурів із паралельною оцінкою ступеня важкості субарахноїдального крововиливу в залежності від об’єму крові, введеної у підпавутинний простір.

2. Встановити умовно-ефективну органопротекторну дозу адемолу на моделях субарахноїдального (САК) та внутрішньомозкового (ВМК) крововиливів і визначити перспективність його подальшої доклінічної оцінки порівняно з референс-препаратами.

3. Оцінити вплив адемолу за умов субарахноїдального та внутрішньомозкового крововиливів на динаміку неврологічного дефіциту та мнемотропну активність щурів.

4. Вивчити вплив адемолу на церебральну і системну гемодинаміку та зміни внутрішньочерепного тиску на моделях внутрішньочерепного крововиливу у щурів.

5. На тлі експериментального внутрішньочерепного крововиливу оцінити зміни гістологічної будови мозку, а також охарактеризувати морфологічні маркери церебропротекторної дії адемолу – процеси нейроцитолізу, нейроапоптозу та нейропроліферації. 

6. З’ясувати внутрішньоклітинні метаболітотропні механізми церебропротекторної дії адемолу за критеріями впливу на енергетичний метаболізм, оксидантно-антиоксидантний баланс, обмін монооксиду азоту та формування глутаматної та стероїдної нейротоксичності в головному мозку щурів за експериментального внутрішньочерепного крововиливу.

Об’єкт дослідження: фармакологічна корекція уражень головного мозку за внурішньочерепного крововиливу
Предмет дослідження: церебропротекторні властивості адемолу на моделях експериментальної субарахноїдальної та внутрішньомозкової геморагії 
Методи дослідження: фармакологічні, біохімічні, імуноферментні, цитологічні, функціональні, гістологічні, електрофізіологічні, статистичні.
Наукова новизна одержаних результатів. В дисертаційній роботі вперше надано оцінку ефективності промислового зразка адемолу у вигляді розчину за новим призначенням, а саме як нейропротекторного засобу при експериментальному внутрішньомозковому крововиливі різної локалізації – субарахноїдальному та внутрішньомозковому. 

Вперше на доклінічному етапі із використанням специфічних чутливих сироваткових маркерів, що віддзеркалюють морфологічну цілісність нейронів, встановлено умовно-ефективну нейропротекторну дозу адемолу в умовах внутрішньочерепного крововиливу, яка становила 2 мг/кг. 

Вперше охарактеризовано механізми церебропротекторної дії адемолу при крововиливі у мозок, які окрім спроможності препарату послаблювати процеси нейроцитолізу, нейроапоптозу та нейропроліферації, ґрунтуються на його здатності покращувати церебральну перфузію, знижувати підвищений ВЧТ, прояви глутаматної та стероїдної нейротоксичності, ліквідувати енергодефіцит мозку, оксидативний та нітрозативний стрес, зменшувати лактат-ацидоз. 

Отримані в роботі результати щодо фармакодинаміки адемолу за умов внутрішньочерепного крововиливу доповнюють наукові дані про ефективність препарату за умов ішемічних уражень головного мозку, що є теоретичним підґрунтям для подальших клінічних досліджень адемолу в якості церебропротекторного засобу на етапі недиференційованого лікування судинних мозкових катастроф.

Практичне значення отриманих результатів. Поглиблено існуючі уявлення про фармакодинаміку адемолу, експериментально доведено можливість корекції нейродеструктивних змін при внутрішньочерепній геморагії за допомогою інгібітора поліамінового сайту адемолу. Розширено теоретичні уявлення про діагностичну роль таких сироваткових нейромаркерів як NSE та білок S100 для експрес діагностики наявності та масштабу деструктивно-дегенеративних змін у мозку при геморагічному інсульті. 
На базі потужностей ПрАТ «Фармацевтична фірма «Дарниця», згідно результатів, що були отримані пошукачем у ході доклінічних досліджень в рамках його дисертаційної роботи, виконується практичне впровадження цього лікарського засобу в якості церебропротектора у вигляді 1,0 % розчину (наказ по ПрАТ «Фармацевтична фірма «Дарниця» від 14.12.2017 р. № 1217/14-01).

Результати впроваджено у науково-педагогічний процес кафедри клінічної фармакології та клінічної фармації Національного фармацевтичного університету, кафедри біохімії та медичної хімії ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України», кафедри фармакології Одеського національного медичного університету, кафедри фармакології з клінічною фармакологією Тернопільського державного медичного університету імені І. Я. Горбачевського, навчальному та лікувально-діагностичному процесі кафедри офтальмології Національної медичної академії післядипломної освіти імені П. Л. Шупіка.
Особистий внесок здобувача. Здобувачка особисто виконала патентно-інформаційний пошук, здійснила огляд літературних джерел за темою наукового дослідження, разом із науковим керівником намітила та охарактеризувала мету й задачі, обрала методики дослідження. Опанувала загальноприйняті моделі по відтворенню геморагічного ураження мозку, у співавторстві апробувала модель інтракраніального (субарахноїдального) крововиливу, засвоїла методики фармакологічних, біохімічних, функціональних та цитометричних досліджень, після чого самостійно провела дослідну частину роботи, виконала статистичну обробку цифрових даних, підготувала розділи дисертації, у т.ч. частину, присвячену узагальненню та обговоренню отриманого фактичного матеріалу, опісля чого окреслила висновки та підготувала публікації. 

Автор висловлює подяку за консультативну допомогу наступним співробітникам ВНМУ МОЗ України: д.мед.н., проф. кафедри фармакології О. А. Ходаківському
при проведенні фармакологічних експериментів, д.мед.н., проф. кафедри біологічної та загальної хімії А. В. Мельнику при проведенні біохімічних досліджень, к.мед.н., ст.н.с., доц. кафедри очних хвороб І. Л. Черешнюку при здійсненні протоково-цитометричного аналізу головного мозку на базі науково-дослідного центру, співробітникам ННДЛ «Фармадар» при оцінці функціональних показників.

Апробація результатів дисертації. Основний зміст дисертаційної роботи викладено та обговорено на науково-практічніх конференціях, а саме: VІІІ Національному з’їзді фармацевтів України (Харків, 2016); Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю, пам’яті професора В. В. Дунаєва (Запоріжжя, 2016); V Національному з’їзді фармакологів України (Запоріжжя, 2017); ІХ та Х Всеукраїнських науково-практичних конференціях з міжнародною участю «Сучасні аспекти клінічної фармакології на тлі досягнень доказової медицини України» (Вінниця, 2017, 2019); І та ІІ Науково-практичних інтернет-конференціях з міжнародною участю (Харків, 2018, 2019), ХVIІ Науково-практичній конференції студентів та молодих вчених з міжнародною участю «Перший крок в науку – 2020» (Вінниця, 2020).

Публікації. За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 12 наукових робіт, у тому числі 5 статей у наукових фахових виданнях, рекомендованих ДАК МОН України (1 публікація в науковому періодичному міжнародному виданні) та 7 робіт опубліковано в матеріалах і тезах науково-практичних конференцій та з’їздів.
Обсяг і структура дисертації. Дисертація викладена на 164 сторінках друкованого тексту (основна текстова частина – 116 сторінок) складається з: анотації українською та англійською мовами, вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів дослідження, 4 розділів власних досліджень, аналізу і узагальнення одержаних результатів досліджень, висновків, список використаних джерел, що включає 197 найменувань (117 кирилицею, 80 латиницею), додатків. Робота ілюстрована 16 рисунками та 27 таблицями.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали та методи дослідження. Експерименти виконано на 1144 білих нелінійних статево зрілих щурах-самцях, віком 2,5-3 місяці із масою тіла 160-180 г. Дотримання етичних норм засвідчено комітетом з біоетики Вінницького національного медичного університету (ВНМУ) ім. М. І. Пирогова (протокол № 3 від 25.05.2020).
Модель внутрішньомозкового крововиливу (ВМК) у щурів. ВМК середнього ступеня тяжкості моделювали шляхом введення у внутрішню капсулу головного мозку (стереотаксичні координати проекції: Н=7,0 мм, L=3,0 мм, А=1,5 мм від брегми) аутокрові (20 мкл/100 г) [Ярош О.К. та ін., 2005].

Модель субарахноїдального крововилив (САК) у щурів. Модель САК відтворювали ін’єкцією через катетер у субарахноїдальний простір (трепанаційний отвір локалізувався у місці аналогічному до попередньої моделі ВМК) гепаринізованої аутокрові (0,1 мл/кг). Обидві моделі віддзеркалюють клінічну картину ГІ, і є адекватними для доклінічного вивчення потенційних нейропротекторних речовин [Ярош О.К. та ін., 2005; Жабоєдова Н. В, Загорій Г. В., Ходаківський О. А, 2016; Жабоєдова, Н. В, Ходаківський, О. А, 2019].
Вибір, аналіз та обгрунтування дозового режиму та схем введення лікарських засобів нейропротекторної природи (адемолу та референс-препаратів). Беручи до уваги той факт, що більшість пацієнтів із геморагічним інсультом (ГІ) госпіталізується до спеціалізованого лікувального закладу у часовому інтервалі перших двох годин із моменту виникнення судинно-мозкової події та особливості формування патогенетичних ланок інтракраніальної геморагії, терапевтичні заходи нейропротекторної спрямованості стартували через 1 год після відтворення відповідної моделі САК або ВМК. Промисловий зразок адемолу («Адемол-Дарниця», Дарниця, Україна) вводили з розрахунку 2 мг/кг внутрішньовенно (в/в), або внутрішньоочеревинно (в/о). За даними літератури [Ходаківський О.А., 2011], використання адемолу в такій дозі повною мірою забезпечувало реалізацію його нейропротекторної активності при ішемічно-гіпоксичних ураженнях ЦНС не геморагічної природи. В якості референс-препарату був обраний німодипін («Німотоп» Bayer HealthСare AG, Bayer AG, Німеччина), дозою 30 мкг/кг парантерально (в/о і в/в) у вигляді розчину, або його таблетована форма випуску з розрахунку 60 мг/кг внутрішньошлунково в/ш у вигляді суспензії, приготованої із додаванням Твіну-80 [Мирзоян та ін. Р. С, 2009; Ходаківський О. А. та ін. 2016; ]. Зважаючи на рецепторну мішень адемолу, додатково, в якості препаратів-порівняння використовували блокатор поліамінового сайту NMDA-рецепторів розчин амантадину сульфат («ПК-мерц», Мерц Фарма, Німеччина), 10 мг/кг в/в; та іонотропний блокатор NMDA-рецепторів розчин магнію сульфата («Магнія сульфат-Дарниця» Дарниця, Україна), 25 мг/кг в/в. Референс-препарати застосовували в рекомендованих для доклінічних досліджень дозах [Чекман І. С. та ін. 2016; Повх В. Л. та ін. 2017]. Тварини групи контрольної патології в якості терапії отримували фізіологічний розчин NаСІ у розрахунку 2 мл/кг. Всі препарати вводили в/в у попередньо катетеризовану (катетер внутрішньовенній «УНОФЛОН» 22 G, Індія) стегнову вену за допомогою інфузоматної системи B. Braun McGaw (Німеччина) упродовж 4 год.

Скринінг церебропротекторної активності адемолу за кількісно-якісними параметрами. Первинну оцінку нейропротекторної активності адемолу на етапі скринінгу оцінювали за виживаністю тварин (показник летальності у %), неврологічним статусом (дефіцитом), який верифікували за шкалою stroke-index C. P. McGrаw [McGrаw C. P., 1977], що є аналогом клінічної шкали ком Глазго, де оцінку проводять у балах та навчальною (мнемотропною) спроможністю щурів із гострим порушенням мозкового кровотоку (ГПМК), яку виявляли за допомогою тесту умовної реакції пасивного уникання (УРПУ) [Буреш Я., 1991].
Функціональні гемодинамічні показники вимірювали за допомогою електрофізіологічного обладнання Biopaс (США). Параметри церебрального кровоплину: показник об’ємної швидкості мозкового кровотоку в мл/хв та коєфіцієнт мікроциркуляції (коефіцієнт мікроциркуляції) в у.о. при ГІ, вивчали в межах проекції середньої мозкової артерії. На місце трепанаційного отвору накладався датчик для реєстрації відповідних цифрових даних. Аналогічним чином реєстрували зміни показника ступеня насичення крові киснем (SaO2, у %) в капілярах кори мозку за допомогою однойменного датчика Biopaс. Артеріальний тиск (АТ) у мм рт.ст., оцінювали непрямим методом (безкровним) на основі хвоста щура, зміни центрального венозного тиску (ЦВТ, мм водн.ст.)  досліджували за методикою [Ходаківський О. А, 2014]. Внутрішньочерепний тиск (ВЧТ в у.о) вимірювали тонометром ICARE (Фінляндія), через трепанаційний отвір в черепі, після послідовної реєстрації коефіцієнта мікроциркуляції та SaO2. Після стабілізації параметрів досліджуваних показників (через 20 хв. після маніпуляції) визначали їх вихідні (фонові рівні). Повторний вимір здійснювався наприкінці (4 доба).

Загальна характеристика біохімічних, цитометричних та морфологічних (гістологічних) методів дослідження. За допомогою імуноферментного аналізу в сироватці крові тварин, використовуючи набор «NSE ELISA KIT» (DAI, США), верифікували активність нейронспецифічної енолази (NSE; КФ 4.2.1.11), яка віддзеркалює у головному мозку нейродеструктивні та нейродегенеративні явища. Аналогічним чином, за набором «S100 ELISA KIT» (Fujirebio Diagnostics Inc., Швеція) визначали рівень білка S100, що засвідчує інтенсивність нейропроліферативних змін. Cироваткові титри кортизолу, як показника стероїдної нейротоксичності верифікували за допомогою набору CORTISOL KIT (Німеччина). Динаміку біохімічних маркерів у головному мозку щурів виявляли в кінці найгострішого та відновного періодів САК (4-та та 21-ша доба після моделювання патології) за методиками, загальний опис та посилання на які наведено у монографії [Чекман И. С. и др., 2016]. Так, стан енергетичного та вуглеводного обмінів оцінювали за вмістом у головному мозку відповідно аденозинтрифосфорної, аденозиндифосфорної та аденозинмонофосфорної кислоти (АТФ, АДФ та АМФ, [Захарова Н. В., Рубин В. И., 1980], лактату, малату [Hohorst H., 1970] і пірувату [Czok R., Lamprecht W., 1963]; процес вільнорадикального окиснення характеризували за рівнем малонового діальдегіду (МДА) [Владимиров Ю. В., Арчаков А. И., 1972] та карбонільних груп протеїнів (КГП, [Заічко Н. В., 2003]. Стан антиоксидантної системи верифікували за активністю супероксиддисмутази (СОД), каталази, глутатіонпероксидази (ГПР, [Королюк М. А., 1988]. Рівень 
L-аргініну визначали за реакцією Сакагучі [Асатиани В. С., 1957]. Баланс у системі монооксиду азоту (NO) описували шляхом визначення сумарної NO-синтазної активності [Гула Н. М., Косякова Г. В., Бердишев А. Г., 2007]. Вміст глутамату визначали методом тонкошарової хроматографії [Попова Л. Д, 2007]. Вміст загального білка визначали мікробіуретовим методом з реактивом Бенедикта [Кочетов Г. А, 1980].

Для протоково-цитометричного аналізу кори мозку на 4-ту добу (96 год) після відтворення ВМК виявляли два показника клітинного циклу на 
ДНК-гістограмах, а саме: фаза S – це відсоткове співвідношення фази синтезу ДНК до всіх клітин клітинного циклу (вміст ДНК > 2 c та < 4 c) та період SUB-G0G1 – це фрагментація ядерної ДНК (власно маркер апоптозу), що інтерпретується шляхом виділення ділянки RN1 на ДНК-гістограмах перед піком G0G1 і вказує на ядра клітин із вмістом ДНК < 2 с. Визначення ділянки S на ДНК-гістограмах свідчить про проліферативну активність (нейрогліальну проліферацію), а розрахунок відсотка ядер із фрагментованою ДНК засвідчує апоптоз [Portier B. P., Ferrari D. C., Taglialatela G., 2006]. Гістопрепарати для світлової мікроскопії готували за стандартною методикою [Багаурі О. В., Ходаківський О. А, 2013].
Отримані в ході наукового дослідження цифрові дані аналізували за допомогою статистичного програмного забезпечення «STATISTICA 6.1» (належить НДЦ ВНМУ імені М. І. Пирогова, ліцензійний № BXXR901E246022FA). Перевірку гіпотези про нормальний закон розподілу випадкових величин проводили за критерієм Шапіро-Уілка. За нормального розподілу достовірність міжгрупових відмінностей визначали за параметричним критерієм t Ст’юдента, в разі невідповідності нормальному розподілу – непараметричним критерієм W Уайта, парним критерієм Ť Вілкоксона – для верифікації значущих змін у динаміці всередині групи, точним критерієм Фішера – при оцінці результатів в альтернативній формі. Множинний порівняльний аналіз проводили за допомогою однофакторного дисперсійного аналізу ANOVA [Герасимов А. Н., 2007]. Статистично значущими вважали відмінності при р<0,05. Результати наведено як М±m.
Результати дослідження та їх обговорення. Апробація моделі САК у щурів для доклінічної оцінки церебропротекторної активності адемолу. На першому етапі роботи було відпрацьовано модель субарахноїдального крововиливу для первинного скринінгу нейропротекторів, що за сукупністю критеріїв (летальність, неврологічний дефіцит, нейромаркерна активність, параметри ВЧТ), дає змогу в критичний період інсульту (48 год) залежно від об’єму крові, введеної у підпавутинний простір головного мозку щурів, класифікувати САК на три ступеня важкості: тяжкий ступінь (0,1 мл/кг аутокрові) – смертність 70 %, активність NSE 4,889±0,139 нг/мл, неврологічний дефіцит за шкалою С. Р. McGrаw 11,93±0,33 бали, ВЧТ 16,429±0,571 у.о; середній (0,07 мл/кг аутокрові) – смертність 30 %, активність NSE 3,313±0,092 нг/мл, неврологічний дефіцит 6,53±0,33 бали, ВЧТ 10,571±0,429 у.о.; легкий (0,05 мл/кг аутокрові) – смертність 20 %, активність NSE 2,259±0,084 нг/мл, неврологічний дефіцит 5,07±0,28 бали, ВЧТ 7,571±0,369 у.о. При експериментальному САК у щурів застосування 1,0 % розчину 1-адамантилетилокси-3-морфоліно-2-пропанолу гідрохлориду (адемол) у діапазоні доз від 1 до 5 мг/кг сприяло зменшенню летальності щурів, яке мало для всіх досліджуваних доз вірогідне (р<0,05) значення на 72 год інсульту. За інфузії адемолу із розрахунку 1 або 5 мг/кг летальність зменшилась в середньому на 60, а при застосуванні 2 мг/кг на 70 % відповідно і за своєю ефективністю співставлялась із німодипіном (30 мкг/кг), перевершуючи ефективність амантадину сульфату (48 год) та магнію сульфату у всі періоди спостереження. За виявленим неврологічним дефіцитом та мнемотропною активністю в тесті УРПУ за у критичний період САК адемол умовно-ефективною дозою 2 мг/кг, вірогідно (р<0,05) переважав ефективність розчинів амантадину та магнію сульфату, а варіаційний ряд в порядку наростання балів за шкалою
С. Р. McGrаw та критеріями УРПУ виглядав наступним чином: псевдооперовані щури > адемол > німодипін = амантадину сульфат > магнію сульфат (чим лівіше, ближче до групи псевдооперованих щурів розташовується препарат, тим вищий у нього захисний вплив на головний мозок).
Скринінг нейропротекторної активності адемолу в умовах експериментального ВМК. Через 24 год після введення аутокрові показник летальності щурів із ВМК склав 17,4%, а на другу, третю та четверту добу відповідно 21,7; 26,1 та 30,4 %. У подальшому, впродовж наступних 17-ти діб спостереження (включно до 21-ої доби експерименту з моменту моделювання ВМК) летальність тварин не відмічалась. Як і на попередній моделі САК, найбільш потужні нейропротекторні властивості продемонстрував адемол умовно-ефективною дозою 2 мг/кг та німодипін, забезпечуючи 100 % церебропротекторний захист упродовж перших 24 год (показник летальності у групах тварин, які отримували ці препарати дорівнював 0 % проти 17,4 % у контролі). Упродовж 48 год спостереження у щурів із ВМК, яким проводили терапію адемолом не було відмічено жодного летального випадку, на відміну від лікування німодипіном та амантадином сульфатом де смертність тварин з ВМК сягала відповідно 7,9 та 8,5 %. За величиною церебропротекторної дії в зазначений термін експериментального інсульту адемол дозою 2 мг/кг в/в вірогідно перевершував амантадину та магнію сульфат. Аналіз динаміки регресу неврологічного дефіциту показав, що у ранній період ГПМК адемол вірогідно переважав ефективність амантадину і магнію сульфату, співставляючись при цьому з німодипіном: на 4-ту добу спостереження середній бал за шкалою С. Р. McGrаw становив 4,33 проти 5,13; 7,07 та 4,13 (р<0,05). Щодо відновлення мнестичних функцій у відновний період ВМК, адемол вірогідно краще за усі досліджувані референс-препарати сприяв покращенню досліджуваних показників тесту УРПУ. За виразністю нейропротекторної активності при ВМК досліджувані препарати розташовані наступним чином: псевдооперовані щури > адемол = німодипін > амантадину сульфат > магнію сульфат. 

Оцінка функціональних показників в умовах ГІ на тлі терапії адемолом. Введення у попередньо катетеризований субарахноїдальний простір гепаринізованої аутокрові (0,1 мл/100 г) у перші 96 год супроводжується 2-кратним зменшенням рівня кровоплину в корі головного мозку (табл. 1). 
Курсова інфузія щурам із модельним ГІ 1,0 % розчину адемолу та референс-препарату німодипіну дозами відповідно 2 мг/кг та 30 мкг/кг сприяло збільшенню в середній мозковій артерії об’ємної швидкості мозкового кровоплину, амортизувала падіння кортикальної перфузії, стабілізуючи її рівень на значеннях мікроциркуляції, більших за такі у групі контрольної патології в середньому в 3,99 та 2,76 рази (ВМК) і у 7,30 та 4,74 рази відповідно при САК, р<0,05. Встановлено, що лікувальне введення адемолу в організм щурів із САК важкого ступеня сприяє зменшенню ВЧТ відносно тварин групи контрольної патології в середньому в у 2,88 рази.

Таблиця 1 

Зміни показників мікроциркуляції та ступеня насичення крові в капілярах кори головного мозку щурів із геморагічним інсультом, рівні артеріального і центрального венозного тиску на 4-ту добу терапії геморагічного інсульту адемолом (2 мг/кг), та німодипіном (30 мкг/кг); (М±m, n=7)

	Показники
	Термін спостереження
	0,9% розчин NaCl + САК / {ВМК}
	адемол +

САК /{ВМК}
	німодипін + САК

{ВМК}

	Коефіцієнт мікроциркуляції у. о.
	Фоновий рівень
	11118,0±291,7

{11120,0±282,7}
	11946,6 ±403,4

{12084,0 ±403,4}
	11715,1±293,0

{11294,5±290,1

	
	4-та доба
	1042,0±45,4*

{2529,8±70,8*
	7607,1±121,1*# α

{10081,5±177,4*#α}
	4937,0±58,6*#

{6985,7±240,1*#}

	АТ

мм рт. ст.
	Фоновий рівень
	118,7±1,6

{120,8±2,3
	120,3±2,3

{119,5±2,4
	120,1±1,1

{118,0±1,1}

	
	4 доба
	62,3±1,1*

{78,5±0,4*
	115,3±1,4# α

{112,0±2,8# α}
	82,1±1,2*#

{90,2±1,4*#}


	ЦВТ

мм водн. ст.
	Фоновий рівень
	80,7±0,8*

{80,5±1,0
	83,3±1,1

{80,5±1,0}
	84,0±1,3

{84,7±0,8}

	
	4 доба
	43,3±1,5

{53,8±1,0*
	80,7±0,7# α

{81,3±1,0# α}
	68,7±0,8*#

{76,3±0,8*#}

	SaO2
%
	Фоновий рівень
	97,7±0,6*

{98,3±0,4
	97,6±0,5

{97,9±0,5}
	97,6±0,5

{98,1±0,5}

	
	4 доба
	62,6±0,8*

{74,0±1,2*
	81,9±1,1*# α

{90,7±0,4*# α}
	71,9±0,7*#

{84,3±0,6*#}


Примітки: ВМК – внутрішньомозковий крововилив; САК – субарахноїдальний крововилив АТ – артеріальний тиск; ЦВТ – центральний венозний тиск; SaO2 – ступінь насичення крові киснем; * – р<0,05 щодо фонового рівня; # – р<0,05 щодо групи контрольної патології; α – р<0,05 щодо німодипіну; 
у чисельнику показник при САК; у знаменнику у фігурних дужках {}, показники при ВМК.

Терапія німодипіном, який за величиною своїх нейропротекторних якостей, із поміж інших препаратів порівняння, найбільшою мірою співвідноситься із адемолом, сприяє деескалації цього показника гірше ніж адамантан, вірогідно поступаючись останньому в середньому у 1,27 рази. Отже, за ступенем депримуючого впливу на значення ВЧТ в умовах САК адемол перевершував ефективність амантадину і магнію сульфату в середньому у 1,85 рази, р<0,05. На нашу думку, поєднання лікворогіпотензивного ефекту адемолу, який сягає достовірних значень, з описаними раніше церебропротекторними властивостями та стимулювальною дією на мозковий кровоплин [Ходаківський О. А. та ін., 2010; Ходаковский А. А., 2013] вигідно відрізняють цей лікарський засіб поміж інших препаратів із аналогічною спрямованістю. Зазначені якості є особливо цінними в ургентній неврологічній практиці, де від швидкості та якості стабілізації підвищеного ВЧТ і захисту мозку від постреперфузійних уражень залежить подальше якісне функціонування останнього. Окрема інфузія досліджуваних препаратів, амортизувала падіння АТ та ЦВТ (табл. 1), стабілізуючи їх рівень на середніх значеннях, більших за такі у групі контрольної патології в середньому при ВМК, або САК в 1,43 та 1,85 рази (адемол, показник АТ), і в 1,51 та 1,86 рази (адемол, показник ЦВТ), а також на тлі німодипіну, відповідно при ВМК та САК в 1,15 та 1,31 рази (АТ), і в 1,41 та 1,59 рази (ЦВТ), р<0,05.

Церебральна гіпоперфузія супроводжується прогресуючою гіпоксією. На користь формування гіпоксично-аноксичних змін в корі та підкіркових структурах головного мозку у гострий період ГІ, красномовно вказує стрімке зниження ступеня насичення крові киснем (SaO2), що також є прямим наслідком погіршення перфузії та тотального церебровазоспазму (табл. 1). Так, на 4-ту добу після моделювання крововиливу, у групі контрольної патології показник SaO2 виявився вірогідно меншим відносно фону в середньому на 24,7 % (ВМК) і на 35,9 % відповідно при САК, р<0,05. Покращення церебрального кровоплину відбувалось на тлі достеменного зростання показника SaO2 відносно рівнів аналогічного показника у групі щурів контрольної патології при ВМК в середньому на 22,6 і 13,9 %, а при САК на 30,8 та 14,9 % відповідно. Оцінюючи ступінь відновлення даного показника, за своєю ефективністю адемол перевершував референс в середньому на 7,6 і 13,9 % співвідносно до ВМК або САК, р<0,05.

Виявлення церебропротекторної дії адемолу за нейромаркерними, цитометричними та морфологічними (гістологічними) показниками. Серед патобіохімічних складових нейропротекторної дії адемолу при геморагічному ураженні головного мозку зареєстрована його здатність зменшувати формування глутаматної та стероїдної ексайтотоксичності.

В групі тварин, які отримували адемол, рівень глутамату в мозку щурів з внутрішньомозковим крововиливом становив 16,3±0,32 нмоль/мг протеїну, що в 1,93 рази менше, ніж у тварин контрольної патології. На тлі дії німодипіну антиексайтотксична дія була незначно більшою, ніж у адемолу (рівень глутамату становив 14,75±0,27 нмоль/мг протеїну), однак відмінності між німодипіном та адемолом не сягали статистично вірогідних значень. Амантадину та магнію сульфат в меншій мірі попереджали збільшення глутамату в головному мозку щурів з ВМК: цей показник склав, відповідно 17,7±0,39 та 22,0±0,42 нмоль/мг протеїну. За антиексайтотоксичним ефектом при ВМК адемол в дозі 2 мг/кг в/в та німодипін і амантадину сульфат виявились співставними, а магнію сульфат їм статистично (p<0,05) поступався.

Глюкокортикоїдна нейротоксичність у відновному періоді інсульту – одна із клітинних мішеней для патогенетичного впливу на нього, а використання фармакологічних препаратів, які здатні протидіяти негативному впливу надлишкових концентрацій глюкокортикоїдів при цереброваскулярній патології – перспективний напрямок нейропротекції. За спроможністю послаблювати явище глюкокортикоїдної нейротоксичності по деескалації сироваткового рівня кортизолу в умовах ВМК адемол вірогідно переважав дієвість німодипіну та амантадину і магнію сульфату в середньому відповідно у 1,51, 1,97 та 2,63 рази, р<0,05. На основі отриманих даних стосовно змін сироваткових рівнів кортизолу у відновний період інсульту (21-ша доба) можна побудувати наступний варіаційний ряд: псевдооперовані щури > адемол > німодипін > амантадину сульфат > магнію сульфат. Зважаючи на важливість моніторингу неймаркерів у різні періоди інсульту та притаманну для адемолу церебропротекторну активність на різних моделях геморагічного інсульту, є всі підстави сподіватись на наявність у нього мембрано-(цито)протекторних властивостей, як важливої складової його захисної дії на ішемізований головний мозок за цих умов. У щурів із САК активність NSE, рівень білка S100, інтенсивність фрагментації ДНК в ядрах нейронів лобних часток кори головного мозку та відсоток ядер, що перебувають у фазі S клітинного циклу виросли відносно тотожних показників в середньому у 24,9, 42,2, 1,83 та 12,3 рази відповідно, р<0,0.5 (табл. 2). 

Таблиця 2

Вплив адемолу та референс-препаратів на активність нейрон-специфічної енолази рівень білку S100 та титри кортизолу у сироватці крові щурів із геморагічним інсультом у різні строки, M±m, n=7 

	Групи тварин
	Активність NSE, нг/мл (48 год)
	Рівень білка S100, нг/мл (96 год)
	Рівень кортизолу, нг/мл

	Псевдооперовані тварини + 0,9% NаСІ, 2 мл/кг
	0,196±0,011

{0,156±0,008}
	0,239±0,016
	109,03±7,04

	Група контрольної патології
	4,889±0,139 º

{2,824±0,046º}
	{10,091±0,185 º}
	{638,27±19,53 º}

	САК + адемол,

2 мг⁄кг,
	1,757±0,078 º*#&α

{1,071±0,016º*#&}
	{3,516±0,081º*#&α}
	{198,21±10,39º*#&α}

	САК + німодипін,

30 мкг⁄кг
	2,764±0,086 º*#

{1,154±0,046º*#}
	{4,757±0,20 º*#&}
	{300,01±21,41º*#&}

	САК + амантадину сульфат, 10 мг⁄кг
	2,623±0,053 º*#

{1,256±0,059º*#}
	{5,763±0,158 º*#}
	{391,34±11,70 º*#}

	САК + магнію сульфат,

250 мг⁄кг
	3,577±0,092 º*

{1,898±0,087º*}
	{8,08±0,154 º*}
	{520,56±11,30 º*}


Примітки: – р<0,05 відносно псевдооперованих тварин; * – р<0,05 відносно контрольної патології; # – р<0,05 відносно магнію сульфату; & – р<0,05 відносно амантадину сульфату.

Ці зміни засвідчують процес масивної деструкції мембран нейронів (нейродеструкція). Останнє добре співвідноситься із тим, що за показником летальності цей період є критичним у розвитку САК, а смертність перейшла позначку у 50 %.

В критичний період САК адемол за величиною послаблення нейроцитолізу, який верифікували за активністю нейромаркера нейрон-специфічної енолази (NSE) вірогідно переважав дієвість німодипіну, амантадину та магнію сульфату в середньому у 1,57, 1,49 та 2,04 рази, виявляючи при цьому антинейроапоптотичний та антинейрогліопроліферативний ефекти (оцінені при ВМК відповідно за ступенем фрагментації ядерної ДНК та рівнем білка S100 і активацією фази синтезу ДНК), переважаючи німодипін в середньому на 13,0 % (апоптоз), та у 1,35 та 1,68 рази (нейропроліферація за титрами білка S100 і протоково-цитометричним критерієм), р<0,05. 

За даним світлової мікроскопії, гістоморфологічна картина на тлі терапії адемолом і німодипіном мала вигляд, котрий наближався до панорами у псевдооперованих щурів, що доповнює факти, які було отримано при імуноферментному та цитометричному досліджені (рис. 1). 
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Рис 1. Фрагмент мікропрепарату мозку щурів (власні дані). Забарвлення гематоксилін-еозин. Окуляр х40. Об’єктив х10; Незмінені нейрони мозку псевдооперованих щурів (А); крововилив у мозок (Б); субарахноїдальний крововилив (В); нейрони та речовина мозку при внутрішньомозковому та субарахноїдальному крововиливі (Г та Д); нейрони при інсульті на тлі терапії адемолом (Е); 1 – речовина мозку; 2 – субарахноїдальний простір; 3 – артеріола; 
4 – венула; 5 – форменні елементи; 6 – нейрони (а – тіло; б – відростки аксони та дендрити; в – ядра); 7 – рідка кров.

Інтранейрональна метаболітотропна активність адемолу при ГІ, як механізм церебропротекторної дії. У ході проведеного динамічного дослідження впливу адемолу на енергетичний метаболізм у мозку щурів в гострий та відновний періоди САК встановлено, що біохімічні складові механізму його церебропротекторної дії в цих умовах асоційовано із відновленням енергопостачання останнього (вірогідне збільшення в мозку відносно зразків контрольної патології вмісту АТФ, пірувату та енергетичного заряду в середньому відповідно на 45,1, 42,9 та 22,0 % при зменшенні проявів лактат-ацидозу за рівнем лактату на 31,9 %, р<0,05).

Ця ланка у фармакодинамічному аспекті захисної дії адемолу на ішемізований мозок є вкрай важливою, оскільки в аноксичних або ж гіпоксичних умовах, енергетичний потенціал нейронів швидко виснажується, а єдиним енергетичним субстратом при цьому виступає лише глюкоза. За спроможністю адамантану відновлювати енергетичний обмін у гострий та відновний періоди САК доцільно побудувати наступний варіаційний ряд в порядку наростання енергодефіциту за рівнем субстратів, які афілійовано з цим явищем, що віддзеркалює величину нейропротекторної активності. Чим лівіше (ближче до групи псевдооперованих щурів) розташовується препарат, тим вищий у нього енергетичний потенціал: псевдооперовані щури > адемол ≥ німодипін > амантадину сульфат > магнію сульфат > контрольна патологія. Відновлення енергетичного балансу в умовах САК на тлі адемолу добре співствляється із зменшенням енолазної активності, яка віддзеркалює нейроцитоліз (нейронекроз), оскільки апоптоз, на відміну некрозу – це енергоємний, а відтоді залежний від наявного пулу АТФ процес.

Відновлення запасів АТФ сприяє трансформації некротичного на апоптотичний тип, що і проявляється деескалацію активності енолази. Паралельно, нами встановлено, що адемол сприяє пригніченню і апоптотичних механізмів. Отже, досліджуваний препарат, більшою мірою завдяки нормалізації вуглеводного і енергетичного обміну, забезпечує цілісність та єдність структурної цілісності нейронів мозку в умовах САК. Ураження клітин головного мозку за умов ГІ асоціюється із розвитком дисбалансу в про- та антиоксидантних системах (зменшувалась активність СОД, ГПО та каталази), що супроводжується активацією процесів вільнорадикального окиснення ліпідів (зростав вміст МДА – вторинного продукту ліпопероксидації) та окисної деградації білків (збільшувався рівень КГП). Поряд із цим має місце дисбаланс в системі L-аргінін / NO, а саме виникає дефіцит амінокислоти аргініну в клітинах мозку та збільшується продукція нітроген монооксиду за участі NO-синтази. Терапія САК розчином адемолу дозою 2 мг/кг сприяла послабленню проявів оксидативного стресу (зниження рівня МДА та КГП в середньому на 30,5 та 18,8 %, на тлі зростання активності СОД, ГПО і каталази відповідно на 42,1, 25,2 та 37,6 %, р<0,05), модулювала обмін монооксиду азоту (підвищення активності NO-синтази при паралельному збільшенні вмісту донатора NO L-аргініну в середньому відповідно на 14,0 та 44,0 %, р<0,05). За зазначеними властивостями адемол вірогідно перевершував ефективність амантадину та магнію сульфату.
Отримані дані доказово свідчать про те, що в механізмах захисної дії адемолу є багато спільних ланок з такими, що задіяні в його органопротекторній дії на моделі гострого порушення мозкового кровообігу за ішемічним типом, які були встановлені О. А. Ходаківським (2014), що свідчить про доцільність проведення подальших клінічних випробувань цього препарату за новим призначенням – як церебропротектора на догоспітальному та первинному етапі госпітальної допомоги при лікуванні недиференційованих інсультів, в тому числі до проведення нейровізуалізації в межах «терапевтичного вікна». 
ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі представлено нове розв’язання актуального завдання фармакології, що полягає у підвищенні ефективності нейропротекції в умовах внутрішньочерепного крововиливу на підставі експериментально обґрунтованої доцільності і можливості застосування за новим призначенням блокатора 
NMDA рецепторів 1,0 % розчину 1-адамантилтилокси-3-морфоліно-2-пропанолу гідрохлориду (адемол). 
1. Показано, що для первинного скринінгу перспективних нейропротекторів доцільно використовувати модель субарахноїдального крововиливу, яка в залежності від об’єму введеної аутокрові може бути поділена на три ступеня важкості: тяжкий ступінь (0,1 мл/кг аутокрові) – смертність 70 %, активність нейрон-специфічної енолази 4,89±0,14 нг/мл, неврологічний дефіцит за шкалою С. Р. McGraw 11,9±0,33 бали, внутрішньочерепний тиск 16,4±0,57 у.о; середній ступінь (0,07 мл/кг аутокрові) – смертність 30 %, активність NSE 3,31±0,09 нг/мл, неврологічний дефіцит 6,53±0,33 бали, внутрішньочерепний тиск 10,6±0,43 у.о.; легкий ступінь (0,05 мл/кг аутокрові) – смертність 20 %, активність нейрон-специфічної енолази 2,26±0,08 нг/мл, неврологічний дефіцит 5,07±0,28 бали, внутрішньочерепний тиск 7,57±0,37 у.о.
2. Аналізуючи показник летальності в критичний період (48 година) субарахноідального крововиливу тяжкого ступеня та внутрішньомозкового крововиливу середнього ступеня за ступенем церебропротекторної дії досліджувані препарати розташовані в наступний ряд: псевдооперовані щури > адемол 2 мг/кг > адемол 1 мг/кг = адемол 5 мг/кг > німодипін = амантадину сульфат > магнію сульфат. На підставі цього обрано умовно-ефективну дозу адемолу, яка становить 2 мг/кг довенно, оскільки в цій дозі препарат статистично вірогідно підвищує виживаність тварин в порівнянні з референтними засобами в середньому на 60,0-88,2 % (р<0,05), що вказує на перспективність і доцільність подальшої доклінічної оцінки його церебропротекторних властивостей.

3. У критичний період субарахноїдального крововиливу тяжкого ступеня адемол (2 мг/кг довенно) усуває прояви неврологічного дефіциту (показник за шкалою С. Р. McGraw був у 2,1 рази меншим ніж у групі контрольної патології, вірогідно переважав німодипін та амантадину сульфат у 1,22 та 1,35 рази, відповідно (р<0,05). У відновний період (21-ша доба) внутрішньомозкового крововиливу середнього ступеня важкості за ступенем деескалації неврологічної симптоматики адемол вірогідно переважає ефективність амантадину та магнію сульфату в 1,34 та 1,51 рази відповідно, більш виразно покращує мнемотропну активність за показниками тесту умовної реакції пасивного уникання порівняно з препаратами порівняння. 
4. Курсова 4-х денна інфузія щурам із модельним внутрішньочерепним крововиливом 1,0 % розчину адемолу (2 мг/кг) та німодипіну (30 мкг/кг) попереджає падіння мозкової перфузії (коефіцієнт мікроциркуляції в корі перевищував показник контрольної патології в середньому в 3,99 та 2,76 рази (внутрішньомозковий крововилив) і у 7,30 та 4,74 рази відповідно (субарахноїдальний крововилив (р<0,05) збільшує показник об’ємної швидкості мозкового кровотоку в центральній мозковій артерії відносно групи контрольної патології в середньому на 68,4 % (адемол) та 94,1 % (німодипін), р<0,05. На відміну від німодипіну, на тлі інфузії адемолу показники центральної гемодинаміки (артеріальний та центральний венозний тиск), а також рівень насичення крові киснем не мають вірогідних відмінностей порівняно із вихідними рівнями, а за ступенем депримуючого впливу на значення внутрішньочерепного тиску в умовах субарахноїдального крововиливу адемол перевершує ефективність амантадину і магнію сульфату в середньому у 1,85 рази, р<0,05.

5. В критичний період субарахноїдального крововиливу адемол за величиною послаблення нейроцитолізу (за активністю нейромаркера нейрон-специфічної енолази) вірогідно переважає німодипін, амантадин та магнію сульфат в середньому у 1,57, 1,49 та 2,04 рази, виявляє при цьому антинейроапоптотичний та антинейрогліопроліферативний ефекти (за ступенем фрагментації ядерної ДНК та рівнем білка S100 і активацією фази синтезу ДНК), переважаючи німодипін в середньому на 13,0 % (апоптоз), та у 1,35 та 1,68 рази (нейропроліферація за титрами білка S100 і протоково-цитометричним критерієм), р<0,05. 
За даними світлової мікроскопії, гістоморфологічна картина на тлі терапії адемолом і німодипіном має вигляд, наближений до панорами у псевдооперованих щурів, що доповнює факти, які було отримано при імуноферментному та цитометричному досліджені.
6. Механізм нейропротекторної дії адемолу за умов внутрішньочерепного крововиливу включає здатність ліквідувати енергодефіцит мозку (збільшує вміст в мозку АТФ, пірувату та покращує енергетичний заряд відносно показників нелікованих тварин відповідно на 45,1, 42,9 та 22,0 %, р<0,05); зменшувати лактат-ацидоз (зменшує вміст лактату на 31,9 %, р<0,05), оксидативний стрес (знижує рівень малонового диальдегіду та карбонільних груп протеїнів в середньому на 30,5 та 18,8 %, на тлі зростання активності супероксиддисмутази, глутатіонпероксидази і каталази відповідно на 42,1, 25,2 та 37,6 %, р<0,05), модулювання обміну монооксиду азоту (підвищує активність NO-синтази, вміст донатора NO L-аргініну в середньому відповідно на 14,0 та 44,0 %, р<0,05). За зазначеними властивостями адемол вірогідно перевершує ефективність амантадину та магнію сульфат. 
7. За антиексайтотоксичним ефектом  адемолі в дозі 2 мг/кг співставляється з такими ефектами німодипіну та амантадину сульфату, і був статистично вищим за дію магнію сульфату. В групі тварин, які отримували адемол, рівень глутамату в мозку щурів з внутрішньомозковим крововиливом становить 16,3±0,32 нмоль/мг протеїну, що в 1,93 рази менше, ніж у тварин контрольної патології (p<0,05). За спроможністю послаблювати явище глюкокортикоїдної нейротоксичності (зниження сироваткового рівня кортизолу в умовах внутрішньомозкового крововиливу) адемол вірогідно переважає дієвість німодипіну та амантадину і магнію сульфату в середньому відповідно у 1,51, 1,97 та 2,63 рази, р<0,05.
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АНОТАЦІЯ

Жабоєдова Н. В. Церебропротекторна активність адемолу за умов експериментального внутрішньочерепного крововиливу. – На правах рукопису.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.05 – фармакологія. – ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України», Київ, 2021. 

Дисертаційна робота присвячена розв’язанню актуального завдання фармакології, що полягає у підвищенні ефективності нейропротекції в умовах внтрішньочерепного крововиливу на підставі експериментально обґрунтованої доцільності застосування блокатора NMDA рецепторів 1,0 % розчину 
1-адамантилтилокси-3-морфоліно-2-пропанолу гідрохлориду (адемол) за новим призначенням – як церебропротектора.
На моделі субарахноїдального та внутрішньомозкового крововиливів адемол в умовно-ефективній нейропротекторній дозі (2 мг/кг довенно) статистично вірогідно підвищує виживаність тварин в порівнянні з нимодипіном, амантадином і магнію сульфатом, усуває прояви неврологічного дефіциту, попереджає падіння мозкової перфузії, покращує показники мозкового кровотіку, не погіршує центральну гемодинаміку та насичення крові киснем, а також знижує внутрішньочерепний тиск
Механізми церебропротекторної дії адемолу включають послаблення процесів нейроцитолізу, нейроапоптозу та нейропроліферації, прояви глутаматної та стероїдної нейротоксичності, ліквідацію енергодефіциту мозку, оксидативного та нітрозативного стресу, зменшення лактат-ацидозу. 
Ключові слова: адемол, NMDA-рецептори, внутрішньочерепний крововилив, субарахноїдальний, внутрішньомозковий крововилив, церебропротекція, німодипін, амантадину сульфат, магнію сульфат.
АННОТАЦИЯ

Жабоедова Н. В. Церебропротекторная активность адемола при экспериментальном внутричерепном кровоизлиянии. – На правах рукописи.
Диссертация на соискание учёной степени кандидата медицинских наук по специальности 14.03.05 – фармакология. – ГУ «Институт фармакологии и токсикологии НАМН Украины», Киев, 2021.

Диссертация посвящена решению актуальной задачи фармакологии, заключающейся в повышении эффективности нейропротекции при геморрагическом инсульте на основании экспериментально обоснованной возможности применения блокатора NMDA рецепторов 1,0 % раствора 
1-адамантилтилокси-3-морфолино-2 пропанола гидрохлорида (адемол) по новому назначению – как церебропротектора.

На моделях субарахноидальнрого и внутримозкового кровоизлияния адемол в условно-эффективной дозе (2 мг/кг внутривенно) статистически достоверно повышает выживаемость животных в сравнении с нимодипином, амантадина и магния сульфатом, устраняет проявления неврологического дефицита, предупреждает падение мозговой перфузии, не угнетает центральную гемодинамику и насыщенность крови кислородом, а также способствует снижению внутричерепного давления.
Механизмы его церебропротекторного действия включают ослабление процессов нейроцитолиза, нейроапоптоза и нейропролиферации, уменьшение проявлений глутаматной и стероидной нейротоксичности, ликвидацию энергодефицита мозга, оксидативного и нитрозативного стресса, уменьшение лактат-ацидоза. 

Ключевые слова: адемол, NMDA-рецепторы, внутричерепное кровоизлияние, субарахноидальное, внутримозговое кровоизлияние, церебропротекция, нимодипин, амантадина сульфат, магния сульфат.
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Zhaboyedova NV Cerebroprotective activity of ademol in experimental intracranial hemorrhage. – On the rights of the manuscript. 
The dissertation on competition of a scientific degree of the candidate of medical sciences on a specialty 14.03.05 - pharmacology. – SI «Institute of Pharmacology and Toxicology of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine», Kyiv, 2021. 

The dissertation is devoted to the solution of the actual problem of pharmacology, which is to increase the effectiveness of neuroprotection in hemorrhagic stroke on the basis of experimentally justified feasibility and possibility of using a new purpose NMDA receptor blocker ampoule 1.0% solution of 1-adamantylthyloxy-3-morpholino-2- propanol hydrochloride (ademol). 

A validated model for primary screening of promising neuroprotectors has been developed, which according to a set of criteria (mortality (survival), neurological deficit, neuromarker activity, intracranial pressure parameters) allows in the critical period of stroke (48 h) depending on the volume of blood injected brain rats are classified as hemorrhage into three degrees of severity. The components of its protective mechanism are generalized actions in ischemic stroke (II), hypoxic conditions of various genesis, due to the inherent corrective action of the adamantane derivative on the broken intracellular homeostasis of metabolic character (energy, carbohydrate, oxidative-antioxidant balance, metabolism nitric oxide, nitrosative stress, acidotic state) and destructive processes such as apoptosis, necrosis, proliferation. In a model of severe subarachnoid hemorrhage, a conditionally effective therapeutic dose of ademol at the level of 2 mg / kg was verified, the therapy of which helped to reduce: mortality to 10%, neurological deficit to 
5.73 ± 0.19 points and a drop in intracranial pressure to 5.7 ± 0.286 units (p <0.05), showing mnemotropic activity significantly better than all reference drugs. 

Daily use of ademol for 96 h after hemorrhage in the brain, absorbed the decline in cerebral perfusion, stabilizing its level on the coefficients of microcirculation in the cortex, which were higher than similar in the control group on average by 3.99 (intracerebral hematoma) and subarachnoid hemorrhage) times, which occurred against the background of escalation of the values of the volume rate of cerebral blood flow in the central cerebral artery relative to the control on average by 68.4, p <0.05. In the critical period of subarachnoid hemorrhage ademol by the magnitude of the attenuation of neurocytolysis, which was verified by the activity of the neuromarker neuron-specific enolase, probably outweighed the effectiveness of nimodipine, amantadine and magnesium sulfate by an average of 1.57, 1.49 and 2.04 times antineuroglioproliferative effects (assessed in intracerebral hemorrhage according to the degree of nuclear DNA fragmentation and S100 protein level and DNA synthesis phase activation, respectively), predominating nimodipine by an average of 13.0% (apoptosis), and 1.35 and 1.68 times (neuroproliferation by titers of protein S100 and flow-cytometric criterion), p <0,05. 

The mechanisms of neuroprotective action of ademol in hemorrhagic stroke, in addition to the ability of the drug to improve cerebral perfusion, reduce elevated intracranial pressure, weaken the processes of neurocytolysis, neuroapoptosis, neuroproliferation and steroid neurotoxicity in the period of its ability to increase energy adenosine triphosphate, pyruvate and improvement of energy charge relative to samples of control pathology on average by 45.1, 42.9 and 22.0%, respectively, p <0.05); reduce lactic acidosis (decrease in lactate content by 31.9%, p <0.05), oxidative stress (decrease in the level of malonic dialdehyde and carbonyl groups of proteins by an average of 30.5 and 18.8%, against the background of increased superoxide dismutase activity, glutathione peroxidase and catalase, respectively, by 42.1, 25.2 and 37.6%, p <0.05), modulate the metabolism of nitric oxide (increase in NO-synthase activity with a parallel increase in the content of the donor NO L-arginine on average by 14, 0 and 44.0%, p <0.05). 

Glutamate excitotoxicity, which is mediated by excessive overexcitation of NMDA receptors, deficiency intraneuronal energy supply, changes oxidant-antioxidant balance, acid-base regulation equilibrium, nitric oxide metabolism – all this is promising the way in which the primary pharmacological development should be carried out cerebrorotector program, in particular by expanding the readings to the application of already known and registered in the State pharmacological center of drugs with NMDA-modulating action for a new purpose. 

Such a drug can be as follows adamantane derivative as 1-adamantylthyloxy-3-morpholino-2-propanol hydrochloride – ademol, which is produced from finished chemical raw materials "in bulk" on the basis of production facilities of PJSC "Pharmaceutical company "Darnytsia" (Kyiv, Ukraine). In terms of these properties, ademol probably exceeded the effectiveness of amantadine and magnesium sulfate. Using the method of chemoinformatics, it was found that ademol has a high bioavailability, which provides the possibility of intravenous administration, it freely penetrates the blood-brain barrier, which is associated with satisfactory medicinal properties.

Key words: eye ischemia, contusion of the visual analyzer, neuroretinoprotection, NMDA receptors, amantadine sulfate, magnesium sulfate.
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