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вПЛИв МОДУЛЯТОРІв NMDA-РЕЦЕПТОРІв НА БІОХІМІЧНІ ЗМІНИ 
в СІТКІвЦІ ПРИ ІШЕМІЧНОМУ ТА ТРАвМАТИЧНОМУ УРАЖЕННІ 
ЗОРОвОГО АНАЛІЗАТОРА 

Вступ. Глутаматна ексайтотоксичність і гіперактивація NMDA-рецепторів відіграють провідну 
роль в ураженні зорового аналізатора ішемічного та травматичного генезу. Залишається невивченим 
вплив модуляторів різних сайтів NMDA-рецепторів на метаболічні процеси в сітківці ока за цих патоло-
гічних станів. 

Мета дослідження – встановити вплив модуляторів NMDA-рецепторів амантадину та мемантину 
на біохімічні зміни (оксидативний стрес, енергодефіцит, стан системи оксиду азоту, вміст глутамату) 
в сітківці за ішемічного ураження зорового аналізатора в щурів і травматичного ураження зорового ана-
лізатора у кролів.

Методи дослідження. Досліди проведено на 56 білих щурах-самцях та 24 кролях. Ішемічне ураження 
зорового аналізатора в щурів моделювали шляхом створення однобічної ішемії-реперфузії в басейні 
а. ophthalmica. Травматичне ураження зорового аналізатора у кролів викликали дією потоку вуглекислого 
газу під тиском на рогівку ока. Модулятори NMDA-рецепторів вводили впродовж 7 діб до та через 30 хв 
після моделювання патології. Застосовували блокатор поліамінового сайта амантадин (5 мг/кг внутріш-
ньовенно) та блокатор фенциклідинового сайта мемантин (20 мг/кг внутрішньошлунково). Визначали 
вміст аденозинтрифосфорної кислоти, маркери оксидативно-нітрозативного стресу, рівень глутамату 
в сітківці ока, рівень нейронспецифічної енолази в сироватці крові. 

Результати й обговорення. Застосування інгібіторів NMDA-рецепторів викликало деескалацію 
рівня нейронспецифічної енолази в крові, зменшувало енергодефіцит, оксидативно-нітрозативний стрес, 
рівень глутамату в сітківці за ішемії-реперфузії ока в щурів та контузії ока у кролів. Інгібітор поліаміно-
вого сайта амантадин перевершував (в 1,2–1,5 раза, р<0,05) інгібітор фенциклідинового сайта мемантин 
за здатністю коригувати рівень аденозинтрифосфорної кислоти, малонового діальдегіду, окисномоди-
фікованих протеїнів, відновлювати активність глутатіонпероксидази в сітківці за ішемічного та трав-
матичного ураження зорового аналізатора.

Висновки. Модулятори поліамінового та фенциклідинового сайтів NMDA-рецепторів проявляли 
нейроретинопротекторний ефект як за ішемічного, так і за травматичного ураження зорового аналіза-
тора у тварин. Вивчення впливу амантадину на репаративні процеси в сітківці ока є перспективним 
напрямком подальших досліджень. 

КЛЮЧОВІ СЛОВА: зоровий аналізатор; nMda-рецептори; амантадин; мемантин; ішемія; контузія.

ВСТУП. Глутаматна ексайтотоксичність віді-
грає провідну роль в ураженні зорового аналіза-
тора при ішемії, глаукомі [1], вторинній альтера-
ції сітківки на тлі хірургічних втручань [2, 3]. 
Підвищення рівня глутамату та гіперактивація 
NMDA-рецепторів призводять до ушкодження 
гангліонарних клітин сітківки внаслідок ініціації 
оксидативного стресу, апоптозу, запальної ре-
акції [4, 5]. Зазначені процеси являють собою 
провідний напрямок, у колі якого є сенс впрова-
джувати заходи, спрямовані на реалізацію засад 
первинної нейроретинопротекторної терапії. В 
окре мих роботах засвідчено, що інгібітор 

NMDA-рецепторів мемантин справляє нейро-
протекторний ефект при експериментальному 
ураженні сітківки ока [6, 7]. Тому доцільним є 
дослідження впливу модуляторів різних сайтів 
NMDA-рецепторів на біохімічні зміни в сітківці за 
ішемічного та травматичного ураження зорово-
го аналізатора.

Мета дослідження – встановити вплив мо-
дуляторів NMDA-рецепторів амантадину та ме-
мантину на біохімічні зміни (оксидативний стрес, 
енергодефіцит, стан системи оксиду азоту, вміст 
глутамату) в сітківці за ішемічного ураження 
зорового аналізатора в щурів і травматичного 
ураження зорового аналізатора у кролів.© В. Л. Повх, 2018.
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МЕТОДИ ДОСЛІДжЕННЯ. Досліди проведе-
но на 56 білих лабораторних щурах-самцях лінії 
Вістар масою 160–190 г та 24 кролях-самцях 
породи Шиншила масою 3,0–3,9 кг. Тварини 
перебували в стандартних умовах віварію Він-
ницького національного медичного університету 
імені М. І. Пирогова, воду і корм отримували ad 
libitum. Їх поділили на групи по 6–7 особин у 
кожній. Під час роботи з тваринами дотримано 
рекомендацій Державного фармакологічного 
центру МОЗ України і біоетичних норм відповід-
но до Першого національного конгресу України 
з біоетики (Київ, 2001), положень Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, що ви-
користовуються для дослідних та інших наукових 
цілей (Страсбург, 1986), Закону України від 
21.02.2006 р. № 3447-IV “Про захист тварин від 
жорстокого поводження”, що засвідчила комісія 
з біоетики Вінницького національного медично-
го університету імені М. І. Пирогова (протокол 
№ 8 від 10.09.2016 р.). Будь-які травматичні 
маніпуляції та евтаназію тварин проводили за 
умов пропофолового наркозу (60 мг/кг внутріш-
ньочеревно).

Ішемічне ураження зорового аналізатора в 
щурів моделювали шляхом створення однобіч-
ної ішемії-реперфузії (ІР) в басейні а. ophthalmica, 
яку викликали, накладаючи ретробульбарну 
лігатуру на ліве око тварини із затягуванням до 
зникнення кровотоку на 60 хв. Потім ретробуль-
барні лігатури обережно знімали, і кровообіг у 
басейні а. ophthalmica відновлювався. Контро-
лем слугувала група псевдооперованих щурів, 
яким накладали ретробульбарні лігатури без 
наступного затягування. Модулятори NMDA-ре-
цепторів вводили впродовж 7 діб (1 раз на добу) 
до та через 30 хв після накладання ретробуль-
барної лігатури на а. ophthalmica. Травматичне 
ураження зорового аналізатора у кролів викли-
кали дією потоку вуглекислого газу під тиском, 
що створювали за допомогою пневматичного 
пістолета [8]. Як модулятори NMDA-рецепторів 
застосовували блокатор поліамінового сайта 
амантадин у дозі 5 мг/кг внутрішньовенно та 
блокатор фенциклідинового сайта мемантин у 
дозі 20 мг/кг внутрішньошлунково. Групи тварин 
з контрольною патологією (без лікування) отри-
мували лише 0,9 % розчин NaCl внутрішньовен-
но з розрахунку 2 мл/кг.

Через 24 год після моделювання патології 
проводили енуклеацію, очні яблука промивали 
охолодженим 1,15 % розчином KCl (4–8 °С), 
позбавляли кон’юнктиви та м’язів, за допомогою 
мікрохірургічного інструментарію видаляли пе-
редній відділ ока і кришталик, залишок надріза-
ли, розправляли так, щоб було видно очне дно, 
і видаляли ділянки сітківки. Сітківку гомогенізу-

вали протягом 1–2 хв в охолодженому середо-
вищі 1,15 % KCl (у співвідношенні маса/об’єм 
1:4) при 3000 об./хв. Центрифугували 30 хв при 
600 g, відбирали аліквоти пост’ядерного супер-
натанту в мікропробірки Еппендорф і до прове-
дення досліджень зберігали при -20 °С. 

У гомогенатах сітківки ока визначали вміст 
малонового діальдегіду (МДА) за реакцією з тіо-
барбітуровою кислотою [9], карбонільних груп 
протеїнів (КГП) – за реакцією з 2,4-динітрофе-
нілгідразином [10]. Рівень загального білка ви-
значали мікробіуретовим методом [11], актив-
ність глутатіонпероксидази (ГПО; КФ 1.11.1.9) – 
спектрофотометричним методом за накопичен-
ням окисненого глутатіону [12], сумарний вміст 
нітритів та нітратів – за реакцією з реактивом 
Грісса після відновлення нітратів зависсю цинко-
вого порошку в розчині амоніаку [13], вміст аде-
нозинтрифосфорної кислоти (АТФ) у свіжовиго-
товленому безбілковому трихлороцтовому 
екстракті сітківки 1:10 (10 % розчин трихлороцто-
вої кислоти) – методом тонкошарової хромато-
графії [14], вміст глутамату – методом тонкоша-
рової хроматографії [15]. У сироватці крові визна-
чали вміст маркера нейродеструкції – нейронспе-
цифічної енолази (NSE; КФ 4.2.1.11) методом ІФА 
за допомогою набору “NSE ELISA KIT” (DAI, США).

Статистичний аналіз проводили з викорис-
танням t-критерію Стьюдента й U-критерію 
Манна–Уїтні, зв’язок між показниками визначали 
шляхом кореляційного аналізу за Пірсоном. 
Достовірними вважали відмінності при р<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. Встанов-
лено (табл. 1), що через 24 год після відтворен-
ня моделі ІР ока в сироватці крові щурів реєстру-
валось багаторазове (в 11,4 раза, р<0,05) зро с-
тання рівня NSE, що є чутливим та специфічним 
маркером альтерації нейронів [16]. NSE регулює 
нейрональну та гліальну активність і за високої 
концентрації стимулює експресію прозапальних 
цитокінів, індукує апоптоз [16]. NSE експресуєть-
ся в нейронах сітківки, пігментному епітелії та 
фоторецепторних клітинах [17]. Отже, зростання 
цього маркера свідчило про розвиток ішемічно-
го ураження зорового аналізора в щурів. Через 
24 год після ІР у сітківці ока тварин виявляли 
ознаки енергодефіциту, оксидативно-нітрозатив-
ного стресу, зниження активності антиоксидант-
ної системи на фоні підвищення рівня глутамату. 
Так, у сітківці ока щурів 2-ї групи (контрольна 
патологія) рівень АТФ був меншим у 2,42 раза, 
рівень МДА та КГП – більшим у 2,57 і 2,52 раза, 
активність ГПО була нижчою в 2,34 раза, вміст 
метаболітів NO (нітратів та нітритів) був більшим 
у 3,37 раза, а рівень глутамату – вищим у 2,03 
раза, ніж у псевдооперованих тварин 1-ї групи 
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(р<0,01). Рівень NSE достовірно корелював з 
рівнем АТФ (r=-0,62, р<0,05), глутамату (r=0,72, 
р<0,01), МДА і метаболітів NO (r=0,52; 0,51, 
р<0,05), але менш тісно асоціювався з рівнем 
КГП та активністю ГПО (r=0,45; -0,46, р=0,1).

Застосування фармакологічних модуляторів 
NMDA-рецепторів – інгібітора поліамінового 
сайта (амантадину) та інгібітора фенциклідино-
вого сайта (мемантину) достовірно зменшувало 
біохімічні зміни в сітківці ока щурів з ішемічним 
ураженням зорового аналізатора, що асоціюва-
лось зі зниженням рівня NSE в сироватці крові. 
Так, використання амантадину та мемантину 
стримувало розвиток мітохондріальної дисфунк-
ції і запобігало зменшенню АТФ у сітківці прак-
тично з однаковою ефективністю: у тварин 3-ї 
(ІР+амантадин) та 4-ї (ІР+мемантин) груп рівень 
АТФ був вищим в 1,66 і 1,50 раза, ніж у щурів 2-ї 
групи (р<0,05), але залишався нижчим в 1,46 та 
1,61 раза, ніж у тварин 1-ї групи (р<0,05). За умов 
ІР ока застосування модуляторів NMDA-рецеп-
торів викликало деескалацію ознак оксидатив-
но-нітрозативного стресу, сприяло відновленню 
антиоксидантної активності, зменшенню рівня 
глутамату, при цьому ефект інгібітора поліамі-

нового сайта за окремими показниками був 
більшим, ніж інгібітора фенциклідинового сайта: 
в щурів 3-ї групи (ІР+амантадин) рівень МДА, 
КГП, нітратів та нітритів, глутамату був нижчим, 
активність ГПО була вищою в 2,14; 2,0; 1,83; 1,61 
і 1,74 раза, а у тварин 4-ї групи (ІР+мемантин) – 
в 1,81; 1,67; 1,64; 1,53 та 1,42 раза відповідно, 
ніж у щурів 2-ї групи (р<0,05). За умов ІР за 
здатністю коригувати рівень МДА, КГП, актив-
ність ГПО, знижувати рівень NSE амантадин 
достовірно перевершував мемантин – у серед-
ньому в 1,2–1,5 раза (р<0,05). 

Травматичне ураження зорового аналізато-
ра у кролів також характеризувалось значущим 
збільшенням (у 45,4 раза, р<0,001) рівня NSE в 
сироватці крові, що асоціювалось зі зменшенням 
рівня АТФ на фоні зростання ознак оксидатив-
но-нітрозативного стресу і глутаматної ексайто-
токсичності в сітківці (табл. 2). Через 24 год 
після контузії ока в сітківці кролів рівень АТФ був 
нижчим у 2,09 раза, рівень МДА, КГП, нітритів і 
нітратів, глутамату – вищим у 2,32; 3,56; 3,23 та 
2,02 раза, активність ГПО була нижчою в 1,88 
раза, ніж у інтактних тварин. Застосування аман-
тадину та мемантину забезпечувало деескала-

Таблиця 1 – Вплив модуляторів nMdА-рецепторів на рівень нейронспецифічної енолази  
в сироватці крові та біохімічні показники сітківки щурів з ішемічним ураженням  

зорового аналізатора (M±m, n=7)

Показник
Група щурів

псевдооперовані ІР+0,9 % NаСl ІР+амантадин ІР+мемантин
1-ша 2-га 3-тя 4-та

NSE, нг/мл 0,31±0,013 3,52±0,15** 0,58±0,06 1,27±0,04*#^
Біохімічні показники сітківки ока

АТФ, нмоль/мг протеїну 58,7±1,33 24,2±1,20** 40,1±1,45*# 36,4±1,05*#

МДА, нмоль/мг протеїну 4,35±0,19 11,2±0,95** 5,24±0,26*# 6,18±0,23*#^

КГП, нмоль/мг протеїну 2,05±0,08 5,18±0,08** 2,60±0,10*# 3,10±0,12*#^

ГПО, мкмоль/хв на 1 мг протеїну 7,25±0,33 3,10±0,19** 5,40±0,26*# 4,43±0,19*#^

Нітрити+нітрати, нмоль/мг протеїну 6,25±0,31 21,1±0,79** 11,5±0,51*# 12,9±0,64*#

Глутамат, нмоль/мг протеїну 7,68±0,37 15,6±0,92** 9,70±0,65*# 10,2±0,31*#

Примітки. Тут і в таблиці 2: 
1. * – достовірність відмінностей відносно 1-ї групи (* – р<0,05; ** – р<0,01). 
2. # – достовірність відмінностей відносно 2-ї групи (р<0,05).
3. ^ – достовірність відмінностей відносно 3-ї групи (р<0,05). 

Таблиця 2 – Вплив модуляторів nMdА-рецепторів на рівень нейронспецифічної енолази  
в сироватці крові та біохімічні показники сітківки кролів з травматичним ураженням  

зорового аналізатора (M±m, n=6)

Показник

Група тварин 

інтактні контузія ока+ 
0,9 % NаСl 

контузія ока+ 
амантадин

контузія ока+ 
мемантин

1-ша 2-га 3-тя 4-та
NSE, нг/мл 0,33±0,03 15,0±0,45** 7,64±0,33*# 10,1±0,26*#^

Біохімічні показники сітківки ока
АТФ, нмоль/мг протеїну 53,4±1,94 25,5±1,87** 40,2±1,56*# 34,4±1,16*#^

МДА, нмоль/мг протеїну 3,62±0,22 8,40±0,16** 4,59±0,26*# 5,85±0,20*#^

КГП, нмоль/мг протеїну 1,11±0,08 3,96±0,08** 1,34±0,17*# 2,01±0,07*#^

ГПО, мкмоль/хв на 1 мг протеїну 6,23±0,28 3,31±0,27** 4,91±0,14*# 4,03±0,14*#^

Нітрити+нітрати, нмоль/мг протеїну 5,85±0,28 18,9±0,82** 10,4±0,20*# 11,3±0,63*#

Глутамат, нмоль/мг протеїну 8,18±0,36 16,5±0,89** 9,89±0,55*# 10,8±0,29*#
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цію (в 1,96 та 1,48 раза) рівня NSE в сироватці 
крові, що асоціювалось зі зменшенням біохіміч-
них змін у сітківці кролів із травматичним ура-
женням зорового аналізатора. При цьому аман-
тадин більш ефективно стримував розвиток 
енергодефіциту та оксидативного стресу, ніж 
мемантин, і зіставлявся з ним за здатністю ко-
ригувати рівень метаболітів NO та глутамату.

Таким чином, модулятори поліамінового та 
фенциклідинового сайтів NMDA-рецепторів 
проявляли достовірний нейроретинопротектор-
ний ефект як за ішемічного, так і за травматич-
ного ураження зорового аналізатора у тварин. 

ВИСНОВКИ. 1. Ішемічне ураження зорового 
аналізатора характеризується зростанням рівня 
NSE в сироватці крові (в 11,4 раза), що супрово-
джується розвитком енергодефіциту, оксидатив-
но-нітрозативного стресу, зниженням антиокси-
дантної активності, підвищенням рівня глутама-

ту в сітківці ока щурів. За травматичного уражен-
ня зорового аналізатора виявляють більш 
виразні ознаки нейроретинодеструкції, енергоде-
фіциту, оксидативно-нітрозативного стресу та 
глутаматної ексайтотоксичності. 

2. Застосування модуляторів NMDA-рецеп-
торів зменшує біохімічні зміни в сітківці ока за 
ішемічного та травматичного ураження зоро вого 
аналізатора. При цьому амантадин (5 мг/кг внут-
рішньовенно) перевершує мемантин (20 мг/кг 
внутрішньошлунково) в 1,2–1,5 раза (р<0,05) за 
здатністю коригувати енергодефіцит, пригнічу-
вати активність процесів ліпопероксидації та 
окисної модифікації протеїнів, відновлювати 
активність глутатіонпероксидази. Амантадин 
зіставляється з мемантином за здатністю кори-
гувати рівень метаболітів NO та зменшувати 
рівень глутамату в сітківці ока за ішемічного та 
травматичного ураження зорового аналізатора 
у тварин.
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В. Л. Повх
ВИННИЦКИЙ НАЦИОНАЛЬНЫЙ МЕДИЦИНСКИЙ УНИВЕРСИТЕТ ИМЕНИ Н. И. ПИРОГОВА

вЛИЯНИЕ МОДУЛЯТОРОв NMDA-РЕЦЕПТОРОв НА БИОХИМИЧЕСКИЕ 
ИЗМЕНЕНИЯ в СЕТЧАТКЕ ПРИ ИШЕМИЧЕСКОМ И ТРАвМАТИЧЕСКОМ 
ПОРАЖЕНИИ ЗРИТЕЛЬНОГО АНАЛИЗАТОРА 

Резюме
Вступление. Глутаматная эксайтотоксичность и гиперактивация NMDA-рецепторов играют 

ведущую роль в поражении зрительного анализатора ишемического и травматического генеза. Оста-
ется неизученным влияние модуляторов разных сайтов NMDA-рецепторов на метаболические процессы 
в сетчатке глаза при этих патологических состояниях. 

Цель исследования – установить влияние модуляторов NMDA-рецепторов амантадина и меман-
тина на биохимические изменения (оксидативный стресс, энергодефицит, состояние системы оксида 
азота, содержание глутамата) в сетчатке при ишемическом поражении зрительного анализатора у 
крыс и травматическом поражении зрительного анализатора у кроликов.
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Методы исследования. Опыты проведены на 56 белых крысах-самцах и 24 кроликах. Ишемическое 
поражение зрительного анализатора у крыс моделировали путем создания односторонней ишемии-ре-
перфузии в бассейне а. ophthalmica. Травматическое поражение зрительного анализатора у кроликов 
вызывали действием потока углекислого газа под давлением на роговицу глаза. Модуляторы NMDA-ре-
цепторов вводили в течение 7 дней до и через 30 мин после моделирования патологии. Применяли бло-
катор полиаминового сайта амантадин (5 мг/кг внутривенно) и блокатор фенциклидинового сайта 
мемантин (20 мг/кг внутрижелудочно). Определяли содержание аденозинтрифосфорной кислоты, маркеры 
оксидативно-нитрозативного стресса, уровень глутамата в сетчатке глаза, уровень нейронспецифи-
ческой энолазы в сыворотке крови.

Результаты и обсуждение. Применение ингибиторов NMDA-рецепторов вызывало деэскалацию 
уровня нейронспецифической энолазы в крови, уменьшало энергодефицит, оксидативно-нитрозативный 
стресс, уровень глутамата в сетчатке при ишемии-реперфузии глаза у крыс и контузии глаза у кроли-
ков. Ингибитор полиаминового сайта амантадин превосходил (в 1,2–1,5 раза, р<0,05) ингибитор фенцик-
лидинового сайта мемантин по способности корректировать уровень аденозинтрифосфорной кислоты, 
малонового диальдегида, окислительномодифицированных протеинов, восстанавливать активность 
глутатионпероксидазы в сетчатке при ишемическом и травматическом поражении зрительного ана-
лизатора.

Выводы. Модуляторы полиаминового и фенциклидинового сайтов NMDA-рецепторов проявляли 
нейроретинопротекторный эффект как при ишемическом, так и при травматическом поражении зри-
тельного анализатора у животных. Изучение влияния амантадина на репаративные процессы в сет-
чатке глаза является перспективным направлением дальнейших исследований.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: зрительный анализатор; nMda-рецепторы; амантадин; мемантин; ишемия; 
контузия.

V. l. Povkh
M. PYROHOV VINNYTSIA NATIONAL MEDICAL UNIVERSITY

INFLUENCE OF NMDA RECEPTOR MODULATORS ON BIOCHEMICAL CHANGES  
IN RETINA IN CASE OF ISCHEMIA AND TRAUMA OF VISUAL ANALYZER

Summary
Introduction. Glutamate exitotoxicity and hyperactivation of NMDA receptors play an important role in affecting 

the visual analyzer in cases of ischemia and trauma. It remains unexplored the influence of modulators of various 
sites of NMDA receptors on metabolic processes in the retina in these pathological conditions. 

The aim of the work – to determine the effect of NMDA receptor modulators on metabolic changes (oxidative 
stress, energy deficit, state of nitrogen oxide system, glutamate content) in the retina with the ischemic injury of the 
visual analyzer in rats and traumatic damage to the visual analyzer in rabbits.

Research Methods. Experiments were conducted on 56 white male rats and 24 rabbits. Ischemic lesions of 
the visual analyzer in rats was caused by the creation of a one-sided ischemia-reperfusion in the a. ophthalmica. 
Traumatic damage of the visual analyzer in rabbits was caused by the action of a carbon dioxide stream under 
pressure on the cornea of   the eye. NMDA receptor modulators were administered within 7 days before and 30 
minutes after pathology simulation. Polyamino site blocker amantadine sulfate (5 mg/kg i/v) and phencyclidine site 
blocker memantine (20 mg/kg i/g) were used. The content of ATP, markers of oxidative-nitrosative stress, glutamate 
levels in retina, and the level of neuronspecific enolase (NSE) in serum were determined.

Results and Discussion. The use of NMDA receptor inhibitors causes de-escalation of NSE levels in the blood, 
reduces energy deficit, oxidative-nitrosative stress, glutamate levels in the retina of ischemia-reperfusion of the eye 
in rats and contusion of the eye in rabbits. The polyamino site inhibitor amantadine sulfate exceeds (in 1.2-1.5 times, 
p<0.05) the fencyclidine site inhibitor memantine by the ability to adjust the levels of ATP, MDA, oxide-modified 
proteins, to restore the activity of glutathione peroxidase in the retina on ischemic and traumatic lesions of visual 
analyzer.

Conclusions. Thus, the modulators of the polyamino- and phencyclidine sites of the NMDA receptors showed 
a protective effect on neuroretina for both ischemic and traumatic damage of the visual analyzer in animals. The 
study of the effects of amantadine sulfate on reparative processes in the retina is a promising direction for further 
research.
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