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обеих общих сонных артерий. При минимальном вре
менном интервале между перевязками сонных арте
рий (1 сутки) активность АТФ-синтазы снижалась 
на 44 ,5  % (р < 0,05), а при максимальном (7 суток) -  
на 11 % (р < 0,05). Кроме того, при интервале между  
перевязками в 1 сутки значительно увеличивалось ко
личество патологичеких форм нейронов (гиперхромных 
сморщенных, клеток-теней), появлялись сморщенные 
нейроны с перицеллюлярным отеком (251 (134; 269) 
р < 0,05)). Можно сделать вывод, что с уменьшением 
временного интервала м еж ду перевязками возрас
тает тяжесть повреждения нейронов, в то время

U  РЕЗЮМЕ
Церебральная ишемия остается одной из наиболее 

частых причин инвалидности и смертности людей 
во всем мире. В основе многих нарушений при данной 
патологии лежит  изменение энергетического стату
са и функциональной активности нейронов головного 
молзга. В данной статье изложены результаты изме
нения активности ключевого фермента митохондри
ального дыхания АТФ-синтазы, а т акже хроматофилии 
цитоплазмы нейронов при ступенчатой церебральной 
ишемии. Ступенчатая церебральная ишемия модели
ровалась на крысах путем неодномоментной перевязкиРе
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ионов и нарушениям водно-электролитного баланса. Кро
ме того, происходит активация окислительного стресса, 
ведущего к деструкции мембран, повреждению нейронов 
и их быстрой гибели [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7].

Существует ряд молекулярных маркеров энергетиче
ской активности митохондрий, использование которых воз
можно при различных экспериментальных воздействиях.

Одним из основных ферментов, характеризующих энер
гетические процессы митохондрий, является АТФ-синтаза -  
интегральный белок внутренней мембраны митохондрий, 
осуществляющий реакцию синтеза АТФ из АДФ, что сопрово
ждается освобождением значительного количества энергии, 
необходимого для жизнедеятельности нейронов [8, 9, 10].

АТФ-синтаза принадлежит семейству альфа/бета 
АТФ-синтаз и состоит из двух структурных доменов (F! -  
внемембранный катализатор и F0 -  протонный канал мем
браны), соединенных центральным стержнем. Центральный 
стержень митохондриальной АТФ-синтазы состоит из у-, 6- 
и е-субъединиц и вместе с олигомером мембранной субъ
единицы представляет собой роторный домен фермента [8].

Для изучения в динамике адаптационных процессов 
при ишемии осуществлено моделирование субтотальной 
церебральной ишемии путем «ступенчатой» компрессии 
обеих общих сонных артерий с различными временными 
интервалами [11].

ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  -  изучение изменения иммуно
реактивности АТФ-синтазы и хроматофилии цитоплазмы 
нейронов 5-го слоя теменной коры головного мозга крыс 
в условиях ступенчатой церебральной ишемии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Эксперименты выполнены на 24 самцах беспородных 

белых крыс массой 240 ± 20 г с соблюдением требований 
Директивы Европейского Парламента и Совета № 2010/63/ 
EU от 22.09.2010 г. о защите животных, использующихся 
для научных целей. Животных содержали в кондицио
нируемом помещении (22 °C) при смешанном освещении 
на стандартном рационе вивария и свободном доступе 
к корму и воде не более 5 особей в клетке [12].

В отличие от классической субтотальной ишемии, мо
делируемой путем одномоментной перевязки обеих общих 
сонных артерий, ступенчатую субтотальную ишемию осу
ществляли следующим образом: сначала перевязывали одну 
общую сонную артерию (опыт, n = 18), затем, с интервалом 
7 суток (подгруппа 1), 3 суток (подгруппа 2) или 1 сутки 
(подгруппа 3), перевязывали вторую общую сонную арте
рию. В каждой из подгрупп было по 6 животных c забором

как интервал в 7  суток достаточен для адаптации 
к церебральной ишемии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ЦЕРЕБРАЛЬНАЯ ИШЕМИЯ, 
АТФ-СИНТАЗА, ТЕМЕННАЯ КОРА, АДАПТАЦИЯ К ИШЕМИИ.I

Я  SUMMARY
Cerebral ischemia remains one o f  the most common 

causes o f disability and death in people around the world. 
Many disorders in this pathology are based on changes in the 
energy status and functional activity o f neurons in the brain. 
This article presents the results o f changes in the activity o f 
the key enzyme o f mitochondrial respiration, ATP synthase, 
as well as chromatophilia o f the cytoplasm o f neurons in 
stepwise cerebral ischemia. Graduated cerebral ischemia 
was simulated in rats by non-simultaneous ligation o f both 
common carotid arteries. With the minimum time interval 
between ligation o f the carotid arteries (1 day), the activity 
o f ATP synthase decreased by 44,5  % (p < 0,05), and with the 
maximum (7 days) -  by 11 % (p < 0,05). In addition, with an 
interval between dressings o f 1 day, the number o f pathological 
forms o f neurons (hyperchromic wrinkled cells, shadow cells) 
significantly increased, wrinkled neurons with pericellular ede
ma appeared (251 (134; 269) p < 0,05)). It can be concluded 
that with a decrease in the time interval between dressings, 
the severity o f neuronal damage increases, while an interval 
o f 7  days is sufficient for adaptation to cerebral ischemia.

KEY WORDS: CEREBRAL ISCHEMIA, ATP-SYNTHASIS, 
PARIETAL CORTEX, ADAPTATION TO ISCHEMIA.I
При церебральной ишемии развивается цепь пато

генетических нарушений в коре головного мозга, среди 
которых одним из ведущих является энергодефицит, вы
званный митохондриальной патологией.

В свою очередь, следствием энергодефицита является 
развитие клеточной патологии. В условиях ишемии головного 
мозга избирательно нарушаются механизмы синаптической 
передачи. Увеличивается внеклеточная концентрация се
ротонина, у-аминомасляной кислоты и глутамата, умень
шается синтез дофамина и норадреналина. Это приводит 
к нарушению ауторегуляции местного кровотока, развитию 
вазоспазма, усилению агрегации тромбоцитов и форми
рованию внутрисосудистого стаза, что, в свою очередь, 
углубляет гипоксию. Нарушается работа ферментов, в том 
числе калий-натриевой АТФазы, что приводит к дисбалансуРе
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митохондрий, изменением водно-электролитного баланса 
и кислотно-основного состояния, ведущих к необратимым
последствиям для клетки. Для поздних этапов ишемии 
характерно появление гиперхромных сморщенных нейро
нов с перицеллюлярным отеком, для которых характерны 
пикноз ядер, деструкция органелл, распад нейрофибрилл 
и нейропиля. Клетки-тени бедны органеллами, митохондрии 
редко встречаются в их цитоплазме, они также находятся 
в состоянии низкой функциональной активности [1].

В результате морфометрических и цитофотометрических 
исследований получены количественные данные, которые 
обрабатывали с помощью лицензионной компьютерной 
программы Statistica 10.0 для Windows (StatSoft, Inc., США) 
с применением методов непараметрической статистики 
после проверки на нормальность. Количественные дан
ные представлены в виде Me (LQ; UQ), где Me -  медиана, 
LQ -  значение нижнего квартиля; UQ -  значение верхнего 
квартиля. Различия между группами считали достовер
ными при р < 0,05 (тест Краскелла -  Уоллиса с поправкой 
Бонферони) [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В цитоплазме нейронов пятого слоя теменной коры 

в условиях церебральной ишемии наблюдалось значитель
ное снижение экспрессии АТФ-синтазы. Так, в подгруппе 1 
иммунореактивность уменьшилась на 11 % (р < 0,05), в под
группе 2 -  на 28 % (р < 0,05), в подгруппе 3 -  на 44,5 % 
(р < 0,05), по сравнению с показателями в контрольной 
группе (табл., рис. 1).

Наименее выраженные изменения активности АТФ-син- 
тазы отмечались в подгруппе 1, где промежуток меж
ду перевязками был максимален (7 суток), а наиболее 
значительные нарушения наблюдались в подгруппе 3 
(интервал между перевязками -  1 сутки). По сравнению 
со значениями АТФ-синтазы в подгруппе 1 экспрессия

Таблица - Иммунореактивность АТФ-синтазы в цитоплаз
ме внутренних пирамидных нейронов теменной коры голов
ного мозга крыс со ступенчатой ишемией головного мозга 
(ССИГМ), Me (LQ; UQ)

Группы
Экспрессия АТФ-синтазы / 

единицы оптической плотности

Контроль 0,18 (0,18; 0,18)
Ишемия

1-я под группа 0,16 (0,15; 0,16)* *
2-я  под группа 0,13 (0,12; 0,13)* *
3 -я  под группа 0,11 (0,09;0,12)* *

Примечания: *  -  р < 0,05 по сравнению с группой контроля, * - р < 0,05 по сравнению с подгруппой 1, *  -  р < 0,05 по сравне
нию с подгруппой 2.

материала через 1 сутки после повторной операции. Кон
трольную группу (п = 6) составили ложнооперированные 
крысы аналогичных пола и массы.

После декапитации у крыс быстро извлекали головной 
мозг, кусочки теменной коры больших полушарий фикси
ровали в цинк-этанол-формальдегиде при +4 ° С (на ночь), 
затем заключали в парафин. Парафиновые срезы толщиной 
5 мкм готовили с помощью микротома (Leica RM 2125 RTS, 
Германия), монтировали на предметные стекла. Препараты 
обрабатывали согласно протоколу иммуноцитохимиче
ской реакции для световой микроскопии, исключающей 
процедуру теплового демаскирования антигенов [13]. 
Расположение теменной коры на гистологических срезах 
определяли с помощью стереотаксического атласа [18]. Для 
определения иммунореактивности молекулярного маркера 
митохондрий АТФ-синтазы (комплекса V, образующего АТФ 
из АДФ) применяли первичные моноклональные мышиные 
антитела Anti-ATP5A antibody фирмы Abcam (Великобритания, 
ab. 14748) в разведении 1:2400 при +4 °С, экспозиция 20 ч, 
во влажной камере. Для выявления связавшихся первич
ных антител использовали набор EXPOSE Mouse and Rabbit 
specific HRP/DAB detection IHC kit Abcam (Великобритания, 
ab. 80436). В иммуногистохимических препаратах изучали 
иммунореактивность АТФ-синтазы в цитоплазме нейронов 
пятого слоя теменной коры путем измерения оптической 
плотности осадка хромогена с помощью микроскопа Axio- 
scop 2 plus (Zeiss, Германия), цифровой видеокамеры (Leica 
DFC320, Германия) и программы анализа изображения 
ImageWarp (Bitflow, США).

Часть срезов, в которых оценивали степень хроматофи
лии цитоплазмы нейронов, окрашивали 0,1 % толуидиновым 
синим по методу Ниссля. Среди нейронов дифференцировали 
клетки по интенсивности окраски цитоплазмы (хромато
филии): нормохромные нейроны -  умеренно окрашенные; 
гиперхромные нейроны -  темные; гиперхромные сморщен
ные нейроны -  очень темные, с деформированными перика- 
рионами; гиперхромные сморщенные с перицеллюлярным 
отеком; гипохромные нейроны -  светло окрашенные, а также 
клетки-тени -  почти прозрачные. Подсчитывалось количе
ство клеток каждого типа на 1 мм2.

Гиперхромные сморщенные нейроны часто наблю
даются при церебральной ишемии и расцениваются как 
гипоксически-измененные клетки. Их появление является 
универсальным проявлением патологических состояний 
нейронов, отражающим тяжесть повреждения вследствие 
глубокого энергодефицита, вызванного повреждениемРе
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- Иммунореактивность АТФ-синтазы в цитоплазме внутренних пирамидных нейронов теменной коры головно
го мозга крыс.
А -  контроль, Б -  подгруппа 1, В -  подгруппа 2, Г -  подгруппа 3. Иммуноцитохимическая реакция. Цифровая микрофотогра
фия. Ув. 800

в подгруппе 2, а по сравнению с количеством в подгруппе 
1 -  на 42 % (р < 0,05); в подгруппе 2 количество гиперхром- 
ных сморщенных нейронов превышало данный показатель 
подгруппы 1 на 36 % (p < 0,05).

В подгруппе 3 также появились гиперхромные смор
щенные нейроны с перицеллюлярным отеком (251 
(134; 269) p < 0,05), что отражает тяжесть ишемического 
повреждения головного мозга.

Кроме того, при ишемии увеличилось количество 
клеток-теней.

По сравнению с количеством клеток-теней в кон
трольной группе их количество в 1-й и 2-й подгруппах 
возросло на 50 % (р < 0,05), а в 3-й -  на 67 % (р < 0,05). 
При этом в подгруппе 3 количество клеток-теней уве
личилось на 24 % по сравнению с их количеством в 1-й 
подгруппе, р < 0,05.

фермента в подгруппе 2 уменьшилась на 19 % (р < 0,05), 
а в подгруппе 3 -  на 31 % (р < 0,05).

Полученные данные о снижении активности АТФ-синта- 
зы согласуются с увеличением количества патологических 
форм нейронов (гиперхромных сморщенных, клеток-теней, 
клеток с перицеллюлярным отеком) у крыс с ишемией.

Количество патологических форм нейронов увеличива
лось по мере сокращения промежутка между перевязками.

В условиях церебральной ишемии наблюдалось увели
чение количества гиперхромных сморщенных нейронов.

По сравнению с их количеством в контрольной группе 
количество гиперхромных сморщенных нейронов возросло 
в подгруппе 1 на 72 % (р < 0,05), в подгруппе 2 -  на 82 % 
(р < 0,05), в подгруппе 3 -  на 83 % (р < 0,05).

При этом в подгруппе 3 количество гиперхромных 
сморщенных нейронов было больше на 8 % (р < 0,05), чемРе

по
зи
то
ри
й Г
рГ
МУ



Том VIII •  № 4  (32 )ОРЕНБУРГСКИЙ МЕДИЦИНСКИЙ ВЕСТНИК

При перевязке с интервалом 7 суток патологических 
изменений было еще меньше: соотношение нейронов 
по степени хроматофилии цитоплазмы отличалось несу
щественно от значений показателя в контрольной группе. 
Этот интервал являлся достаточным для адаптации го
ловного мозга к ишемии без развития выраженных мор
фологических изменений.

Полученные результаты согласуются с данными лите
ратуры, согласно которым в условиях гипоксии происходит 
развитие адаптивных механизмов, способствующих улуч
шению микроциркуляции [2, 5, 7].

В нейронах увеличивается активность ключевого фер
мента дыхательной цепи НАДФН-цитохром с-оксидоредук- 
тазы. Снижается его сродство к НАДФН, что увеличивает 
устойчивость митохондрий к кислороду. При умеренном 
снижении интенсивности окислительных процессов отме
чена более эффективная работа дыхательной цепи -  «па
радоксальный эффект» адаптации к гипоксии [2, 3, 5, 7].

ВЫВОДЫ
Таким образом, наименьшая функциональная актив

ность нейронов неокортекса крыс, выражающаяся в сни
жении экспрессии АТФ-синтазы и повышении количества 
гиперхромных сморщенных нейронов и клеток-теней, 
наблюдается в подгруппе 3, где временной промежуток 
между перевязками был минимален и недостаточен для 
адаптации головного мозга к гипоксии. При интервале 
между перевязками 7 суток негативные изменения бы
ли менее выражены, активность АТФ-синтазы и, следо
вательно, функции митохондрий нарушались не столь

На фоне увеличения доли патологических форм ней
ронов (гиперхромных сморщенных, гиперхромных смор
щенных с перицеллюлярным отеком, клеток-теней) при 
ишемии количество нормохромных нейронов уменьшилось.

Так, по сравнению со значениями показателей в кон
трольной группе их количество в подгруппе 1 с интерва
лом между перевязками 7 суток уменьшилось на 20 % 
(р < 0,05), в подгруппе 2 с интервалом между перевязками 
3 суток -  на 24 % (р < 0,05), в подгруппе 1 с интервалом 
между перевязками 1 сутки -  на 40 % (р < 0,05).

При этом в подгруппе 2, по сравнению с подгруп
пой 1, количество нормохромных нейронов было больше 
на 21 % (р < 0,05), а по сравнению с подгруппой 3 -  на 25 % 
(р < 0,05) (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Ступенчатая перевязка с интервалом в 1 сутки при

водит к необратимым повреждениям нейронов неокор- 
текса: происходит значительное увеличение количества 
гиперхромных сморщенных нейронов и клеток-теней, по
являются клетки с периферическим отеком. Эти изменения 
аналогичны тем, которые происходят при одномоментной 
перевязке обеих общих сонных артерий [1]. Их преобла
дание в популяции нейронов неокортекса в подгруппе 3 
соответствует низкой активности АТФ-синтазы.

При перевязке с интервалом 3 суток изменения 
были не столь выраженными, как в подгруппе 3: кле
ток с перицеллюлярным отеком не наблюдалось, что, 
возможно, связано с развитием адаптационных меха
низмов нейронов.

Гиперхром ны е ■ С м о р щ ен н ы е ■ Г и п о хр о м н ы е ■ К л е т к и -тен и  ■ О те ч н ы еН о р м о хр о м н ы е

2  -  Соотношение нейронов с различной степенью хроматофилии цитоплазмы пятого слоя теменной коры голов
ного мозга (%).I А -  контроль, Б -  подгруппа 1, В -  подгруппа 3
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значительно, что свидетельствует о частичной адаптации детального изучения динамики механизмов развития 
нейронов к церебральной ишемии. Полученные данные повреждений и приспособительных изменений в го- 
создают фундаментальную основу для дальнейшего ловном мозге.
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