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Во избежание получения искаженных результатов на этапе доклинического изучения но-
вых фармацевтических субстанций и терапевтических стратегий необходимо учитывать
особенности и возможное влияние возраста животного и примененного наркоза на исход
эксперимента. Мы исследовали влияние хлоралгидрата на морфологические особенности
нейронов и реакцию микроглии неокортекса и функциональное состояние старых самцов
крыс Вистар (24 мес.). Различия оценивали у контрольных крыс и в группе с применением
хлоралгидрата в дозе, необходимой для достижения наркоза (400 мг/кг веса животного),
спустя 48 ч после его введения. После применения хлоралгидрата выжившие животные
(летальность 37.5%) демонстрировали достоверное нарастание признаков неврологиче-
ского дефицита в виде двигательных и поведенческих нарушений по сравнению с крысами
контрольной группы. В лобно-теменной области неокортекса выживших животных уро-
вень экспрессии белка Iba-1 был достоверно выше, чем в контроле, отмечались нейроны и
микроглиоциты с выраженными морфологическими изменениями, хотя их число досто-
верно не отличалось от такового в контрольной группе. Полученные результаты позволяют
предположить, что неблагоприятный эффект в ранний период после анестезии хлоралгид-
ратом у старых крыс, проявляющийся в виде ухудшения функционального состояния и ле-
тальности, может реализовываться за счет активации микроглии лобно-теменной области
неокортекса. Вопрос в том, в какой степени активация микроглии в конкретных структу-
рах мозга ассоциирована с формированием неврологических нарушений, нуждается в
дальнейшем изучении. Полученные результаты необходимо учитывать при фундаменталь-
ных и доклинических исследованиях, в которых в качестве объекта исследования участву-
ют старые крысы и хлоралгидрат используется в качестве анестетика.
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ВВЕДЕНИЕ
Острое нарушение мозгового кровообра-

щения (ОНМК) у взрослого населения раз-
личных возрастных групп является ведущей
причиной инвалидизации и смертности во
всем мире (Donkor, 2018). Успешность внед-
рения новых способов нейропротекции, ос-
нованных на фармакологических и нефарма-
кологических подходах, для профилактики
ОНМК и ограничения степени ишемически-
реперфузионного повреждения головного

мозга обусловлена рядом факторов, в том
числе качеством проведения поисковых фун-
даментальных и доклинических исследований
с участием животных. При экстраполяции ре-
зультатов экспериментальных исследований в
клиническую практику необходимо учитывать
не только границы “терапевтического окна”,
дозировку препарата, комбинирование тром-
болитической и нейропротективной тера-
пии, сопутствующую патологию, но и анато-
мо-физиологические особенности различ-
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ных возрастных периодов и их соответствие у
модельных животных и человека. Кроме то-
го, существенное влияние на результаты экс-
перимента может оказывать примененный
наркоз, поскольку моделирование ишемиче-
ского повреждения головного мозга у живот-
ных осуществляется преимущественно по-
средством хирургических манипуляций.

Применение общей анестезии в экспери-
ментальных исследованиях у грызунов раз-
личного возраста сопровождается разнона-
правленными эффектами на структурную пе-
рестройку отдельных областей головного
мозга и поведенческие реакции (Юкина и др.
2017; Bianchi et al., 2008; Stratmann et al., 2010;
Callaway et al., 2012; Wu et al., 2019; Shcherbak
et al., 2021). Во многом противоречивость по-
лученных результатов может объясняться,
во-первых, использованной дозой, механиз-
мом действия и видом анестетика, во-вторых,
возрастом животных, участвующих в экспе-
рименте, в-третьих, анализируемой областью
головного мозга и критериями оценки функ-
ционального состояния животного, а также
самим модельным хирургическим вмеша-
тельством.

Точных временных дат в определении на-
чала физиологического старения организма и
наступления старости не существует. Соглас-
но свободно-радикальной теории старения
существует корреляция между максимальной
продолжительностью жизни вида и скоро-
стью метаболизма индивидуума, при этом
картина старения мало чем отличается у раз-
личных видов, существенно отличающихся
по максимальной продолжительности жизни
(Сусликов и др., 2013). Поэтому проведение
экспериментов на старых животных с после-
дующей экстраполяцией результатов в кли-
ническую практику является оправданным.
Несмотря на существующие исследования
когнитивной дисфункции, которая очень ча-
сто сопровождает ранний и отдаленный по-
слеоперационные периоды и носит стойкий
характер у пациентов пожилого и старческого
возраста, механизмы ее формирования оста-
ются малоизученными. Предполагается, что
в основе когнитивных нарушений, как наи-
более значимой проблемы пациентов пожи-
лого возраста, находится нейровоспаление.
Кроме того, исследователи придерживаются
мнения о том, что именно нейровоспаление
находится в основе развития когнитивной
дисфункции после применения общих ане-
стетиков, что, в свою очередь, отягощает по-

стоперационную когнитивную дисфункцию
у пожилых пациентов (Moller et al., 1998).

На протяжении продолжительного време-
ни и достаточно широко в эксперименте на
лабораторных грызунах в качестве наркоза
используют хлоралгидрат (Vachon et al.,
2000). При этом необходимо учитывать, что
хлоралгидрат, как и другие анестетики, мо-
жет обладать эффектом прекондиционирую-
щего агента (Liu et al., 2015). Следует отме-
тить, что при проведении экспериментов с воз-
растными животными нельзя игнорировать
особенности метаболизма любого анестетика,
поскольку в процессе старения происходит ряд
существенных изменений в структуре и функ-
циях печени, поджелудочной железы и почек,
которые ответственны за метаболизм и выве-
дение лекарственных препаратов. Сегодня
влияние хлоралгидрата на морфологическую
перестройку гиппокампа изучено достаточно
хорошо (Щербак и др., 2019; Shcherbak et al.,
2021), при этом другие области, в частности
неокортекс у возрастных и старых лаборатор-
ных грызунов, остаются незаслуженно неизу-
ченными, что не позволяет расширить пред-
ставления о механизмах формирования ко-
гнитивных нарушений у пожилых пациентов
с преимущественным поражением лобных или
лобно-височных долей мозга. В настоящем ис-
следовании мы изучили влияние хлоралгидрата
на функциональное состояние и морфологиче-
ские изменения нейронов и микроглии не-
окортекса у старых самцов крыс. Были прове-
дены эксперименты с участием животных ли-
нии Вистар в возрасте 24 мес. Обнаружено,
что применение хлоралгидрата в дозе, необ-
ходимой для достижения наркоза, приводит
к активации микроглии неокортекса и ухуд-
шению функционального состояния. Полу-
ченные данные согласуются с результатами,
полученными нами ранее для областей гиппо-
кампа старых крыс (Щербак и др., 2019, 2022;
Shcherbak et al., 2021), и позволяют предполо-
жить, что в основе механизмов ухудшения
функционального состояния и наличия леталь-
ности животных после применения хлоралгид-
рата может находиться процесс активации
микроглии различных областей головного
мозга. При этом определение структуры мозга,
активация микроглии в которой в большей ме-
ре ответственна за формирование неврологи-
ческих нарушений, – процесс довольно слож-
ный и нуждается в дальнейшем изучении.
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МЕТОДИКА
Экспериментальные животные. Работа

проведена на старых (24 мес.) самцах крыс
Вистар (N = 8 – экспериментальная группа
“ChH” и N = 8 – экспериментальная группа
“CONTROL”). Животные перед началом экс-
перимента были осмотрены на предмет от-
сутствия подкожного опухолевого роста или
воспалительных процессов. Все эксперимен-
ты выполняли в соответствии с принципами
Европейской конвенции, Страсбург, 1986 г.,
и Хельсинкской декларации Всемирной ме-
дицинской ассоциации о гуманном обраще-
нии с животными, 1996 г., и с требованиями
документа: Постановление Главного госу-
дарственного санитарного врача Российской
Федерации от 29.08.2014 № 51 “Санитарно-
эпидемиологические требования к устрой-
ству, оборудованию и содержанию экспери-
ментально-биологических клиник (вивари-
ев)”, и были одобрены Биоэтической комис-
сией (протокол № 18–5, 2018 г.).

Дизайн исследования. Животным группы
“ChH” вводили внутрибрюшинно хлорал-
гидрат (Sigma-Aldrich, США) в дозе, необхо-
димой для достижения наркоза (400 мг/кг ве-
са животного), разведенный в 0.9%-м раство-
ре натрия хлорида (ОАО НПК “ЭСКОМ”,
Россия) из расчета 10 мл/кг веса животного.
Животным группы “CONTROL” внутрибрю-
шинно вводили 0.9%-й раствор натрия хло-
рида в объеме 10 мл/кг веса животного. Спу-
стя 48 ч оценивали летальность, функциональ-
ное состояние животных, далее животных
повторно наркотизировали, декапитировали,
извлекали головной мозг и фиксировали его в
цинк-этанол-формальдегиде не менее 24 ч.

Летальность оценивали как отношение ко-
личества невыживших животных к общему
числу животных в группе.

Оценка функционального состояния. Изме-
нение неврологических функций оценивали
по шкале от 0 до 18 (нормальный балл – 0;
максимальный дефицит – 18) оценки тяже-
сти неврологических нарушений mNSS
(Modified Neurological Severity Score) для
крыс (табл. 1, Chen et al., 2001). Тяжесть рас-
стройства в 1 балл присуждается при невоз-
можности выполнения теста или за отсут-
ствие тестируемого рефлекса; таким образом,
чем выше балл, тем тяжелее состояние. Нали-
чие функциональных расстройств, соответ-
ствующих 13–18 баллам, расценивается как
выраженное повреждение; 7–12 баллов – по-

вреждение средней тяжести; 1–6 – легкое по-
вреждение (Chen et al., 2001).

Гистологическое исследование головного
мозга. Для морфологического анализа не-
окортекса фронтальные сегменты головного
мозга, приготовленные с использованием
матрицы для мелких грызунов (WPI, США)
обезвоживали и заливали в парафиновые
блоки по стандартной гистологической мето-
дике. Далее с использованием микротома
(Accu-Cut SRT 200, Sakura, Япония) готовили
серийные срезы толщиной 5 мкм, соответ-
ствующие –3.0 ± 0.4 мм относительно брегмы
(Paxinos, Watson 1998). Делали пять или шесть
срезов на исследуемую область мозга для
каждого животного. Для обзорного анализа
гистологические препараты окрашивали ге-
матоксилином Майера и эозином (“Био-
Витрум”, Россия), для выявления в нейронах
субстанций Ниссля применяли крезиловый
фиолетовый (“БиоВитрум”, Россия).

Иммуногистохимический метод, который
был подробно описан ранее, использовали
для выявления микроглии (Щербак и др.,
2020). Вкратце. Первичные поликлональные
козьи антитела к антигену Iba-1 (1 : 2000,
ab107159; AbCam, Великобритания) исполь-
зовали в качестве маркера микроглиоцитов.
Для связывания первичных антител приме-
няли набор реагентов R.T.U. VECTASTAIN
Universal Quick Kit Catalog № РК-7800 (USA).
Визуализацию продукта реакции проводили
при помощи хромогена DAB+ (Diagnostic
BioSystems, Netherlands). Препараты докра-
шивали гематоксилином Джилла (Bio-Optica,
Италия).

Для получения сопоставимых результатов
от всех животных образцы обрабатывали па-
раллельно и в одинаковых условиях.

Анализ гистологических препаратов. При
помощи световой микроскопии и программ-
ного обеспечения ImageScope M (компания
СМА (“Системы для Микроскопии и Анали-
за”), Москва, Россия) анализировали лобно-
теменную область неокортекса обоих полу-
шарий головного мозга (рис. 1). На срезе го-
ловного мозга от каждого животного в полях
зрения (0.32 × 0.24 мм) подсчитывали коли-
чество морфологически неизмененных ней-
ронов и Iba-1-позитивных ядросодержащих
микроглиоцитов в анализируемой области
неокортекса. Учитывали только те нейроны,
в срезе которых отмечалось одно или более
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ядрышек. Полученный показатель пересчи-
тывали на 1 мм2 коры головного мозга.

Анализ экспрессии белка Iba-1 в микро-
глиоцитах проводили на основании измере-
ния оптической плотности продукта реак-
ции, которую осуществляли на морфометри-
ческой установке, состоящей из светового
микроскопа Axio Scope A1 (Carl Zeiss, Герма-
ния), цифровой камеры Baumer CX05e (Bau-
mer Optronic, Германия), компьютера IBM
PC c программным обеспечением “Видео-
ТесТ-Морфология” (ВидеоТест, Россия). Ре-
зультаты анализа выражали в относительных
единицах (отн. ед.) оптической плотности. В

анализируемой области неокортекса прово-
дили измерение оптической плотности про-
дукта иммуногистохимической реакции в
цитоплазме всех ядросодержащих микро-
глиоцитов. При каждом измерении вычита-
ли оптическую плотность фона (Shcherbak
et al., 2021).

Статистический анализ результатов про-
водили с помощью пакета программ “SPSS”
(версия 26.0; США). Все массивы данных бы-
ли проверены на нормальность с помощью
критерия Колмогорова–Смирнова. Сравне-
ние количества неизмененных нейронов,
микроглиоцитов и уровня иммунореактив-

Таблица 1. Шкала оценки тяжести неврологических нарушений mNSS (Modified Neurological Severity Score,
Chen et al., 2001)
Table 1. Scale for assessing the severity of neurological disorders mNSS (Modified Neurological Severity Score, Chen
et al., 2001)

Тест Баллы

Двигательные тесты
Поднятие крысы за хвост 3
Сгибание передней конечности 1
Сгибание задней конечности 1
Отклонение головы более чем на 10° относительно вертикальной оси в течение 30 секунд 1
Ходьба крысы на полу (normal = 0; maximum = 3) 3
Обычная ходьба 0
Неспособность идти прямо 1
Хождение по кругу в сторону поражения 2
Падение на паретическую сторону 3
Сенсорные тесты
Тест размещения (зрительный и тактильный тесты) 1
Проприоцептивный тест (придавливание лапы к краю стола) 1
Оценка равновесия Beam тест (normal = 0; maximum = 6) 6

Сохранение равновесия и стабильное положение тела на перекладине (балке) 0
Захватывание края перекладины (балки) 1
Захватывание перекладины (балки) и падение одной паретичной конечности вдоль перекладины (балки) 2
Захватывание перекладины (балки) с одновременным падением двух паретичных конечностей или кру-
жение на перекладине (балке) более 60 секунд

3

Попытка сохранить равновесие на перекладине (балке) более 40 секунд, но падение 4
Попытка сохранить равновесие на перекладине (балке) более 20 секунд, но падение 5
Падение без попытки сохранить равновесие на перекладине (балке) или вращение на перекладине 
(балке) менее 20 секунд

6

Отсутствие рефлексов или патологические движения 4
Ушной рефлекс (встряхивание головы при прикосновении к слуховому проходу) 1
Роговичный рефлекс (моргание глаз при легком прикосновении к роговице ватой) 1
Рефлекс испуга (двигательная реакция на короткий шум от щелчка зажима для бумаги) 1
Судороги, миоклонус, миодистония 1
Максимум баллов 18
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ности к Iba-1 в коре неокортекса между экс-
периментальными группами оценивали с по-
мощью t-критерия Стьюдента с последую-
щим использованием критерия равенства
дисперсий Ливиня. Данные по количеству не-
измененных нейронов, микроглиоцитов и
уровня иммунореактивности к Iba-1 в коре не-
окортекса представлены как среднее значение ±
± стандартная ошибка среднего (M ± SEM).
Различия по сравнению летальности между
группами проводили с использованием точ-
ного критерия Фишера. Результаты функци-
онального состояния животных были оцене-
ны непараметрическим методом с помощью
U-критерия Манна–Уитни и представлены в
виде медианы, минимального и максималь-
ного значений (Me; min, max). Различия учи-
тывали как достоверные при уровне значи-
мости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Все животные до начала эксперимента ха-

рактеризовались наличием прореженного
шерстного покрова и пониженной активно-
стью в клетке, что обусловлено возрастными
регуляторно-метаболическими сдвигами, ко-
торые присущи физиологическому старению
организма.

В группе “CONTROL” через 48 ч после
введения физиологического раствора леталь-
ность составила 12.5% (1 из 8 животных), нев-
рологические функции выживших крыс,
оцененные по шкале mNSS, изменялись от 1
до 2 баллов (Ме 1; min 1, max 2). Спустя 48 ч
после применения хлоралгидрата в дозе, не-
обходимой для достижения анестезии, в
группе “ChH” летальность составила 37.5%
(3 из 8 животных) и достоверно не отличалась
от таковой в группе “CONTROL” (р > 0.05,
точный критерий Фишера). У выживших жи-

Рис. 1. Схематичное изображение фронтального среза головного мозга крысы, относительно брегмы
–3.0 ± 0.4 мм; 1 – неокортекс; 2 – анализируемая область неокортекса (по G. Paxinos, Ch. Watson, 1998).
Fig. 1. Schematic representation of the frontal section of the rat brain, relative to the bregma –3.0 ± 0.4 mm; 1 – the
neocortex; 2 – the analyzed area of the neocortex (according to G. Paxinos, Ch. Watson, 1998).
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вотных группы “ChH” отмечались признаки
неврологических нарушений, оцененные по
шкале mNSS от 2 до 6 (Ме 3; min 2, max 6), ко-
торые были значимо более выражены, чем в
группе “CONTROL” (р < 0.05, критерий Ман-
на–Уитни).

При морфологическом исследовании лобно-
теменной области неокортекса образцов голов-
ного мозга крыс групп “ChH” и “CONTROL”
отмечалось характерное цитоархитектониче-
ское строение с наличием 6 слоев клеток и от-
сутствием четких границ между ними. В изу-
ченной области неокортекса у животных
группы “CONTROL” наблюдались единич-
ные нейроны с морфологическими измене-
ниями в виде гиперхромности, сморщивания
клетки, отсутствия ядра. Выявлялся незначи-

тельный периваскулярный и перицеллюляр-
ный отек (рис. 2 (а)). У животных группы
“ChH” в аналогичной области неокортекса в
левой и правой гемисферах отмечался умерен-
ный периваскулярный и перицеллюлярный
отек, встречалось большее число морфологи-
чески измененных нейронов, наблюдалось
наличие хроматолиза, гиперхроматоза, ка-
риолизиса, при этом выраженных очагов по-
ражения обнаружено не было (рис. 2 (б)). Ко-
личество морфологически неизмененных ней-
ронов в лобно-теменной области неокортекса у
крыс группы “ChH” несколько уменьшалось,
но незначительно при сравнении с аналогич-
ным показателем в группе “CONTROL” (р >
> 0.05, t-критерий Стьюдента; табл. 2).

Рис. 2. Лобно-теменная область неокортекса крысы, 5-й слой. (а) – “CONTROL”. (б) — “ChH”. Обозна-
чения: звездочка — морфологически измененный нейрон, короткая стрелка – перицеллюлярный отек,
длинная стрелка — периваскулярный отек. Окраска гематоксилином и эозином. Ок. ×10, об. ×20.
Fig. 2. Fronto-parietal region of the rat neocortex, layer 5. (a) – “CONTROL”. (б) – “ChH”. Notation: asterisk –
morphologically changed neuron, short arrow – pericellular edema, long arrow – perivascular edema. Stained with
hematoxylin and eosin. Ок. ×10, оb. ×20.

(а) (б)
100 мкм100 мкм100 мкм

**

** **

100 мкм100 мкм100 мкм

Таблица 2. Количество морфологически неизмененных нейронов и Iba-1-позитивных микроглиоцитов в не-
окортексе у старых самцов крыс Вистар до и после анестезии хлоралгидратом (  на 1 мм2 на срезе)
Table 2. The number of morphologically unchanged neurons and Iba-1-positive microgliocytes in the neocortex of old
male Wistar rats before and after anesthesia with chloral hydrate (on 1 mm2 on a section)

Экспериментальная группа
Количество клеток

морфологически неизмененные нейроны Iba-1-позитивные микроглиоциты

CONTROL 322.6 ± 24.2 87.5 ± 9.2
ChH 305.3 ± 25.6 101.9 ± 12.6

XX + S
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При анализе препаратов головного мозга
крыс группы “CONTROL”, на которых им-
муногистохимическим методом были выяв-
лены Iba-1-позитивные клетки микроглии,
во всех слоях неокортекса отмечались типич-
ные клетки со звездчатой формой клеточного
тела и разветвленными отростками (рис. 3 (а)).
Во всех слоях неокортекса крыс группы
“ChH” через 48 ч после применения хлорал-
гидрата большая часть Iba-1-позитивных
клеток микроглии характеризовалась увели-
чением площади клеточного тела, утолщени-
ем отростков и усложнением характера ветвле-
ния, при этом количество клеток по сравнению
с показателем в группе “CONTROL” увеличи-
валось незначительно (р > 0.05, t-критерий
Стьюдента; табл. 2, рис. 3 (б)). Уровень имму-
нореактивности к Iba-1 в структурах неокор-
текса животных группы “CONTROL” соста-
вил 0.33 ± 0.04 отн. ед. Применение хлорал-
гидрата в группе “ChH” приводило через 48 ч
к увеличению уровня иммунореактивности к
Iba-1 в микроглиоцитах неокортекса до
0.40 ± 0.02 отн. ед., что было на 21% выше и
достоверно отличалось от аналогичного пока-
зателя в группе “CONTROL” (р < 0.05, t-крите-
рий Стьюдента).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Данные, полученные в настоящей работе,
свидетельствуют о негативном влиянии хло-
ралгидрата, использованного для анестезии у
24-месячных крыс Вистар. Функциональное
состояние животных оценивали по шкале
mNSS, которая включает в себя двигательные
(состояние мышц и аномальные движения),
сенсорные (визуальные, тактильные и про-
приоцептивные), рефлекторные и балансо-
вые тесты (Chen et al., 2001). В клинической
практике для оценки когнитивного статуса у
пациентов с поражением лобных долей го-
ловного мозга чаще используют тест “Бата-
рея лобной дисфункции” (Frontal Assessment
Batter — FAB), который позволяет выявлять
нарушения мышления, анализа, беглости ре-
чи, динамического праксиса, хватательных
рефлексов (Dubois et al., 2000). В клиниче-
ской практике, а также при оценке функцио-
нальных нарушений в эксперименте, стандарт-
ных или идеальных тестов и шкал не существу-
ет, есть множество различных оценочных
тестов, которые чувствительны к выявлению
нарушений, от глобальных до специфических
(Schaar et al., 2010). Известно, что примене-
ние хлоралгидрата в дозе 300–500 мг/кг для
достижения анестезии у крыс сопровождает-
ся существенным понижением артериально-

Рис. 3. Лобно-теменная область неокортекса крысы, 5-й слой. (а) – “CONTROL”. (б) – “ChH”. Иммуно-
гистохимическая реакция на маркер микроглии белок Iba-1 с подкрашиванием гематоксилином Джилла.
Ок. ×10, об. ×20.
Fig. 3. Fronto-parietal region of the rat neocortex, layer 5. (а) – “CONTROL”. (б) – “ChH”. Immunohistochem-
ical reaction for microglial marker protein Iba-1 stained with Gill’s hematoxylin. Ок. ×10, оb. ×20.
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го давления, при этом степень понижения за-
висит от введенной дозы и возраста животно-
го (Щербак и др., 2019). Следовательно,
потенциальный вклад в летальность и функ-
циональную дисфункцию выживших живот-
ных после анестезии хлоралгидратом в усло-
виях отсутствия модельного хирургического
вмешательства может вносить как токсиче-
ский эффект анестетика на нервную ткань
головного мозга, так и его влияние на сердеч-
но-сосудистую систему с развитием ишеми-
ческого повреждения головного мозга, а так-
же сочетанное действие этих воздействий.

Для морфологической оценки влияния
хлоралгидрата были выбраны такие структу-
ры головного мозга, как соматосенсорная и
моторная кора лобно-теменной области не-
окортекса, которые играют важную роль в
формировании тактильной чувствительности
и моторной функции. Кроме того, эти обла-
сти неокортекса являются широко используе-
мой моделью для изучения патогенеза и поиска
способов нейропротекции при формировании
глобальной ишемии головного мозга у крыс
для последующей экстраполяции получен-
ных результатов в клиническую практику
(Щербак и др., 2020; Farkas et al., 2007). Име-
ющиеся некоторые разногласия по поводу
существования гомологии между областями
префронтальной коры приматов и грызунов
ограничивают использование этой части ко-
ры для изучения нейропротективных воздей-
ствий (Wise, 2008). Ранее в проведенных нами
исследованиях также было показано, что
применение хлоралгидрата у старых крыс не
приводит к существенному дефициту морфо-
логически неизмененных нейронов в пира-
мидном слое СА1, СА2, СА3 и СА4 областей
гиппокампа, однако сопровождается значи-
мым снижением числа ядрышек в нейронах и
уменьшением ширины слоя (Щербак и др.,
2022; Shcherbak et al., 2021). Отсутствие зна-
чимого уменьшения количества морфологи-
чески неповрежденных нейронов в неокор-
тексе, как в области уязвимой к воздействию
ишемией, может объясняться не только незна-
чительным и непродолжительным периодом
снижения АД, не приводящим к повреждаю-
щему действию, но и временным этапом пато-
логического процесса. В представленном ис-
следовании мы анализировали изменение не-
окортекса и функционального состояния крыс
через 48 ч после применения хлоралгидрата.
Выбор временной точки для анализа был обу-
словлен тем, что гибель нейронов развивает-

ся через 48 ч после ишемического поврежде-
ния головного мозга, и это явление известно
как феномен “отсроченной гибели нейро-
нов” (Kirino, 1982). В исследовании на старых
песчанках было показано, что данный про-
цесс у старых особей происходит медленнее,
чем у взрослых (Lee et al., 2010). Можно пред-
положить, что в конечной точке эксперимента
нам не удалось зафиксировать гибель нейро-
нов, что, возможно, обусловлено возрастом
животных. Поэтому в дальнейших исследова-
ниях целесообразно анализировать морфоло-
гические изменения в нескольких временных
точках эксперимента.

Механизмы негативного воздействия ане-
стетиков на клетки нервной ткани сложны,
до конца не изучены и во многом определя-
ются механизмом действия и видом самого
анестетика. В экспериментальных исследо-
ваниях было показано, что анестезия потен-
циально может способствовать развитию ко-
гнитивной дисфункции, влияя на ускорение
текущих нейродегенеративных процессов, ин-
дуцируя апоптоз, способствуя увеличению об-
разования β-амилоидного белка (Dong et al.,
2009; Zhen et al., 2009). В нашем исследова-
нии отсутствие значимой гибели нейронов
неокортекса после анестезии хлоралгидратом
при наличии летальности и неврологической
дисфункции у старых животных может объ-
ясняться гипотезой, согласно которой чув-
ствительность к анестезии обусловлена воз-
растом нейрона, а не возрастом организма
(Hofacer et al., 2013). Так, в исследовании на
новорожденных, молодых и взрослых мышах
было показано, что нейротоксичность ане-
стетиков может распространяться во взрос-
лом возрасте на области мозга с продолжаю-
щимся нейрогенезом, такие как зубчатая из-
вилина и обонятельная луковица (Hofacer et al.,
2013). Нейрогенез неокортекса крысы дости-
гает максимума в середине – конце гестаци-
онного периода и отсутствует во взрослом
возрасте (Bayer et al., 1993). Исходя из этого
можно предположить, что в головном мозге
существует дифференциальная региональ-
ная уязвимость к нейроапоптозу, индуциру-
емому анестетиками. Вероятно, что в про-
цессах формирования неврологических на-
рушений у выживших крыс могут быть в
большей мере ответственны другие структу-
ры головного мозга, также нельзя исключать
функциональную роль измененного состоя-
ния и свойств нейронов и глии неокортекса
при воздействии анестетиком.
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Изучение влияния анестезии хлоралгидра-
том на микроглию неокортекса у старых сам-
цов крыс Вистар нами проведено впервые. В
качестве молекулярного маркера микроглии
для оценки ее активации использовали каль-
ций-связывающий белок Iba-1 (ionized calci-
um-binding adapter molecule-1), который экс-
прессируется во всех микроглиоцитах голов-
ного мозга и был успешно применен в наших
предыдущих исследованиях (Юкина и др.,
2019; Щербак и др., 2022; Shcherbak et al.,
2021). Известно, что микроглия в ответ на по-
ступающие сигналы различной природы
трансформируется из покоящегося состоя-
ния в активированное, которое характеризу-
ется изменением количества микроглиоци-
тов, видоизменением формы и размеров кле-
точного тела и отростков с усложнением типа
их ветвления, изменением интенсивности
экспрессии внутриклеточных белков (Paoli-
celli et al., 2022). Обнаруженные нами морфо-
логические изменения микроглиоцитов и
увеличение уровня белка Iba-1 в них после
применения хлоралгидрата свидетельствует о
том, что произошла активация микроглии.
Известно, что физиологические свойства
воспалительных реакций в организме двой-
ственны: с одной стороны, это формирова-
ние защитных функций, с другой – чрезмер-
ная активация может приводить к неблаго-
приятным исходам. Роль нейровоспаления в
развитии послеоперационной когнитивной
дисфункции при старении показана в клини-
ческих и экспериментальных исследованиях
(Ancelin et al., 2001; Barrientos et al., 2012; Hov-
ens et al., 2015). Предполагается, что физиоло-
гическое старение сопровождается активаци-
ей микроглии до определенного порога, а
воздействие анестетиком способствует пере-
ходу в гиперактивное состояние по сравне-
нию со взрослым организмом, и именно это
состояние и приводит к выраженным невро-
логическим нарушениям (Hellwig et al., 2016).
При этом влияние анестезии хлоралгидратом
на микроглию неокортекса у старых лабора-
торных грызунов с наличием или отсутстви-
ем модельного хирургического вмешатель-
ства ранее не изучалось. Нашей научной
группой было показано, что хлоралгидрат у
возрастных крыс Вистар без модельного хи-
рургического вмешательства приводит к мор-
фофункциональным изменениям нейронов в
наиболее уязвимых полях гиппокампа с од-
новременной активацией микроглии во всех
полях (Щербак и др., 2022; Shcherbak et al.,

2021). Известно, что активация микроглии в
различных ее проявлениях предшествует и
сопровождает период гибели нейронов не-
окортекса у крыс после глобальной ишемии
(Щербак и др., 2020; Gehrmann et al., 1992).
Объяснением увеличения уровня белка Iba-1 в
цитоплазме микроглиоцитов неокортекса по-
сле воздействия хлоралгидратом может слу-
жить их предполагаемое последующее участие
в процессах миграции и фагоцитоза. В недавно
проведенном исследовании на мышах впер-
вые было показано, что микроглия активно
участвует во множественных процессах об-
щей анестезии посредством передачи сигна-
лов, опосредованных микроглиальным ре-
цептором P2Y12R, и расширяет свои неиммун-
ные функции в головном мозге. Кроме того,
анализ секвенирования РНК одиночных кле-
ток показал, что анестезия заметно влияет на
уровни транскрипции генов, связанных с хемо-
таксисом и миграцией микроглии (Cao et al.,
2023). Возможные механизмы воздействия
хлоралгидрата на микроглию неокортекса
могут быть обусловлены как прямым влияни-
ем на клетки микроглии, так и опосредован-
но – через нарушения микроциркуляции,
вызванные снижением артериального давле-
ния, или факторы, секретируемые нейрона-
ми или другими клетками. Вероятно, что
определить вклад каждого механизма в акти-
вацию микроглии неокортекса у старых сам-
цов крыс Вистар после анестезии хлоралгид-
ратом очень сложно или практически невоз-
можно. Кроме того, необходимо учитывать
существование компенсаторных изменений
областей головного мозга с разной уязвимо-
стью к ишемическому воздействию. Также
нельзя не учитывать механизмы взаимозави-
симого функционирования нейронов в кон-
нектоме, включающем топографически свя-
занные области неокортекса, гиппокампа и
других структур головного мозга (Силькис,
2022). Последующие экспериментальные ис-
следования, позволяющие определить воз-
можные механизмы, по-видимому, будут
предполагать использование моделей крыс с
нокаутом, а также методов метаболомного и
транскриптомного анализов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Однократное применение хлоралгидрата в
дозе 400 мг/кг у старых самцов крыс Вистар
при отсутствии модельного хирургического
вмешательства через 48 ч приводит к увеличе-
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нию неврологического дефицита и усилению
активации микроглии в лобно-теменной об-
ласти неокортекса. При проведении фунда-
ментальных и доклинических исследований с
участием самцов Вистар в возрасте 24 мес. и
использовании хлоралгидрата в качестве ане-
стетика необходимо обращать внимание на
эту особенность, чтобы избежать получения
искаженных результатов.
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EFFECT OF CHLORAL HYDRATE ON MORPHOLOGICAL CHANGES
IN THE NEOCORTEX AND FUNCTIONAL STATE OF OLD MALE RATS
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A. G. Sargsiana, and V. V. Thomsona

aPavlov First Saint Petersburg State Medical University, Saint Petersburg, Russia
#e-mail: shcherbakns@yandex.ru

In order to avoid obtaining distorted results at the stage of preclinical study of new pharmaceutical
substances and therapeutic strategies, it is necessary to take into account the features and possible
influence of the age of the animal and the anesthesia used on the outcome of the experiment. We
studied the effect of chloral hydrate on morphological changes in neurons and the reaction of neo-
cortical microglia and the functional state of old male Wistar rats (24 months). Differences were as-
sessed in control rats and in the group using chloral hydrate at the dose required to achieve anes-
thesia (400 mg/kg animal weight) after 48 hours. After the application of chloral hydrate, the sur-
viving animals (mortality rate 37.5%) showed a significant increase in the signs of neurological
deficit in the form of motor, sensory and behavioral disorders compared to the rats of the control
group. In the fronto-parietal region of the neocortex of the surviving animals, the expression level
of the Iba-1 protein was significantly higher than in the control, neurons and microgliocytes with
pronounced morphological changes were noted, while their number did not significantly differ
from that in the control group. The obtained results suggest that the adverse effect in the early pe-
riod after anesthesia with chloral hydrate without model surgical intervention in old rats, which
manifests itself in the form of a deterioration in the functional state and mortality, can be realized
due to the activation of microglia in the fronto-parietal region of the neocortex. However, the pro-
cess of determining the specific structure of the brain, the activation of microglia in which is more
responsible for the formation of neurological disorders, is quite complex and needs further study. In
fundamental and preclinical studies of neuroprotective effects, in which old rats are used as the ob-
ject of study and chloral hydrate is used as an anesthetic, these features must be taken into account.

Keywords: chloral hydrate, rats, neocortex, Iba-1, aging


