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АННОТАЦИЯ
Введение .  Нейродегенеративные процессы являются ключевыми в развитии ряда заболеваний — инсульты, 

болезни Паркинсона и Альцгеймера, эпилепсия, при черепно-мозговой травме. Они включают в себя первичные 
и вторичные структурно-функциональные изменения нервной ткани, а также гибель нейронов и полное выпаде-
ние функций.

Цель .  Изучение проявлений гидропической дистрофии и реорганизации глиоцитоархитектоники в процессе 
формирования темных нейронов в сенсомоторной коре (СМК) большого мозга половозрелых белых крыс после 
40-минутной окклюзии общих сонных артерий (ООСА). 

Материалы  и  методы .  На белых крысах линии Wistar моделировали 40-минутную ООСА. Головной мозг 
фиксировали перфузионным способом. Проводили морфометрическую оценку проявлений отека-набухания, 
цито- и глиоцитоархитектоники СМК в норме (n = 6, контрольная группа), на 1-е (n = 6), 3-и (n = 6) и 7-е сутки 
(n = 6) после ООСА. Использовали окраску по Нисслю, гематоксилином и эозином, иммуногистохимические реак-
ции NSE, MAP-2, GFAP и AIF1. Определяли относительную площадь зон отека-набухания, численную плотность 
нормохромных и темных пирамидных нейронов, олигодендроцитов (ОДЦ), микроглиоцитов (МГЦ). 

Резуль т а ты .  Высокое содержание (20–50 %) темных нейронов после ООСА сопровождалось увеличением в 
3.3 раза относительной площади зон отека-набухания (r = 0.82, p = 0.01). Специфические белки (NSE, MAP-2) 
большей части темных нейронов сохранялись. Общая численная плотность нейронов СМК через 7 сут после ООСА 
уменьшалась на 26.4 % (слой III, p = 0.001) и 18.5 % (слой V, p = 0.01). Увеличивалось содержание астроцитов, МГЦ 
и ОДЦ. Пик численной плотности МГЦ отмечен на 1-е сутки, а ОДЦ — на 7-е сутки после острой неполной ишемии 
(p ≤ 0.001). Выявленные изменения носили диффузно-очаговый характер. 

Заключение .  После 40-минутной ООСА в СМК увеличивалось содержание темных нейронов и, как след-
ствие, появлялись признаки гидропической дистрофии. На этом фоне возрастало количество сателлитарных ОДЦ, 
астроцитов и МГЦ. Вероятно, отек-набухание, активные МГЦ и астроциты предварительно (в 1-е – 3-и сутки) са-
нируют нервную ткань, обеспечивая ее последующее (7-е сутки) структурно-функциональное восстановление с 
участием ОДЦ. 

Ключевые слова: острая ишемия, гидропическая дистрофия, сенсомоторная кора, темные нейроны, астро-
глия, микроглия, иммуногистохимия, морфометрия, крысы Wistar. 
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ВВЕДЕНИЕ

Нейродегенеративные процессы являются 
ключевыми в развитии ряда заболеваний — ин-
сульты, болезни Паркинсона и Альцгеймера, 
эпилепсия, при черепно-мозговой травме. Они 
включают в себя первичные и вторичные 
структурно-функциональные изменения нерв-
ной ткани, а также гибель нейронов и полное вы-
падение функций. Механизмы нейродегенера-
тивных процессов интенсивно изучаются [1]. 

По данным литературы после ишемии в го-
ловном мозге выявляются признаки гидропиче-
ской дистрофии, атрофии, апоптоза, некроза 
(колликвационного и коагуляционного), фаго-
цитоза, а также гиперплазии и гипертрофии [2–
4]. Эти изменения проявляются отеком-набу-
ханием, вакуолизацией, локальным, субтоталь-
ным, тотальным разрушением нуклеопротеинов 
(гипохромия), уплотнением матрикса, гиперхро-
мией ядра и цитоплазмы без и со сморщиванием, 
кариорексисом и гомогенизацией клеточных 
структур (темные нейроны) [5–8]. Имеются дан-
ные о том, что образование темных нейронов во 
всех случаях связано с обратимым однотипным 
фазовым переходом конформационного состоя-
ния белков цитозоля и цитоскелета в живой клет-
ке (по типу гель – гель) [9].

Keywords: acute ischemia, hydropic degeneration, sensorimotor cortex, dark neurons, astroglia, microglia, 
immunohistochemistry, morphometrics, Wistar rats.

INTRODUCTION

Neurodegenerative processes are key in the de-
velopment of a number of diseases — strokes, Par-
kinson’s and Alzheimer’s diseases, epilepsy, and 
traumatic brain injury. They include primary and 
secondary structural and functional changes in the 
nervous tissue, as well as the death of neurons and 
complete loss of functions. The mechanisms of neu-
rodegenerative processes are intensively studied [1]. 

According to the literature, after ischemia in the 
brain, signs of hydropic dystrophy, atrophy, apopto-
sis, necrosis (colliquation and coagulation), phago-
cytosis, as well as hyperplasia and hypertrophy were 
revealed [2–4]. These changes are manifested by 
edema-swelling, vacuolization, local, subtotal, total 
destruction of nucleoproteins (hypochromia), matrix 
compaction, hyperchromia of the nucleus and cyto-
plasm with and without shrinking, karyorrhexis and 
homogenization of cellular structures (dark neurons) 
[5–8]. There is evidence that the formation of dark 
neurons in all cases is associated with a reversible 
phase transition of the conformational state of the 
cytosol and cytoskeleton proteins in a living cell (by 
the gel — gel type) [9].

There are reversibly and irreversibly altered de-
generative dark neurons in response to pathologi-
cal effects during the life of the animal. A distinc-

ABSTRACT 
I n t r o d u c t i o n .  Neurodegenerative processes are key in the development of a number of diseases — strokes, Parkin-

son’s and Alzheimer’s diseases, epilepsy, and traumatic brain injury. They include primary and secondary structural and 
functional changes in the nervous tissue, as well as the death of neurons and complete loss of functions. 

A i m .  To study the manifestations of hydropic degeneration and reorganization of glio-cytoarchitectonics during the 
formation of dark neurons in the sensorimotor cortex (SMC) of the cerebrum of mature white rats in 40 min after the com-
mon carotid arteries occlusion (CCAO).

M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .  A 40-minute CCAO was simulated in white Wistar rats. The brain was fi xed by perfu-
sion method. Morphometric assessment of manifestations of edema — swelling, cyto- and glio-cyto-architectonics of SMC 
was performed normally (n = 6, control group), on the 1st (n = 6), 3rd (n = 6) and 7th days (n = 6) after CCAO. The Nissl stai-
ning, hematoxylin and eosin, immunohistochemical typing NSE, MAP-2, GFAP and AIF1 were applied. The relative area of 
edema-swelling zones, the numerical density of normochromic and dark pyramidal neurons, oligodendrocytes (OD), 
m icrogliocytes (MG) were determined. 

R e s u l t s .  The high content (20–50%) of dark neurons after CCAO was accompanied by a 3.3-fold increase in the rela-
tive area of edema-swelling zones (r = 0.82, p = 0.01). Specifi c proteins (NSE, MAP-2) of most dark neurons were pre-
served. The total numerical density of SMC neurons decreased by 26.4% (layer III, p = 0.001) and 18.5% (layer V, p = 0.01) 
after 7 days of CCAO. The content of astrocytes, MG and OD increased. The peak in the number density of MG was observed 
in the 1st day, and OD — in the 7th day after acute subtotal ischemia (p ≤ 0.001). The revealed changes were of a diffuse-focal 
nature. 

C o n c l u s i o n .  After a 40-minute CCAO, the content of dark neurons in SMC increased and, as a result, signs of hy-
dropic degeneration appeared. Against this background, the number of satellite OD, astrocytes and MG increased. Proba-
bly, edema-swelling, active MG and astrocytes previously (on the 1st – 3rd day) sanitate the nerve tissue, ensuring its subse-
quent (on the 7th day) structural and functional recovery with the participation of OD.



Journal homepage: http://jsms.ngmu.ru

Горбунова А.В. и др. / Journal of Siberian Medical Sciences 3 (2021) 66–81

68

Выделяют обратимо и необратимо изменен-
ные дегенеративные темные нейроны в ответ на 
патологическое воздействие при жизни живот-
ного. Отличительной особенностью начальных 
изменений темных нейронов является гиперба-
зофилия, гипераргирофилия, гиперэлектронная 
плотность и резкое уплотнение ультраструктур-
ных элементов в перикарионе и дендритах [9–11]. 

Обратимая прижизненная нейрональная де-
генерация проявляется уплотнением перикарио-
на без признаков деструкции его структурных 
элементов. Проявлениями необратимой при-
жизненной нейрональной дегенерации (не апоп-
тозные некробиотические изменения) являются 
«пикноморфный нейрон», «острая эозинофиль-
ная дегенерация нейронов», «коагуляционный 
некроз», которые также называют «красные 
мертвые нейроны» при окраске фуксином или 
эозином. Для этих нейронов характерны умень-
шение объема перикариона, утрата базофильно-
го вещества, интенсивная эозинофилия цито-
плазмы, мелкие и сморщенные темноокрашен-
ные пикнотические ядра, кариорексис. Потенци-
альную необратимость дегенеративных измене-
ний связывают с степенью гомогенизации ядра и 
цитоплазмы нейрона [3, 11, 12].

Отличительной особенностью прижизненной 
дегенерации нейронов может быть вакуолизиро-
ванный отечный нейропиль, в котором произо-
шло набухание нейрональных и астроцитарных 
отростков. С набуханием дистальных дендритов 
и формированием «пористого» нейропиля верх-
них слоев неокортекса связывают ранние ише-
мические и постишемические функциональные 
нарушения. Вакуолярные изменения могут на-
блюдаться также и в цитоплазме темных нейро-
нов. По данным литературы дегенеративно изме-
ненные нейроны обычно находятся на разных 
стадиях патологического процесса — некоторые 
имеют нормальное ядро, но выраженную эозино-
фильную цитоплазму, другие — пикнотические 
или фрагментированные ядра. Кроме того, в зоне 
появления темных нейронов увеличивается со-
держание астроцитов и микроглиоцитов [11]. 

Длительное изучение всех типов темных ней-
ронов показало, что инициирующие их факторы 
многообразны — различные патобиохимические 
каскады или физические повреждения, напри-
мер, ишемия или травма головы. При этом лежа-
щий в основе формирования темных нейронов 
последующий конформационный переход бел-
ков цитозоля трудно предотвратить. Он занимает 
от 30 до 60 с, сопровождается выделением сво-
бодной воды, которая сливается в систему лакун 

tive feature of the initial changes in dark neurons is 
hyperbasophilia, hyperargyrophilia, hyperelec-
tronic density and a sharp compaction of ultra-
structural elements in the perikaryon and den-
drites [9–11]. 

Reversible intravital neuronal degeneration is 
manifested by compaction of the perikaryon without 
signs of destruction of its structural elements. Mani-
festations of irreversible intravital neuronal degen-
eration (non-apoptotic necrobiotic changes) are 
“pycnomorphic neuron”, “acute eosinophilic degen-
eration of neurons”, “coagulation necrosis”, which 
are also called “red dead neurons” when stained with 
fuchsin or eosin. These neurons are characterized by 
a decrease in the volume of the perikaryon, loss of 
basophilic substance, intense eosinophilia of the cy-
toplasm, small and wrinkled dark-colored pycnotic 
nuclei, and karyorrhexis. The potential irreversibility 
of degenerative changes is associated with the degree 
of homogenization of the nucleus and cytoplasm of 
the neuron [3, 11, 12].

A distinctive feature of intravital neuron degen-
eration may be a vacuolized edematous neuropile, in 
which there was a swelling of neuronal and astro-
cytic processes. Early ischemic and post-ischemic 
functional disorders are associated with the swelling 
of distal dendrites and the formation of a “porous” 
neuropile of the upper layers of the neocortex. Vacu-
olar changes can also be observed in the cytoplasm 
of dark neurons. According to the literature, degen-
eratively altered neurons are usually at different 
stages of the pathological process — some have a 
normal nucleus, but a pronounced eosinophilic cyto-
plasm, others have pycnotic or fragmented nuclei. In 
addition, the content of astrocytes and microglio-
cytes increases in the area of the appearance of dark 
neurons [11]. 

A long-term study of all types of dark neurons has 
shown that the factors initiating them are diverse — 
various pathobiochemical cascades or physical dam-
age, for example, ischemia or head injury. At the 
same time, the subsequent conformational transi-
tion of cytosol proteins underlying the formation of 
dark neurons is diffi cult to prevent. It takes from 30 
to 60 s, is accompanied by the release of free water, 
which is drained into the lacuna system and squeezed 
out into astrocytes. This works as a kind of pump 
that removes unbound water and substances dis-
solved in it. The more water it pumps, the denser the 
cytomatrix of the neuron becomes. However, a dehy-
drated neuron initially has a high potential for recov-
ery. This is due to the fact that all its proteins un-
dergo only conformational changes without hydro-
lytic breaks of polymers [9].
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и выдавливается в астроциты. Это работает как 
своеобразный насос, удаляющий несвязанную 
воду и растворенные в ней вещества. Чем больше 
воды он перекачивает, тем плотнее становится 
цитоматрикс нейрона. Однако дегидратирован-
ный нейрон вначале имеет высокий потенциал 
для восстановления. Это обусловлено тем, что все 
его белки подвергаются только конформацион-
ным изменениям без гидролитических разрывов 
полимеров [9].

Таким образом, образование темных нейро-
нов является быстрым обратимым динамичным 
и самораспространяющимся ответом нервной 
ткани на переходные изменения во внеклеточ-
ной физико-химической среде любой этиологии. 
После слабых и умеренных воздействий большая 
часть нейронов не имеет признаков необратимых 
дегенеративных изменений, т.е. появление боль-
шого количества темных нейронов в раннем по-
стишемическом периоде не является признаком 
их полного разрушения и утилизации в остром и 
отдаленном периодах [7].

Известно, что полная ишемия вызывает круп-
ноочаговые необратимые некробиотические из-
менения с вовлечением в процесс воспаления, не-
полная — диффузно-очаговые, часто обратимые 
дистрофические изменения без активации про-
воспалительных цитокинов и микроглии [13–16]. 
Особенности формирования дегенеративно изме-
ненных темных нейронов, а также астроцитарной 
и микроглиальной реакции в сенсомоторной коре 
(СМК) головного мозга после 40-минутной окклю-
зии общих сонных артерий (ООСА) не изучены.

В связи с этим представляется актуальным из-
учение феномена образования темных нейронов 
в головном мозге животных, в частности, пере-
несших 40-минутную ООСА. 

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изучить проявления гидропической дистро-
фии и реорганизации глиоцитоархитектоники в 
процессе формирования темных нейронов в сен-
сомоторной коре большого мозга половозрелых 
белых крыс после 40-минутной окклюзии общих 
сонных артерий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена в ФГБОУ ВО «Омский госу-
дарственный медицинский университет», одо-
брена этическими комитетами вуза (протокол 
№ 107 от 2 октября 2018 г.). Использовали аут-
бредных половозрелых крыс стока Wistar (самцы 
массой 270−350 г). Животных содержали в стан-
дартных лабораторных условиях, эксперимент 

Thus, the formation of dark neurons is a fast re-
versible dynamic and self-propagating response of 
the nervous tissue to transient changes in the extra-
cellular physical-chemical environment of any etiol-
ogy. After mild and moderate effects, most of the 
neurons have no signs of irreversible degenerative 
changes, i.e., the appearance of a large number of 
dark neurons in the early post-ischemic period is not 
a sign of their complete destruction and disposal in 
the acute and long-term periods [7].

It is known that total ischemia causes large-focal 
irreversible necrobiotic changes involving infl amma-
tion, subtotal one — diffuse-focal, often reversible 
dystrophic changes without activation of pro-infl am-
matory cytokines and microglia [13–16]. The fea-
tures of the formation of degeneratively altered dark 
neurons, as well as astrocytic and microglial reac-
tions in the sensorimotor cortex (SMC) of the brain 
after a 40-minute common carotid arteries occlusion 
(CCAO) have not been studied.

In this regard, it seems relevant to study the phe-
nomenon of the formation of dark neurons in the 
brain of animals, in particular, those who underwent 
a 40-minute CCAO.

AIM OF THE RESEARCH

To study the manifestations of hydropic degener-
ation and reorganization of glio-cyto-architectonics 
during the formation of dark neurons in the senso-
rimotor cortex of the cerebrum of mature white rats 
after 40-minute occlusion of the common carotid ar-
teries.

MATERIALS AND METHODS 

The work was carried out at the Omsk State Med-
ical University, approved by the ethical committees 
of the university (Protocol No. 107 of October 2, 
2018). Outbred mature Wistar rats (males weighing 
270–350 g) were used. The animals were kept in 
standard laboratory conditions, the experiment was 
carried out in accordance with the recommenda-
tions of the International Committee on Laboratory 
Animals, supported by WHO, Directive of the Euro-
pean Parliament No. 2010/63/EU of 22.09.2010 
“On the Protection of Animals Used for Scientifi c 
Purposes.” 

Acute subtotal transient cerebral ischemia during 
40 min was modeled by occlusion of the common ca-
rotid arteries without hypotension. The choice of this 
model was due to the fact that, unlike focal total is-
chemia (for example, occlusion of the middle cere-
bral artery), this model did not lead to large-focal 
necrotic changes [14–16]. The experiment was per-
formed under anesthesia: zoletil 100 (10 mg/kg of 
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проводили в соответствии с рекомендациями 
Международного комитета по лабораторным жи-
вотным, поддержанными ВОЗ, директивой Ев-
ропейского Парламента № 2010/63/EU от 
22.09.2010 «О защите животных, используемых 
для научных целей». 

Острую неполную транзиторную ишемию го-
ловного мозга длительностью 40 мин моделиро-
вали путем окклюзии общих сонных артерий без 
гипотонии. Выбор этой модели был обусловлен 
тем, что, в отличие от фокальной полной ишемии 
(например, окклюзия средней мозговой арте-
рии), данная модель не приводила к крупно-
очаговым некротическим изменениям [14–16]. 
Эксперимент проводили под наркозом: золетил 
100 (10 мг/кг массы тела). На 1-е, 3-и и 7-е сутки 
после ООСА (n = 18, по 6 крыс на каждый указан-
ный срок) сосудистое русло мозга промывали 
введением 100−125 мл раствора 0.9% NaCl и фраг-
мина (5000 МЕ) в левый желудочек сердца и фик-
сировали перфузией 30 мл 4% раствора парафор-
мальдегида на фосфатном буфере (pH 7.2−7.4). 
Подобный подход широко используется при за-
боре материала [8]. Контролем служили интакт-
ные крысы (n = 6). Полученный материал заклю-
чали (автоматический процессор STP 120) в гомо-
генизированный парафин (HISTOMIX®). Серий-
ные фронтальные срезы (толщина 4 мкм) готови-
ли (микротом HM 450, Thermo Sсientifi c) на уров-
не сенсомоторной коры [17]. Манипуляции, свя-
занные с забором материала, проводили под нар-
козом (золетил 100).

Идентификацию клеток (пирамидные нейро-
ны/глия) СМК проводили на светооптических 
препаратах, окрашенных гематоксилином и эо-
зином и по Нисслю, а также при иммуногистохи-
мическом типировании белков NSE, MAP-2 (ней-
роны), GFAP (астроциты) и AIF-1 (микроглия). 
Численную плотность пирамидных нейронов, 
астроцитов и олигодендроцитов (ОДЦ) опреде-
ляли при окраске по Нисслю, а микроглиоцитов 
(МГЦ) — при типировании AIF-1. Состояние ци-
тоскелета нейронов (тела и дендриты) изучали с 
помощью специфически х реакций на МАР-2, а 
цитоскелета астроцитов — реакции на GFAP про-
межуточных филаментов. Микроглиоциты вери-
фицировали с помощью специфической для этих 
клеток реакции на AIF-1 (аллотрансплантат вос-
палительного фактора 1). 

Для иммуногистохимического исследования 
использовали поли- и моноклональные антитела 
к белкам NSE, MAP-2, GFAP и AIF-1: NSE — кро-
личьи поликлональные антитела к крысиному 
антигену, разведение 5–20 мкг/мл (Cloud-Clone 

body weight). On the 1st, 3rd and 7th days after CCAO 
(n = 18, 6 rats for each specifi ed period), the cerebral 
vascular bed was washed by injecting 100–125 ml of 
0.9% NaCl and fragmin solution (5000 IU) into the 
left ventricle of the heart and fi xed by perfusion of 
30 ml of 4% paraformaldehyde solution on a phos-
phate buffer (pH 7.2−7.4). Such an approach is wide-
ly used when taking material [8]. The control was 
intact rats (n = 6). The obtained material was en-
closed (automatic tissue processor STP 120) in ho-
mogenized paraffi n (HISTOMIX®). Serial frontal 
sections (thickness 4 μm) were prepared (microtome 
HM 450, Thermo Scientifi c) at the level of the senso-
rimotor cortex [17]. Manipulations related to the tak-
ing of material were performed under anesthesia 
(zoletil 100).

The identifi cation of cells (pyramidal neurons/
glia) of SMC was carried out on light-optical prepa-
rations stained with hematoxylin and eosin and by 
Nissl, as well as by immunohistochemical typing of 
proteins NSE, MAP-2 (neurons), GFAP (astrocytes) 
and AIF-1 (microglia). The numerical density of py-
ramidal neurons, astrocytes and oligodendrocytes 
(OD) was determined by Nissl staining, and microg-
liocytes (MG) were determined by AIF-1 typing. The 
state of the cytoskeleton of neurons (bodies and den-
drites) was studied using specifi c reactions to MAP-
2, and the cytoskeleton of astrocytes — reactions to 
GFAP of intermediate fi laments. Microgliocytes were 
verifi ed by a cell-specifi c reaction to AIF-1 (allograft 
infl ammatory factor-1). 

For the immunohistochemistry, poly- and mono-
clonal antibodies to the proteins NSE, MAP-2, GFAP 
and AIF-1 were used: NSE — rabbit polyclonal anti-
bodies to rat anti gen, dilution of 5–20 μg/ml (Cloud-
Clone Corp.); MAP-2 — rabbit polyclonal antibodies, 
dilution of 1 μg/ml (ab32454, Abcam, USA); GFAP — 
mouse monoclonal antibodies, GA5 clone, ready-for-
use (Leica Biosystems Newcastle Ltd, UK); AIF-1 — 
rabbit polyclonal antibodies, dilution of 5–20 μg/ml 
(Cloud-Clone Corp.). The immunohistochemical re-
action was performed using the Novolink Polymer 
Detection System kit (Leica Biosystems Newcastle 
Ltd, the UK), the specimens were fi nished with he-
matoxylin, enclosed in polystyrene. 

To count the cells in each animal, fi ve periodic 
Nissl-colored frontal sections of SMC were used. The 
specimens were photographed using a Leica DM1000 
microscope (lens ×10, 40, 100, GXCAM-DM800 
Unique Wrap-Around 8MP AUTOFOCUS USB, pixel 
size 1.4×1.4 μm), the image was saved in fi les with 
the TIFF extension (2592×1944 pixels). We per-
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Corp.); MAP-2 — кроличьи поликлональные анти-
тела, разведение 1 мкг/мл (ab32454, Аbcam, 
США); GFAP — мышиные моноклональные анти-
тела, клон GA5, готовые к применению (Leica 
Biosystems Newcastle Ltd, Великобритания); 
AIF-1 — кроличьи поликлональные антитела, раз-
ведение 5–20 мкг/мл (Cloud-Clone Corp.). Имму-
ногистохимическую реакцию проводили на сре-
зах, помещенных на полилизиновые предметные 
стекла. Визуализацию белков проводили с помо-
щью мультимерного набора Novolink Polymer 
Detection System (Leica Biosystems Newcastle Ltd, 
Великобритания), препараты докрашивали гема-
токсилином, заключали в полистирол. 

Для подсчета клеток у каждого животного ис-
пользовали по пять периодических окрашенных 
по Нисслю фронтальных срезов СМК. Препара-
ты фотографировали на микроскопе Leica 
DM1000 (объектив ×10, 40, 100, камера GXCAM-
DM800 Unique Wrap-Around 8MP AUTOFOCUS 
USB, размер пикселя 1.4×1.4 мкм), изображение 
сохраняли в файлах с расширением TIFF 
(2592×1944 пикселей). Проводили стандартную 
коррекцию с помощью фильтра Camera Raw 
(контрастность, баланс белого, четкость) в 
Photoshop CC. Дальнейшее морфометрическое 
исследование осуществляли с использованием 
программы ImageJ 1.53е. Вариационные ряды 
формировались путем рандомизации случай-
ным образом отобранных цветных изображений 
СМК — 8–10 областей с каждого среза. Формиро-
вание окончательных выборок полей зрения для 
каждого срока (1-е, 3-и и 7-е сутки) (n = 25, на 
каждый срок) проводили из полученных масси-
вов данных с помощью генератора случайных 
чисел в программе Statistica 8.0. Таким образом, 
для морфометрического анализа на срок отбира-
ли по 25 случайно выбранных полей зрения 
СМК. Общую численную плотность пирамидных 
нейронов, астроцитов и олигодендроцитов в 
СМК определяли при окраске по Нисслю и гема-
токсилином и эозином. Идентификацию нейро-
нов проводили по наличию ядрышек на срезах 
перикарионов (пересчет на 1 мм2), которые, со-
гласно [5], являются чрезвычайно устойчивой 
структурой нейрона. Определяли содержа-
ние (%) нормо- и гиперхромных нейронов (тем-
ных несморщенных и пикноморфных). Для мор-
фометрического анализа также использовали 
иммуногистохимическую реакцию на AIF-1 (чис-
ленная плотность микроглиоцитов) и GFAP (чис-
ленная плотность астроцитов). Реакции (NSE, 
МАР-2) применяли для идентификации нейро-
нов по специфическим белкам. 

formed a standard correction using the Camera Raw 
fi lter (contrast, white balance, clarity) in Photoshop 
CC. Further morphometric research was carried out 
using the ImageJ 1.53e program. Variation series 
were formed by randomization of randomly selected 
color images of SMC — 8–10 regions from each sec-
tion. The formation of the fi nal samples of visual 
fi elds for each period (1st, 3rd and 7th days) (n = 25, for 
each period) was carried out from the obtained data 
arrays using a random number generator in the Sta-
tistica 8.0 program. Thus, 25 randomly selected vi-
sual fi elds of SMC were selected for morphometric 
analysis for the period. The total numerical density 
of pyramidal neurons, astrocytes and oligodendro-
cytes in SMC was determined by Nissl staining and 
hematoxylin and eosin. The identifi cation of neurons 
was carried out by the presence of nucleoli on the 
sections of perikaryons (recalculated by 1 mm2), 
which, according to [5], are an extremely stable 
structure of a neuron. The content (%) of normal and 
hyperchromic neurons (dark, non-shrunken and 
pycnomorphic) was determined. For morphometric 
analysis, an immunohistochemical reaction to AIF-1 
(numerical density of microgliocytes) and GFAP (nu-
merical density of astrocytes) was also used. The re-
actions (NSE, MAР-2) were used to identify neurons 
by specifi c proteins. 

The detection of edema-swelling zones (maxi-
mum pixel brightness — Maxima) of the nervous tis-
sue was carried out using the Find Maxima M. Schmid 
fi lter from the ImageJ 1.53 e program (https://im-
agej.nih.gov/ij/docs/menus/process.html#find-
maxima). For each period (1st, 3rd and 7th days), 
50 randomly selected visual fi elds (lens ×100) were 
used. The percent area of the maximum brightness 
zones was determined using the image masks ob-
tained as a result of the operation of this fi lter (the 
Analyze Particles tool). 

According to the literature data in neuromorphol-
ogy, 6–8 animals in a group, 5–6 serial sections and 
5–10 random visual fi elds of SMC on each section are 
suffi cient to obtain signifi cant results [8, 18]. In this 
study, we compared 25 randomized visual fi elds for 
each term. 

Statistical hypotheses were tested using non-
parametric criteria. Initially, the criterion for multi-
ple comparison (ANOVA Kruskal-Wallis) was used. 
When obtaining a statistically signifi cant result, a 
pair comparison was performed using the Mann-
Whitney U-test for independent samples. The crite-
ria of χ2 and Fischer were also used. The quantitative 
data in the study are presented as the median (Me — 
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50% quartile) and interquartile spread (Q1–Q3 — 
25–75% quartile), as well as as percentages. The null 
hypothesis was rejected at p < 0.05. The analysis was 
carried out using the Statistica 8.0 program (Stat-
Soft) [19].

RESULTS AND DISCUSSION

After CCAO, signs of vacuolization of dendrites 
and processes of astroglia of the neuropile were not-
ed in the sensorimotor cortex, less often — perikary-
ons (Fig. 1). If in the animals of the control group the 
degree of hydration of the nervous tissue of SMC, de-
termined by the percent area of the edema-swelling 
zones (PAES), was 5.4% (2.8−7.9%) of the visual 
fi eld, then 1 day after CCAO, this indicator increased 
by 3.3 times and remained at a high level on the 3rd 
and 7th days (Fig. 2). The main volume of the edema-
swelling zones was associated with the neuropil 
(dendrites, synapses, astrocyte processes) and mi-
crovessels (astrocyte processes) (Fig. 1, A, B). Only 
for single neurons, manifestations of pericellular 
edema were noted. This indicated that the free water 
formed during the formation of dark neurons accu-
mulated in the distal dendrites, small processes of 
neuropil astrocytes and, probably, was deposited in 
the perivascular stalks. 

In 40 min after CCAO, a large number of dark 
neurons were detected (Fig. 1, A, C, D). On the 1st day 
after CCAO reversibly altered dark neurons prevailed 
without signs of gross destruction of the nucleus and 
cytoplasm, with a preserved nucleolus, a moderate 
decrease in perikaryon volume — as the result of con-
formational changes in cytomatrix proteins. Irre-
versible invital degeneration of neurons was mani-
fested by a pronounced decrease in the volume of the 
perikaryon, intense eosinophilia of the nucleus and 
cytoplasm, loss of basophilic substance, the appear-
ance of neurons with wrinkled dark-colored pycnotic 
nuclei and the disappearance of the contours of the 
nucleus, i.e., signs of protein dystrophy and transi-
tion to coagulation necrosis (Fig. 1, C, D). The high-
est content of all types of dark neurons was noted on 
the 3rd and 7th days after CCAO in layer V (see Fig. 2). 
The proportion of pycnomorphic neurons (the num-
ber of pycnomorphic neurons out of 200 studied for 
each period) in the acute period (1st–3rd day) was less 
than after 7 days: in the acute period in layer III — 
8/200, layer V — 13/200, and on the 7th day — 19/200 
(χ2 = 3.9; df = 1; p = 0.046) and 28/200 (χ2 = 5.3; df 
= 1; p = 0.021) respectively. 

According to the data of paired correlation analy-
sis (Spearman) after CCAO, a relationship was re-
vealed between the content of dark neurons in the 
visual fi eld and the percent area of edema-swelling 

Выявление зон отека-набухания (максималь-
ная яркость пикселей — Maxima) нервной ткани 
проводили с помощью плагин-фильтра Find 
Maxima M. Schmid из программы ImageJ 1.53е 
(https://imagej.nih.gov/ij/docs/menus/process.
html#fi nd-maxima). Для каждого срока (1-е, 3-и и 
7-е сутки) использовали по 50 случайно выбран-
ных полей зрения (объектив ×100). На получен-
ных в результате работы этого фильтра масках 
изображений определяли (инструмент Analyze 
Particles) относительную площадь зон макси-
мальной яркости. 

Согласно литературным данным в нейромор-
фологии для получения достоверных результа-
тов достаточно 6–8 животных в группе, 5–6 се-
рийных срезов и 5–10 случайных полей зрения 
СМК на каждом срезе [8, 18]. В настоящем иссле-
довании мы сравнивали по 25 рандомизирован-
ных полей зрения на каждый срок. 

Проверку статистических гипотез осущест-
вляли непараметрическими критериями. Перво-
начально использовали критерий для множе-
ственного сравнения (ANOVA Kraskel-Wallis). 
При получении статистически значимого резуль-
тата проводили парное сравнение с помощью 
Mann-Whitney U-test для независимых выборок. 
Использовались также критерии χ2 и Фишера. 
Количественные данные в исследовании пред-
ставлены как медиана (Me — 50% квартиль) и ин-
терквартильный разброс (Q1–Q3 — 25−75% квар-
тили), а также как проценты. Нулевая гипотеза 
отвергалась при p < 0.05. Анализ проведен с по-
мощью программы Statistica 8.0 (StatSoft) [19].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

После ООСА в СМК отмечали признаки вакуо-
лизации дендритов и отростков астроглии нейро-
пиля, реже — перикарионов (рис. 1). Если у живот-
ных контрольной группы степень гидратации 
нервной ткани СМК, определенная по относитель-
ной площади зон отека-набухания (ОПОН), соста-
вила 5.4 % (2.8−7.9 %) поля зрения, то через 1 сут 
после ООСА этот показатель увеличился в 3.3 раза 
и сохранялся на высоком уровне на 3-и и 7-е сутки 
(рис. 2). Основной объем зон отека-набухания был 
связан с нейропилем (дендриты, синапсы, отрост-
ки астроцитов) и микрососудами (отростки астро-
цитов) (рис. 1, А, В). Только для единичных нейро-
нов отмечены проявления перицеллюлярного от-
ека. Это свидетельствовало о том, что свободная 
вода, образовавшаяся при формировании темных 
нейронов, скапливалась в дистальных дендритах, 
мелких отростках астроцитов нейропиля и, веро-
ятно, депонировалась в периваскулярных ножках. 
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После 40-минутной ООСА выявлялось боль-
шое количество темных нейронов (рис. 1, А, С, D). 
В 1-е сутки после ООСА преобладали обратимо 
измененные темные нейроны без признаков гру-
бой деструкции ядра и цитоплазмы, с сохранен-
ным ядрышком, умеренным уменьшением объе-
ма перикариона — результат конформационных 
изменений белков цитоматрикса. Необратимая 
прижизненная дегенерация нейронов проявля-
лась выраженным уменьшением объема перика-
риона, интенсивной эозинофилией ядра и цито-

zones. A strong positive correlation observed for 1st 
(r = 0.72; p = 0.03) and 3rd (r = 0.82; p = 0.01) day, 
the average — on the 7th day after CCAO (r = 0.65; 
p = 0.02).

Thus, after CCAO quickly died and eliminated the 
small pyramidal neurons of layer III, and large pyc-
nomorphic neurons of layer V was accumulated. 
Their disposal required more time (> 7 days) and re-
sources (microgliocytes, astrocytes) [20].

In non-shrunken (Fig. 3, A, B) and shrunken 
(Fig. 3, C, D) dark neurons, high immunoreactivity of 

Рис. 1. Пирамидные нейроны слоев III (А, В) и V (C, D) СМК головного мозга на 1-е (А, В) и 7-е (С, D) сутки 
после ООСА: темные (гиперхромные) нейроны (красные стрелки) рядом с нормохромными нейронами 

(черные стрелки), большое количество глиальных клеток (белые стрелки), вакуолизация нейропиля (D); 
знаком * обозначены микрососуды с перицеллюлярным отеком. Окраска гематоксилином и эозином (А, В, С), 

по Нисслю (D). Объектив: ×100; шкала — 20 мкм
Fig. 1. Pyramidal neurons of layers III (A, B) and V (C, D) of SMC of the brain on the 1st (A, B) and 7th (C, D) days 

after CCAO: dark (hyperchromic) neurons (red arrows) next to normochromic neurons (black arrows), a large number 
of glial cells (white arrows), vacuolization of the neuropile (D); the sign * indicates microvessels with pericellular edema. 

Staining with hematoxylin and eosin (A, B, C), Nissl (D). Lens: ×100; scale — 20μm
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specifi c NSE and MAP-2 proteins was preserved. 
Probably, the compaction of cytomatrix neurofi la-
ments (MAP-2) without destruction of microtubules 
and even the appearance of small vacuoles (Fig. 3, C) 
is not the cause of neuronal death, but only indicates 
their preservation as a result of conformational de-
hydrating changes in the cytomatrix. As a result, the 
physicochemical bases of the formation and propa-
gation of a nerve impulse, as well as neuroplastic 
mechanisms, are blocked, but the cell does not die. 
At the same time, the high density of NSE ensures 
that a certain critical level of ATP is achieved anaero-
bically to support the basic needs of the dark cell. As 
a result, most of the dark neurons are restored after 
a 40-minute CCAO. This is supported by the litera-
ture data [18].

The structural changes of neurons described 
above were accompanied by a reorganization of the 
neuroglial architectonics. The population of astro-
cytes, oligodendroglyocytes and microgliocytes 
changed (Fig. 1, D and 4). The neuroastrocyte index 
increased from 1.62 (1.53–1.81) in the control group 
to 2.72 (2.48–3.10) in the group after CCAO 
(p = 0.001). In parallel, hypertrophy of astrocyte 
processes was noted (Fig. 4, B, C, D). However, it is 
necessary to focus attention on the fact that on the 1st 

плазмы, утратой базофильного вещества, появ-
лением нейронов со сморщенными темноокра-
шенными пикнотическими ядрами и исчезнове-
нием контуров ядра, т.е. признаками белковой 
дистрофии и перехода в коагуляционный некроз 
(рис. 1, С, D). Максимально высокое содержание 
всех типов темных нейронов отмечали на 3-и и 
7-е сутки после ООСА в слое V (см. рис. 2). Доля 
пикноморфных нейронов (количество пикно-
морфных нейронов из 200 изученных для каждо-
го срока) в остром периоде (1-е – 3-и сутки) была 
меньше, чем через 7 сут: в остром периоде в слое 
III — 8/200, слое V — 13/200, а на 7-е сутки — 
19/200 (χ2 = 3.9; df = 1; p = 0.046) и 28/200 
(χ2 = 5.3; df = 1; p = 0.021) соответственно. 

По данным парного корреляционного анализа 
(Спирмен) после ООСА выявлена связь между со-
держанием в поле зрения темных нейронов и отно-
сительной площадью зон отека-набухания. Силь-
ная положительная связь отмечена на 1-е (r = 
= 0.72; p = 0.03) и 3-и (r = 0.82; p = 0.01) сутки, сред-
няя — на 7-е сутки после ООСА (r = 0.65; p = 0.02).

Таким образом, после ООСА быстрее погиба-
ли и элиминировались мелкие пирамидные ней-
роны слоя III, а крупные пикноморфные нейро-
ны слоя V накапливались. Для их утилизации 
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Рис. 2. Относительная площадь зон отека-набухания (ОПОН, %), относительная плотность темных нейронов 
(ОПТН, %) в III и V слоях СМК в группе контроля и после 40-минутной ООСА. Различия статистически значимы 
по сравнению с группой контроля (*) и предыдущим сроком (^) при p < 0.001. Данные представлены как медиана, 

нижний и верхний квартили (интерквартильный размах)
Fig. 2. Percent area of edema-swelling zones (PAES, %), relative density of dark neurons (RDDN, %) in layers III and V 

of SMS in the control group and after 40-minute CCAO. The differences are statistically signifi cant compared 
to the control group (*) and the previous period (^) at p < 0.001. The data are presented as median, 

lower and upper quartiles (interquartile range)
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day after CCAO, a large number of small vacuoles 
and destruction of part of the astrocyte cytoskeleton 
were detected in the astrocyte processes (Fig. 4, A). 
Hypertrophic hyperplastic manifestations of reactive 
astrogliosis were noted later — on the 3rd and 7th days 
after ischemia. A large number of fi brous and proto-
plasmic astrocytes with powerful primary processes 
appeared, as well as zones of high astrocyte density 
(Fig. 4, B, C, D). On the 7th day after CCAO, an in-
crease in the number of fi brous astrocytes was noted 
in the subpial zone under the outer border glial 
membrane of the brain. Earlier, after a 20-minute 
CCAO, we revealed quantitative heterogeneity and 
heterochrony of changes in the spatial organization 
of the proximal and distal branches of astrocytic pro-
cesses. Small processes of astrocytes located on the 
periphery of their domains were more labile and re-
active [21]. In our studies, a small-focal increase in 
the number of reactive fi brous astrocytes did not al-
low us to talk about pathological astrogliosis after ir-
reversible destruction of neurons, characteristic of 
ischemic and hemorrhagic stroke. Such changes in 
astrocytes rather indicated the activation of their 
natural protective functions aimed at recovery and 
disposal of damaged neurons.

In the brains of control animals, small — 21.2 μm 
(30.8–42.6 μm) — inactive microgliocytes with long 
processes prevailed. After CCAO, large amoeboid 
MG appeared — 42.6 μm2 (31.3–51.0 μm2) 
(p = 0.0001). This probably indicated the activation 

требовались больше времени (> 7 сут) и матери-
альных ресурсов (МГЦ, астроциты) [20].

В несморщенных (рис. 3, А, В) и сморщенных 
(рис. 3, С, D) темных нейронах сохранялась высо-
кая иммунореактивность специфических белков 
NSE и MAP-2. Вероятно, уплотнение нейрофила-
ментов цитоматрикса (MAP-2) без разрушения ми-
кротрубочек и даже появление мелких вакуолей 
(рис. 3, В) не является причиной гибели нейронов, 
а свидетельствует лишь об их консервации в ре-
зультате конформационных дегидратирующих из-
менений цитоматрикса. В результате блокируются 
физико-химические основы образования и рас-
пространения нервного импульса, а также нейро-
пластические механизмы, но клетка не погибает. 
При этом высокая плотность NSE обеспечивает до-
стижение определенного критического уровня 
АТФ анаэробным путем для поддержки базовых 
потребностей темной клетки. В результате боль-
шая часть темных нейронов после 40-минутной 
ООСА восстанавливается. В пользу этого свиде-
тельствуют и литературные данные [18]. 

Описанные выше структурные изменения 
нейронов сопровождались реорганизацией ней-
роглиальной архитектоники. Изменялась попу-
ляция астроцитов, олигодендроглиоцитов и ми-
кроглиоцитов (рис. 1, D и 4). Нейроастроцитар-
ный индекс увеличивался с 1.62 (1.53–1.81) в 
группе контроля до 2.72 (2.48–3.10) в группе по-
сле ООСА (p = 0.001). Параллельно с этим отме-

Рис. 3. Темные нейроны при реакции на специфические нейрональные белки: сохранность и высокая плотность 
типированных белков: А, В — МАР-2 (1-е сутки); С, D — NSE (3-и сутки). Белые стрелки — дендриты, 
красные стрелки — темные нейроны, черные стрелки — нормохромные нейроны, знаком * обозначены 

микрососуды с проявлениями отека-набухания периваскулярных отростков астроцитов. 
Иммуногистохимическое исследование. Объектив: ×100; шкала — 20 мкм

Fig. 3. Dark neurons in response to specifi c neuronal proteins: safety and high density of typed proteins: A, B — MAP-2 
(day 1); C, D — NSE (day 3). White arrows — dendrites, red arrows — dark neurons, black arrows — normochromic 

neurons, the sign * indicates microvessels with manifestations of edema-swelling of perivascular processes of astrocytes. 
Immunohistochemistry. Lens: ×100; scale — 20 μm
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of neuroinfl ammation and phagocytic activity of mi-
crogliocytes [22].

A comparison of the dynamics of changes in the 
number of MG and OD in SMC showed that the peak 
of the increase in the density of these cells after 
CCAO was different: for MG — the 1st day, for OD — 
the 7th day (Fig. 5). This indicated that at fi rst there 
was a wave of activation of microglial cells (“scaven-
gers”), as a result, in the acute post-ischemic period, 
detection of degenerating neurons and sanitation of 
nerve tissue occurred, providing phagocytosis of all 

чалась гипертрофия отростков астроцитов 
(рис. 4, В, С, D). Однако необходимо акцентиро-
вать внимание на том, что на 1-е сутки после 
ООСА в отростках астроцитов выявлено большое 
количество мелких вакуолей и  разрушение части 
цитоскелета астроцитов (рис. 4, А). Гипертрофи-
ческие гиперпластические проявления реактив-
ного астроглиоза отмечались позже — на 3-и и 
7-е сутки после ишемии. Появлялось большое ко-
личество фиброзных и плазматических астроци-
тов с мощными первичными отростками, а также 

Рис. 4. Астроциты (показаны стрелками) слоев III (А, В, С) и I СМК головного мозга на 1-е (А), 3-и (В) и 7-е (С, D) 
сутки после ООСА: вакуолизация астроцитов, фрагментация GFAP-позитивного материала цитоскелета (А), 

гипертрофия астроцита (В, С), высокая плотность астроцитов (D). Знаком * обозначены нейроны. 
Иммуногистохимическое исследование GFAP. Объектив: ×100; шкала — 20 мкм

Fig. 4. Astrocytes (shown by arrows) of layers III (A, B, C) and I of SMC of the brain on the 1st (A), 3rd (B) and 7th (C, D) 
days after CCAO: vacuolization of astrocytes, fragmentation of GFAP-positive material of the cytoskeleton (A), astrocyte 

hypertrophy (B, C), high density of astrocytes (D). The sign * indicates neurons. Immunohistochemistry of GFAP. 
Lens: ×100; scale — 20 μm
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irreversibly altered cells and molecules. This led to 
the removal of some of the damaged neurons (see 
Fig. 5). After 7 days, the neuronal defi cit in layer III 
was 26.4% (p = 0.001) and 18.5 % (p = 0.01) in 
l ayer V. Further, against this background, neuroplas-
ticity mechanisms were probably included, for which 
oligodendrocytes with high neurotrophic potential 
were activated. Thus, only a part of dark neurons, 
whose adaptive potential was probably exhausted in 
the post-ischemic period, underwent irreversible de-
struction.

The study showed that subtotal acute ischemia 
(40-minute CCAO) leads to diffuse-focal changes in 
the nervous tissue of the brain (manifestations of 
edema-swelling, hyperchromic tinctorial changes, 
reactive astrogliosis, an increase in the number of 
microgliocytes), which are primarily advisable to 
consider in the context of activation of the mecha-
nisms of natural defense of neurons. It is known that 
the formation of dark neurons in response to energy 
defi ciency, an increase in the number of hydrogen 
ions (H+) and free calcium (Ca++) can be associated 
with conformational changes in cytomatrix proteins. 
As a result, a large amount of unbound water is 
formed, which is squeezed out into the processes of 
astrocytes [3, 9, 10]. We believe that with this fl ow, 
ischemic toxins and ions dissolved in water are re-
moved from dark neurons. The logical chain of events 
related to the dark neuron is viewed: 1) dehydration-
detoxifi cation; 2) preservation of the neuron state 
without destroying its cytomatrix; 3) restorative hy-
dration; 4) normal functioning. At all stages of this 
chain, the key role is played by neuroglial cells that 
regulate the water fl ow (astrocytes), control the de-
gree of damage and disposal of neurons (MG), pro-
vide it with trophic factors (astrocytes, OD, MG) for 
the implementation of neuroplasticity mechanisms.

Thus, after a 40-minute CCAO with the participa-
tion of neurons, OD, different phenotypes of astro-
cytes and microgliocytes, complex cellular systems 
are formed, which we consider in the aspect of cell-
cell phagocytic and trophic relationships, taking into 
account the spatiotemporal features of the main pro-
cess (damage, recovery). In this direction, it is prom-
ising to study the activation and functioning of dif-
ferent phenotypes and morphotypes of glial cells. 
According to the literature data, MG migrate and ab-
sorb soma and apical dendrites after activation, as-
trocytes phagocytise numerous small dendritic apop-
totic bodies, OD provide subsequent restoration of 
axons. All together, they enhance the synthesis of 
neurotrophic factors and regulate the reparative re-
organization of the nervous tissue as a whole [16, 20, 
23]. The phenomenon of structural and functional 

зоны высокой плотности астроцитов (рис. 4, В, С, 
D). На 7-е сутки после ООСА отмечено увеличе-
ние количества фиброзных астроцитов в субпи-
альной зоне под наружной пограничной глиаль-
ной мембраной мозга. 

Ранее нами после 20-минутной ООСА выявле-
на количественная гетерогенность и гетерохрон-
ность изменений пространственной организации 
проксимальных и дистальных ветвей астроцитар-
ных отростков. Более лабильными и реактивными 
были мелкие отростки астроцитов, расположен-
ные по периферии их доменов [21]. В наших иссле-
дованиях мелкоочаговое увеличение количества 
реактивных фиброзных астроцитов не позволяло 
говорить о патологическом астроглиозе после не-
обратимого разрушения нейронов, свойственного 
для ишемического и геморрагического инсульта. 
Подобные изменения астроцитов скорее свиде-
тельствовали об активации их естественных за-
щитных функций, направленных на восстановле-
ние и утилизацию поврежденных нейронов.

В мозге контрольных животных превалировали 
мелкие — 21.2 мкм2 (30.8–42.6 мкм2) — неактивные 
микроглиоциты с длинными отростками. После 
ООСА появлялись крупные амебоидные МГЦ — 
42.6 мкм2 (31.3–51.0 мкм2) (p = 0.0001). Вероятно, 
это свидетельствовало об активации нейровоспа-
ления и фагоцитарной активности МГЦ [22]. 

Сравнение динамики изменения количества 
МГЦ и ОДЦ в СМК показало, что пик увеличения 
плотности этих клеток после ООСА отличался: 
для МГЦ — 1-е сутки, для ОДЦ — 7-е сутки (рис. 5). 
Это свидетельствовало о том, что сначала прохо-
дила волна активации микроглиальных клеток 
(«мусорщиков»), в результате в остром постише-
мическом периоде осуществлялась детекция де-
генерирующих нейронов и санация нервной тка-
ни, обеспечивающая фагоцитоз всех необратимо 
измененных клеток и молекул. Это приводило к 
удалению части поврежденных нейронов (см. 
рис. 5). Через 7 сут в слое III дефицит нейронов 
составил 26.4 % (p = 0.001) и 18.5 % (p = 0.01) в 
слое V. Далее на этом фоне, вероятно, включа-
лись механизмы нейропластичности, для обеспе-
чения которых активировались ОДЦ, обладаю-
щие высоким нейротрофическим потенциалом. 
Таким образом, необратимому разрушению под-
вергалась только часть темных нейронов, адап-
тивный потенциал которых, вероятно, был ис-
черпан в постишемическом периоде.

Проведенное исследование показало, что не-
полная острая ишемия (40-минутная ООСА) при-
водит к диффузно-очаговым изменениям нерв-
ной ткани головного мозга (проявления отека-
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Рис. 5. Численная плотность нейронов (А), микроглиоцитов и олигодендроцитов (В) в СМК в группе контроля 
и после 40-минутной ООСА. Различия статистически достоверны по сравнению с группой контроля (*), 

предыдущим сроком  (II), МГЦ и ОДЦ (^) и слоями III и V (С) при p < 0.001. Данные представлены как медиана, 
нижний и верхний квартили (интерквартильный размах)

Fig. 5. Numerical density of neurons (A), microgliocytes and oligodendrocytes (B) in SMC in the control group 
and after 40-minute CCAO. The differences are statistically signifi cant compared to the control group (*), 

the previous period (II), MG and OD (^) and layers III and V (C) at p < 0.001. The data are presented as median, 
lower and upper quartiles (interquartile range)
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набухания, гиперхромных тинкториальных изме-
нений, реактивный астроглиоз, увеличение коли-
чества микроглиоцитов), которые прежде всего 
целесообразно рассматривать в контексте актива-
ции механизмов естественной защиты нейро-
нов. Известно, что формирование темных нейро-
нов в ответ на энергетический дефицит, увеличе-
ние количества ионов водорода (Н+) и свободного 
кальция (Са++) может быть связано с конформа-
ционными изменениями белков цитоматрикса. В 
результате образуется большое количество несвя-
занной воды, которая выдавливается в отростки 
астроцитов [3, 9, 10]. Мы полагаем, что с этим по-
током из темных нейронов удаляются растворен-
ные в воде ишемические токсины и ионы. Про-
сматривается логическая цепочка событий, свя-
занных с темным нейроном: 1) дегид ратация-
детоксикация; 2) консервирование состояния 
нейрона без разрушения его цитоматрикса; 
3) восстановительная гидратация; 4) нормальное 
функционирование. На всех этапах этой цепочки 
ключевую роль играют нейроглиальные клетки, 
которые регулируют водный поток (астроциты), 
контролируют степень повреждения и утилиза-
ции нейронов (МГЦ), обеспечивают его трофиче-
скими факторами (астроциты, ОДЦ, МГЦ) для ре-
ализации механизмов нейропластичности.

Таким образом, после 40-минутной ООСА с 
участием нейронов, ОДЦ, разных фенотипов 
астроцитов и МГЦ образуются сложные клеточ-
ные системы, которые мы рассматриваем в аспек-
те клеточно-клеточных фагоцитарных и трофиче-
ских взаимоотношений с учетом прост ранст-
венно-временных особенностей основного про-
цесса (повреждение, восстановление). В этом на-
правлении перспективным является изучение ак-
тивации и функционирования разных фено- и 
морфотипов глиальных клеток. Согласно литера-
турным данным МГЦ после активации мигриру-
ют и поглощают сому и апикальные дендриты, 
астроциты фагоцитируют многочисленные мел-
кие дендритные апоптотические тела, ОДЦ обе-
спечивают последующее восстановление аксонов. 
Все вместе — усиливают синтез нейротрофиче-
ских факторов и регулируют репаративную реор-

heterogeneity of neuroglial cells is an important di-
rection in the development of neurobiology, neuro-
morphology and neuropharmacology. Obtaining 
new data will allow us to get closer to understanding 
some mechanisms of neuroplasticity, neuroinfl am-
mation and fi nd new ways to correct them.

CONCLUSION 

After a 40-minute CCAO, the content of dark neu-
rons in SMC increased and, as a result, signs of hy-
dropic generation appeared. Against this back-
ground, the number of satellite OD, astrocytes and 
MG increased. Probably, edema-swelling, active MG 
and astrocytes previously (on the 1st–3rd day) sanitate 
the nerve tissue, ensuring its subsequent (on the 7th 
day) structural and functional recovery with the par-
ticipation of OD.

Confl ict of interest. The authors declare no 
confl ict of interest.

ганизацию нервной ткани в целом [16, 20, 23]. Фе-
номен структурно-функциональной гетерогенно-
сти нейроглиальных клеток является важным на-
правлением развития нейробиологии, нейромор-
фологии и нейрофармакологии. Получение но-
вых данных позволит приблизиться к пониманию 
некоторых механизмов нейропластичности, ней-
ровоспаления и найти новые пути их коррекции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

После 40-минутной ООСА в СМК увеличива-
лось содержание темных нейронов и, как след-
ствие, появлялись признаки гидропической дис-
трофии. На этом фоне возрастало количество са-
теллитарных ОДЦ, астроцитов и МГЦ. Вероятно, 
отек-набухание, активные МГЦ и астроциты 
предварительно (в 1-е – 3-и сутки) санируют 
нервную ткань, обеспечивая ее последующее (7-е 
сутки) структурно-функциональное восстановле-
ние с участием ОДЦ.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.
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