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Анотацiя
За допомогою iмуногiстохiмiчних маркерiв проводився аналiз реа-
кцiї нейроглiї сенмоторної кори на гiпоперфузiю та сенибiлiзацiю
мозковим антигеном. Дослiдження проведенi на 115 самцях бiлих
щурiв лiнiї Вiстар. Iмуногiстохiмiчнi реакцiї проводили у вiдповiдностi
з протоколами виробника.
Проаналiзувавши нашi спостереження, можна вiдзначити, що в цiло-
му, спостерiгаються реакцiї, якi дозволяють думати, що виявленi змiни
нейроглiї виявляють тенденцiю до зворотного розвитку при дисцирку-
ляторних порушеннях в мозку у щурiв. Це можна пояснити тим, що
тварини, якi використовуються в експериментi, були практично здоровi
i володiли високими компенсаторно-пристосувальними потенцiями.

Вступ

Переважна бiльшiсть наукових робiт про патогенетичнi механiзми, клiтиннi реакцiї в тканинах мозку
при його гiперперфузiї ґрунтується на експериментальних моделях. В основному моделювали важку
церебральну гiпоперфузiю, зазвичай це двостороння перев’язка сонних артерiй [4, 11]. Лише деякi
роботи були виконанi на легких моделях гiпоперфузiї мозку, якi включали двостороннiй стеноз сонних
артерiй [9, 11] або односторонню перев’язку сонної артерiї [10, 14].
Як вiдомо, тканина мозку в нормi вiдокремлена вiд iмунної системи гематоенцефалiчним бар’єром.

Але, вiд 5 до 92% людей, за даними ряду авторiв, у кровi присутнi протимозковi антитiла, якi можуть
викликати ушкодження мозку, iнiцiювати або посилювати неврологiчнi прояви [2, 6].
Виходячи з цього цiллю нашої роботи було за допомогою iмуногiстохiмiчних реакцiй виявити

змiни стану нейроглiї при одностороннiй перев’язцi лiвої загальної сонної артерiї при сенсибiлiзацiї
мозковим антигеном.

Матерiали та методи

Дослiдження проведенi на 115 самцях бiлих щурiв лiнiї Вiстар вагою 260-290 гр. Тварин утримували
у вiварiї по 3-4 особини в клiтцi на стандартному рацiонi з вiльним доступом до їжi i водi, i постiйним
свiтло-затемненим режимом. Всi дослiди проводилися згiдно "Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals". У дослiдах використовували самцiв щурiв, оскiльки рiвень естрогенiв впливає на перебiг
дисциркуляторного ушкодження головного мозку [5].
Щури за випадковим принципом були роздiленi на 4 групи: група К – контроль, тварини (умовно

iнтактнi), не вiдчували нiяких дiй (n = 10); група Кs – контроль сенсибiлiзованi (n = 35); група ПОs –
псевдооперованi, щурам виконувався доступ до лiвої загальної сонної артерiї i її мобiлiзацiя, пiсля чого
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рана зашивалася з попередньою сенсибiлiзацiєю (n = 35); групи ПСАs – перев’язка загальної сонної
артерiї (n = 35), щурам здiйснювали доступ до лiвої загальної сонної артерiї i її мобiлiзацiю, накладали
на неї лiгатуру, а потiм рана зашивалася з попередньою сенсибiлiзацiєю (n = 35). Тварини груп Кs,
ПОs i ПСАs за 12 дiб до операцiї були сенсибiлiзованi 20% водно-сольовим екстрактом (антигеном)
гомологiчної тканини мозку (вмiст бiлка 0,33 - 0,5 мг / мл по Лоурi) [12]. Щурам пiдшкiрно вводили:
в 1-й день - 0,5 мл, 2-й день - 1 мл 3-й день - 1,5 мл екстракту [12].
Оперативнi втручання виконували пiд тiопенталовим наркозом (50 мг / кг). Евтаназiю тварин здiй-

снювали за допомогою тiопенталу в овердозе (200 мг / кг).
Головний мозок дослiджували через 12 (1), 15 (3), 22 (10), 42 (30), 102 (90) днiв пiсля сенсибiлiза-

цiї (оперативного втручання). Пiсля введення овердози тiопенталу череп щура швидко розкривали,
iзолювали мозок, подiляли його на три частини фронтальними перетином. Середня частина занурю-
валася в 10%-ний забуферений холодний формалiн (pH 7.4, 4°C) на 24 години. Зразки ущiльнювали
в параплапст i виготовляли фронтальнi зрiзи 4 мкм завтовшки, якi фарбували aзур II-еозином для
оцiнки загального стану кори пiвкуль мозку.
Iмуногiстохiмiчнi реакцiї проводили вiдповiдно до протоколiв виробника. У роботi були використанi

первиннi антитiла: кроляче полiклональне до бiлка S100 (Dako, Denmark), готове до використання;
кроляче полiклональне до глiального фiбрилярного кислого протеїну (GFAP) (Dako, Данiя), готове до
використання; кроляче полiклональне до Iba-1 (Molecular Probes, США), в розведеннi 1:750. Продукти
реакцiї вiзуалiзували за допомогою системи детекцiї EnVision FLEX (Dako, Данiя) з дiамiнобензiдiном
(DAB).
Отриманi препарати вивчали i фотографували за допомогою мiкроскопа Olympus BX51, цифрової

камери Olympus C3040ZOOM, з програмним забезпеченням Olympus DP-Soft 3.2. Денситометричнi
вимiрювання експресiї S100 проводили на цифровому зображеннi (х200, х400, 1280x960 пiкселiв RGB,
режим освiтлення – фото, стандартна експозицiя) за допомогою системи аналiзу зображення ImageJ
1.46 (Wayne Rasband (NIH), USA); i пiдрахунок кiлькостi мiчених GFAP i Iba-1 клiтин (на площi
430 × 320 мкм) – в п’яти тест-полях 5-го шару сенсомоторної кори лiвої пiвкулi мозку.
Отриманi цифровi данi обробляли стандартними статистичними методами з розрахунком середнього

арифметичного, стандартного вiдхилення, помилки середнього, похибки середнього. Для оцiнки досто-
вiрностi вiдмiнностей середнiх значень показникiв мiж групами використовували t-критерiй Стьюден-
та. Статистично значущими вважали вiдмiнностi при < 0,05.

Результати та обговорення

Таким чином, проведенi дослiдження показали, що такi порiвняно малi порушення гемоциркуляцiї
в мозку, якi виникають при одностороннiй перев’язцi сонної артерiї, викликають реакцiї з боку ней-
роглiї. Причому, навiть такi манiпуляцiї, як iммобiлiзацiя сонної артерiї (в нашому випадку ПОs),
здатнi викликати епiзодичнi значущi збiльшення кiлькостi цих глiальних клiтин [13]. Використання
iмунногiстохiмiчених маркерiв дозволяє виявити цi змiни бiльш повно i ранiше, нiж використовуючи
загальногiстологiчнi методи [3].
Незважаючи на наявнiсть гематоенцефалiчного бар’єру, в кровi вiд 5 до 92% обстежених людей, в

анамнезi яких були вiдсутнi судиннi мозковi ушкодження, виявляються антитiла до тканинних ком-
понентiв мозку [2, 6]. Виконана нами, для моделювання цього явища, сенсибiлiзацiя щурiв мозковим
антигеном не супроводжувалася виразними ознаками неврологiчного дефiциту. Однак при цьому вiд-
значалися iстотнi збiльшення вмiсту в кровi протимозкових антитiл i циркулюючих iмунних компле-
ксiв [1]. Морфологiчно в сенсомоторної корi сенсибiлiзацiя приводила до збiльшення числа реактивно
змiнених нейронiв протягом першого мiсяця спостережень i деякого збiльшення числа глiоцитiв через
один i три мiсяцi спостережень [3].
Нашi дослiдження дозволили виявити достовiрне, поступово наростаюче збiльшення кiлькостi

GFAP+-клiтин в сенсомоторної корi пiсля сенсибiлiзацiї мозковим антигеном. Оцiнка кiлькостi
клiтин мiкроглiї у Кs показала поступове наростання їх кiлькостi, яке ставало достовiрно бiльшим у
порiвняннi з К тiльки через три мiсяцi пiсля сенсибiлiзацiї. Що ж стосується оцiнки експресiї бiлка
S100, то її значущих кiлькiсних змiн в групi ПСАs вiдзначено не було.
ПО при сенсибiлiзацiї також не виявило значущих змiн експресiї S100. Збiльшення числа мiчених

астроцитiв при цьому достовiрно не вiдрiзнялося вiд Кs. Кiлькiсть же клiтин мiкроглiї достовiрно
збiльшувалася як у порiвняннi з К так i з Кs.
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Сенсибiлiзацiя значно стимулювала збiльшення кiлькостi як астроцитiв так i мiкроглiї в сенсомо-
торної корi. На певних етапах спостереження вони достовiрно були вищими нiж показники при Кs.
Також у цих тварин було вiдзначено достовiрне збiльшення експресiї S100 через 3 (15) дiб досвiду в
порiвняннi з Кs, хоча таке точкове її збiльшення i не виглядає в цiлому переконливим.
У цiлому, спостерiгаються реакцiї дозволяють говорити, що при дисциркуляторних порушеннях в

мозку у щурiв виявленi змiни астроцитiв i мiкроглiї виявляють тенденцiю до зворотного розвитку.
Це можна пояснити тим, що тварини, якi використовуються в експериментi, були практично здоровi
i володiли високими компенсаторно-пристосувальними потенцiями. У людини ж не можна очiкувати
подiбного зворотного розвитку глiальних реакцiй, оскiльки гiпопефузiя мозку / дисциркуляцiю розви-
вається на тлi змiн судинного русла, якi як правило ще i прогресують [9, 13]. Вiдповiдно, аналогiчнi
змiни глiї мозку у людини виступатимуть як вториннi фактори, що сприяють нейродегенеративних
процесiв [7].

Висновки
Порiвняно невеликi порушення гемоциркуляцiї в мозку при одностороннiй перев’язцi сонної артерiї
здатнi викликати активацiю астроцитiв i мiкроглiї. При цьому реакцiя астроцитiв, що виявляється по
експресiї GFAP, виявляється бiльш вираженою нiж Iba 1 + -клiтин. Можливо це пов’язано з тiсним
контактом астроцитiв з кровоносними судинами. Значиму роль у змiнах глiї грає сенсибiлiзацiя мозко-
вими антигенами, що розвивається при порушеннях гемоциркуляцiї в мозку i потенцiює ушкодження,
викликанi нею. При екстраполяцiї на людину, можна вважати, що сенсибiлiзацiя може вносити iсто-
тний внесок в розвиток ушкодження мозку при станах, пов’язаних з гiпоперфузiєю.
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