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Проведена сравнительная оценка интенсивности апоптоза в клетках периинфарктной 
зоны головного мозга при изолированном и сочетанном воздействии гипоксии и ги­
перкапнии, предшествующих фокальнрму ишемическому инсульту. Показано, что ги­
перкапния и гипоксия уменьшают количество TUNEL-позитивных клеток в периинфар­
ктной зоне, причем их сочетание проявляет максимальную эффективность по сравне­
нию с изолированным воздействием. Максимальный нейропротективный эффект при 
сочетанном воздействии гипоксии и гиперкапнии по сравнению с их изолированным 
воздействием обусловлен процессом ингибирования апоптоза в периинфарктной зоне.
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Подробно изучена эффективность гипоксических 
тренировок в аспекте повышения ишемической 
толерантности головного мозга [9,12]. В последнее 
десятилетие были получены новые данные отно­
сительно применения пермиссивной гиперкапнии 
в качестве нейропротективного средства [10,14].

Ранее нами было показано значительное уве­
личение толерантности головного мозга к ише- 
мии/гипоксии при сочетанном воздействии гипо­
ксии и гиперкапнии, превышающее по своей эф­
фективности их изолированное применение [1,11]. 
Также мы продемонстрировали, что гиперкап- 
нически-гипоксическое воздействие активирует 
пролиферативную и синтетическую активность 
нервных клеток при фокальном ишемическом 
повреждении головного мозга [2]. Однако меха­
низмы нейропротективного эффекта сочетанно­
го воздействия гиперкапнии и гипоксии остаются 
малоизученными. Одним из таких механизмов
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может быть ингибирование апоптоза в периин­
фарктной зоне инсульта, которое имеет большое 
значение в механизме гипоксического преконди­
ционирования [4,6,13] и играет важную роль в фе­
номене посткондиционирования с использованием 
пермиссивной гиперкапнии после ишемически- 
реперфузионного повреждения мозга [10,14].

Целью данного исследования являлось срав­
нение интенсивности апоптоза в клетках около­
инфарктной зоны инсульта при изолированном 
и сочетанном воздействии гипоксии и гиперкап­
нии, предшествующих фокальному ишемическо­
му повреждению.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
В работе использовали крыс-самцов Вистар (л=60) 
массой 284.5±46.0 г, которые были разделены на 
4 равные группы. Респираторные воздействия 
осуществлялись в герметичной камере, как опи­
сано ранее [11]. Группы животных различались
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по газовому составу воздуха во время трениро­
вочных воздействий.

Группа НГ (нормобарическая гипоксия: рО2=90 
мм рт. ст., рС02=1 мм рт. ст., остальное N2): жи­
вотные дышали газовой смесью в течение 20 мин 
в день таким образом, чтобы р 0 2 сохранялось в 
пределах 90 мм рт. ст. Группа ПГ (пермиссивная 
гиперкапния: рО2=150 мм рт. ст., рСО2=50 мм рт. 
ст., остальное N2): животные также дышали газо­
вой смесью в течение 20 мин в день, но р 0 2 со­
хранялось в пределах 150 мм рт. ст., а рС02 —  
50 мм рт. ст. Группа ГГ (гиперкапническая гипо­
ксия: рО2=90 мм рт. ст., рСО2=50 мм рт. ст., ос­
тальное 1М2): животные также дышали газовой 
смесью в течение 20 мин в день, но р02 сохраня­
лось в пределах 90 мм рт. ст., а рС02 — • 50 мм 
рт. ст. Группа К (контроль для воздействия ги- 
поксии/гиперкапнии, группа сравнения: рО2=150 
мм рт. ст., рС02=1 мм рт. ст., остальное N2): жи­
вотные подвергались тем же манипуляциям, что 
и крысы опытных групп, за исключением воз­
действия гипоксии и/или гиперкапнии. Животные 
всех групп прошли 15-кратный курс респиратор­
ных воздействий.

На следующие сутки после завершения кур­
са воздействий у животных под наркозом (смесь 
75 мг кетамина и 10 мг ксилазина на 1 кг массы 
тела внутрибрюшинно) моделировали фокальное 
ишемическое повреждение головного мозга пу­
тем введения в бедренную вену 3% раствора бен­
гальского розового (30 мг/кг массы) и последую­
щего 10-минутного освещения скальпированного 
участка теменной области черепа лазером мощ­
ностью 20 мВт с длиной волны 532 нм [5]. Через 
72 ч животных декапитировали и извлекали го­
ловной мозг. Препараты после гистологической 
подготовки секционировали (толщина среза 10 
мкм) и срезы окрашивали по методу TUNEL (TdT- 
mediated dUTP nick end-labeling) с использованием 
набора “In Situ Direct DNA Fragmentation Assay kit” 
(“Abeam”, ab66108) по стандартному протоколу, 
выбор периинфарктной зоны проводился в соот­
ветствии сданными [14]. Количество TUNEL-по­
зитивных нервных клеток в периинфарктной об­
ласти подсчитывали не менее чем в 5 полях зре­
ния при 400-кратном увеличении на флюорес­
центном микроскопе СХ41 с видеокамерой DP71 
(“Olympus”). Часть срезов (по два из каждой груп­
пы) дополнительно исследовали на конфокальном 
микроскопе FV10i-W (“Olympus”).

Статистический анализ полученных данных 
проводили в программе “Statistica 6.0” с исполь­
зованием непараметрического U критерия Ман­
на— Уитни. Статистически значимыми считали 
различия при р<0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Масса тела до эксперимента, перед операцией и 
после эксперимента у животных всех групп значи­
мо не различалась (данные не представлены). Во 
время проведения операций по моделированию 
фокального ишемического повреждения часть 
животных погибла. По данным вскрытия основ­
ной причиной смерти был отек головного мозга 
и/или отек легких, которые, вероятно, являлись 
осложнением оперативного вмешательства. В 
итоге группы крыс сформировались следующим 
образом: группа К л=10, группа НГ л=12, группа 
ПГ п-9, группа ГГ л=12.

Во всех случаях экспериментального моде­
лирования фокального инсульта формировались 
типичные фотохимические инфаркты с участием 
всех слоев сенсомоторной коры головного моз­
га. На всех срезах в области ишемического по­
вреждения различались фиброзные изменения 
и микрососуды с наличием тромбов, что харак­
терно для фотохимического тромбоза [8]. Отме- 
чешись различия морфологических изменений в 
периинфарктной зоне между опытными группа­
ми и группой сравнения: у крыс, подвергнутых со­
четанному воздействию гиперкапнии и гипоксии, 
в отличие от контроля, отчетливо удавалось диф­
ференцировать архитектонику двигательных ней­
ронов, сформированное ядро и цитоплазму с от­
ростками. Это позволяет заключить, что в этой 
группе последствия ишемического повреждения 
в нервной ткани были минимальными.

Значимых различий в общем количестве кле­
ток для каждого препарата при сравнении групп
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Рис. 1. Количество TUNEL-позитивных нервных кле­
ток в периинфарктной области головного мозга крыс с 
фокальным ишемическим инсультом (в % к общему 
числу нервных клеток).
**р<0.01 по сравнению с контролем: ++/?<0.01 по сравне­
нию с группой НГ; °р<0.05 по сравнению с группой ПГ.
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не наблюдалось. Во всех опытных группах отме­
чалось уменьшение количества TUNEL-позитив- 
ных нервных клеток в периинфарктной области 
головного мозга (рис. 1).

В группе ГГ (рис. 2) число клеток, содержащих 
участки фрагментации ДНК, было минимальным: 
по отношению к группе сравнения (рис. 3) было 
меньше в 10 раз, а по отношению к группам НГ 
и ПГ —  в 3.5 и 4 раза соответственно. Изолиро­
ванное воздействие гипоксии в 3 раза уменьша­
ло количество клеток, вступающих в фазу апо­
птоза, по сравнению с контролем, а воздействие 
пермиссивной гиперкапнии снизило этот показа­

тель в 2.4 раза. При этом разницы в содержании 
TUNEL-положительных клеток между группами 
НГ и ПГ не отмечалось.

Уменьшение числа TUNEL-позитивных флюо­
ресцентных меток в ткани головного мозга у крыс 
опытных групп при воздействии гипоксии/гипер- 
капнии .свидетельствует о том, что фрагмента­
ция ядерной ДНК присутствует у них в меньшем 
количестве нервных клеток, что напрямую отра­
жает угнетение апоптоза [7]. Этот процесс яв­
ляется следствием гипоксического и гиперкап­
нического воздействия, имеет большое значение 
в механизме нейропротекции и проявляется, в

Рис. 2. Периинфарктная зона коры головного мозга у крысы группы ГГ.
a — канал с TUNEL-позитивными (FITC-позитивными) клетками, б — наложение каналов с TUNEL-позитивными 
клетками и окраски ядер РІ. Конфокальная микроскопия, х900.

Рис. 3. Периинфарктная зона коры головного мозга у крысы группы сравнения.
a — канал с TUNEL-позитивными (FITC-позитивными) клетками, б — наложение каналов с TUNEL-позитивными 
клетками и окраски ядер РІ. Конфокальная микроскопия, х900.



частности, снижением гибели нейронов в пери­
инфарктной зоне [3].

Доказано, что одним из важнейших механиз­
мов увеличения толерантности головного мозга к 
ишемии после гипоксического прекондициониро­
вания является ингибирование апоптоза [4,6,13]. 
Было показано, что пермиссивная гиперкапния 
вызывает эффект посткондиционирования и ин­
гибирует апоптоз во время ишемически-репер- 
фузионного повреждения головного мозга глав­
ным образом за счет угнетения активности кас­
пазы-3, блокирования проапоптозного белка Вах 
и стимуляции антиапоптозных белков семейства 
ЬсІ-2 [10,14].

Таким образом, можно утверждать, что при 
экспериментальной фокальной ишемии головно­
го мозга максимальный нейропротективный эф­
фект при сочетанном воздействии гипоксии и 
гиперкапнии по сравнению с их изолированным 
воздействием обусловлен процессом ингибиро­
вания апоптоза в периинфарктной зоне.
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