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in control; however, by the end of the third week, i.e. by the 
beginning of juvenile age, it decreased and was significantly 
lower than the control value.
Сonclusions. In the respiratory portions of the solitary nucleus 

in control rats, a gradual decrease in GAT1 expression occurs 
in the first three weeks of postnatal development. Deficiency 
of serotonin in the prenatal period leads to impaired expres-
sion of the GAT1 transporter in the early postnatal period. The 
revealed deviations can lead to a change in the transmission 
of GABA, which, in turn, can cause an imbalance of inhibitory 

and excitatory effects in the respiratory center in the early post-
natal period and, as a result, to be a basis for the development 
of respiratory dysfunctions at early age.

Key words: solitary nucleus, serotonin, GAT-1 GABA trans-
porter, early postnatal period
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Вве д е н и е. Известно, что после острой ише-
мии запускаются механизмы повреждения нерв-
ной ткани путем некроза и апоптоза, а также 
нейропластичность [2, 12, 13]. Необратимые 
повреждения нейронов при острой ишемии ини-
циируются через активацию c-Jun N-terminal 
kinase (JNK). Затем следует апоптоз или вторич-
ный (отдаленный) некроз [10]. При этом актив-
ную роль играет каспаза-3, которая обладает 
как про-, так и антиапоптотическим свойством 
[5, 6]. Нейропротекторная и нейропластическая 

функции каспазы-3 могут быть активированы 
Ca2+-зависимым путем, но точные механизмы 
пока неизвестны [7–9]. Вероятно, апоптотиче-
ские протеиназы имеют функции, непосредствен-
но связанные с нейропластичностью. Каспазе-3 
присуща плейотропия или мультимодальность, 
что реализуется в вовлечении этого фермен-
та во множество различных прямо противопо-
ложных функций. При развитии церебральной 
патологии этот фермент опосредует как гибель 
нервных клеток, так и компенсаторные процессы, 
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необходимые для выживания нейронов и нор-
мального функционирования мозга в целом [7, 8]. 
Морфологических исследований нервной ткани 
в этом направлении мало.

Ключевыми структурами, связанными  
с ак тивацией механизмов нейропластичности, 
являются межнейронные синапсы и нервные 
от ростки [3, 4]. Современные методы иммуно гис-
тохимии позволяют выявить эти структуры даже 
на светооптическом уровне, например, с помощью 
верификации синаптофизина (терминали — пре-
синаптическая зона) и МАР-2 (дендриты — пост-
синаптическая зона) [1, 4]. Ранее мы продемон-
стрировали ультраструктурные и иммуногисто-
химические признаки вероятной связи каспазы-3 
и синаптической пластичности в гиппокампе 
белых крыс, перенесших ООСА [1]. Данных 
о подобном исследовании коры головного мозга 
крыс в литературе мы не нашли.

Целью настоящего исследования явилось 
иммуногистохимическое изучение сенсомотор-
ной коры (СМК) головного мозга белых крыс 
в контроле и после 20-минутной ООСА для выяв-
ления связи нейропластичности и активности 
каспазы-3, как одного из ключевых ферментов 
апоптоза.

Мат е р и а л  и  м е т о ды. Эксперименты проводили 
в соответствии с «Правилами проведения работ с использо-
ванием экспериментальных животных» (приложение к при-
казу Министерства здравоохранения СССР от 12.08.1977 г. 
№ 755) и с рекомендациями Международного комитета 
по науке о лабораторных животных, поддержанных ВОЗ, 
директивой Европейского Парламента № 2010/63/EU 
от 22.09.2010 г. «О защите животных, используемых для 
научных целей». На проведение исследования было получе-
но разрешение этического комитета ФГБОУ ВО «Омский 
государственный медицинский университет» (протокол № 83 
от 14 октября 2016 г).
Работа выполнена на 30 самцах белых крыс Wistar массой 

180–200 г, которых содержали в конвенциональном виварии. 
Животных выводили из эксперимента путем декапитации.

20-минутную ООСА (2-сосудистая модель неполной гло-
бальной ишемии без гипотонии) воспроизводили на фоне пре-
медикации (сульфат атропина 0,1 мг/кг подкожно) и общей 
анестезии (Zoletil 100 10 мг/кг). Взятие материала проводили 
через 1 (n=5), 3 (n=5), 7 (n=5), 14 (n=5) и 30 (n=5) сут после 
ООСА. Группой сравнения служили ложнооперированные 
(без окклюзии артерий) животные того же возраста через 
3 сут после ложной операции (n=5). Головной мозг фикси-
ровали перфузией 4 % раствора параформальдегида на 0,1М 
фосфатном буфере (рН 7,4) через восходящую часть дуги 
аорты. Серийные фронтальные срезы (толщина 4 мкм) сенсо-
моторной коры [11] окрашивали гематоксилином — эозином.
Для иммуногистохимического исследования использовали 

моноклональные мышиные антитела к Caspase-3 (CPP32 — 
активная форма; код NCL-CPP32, клон JHM62), bcl-2 (код 
PA0117, клон 3.1), р38 (код ORG-8848, клон 27G12), p53 
(код PA0057, клон DO-7) (Лейка Биосистемс Ньюкасл Лтд, 
Соединенное Королевство) и поликлональные кроличьи 
антитела к MAP2 (ab32454) (Abcam, США).

После реакции с первичными антителами срезы последова-
тельно инкубировали с вторичными антителами, затем с хро-
могеном DAB (3,3’-диаминобензидин), докрашивали гема-
токсилином и заключали в полистирол. На микроскопе Leica 
DM 1000 делали цифровые микрофотографии (по 80 полей 
зрения с каждого срока), изображение сохраняли в файлах 
с расширением tiff (2592×1944 пикселей). Для достижения 
максимальной контрастности и четкости мелких отростков 
нейронов в Photoshop CC проводили коррекцию изображе-
ния с помощью фильтра Camera Raw (контрастность, баланс 
белого, четкость). Дальнейшее морфометрическое исследо-
вание осуществляли на масках 8-битовых черно-белых изо-
бражений (об. 40) с использованием программы Image J 1.52. 
Определяли общую численную плотность нейронов, относи-
тельную площадь р38- и каспаза-3-позитивного материала. 
Проверку статистических гипотез осуществляли непарамет-
рическими критериями Манна—Уитни, ANOVA (однофак-
торный дисперсионный анализ) Краскела—Уоллиса (StatSoft 
Statistica 8.0). Результаты представлены как медиана (нижний 
и верхний квартили). В ходе проведения статистического ана-
лиза нулевая гипотеза отвергалась при p≤0,05.

Ре з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я. Гистопато-
логические изменения в СМК через 1 сут после 
ООСА показали, что патогномоничным и домини-
рующим маркером последствий ишемии—репер-
фузии является появление нейронов с ишеми-
ческим повреждением (тёмноокрашенных кле-
ток с гиперхроматозом ядер), находящихся на раз-
ных стадиях патологического процесса (несмор-
щенные и пикноморфные без и с гомогенизацией 
хроматина), которые длительно сохраняются 
в постишемическом периоде (рис. 1, а, б).

Содержание нормохромных нейронов (их чис-
ленная плотность) через 3 сут после ООСА стати-
стически значимо уменьшалось в слое III в 1,6–7,9 
раза, а в слое V — в 2,8–3,9 раза (p<0,05). 
В отдаленном периоде (на 30-е сутки) отмеча-
лись небольшие скопления темных сморщенных 
нейронов. Это свидетельствует о том, что после 
20-минутной ООСА бóльшая часть гиперхромных 
ишемических нейронов не подвергаются необ-
ратимой деструкции и фагоцитозу, а сохраняют-
ся в течение всего периода наблюдения. Через 
30 сут в слое III дефицит общей численной 
плотности нейронов составил 21,5 %, а в слое 
V — 19,0 %. Сохранившиеся нормохромные ней-
роны имели гипертрофированные тела. Вероятно, 
именно за счет подобных нейронов осуществляет-
ся реорганизация нейронных сетей в СМК.

По данным иммуногистохимического иссле-
дования, после ООСА белки регуляции апоп-
тоза (р53, bcl-2) выявляются в единичных ней-
ронах СМК. Каспаза-3 имеет высокую актив-
ность только в аксонах и синаптических тер-
миналях, а в перикарионах не выявляется. Мы 
полагаем, что при 20-минутной ООСА апоптоз 
не имеет существенного значения для элиминации 
поврежденных нейронов. Каспазу-3 в данном слу-
чае целесообразно рассматривать в аспекте ее 
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плейотропии и участия в механизмах нейроплас-
тичности.

Исследование также показало, что локали-
зация каспазы-3 в СМК соответствует таковой 
р38 — в стратегических зонах реализации меха-
низмов синаптической пластичности (термина-
ли аксошипиковых, аксодендритических и аксо-
соматических синапсов). Подобная локализация 
наблюдается в течение всего периода наблюдения, 
изменяется только плотность распределения мар-
кера каспазы-3 и р38 между дендритами (МАР-2) 
(рис. 2, а–в; 3, а–г).

Математическая обработка полученных дан-
ных показала, что в постишемическом перио-
де происходит статистически значимое (ANOVA 
Краскела—Уоллиса, p<0,05) изменение отно-
сительной площади (ОП) отростков нейронов 
(MAP-2-позитивные структуры) в поле зрения. 
Установлено, что в молекулярном слое СМК 
у животных контрольной группы ОП отрост-
ков в нейропиле составляет 28,6 (24,4–32,5) %. 
У животных основной группы ОП сначала 
(1–3 сут) снижается до 21,1 (13,5–23,2) %, затем 
к 7-м суткам восстанавливается до уровня контро-
ля — 25,6 (21,5–29,9) %, а в отдаленном периоде 
(14 и 30 сут) превышает контрольное значение — 
34,8 (28,5–36,3) и 39,7 (31,4–46,2) % (крите-
рий Манна—Уитни, p<0,05). Это свидетельствует 
о небольшом, но значимом изменении содержания 
белка MAP-2, связанном с цитоскелетом нейро-
нов, в ответ на ООСА. Уменьшение содержания 
этого белка через 1 и 3 сут, вероятно, обусловлено 
деструкцией цитоскелета. Увеличение содержа-
ния MAP-2 в отдаленном периоде можно рассмат-
ривать как одно из проявлений нейропластич-
ности — компенсаторной реорганизации отрост-
ков сохранившихся нейронов путем гипертрофии 
(утолщение, удлинение, разветвление).

На фоне постишемической реорганиза-
ции денд ритов и аксонов в СМК происходит 
измене ние ОП меток р38 и каспазы-3 (табли-
ца). В остром периоде (1 и 3 сут) ОП меток р38 
и каспазы-3 снижается, вероятно, в результате 
разрушения  синаптических терминалей. Затем, 
на 7-е сутки этот показатель для р38 восстанавли-
вается до конт рольного уровня, а для каспазы-3 — 
статистически значимо превышает контрольное 
значение. В отдаленном периоде (14 и 30 сут) ОП 
каспазы-3 превышает как контрольное значение, 
так и ОП р38 (см. таблицу).

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х. 
Таким образом, компенсаторная реорганизация 
отростков нейронов (MAP-2) и синапсов (p38) 
через 7, 14 и 30 сут после ООСА происходит 
на фоне высокого содержания каспазы-3 в аксон-
ных терминалях. В норме относительная пло-

щадь меток каспазы-3 в СМК статистически 
значимо не отличается от таковой р38.

Рис. 1.  Микрофотографии сенсомоторной коры головно-
го мозга белых крыс через 1 сут после ООСА.

а — обзорное поле зрения всех слоев; б — темный нейрон 
(стрелка). Окраска гематоксилином — эозином. Ув.: а — 10; 
б — 100

а

б
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Использованные нами моноклональные  
мышиные антитела (CPP32) выявляют активную 
форму caspase-3 — члена семейства аспартат-
специфических цистеиновых протеаз, одного 
из основных медиаторов клеточного апоптоза. Ее 
активация происходит на ранних стадиях апоптоза 
путем самопротеолиза и/или за счет воздействия 
других протеаз. Однако в последнее время каспа-
за-3 рассматривается не только как ключевой 
фермент конечной стадии апоптоза, но и как важ-
ный химический компонент нейропластичности 
[5, 7, 8]. Кроме того, локализация неапоптоти-
ческой формы этой протеазы совпадает с места-
ми максимального проявления процессов нейро-
пластичности — аксонами и синаптическими тер-
миналями [1, 5, 6].

Наиболее подходящей моделью острой ише-
мии для проверки этого положения является 
20-минутная окклюзия общих сонных артерий, 

после которой, как правило, возникают умерен-
ные диффузные изменения нервной ткани без 
очагов некроза [2–4]. С помощью иммуногисто-
химии нам не удалось показать активацию бел-
ков р53 и bcl-2. Кроме того, каспаза-3 в норме 
и после ООСА была выявлена только в аксонах 
и синаптических терминалях, а в телах нейро-
нов этот белок отсутствовал. Наличие артефак-
тов окраски нервной ткани в нашем исследова-
нии исключается в силу высокой специфично-
сти меток (окраска только терминалей и аксонов). 
Все это свидетельствует об отсутствии иммуно-
гистохимических проявлений апоптоза в телах 
нейронов. При этом в постишемическом перио-
де количество синаптофизина восстанавливается 
на фоне высокого относительно контроля содер-
жания каспазы-3 в синаптических терминалях, 
т. е., по нашим данным, для нейронов СМК при 
использованной модели ООСА весьма вероят-

Рис. 2.  Микрофотографии сенсомоторной коры головного мозга белых крыс через 1 сут после ООСА.

а — локализация MAP-2 в цитоскелете тел и отростков нейронов (слой V); б — локализация р38 в синаптических терминалях на телах 
нейронов (белая стрелка) и в окружающем нейропиле (черные стрелки); в — локализация каспазы-3 в синаптических терминалях 
на телах нейронов (белая стрелка) и в окружающем нейропиле (черные стрелки). Иммуногистохимическая реакция на MAP-2 (а), р38 
(б), каспазу-3 (в) (хромоген DAB). Ув. 100

а б в

Относительная площадь (%) меток синаптофизина и каспазы-3 в сенсомоторной коре белых крыс 
в норме и после окклюзии общих сонных артерий, Me (Ql—Qu)

Группы
Белки

Синаптофизин Каспаза-3

Ложнооперированные, n=5 19,1 (13,9–25,2) 22,8 (17,5–24,0)

1 и 3 сут, n=10 11,4 (7,4–16,6) 1)* 12,6 (10,5–15,5) 1)*, 2)*

7 сут, n=5 18,9 (13,7–25,0) 2)* 31,1 (23,3–34,4) 1)* , 2)* , 3)*

14 сут, n=5 16,8 (11,9–22,7) 35,2 (26,5–37,3) 1)* , 3)*

30 сут, n=5 21,2 (15,7–27,5) 30,9 (20,7–43,6) 1)* , 3)*

1)* Различия статистически значимы по cравнению с контролем, 2)* с предыдущим сроком и 3)* между белками при p≤0,05 (критерий Манна—
Уитни).
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но проявление неапоптотических (плейотропных) 
нейропротекторных и нейропластических эффек-
тов каспазы-3 без каких-либо признаков ее акти-
вации в перикарионе, что необходимо для завер-
шения конечной стадии апоптоза.

З а к лю ч е н и е. Многообразие функций 
каспазы-3 широко обсуждается [5, 6], но абсолют-
ное подтверждение ее участия в нейропластично-
сти требует дальнейших молекулярных исследо-
ваний лигандов этого фермента.

Данная работа выполнена при поддержке Фонда  
со действия инновациям по программе «УМНИК» 
№ 14 от 15.12.2017 г. и внутреннего гранта ФГБОУ 

ВО «Омского государственного медицинского университета» 
№ 574 от 24.11.2017 г.

Вклад авторов:

Кон цепция и дизайн исследования: Д. Б. А., С. С. С., 
А. В. Г., В. А. А., А. Ю. Ш.

Сбо р и обработка материала: Д. Б. А., С. С. С., А. В. Г., 
В. А. А., А. Ю. Ш.

Ста тистическая обработка данных: Д. Б. А., С. С. С., 
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Рис. 3.  Микрофотографии сенсомоторной коры головного мозга белых крыс через 30 сут после ООСА.

а — локализация MAP-2 в нейропиле молекулярного слоя; б — локализация MAP-2 в телах и дендритах нейронов слоя III; 
в — локализация р38 в синаптических терминалях на телах нейронов и в нейропиле; г — локализация и высокая плотность каспа-
зы-3 в синаптических терминалях на телах нейронов и в окружающем нейропиле. Иммуногистохимическая реакция на MAP-2 (а, б), 
р38 (в), каспазу-3 (г) (хромоген DAB). Ув. 100

а

в

б

г
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IMMUNOHISTOCHEMICAL DEMONSTRATION 
OF APOPTOSIS AND NEUROPLASTICITY 
IN THE CEREBRAL CORTEX OF ALBINO 
RAT AFTER OCCLUSION OF THE COMMON 
CAROTID ARTERIES

D. B. Avdeev, S. S. Stepanov, A. V. Gorbunova, 
V. A. Akulinin, A. Yu. Shoronova

Objective — to study the activity of the apoptotic proteins 
(bcl-2, p53, caspase-3) and neuroplasticity (p38, MAP-2) of the 
sensorimotor cortex (SMC) of the brain of intact albino rats, and 
at different times after a 20-minute occlusion of common carotid 
arteries (CCAO).

Material and methods. Light microscopy (staining with hema-
toxylin and eosin), immunohistochemistry and morphometry 
were applied. Material for the study: control group (sham-
operated animals, n=5), main group (animals 1, 3, 7, 14, 30 days 
after the CCAO, n=25).

Results. It was demonstrated that after CCAO, when an 
irreversible destruction of part of SMC neurons occurred (layer 
III — 21,5 %, V — 19,0 %), the processes (MAP-2) and synapses 
(p38) of the surviving neurons were reorganized. The relative 
labelling ratio of antibodies to p38 and caspase-3 localized 
in synaptic terminals was first reduced (on the 1st and 3rd day), 
and then restored (on the 7th day). In the dynamics of the, The 
most pronounced changes in caspase-3 during the postischemic 
period were observed after 7, 14, and 30 days, when its content 
exceeded the content of p38.

Discussion. Post-ischemic compensatory reorganization of the 
neuron communication system (processes, synapses) is associ-
ated with a high content of caspase-3 in axons. No manifesta-
tions of apoptosis (activation of caspase-3 in the pericarion) 
were detected.

Conclusions. Caspase-3 must be considered in terms of its 
pleiotropy, participation in adaptation and recovery processes — 
neuroplasticity.

Key words: acute ischemia, neocortex, caspase-3, p53, bcl-2, 
p38, MAP-2
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