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Мета роботи – схарактеризувати особливості експресії iNOS у нейронах базального магноцелюлярного ядра на тлі 
нітрозативного стресу при експериментальній колхіцин-індукованій нейродегенерації.

Матеріали і методи. Дослідження здійснили на 30 щурах-самцях лінії Wistar. На першому етапі експерименту частині 
тварин (n = 10) змоделювали когнітивні порушення за допомогою інтрацеребровентрикулярного введення колхіцину. 
Порівняно з групою псевдооперованих та інтактних тварин довели валідність моделі з використанням восьмиплечового 
радіального лабіринту LE760 (PanLab Harvard Apparatus, Spain). Надалі тварин евтаназували тіопенталом натрію і 
вилучали головний мозок для гістохімічних, імунофлуоресцентних і біохімічних досліджень.

Результати. Встановлено, що інтрацеребровентрикулярне введення колхіцину порівняно з інтактними та псевдо-
оперованими тваринами призводить до порушення гістоархітектоніки в базальному магноцелюлярному ядрі щурів із 
достовірним зменшенням площі речовини Ніссля в нейронах на 47,3 % і 35,9 % відповідно. При цьому рівень нітритів у 
гомогенатах головного мозку тварин з експериментальною нейродегенерацією перевищував показник групи порівняння 
майже в 10 (інтакт) і 7 (псевдооперовані щури) разів. У результаті імунофлуоресцентного дослідження особливостей 
експресії iNOS в базальному магноцелюлярному ядрі щурів з інтрацеребровентрикулярним введенням колхіцину по-
рівняно з інтактними та псевдооперованими тваринами встановили достовірно більший показник сумарної коригованої 
клітинної флуоресценції на 22,7 % і 45,3 % відповідно. Виявили також, що експериментальна колхіцин-індукована 
нейродегенерація супроводжується достовірно більшою кількістю iNOS+ клітин у базальному магноцелюлярному ядрі 
порівняно з групами контролю.

Висновки. Інтрацеребровентрикулярне введення колхіцину експериментальним щурам спричиняє морфологічні ознаки 
нейродеструкції в базальному магноцелюлярному ядрі на тлі нітрозативного стресу. Експресія iNOS у щурів після 
інтрацеребровентрикулярного введення колхіцину в клітинах базального магноцелюлярного ядра характеризується 
більшим вмістом ферменту порівняно з інтактними та псевдооперованими тваринами. Площа імунопозитивних 
клітин не мала статистично значущих змін у різних групах дослідження. Інтрацеребровентрикулярне введення 
колхіцину експериментальним щурам спричинило збільшення кількості імунопозитивних клітин до iNOS у базальному 
магноцелюлярному ядрі.

Pathogenetic features of iNOS expression in the basal magnocellular nucleus of rats 
against the background of experimental neurodegeneration

M. V. Danukalo, Yu. M. Kolesnyk

Aim. To characterize the features of iNOS expression in neurons of the basal magnocellular nucleus against the background 
of nitrosative stress during experimental colchicine-induced neurodegeneration.

Materials and methods. The study was conducted on 30 male Wistar rats. At the first stage of the experiment, cognitive im-
pairments were modeled in rats (n = 10) by intracerebroventricular injection of colchicine, and compared with sham-operated 
and intact animal groups, the validity of the model was demonstrated using an 8-arm radial maze LE760 (PanLab Harvard 
Apparatus, Spain). Subsequently, the animals were euthanized with sodium thiopental, and the brain was removed for histo-
logical, immunofluorescence, and biochemical analyses.

Results. It was found that intracerebroventricular injection of colchicine compared to intact and sham-operated animals leads 
to disruption of histoarchitecture in the basal magnocellular nucleus of rats with a significant decrease in the Nissl substance 
area in neurons by 47.3 % and 35.9 %, respectively. At the same time, the level of nitrites in the brain homogenates of animals 
with experimental neurodegeneration exceeded the comparison groups almost 10 times (intact) and 7 times (sham-operated 
rats). Meanwhile, immunofluorescence investigation of iNOS expression in the basal magnocellular nucleus of rats with 
intracerebroventricular colchicine administration, compared to intact and sham-operated animals, revealed a significantly 
higher value of corrected total cell fluorescence by 22.7 % and 45.3 %, respectively. Simultaneously, it was established that 
experimental colchicine-induced neurodegeneration is accompanied by a significantly greater number of iNOS+ cells in the 
basal magnocellular nucleus compared to control groups.

Conclusions. Intracerebroventricular injection of colchicine to experimental rats is accompanied by morphological signs of 
neurodestruction in the basal magnocellular nucleus against the background of nitrosative stress. iNOS expression in rats after 
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intracerebroventricular colchicine administration in the cells of the basal magnocellular nucleus is characterized by a higher 
enzyme content compared to intact and sham-operated animals. The area of immunopositive cells between experimental 
groups does not change statistically. Intracerebroventricular administration of colchicine to experimental rats is accompanied 
by an increase in the number of immunopositive cells for iNOS in the basal magnocellular nucleus.

Вивчення патохімічних механізмів нейродегенерації є 
важливим елементом поглиблення фундаментальних 
уявлень про патологічні процеси, що лежать в основі 
загибелі нейронів при низці нейродеструктивних за-
хворювань: хворобі Альцгеймера, хворобі Паркінсона, 
фронто-темпоральній деменції тощо. Нині одним із 
найкращих інструментів для цього є модельні експе-
рименти на тваринах.

Серед великої кількості підходів до відтворення 
нейродеструкції в лабораторних умовах [1] особливе 
місце належить інтрацеребровентрикулярному вве-
денню (ІЦВ) колхіцину дослідним тваринам [2]. Так, 
показано, що холінергічні нейрони вентромедіально-
го палідуму, відомого як базальне магноцелюлярне 
ядро (БМЯ), або ядро Мейнерта, чутливі до цього 
нейротоксину [3]. Дослідження механізмів нейроде-
струкції саме в цій ділянці головного мозку є цікавим, 
оскільки вона, по-перше, є важливим джерелом 
ацетилхоліну в неокортексі [4], а отже бере участь 
у регуляції вищих когнітивних функцій [5,6]; по-дру-
ге, нейродегенерація в цьому ядрі починається ще 
на доклінічній стадії хвороби Альцгеймера [7]. Це 
обґрунтовує патогенетичну роль загибелі нейронів 
БМЯ у прогресуванні деменції.

Важливим механізмом, через який колхіцин реа-
лізує свою нейротоксичну дію, є нейрозапалення [8]. 
Водночас через високу метаболічну активність нейро-
нів у ролі медіаторів вторинної альтерації при такому 
запаленні на перший план виходять активні форми 
кисню й азоту з наступним розвитком оксидативного 
та нітрозативного стресів [9].

Провідну роль у гіперпродукції оксиду азоту (NO) з 
наступним утворенням перксинітриту (ONOO-) відіграє 
індуцибельна ізоформа синтази оксиду азоту (iNOS, 
або NOS2). Вона може продукувати NO у мікромоляр-
них кількостях, на відміну від конститутивних ізоформ 
синтази оксиду азоту (nNOS та eNOS), що продукують 
його у наномолярних кількостях [10]. У результаті 
утворений пероксинітрит індукує перекисне окиснення 
ліпідів, запускає процеси S-нітрозилювання цистеїну 
та нітрування тирозину, порушуючи інтранейрональ-
ний протеостаз та активуючи Са2+-залежні механізми 
нейрональної загибелі [11]. Важливим біологічним 
аспектом дії NO є його коротка тривалість існуван-
ня, а отже здатність реалізувати свої ефекти лише 
паракринно [12]. Цей факт обмежує методологічні 
підходи у дослідженні патогенетичної ролі iNOS у 
нейродеструкції окремих мозкових структур. Разом 
із тим, поєднання сучасних мікроскопічних технік із 
застосуванням програм аналізу зображень дає змогу 
отримати об’єктивну картину щодо характеру експресії 
ферменту в конкретній структурі. Це сприяє розширен-
ню сучасних наукових даних про патогенетичну роль 
iNOS і нітрозативного стресу в експериментальній 
нейродеструкції БМЯ.

Мета роботи
Схарактеризувати особливості експресії iNOS у 
нейронах базального магноцелюлярного ядра на тлі 
нітрозативного стресу при експериментальній колхі-
цин-індукованій нейродегенерації.

Матеріали і методи дослідження
До експерименту залучили 30 щурів-самців лінії Wistar 
віком 10–11 місяців, маса тіла – 250–350 г. Усіх щурів 
утримували за стандартних умов у Навчально-науково-
му медико-лабораторному центрі з віварієм Запорізько-
го державного медико-фармацевтичного університету. 
Дослідження схвалено Комісією з питань біоетики 
Запорізького державного медико-фармацевтичного 
університету. Під час роботи дотримувалися національ-
них «Загальних етичних принципів проведення експе-
риментів на тваринах» (Україна 2001), що узгоджені з 
Директивою 2010/63 ЄС Європейського парламенту та 
Ради від 22 вересня 2010 року «Про захист прав тварин, 
що використовуються для наукових цілей».

Для досягнення поставленої мети використали 
функціональні, гістохімічні, імунофлуоресцентні та 
біохімічні методи досліджень.

Експериментальних тварин поділили на 2 групи. У 
першій групі – 10 тварин, які сформували групу інтакту. 
У другій групі (n = 20) здійснили вхідне дослідження 
локомоторної активності та когнітивних функцій за 
допомогою тесту «відкрите поле» та апаратного 
комплексу, що включав восьмиплечовий радіальний 
лабіринт LE760 (PanLab Harvard Apparatus, Spain) та 
камеру SONY (Japan) з програмою аналізу відеофай-
лів Smartv.3.0 (PanLab Harvard Apparatus, Spain) (s/n 
DD347-0E6). Після цього тварин другої групи поділили 
на підгрупи: 2а (n = 10) – група контролю, яким під 
телазоловим наркозом інтрацеребровентрикулярно 
вводили фізіологічний розчин NaCl (37 °С); 2б (n = 10) 
– щури, яким під тим самим наркозом інтрацеребро-
вентрикулярно вводили розчин колхіцину (37 °С). 
Після цього через 14 днів здійснювали повторний 
запис, аналіз локомоторної активності та когнітивних 
функцій тварин із підгруп 2а і 2б. У результаті виявили 
погіршення когнітивних функцій у підгрупі 2б щодо 
показників щурів із групи контролю. У такий спосіб 
доведено валідність моделі [13].

З експерименту тварин виводили шляхом одно-
моментної декапітації під тіопенталовим наркозом 
(тіопентал натрію 120 мг/кг внутрішньочеревинно). 
Потім у щурів вилучали головний мозок. Після стан-
дартної гістологічної обробки (фіксація, дегідратація 
у висхідних концентраціях етанолу, розчинах етанолу 
100 % із хлороформом у співвідношеннях 2:1, 1:1, 1:2, 
чистому хлороформі та хлороформі з парапластом) 
зразки заливали в парапласт (MkCormick, США). На 
мікротомі «Microm-325» (MicromCorp., Німеччина) 
із виготовлених блоків готували серійні зрізи мозку 
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(завтовшки 7 мкм). Топографічно ділянки зрізу, що 
відповідали БМЯ, ідентифікували за стереотаксичним 
атласом мозку щура [14].

Для визначення площі хромафінної субстанції в 
нейронах БМЯ здійснили гістохімічне забарвлення 
речовиною Ніссля серійних зрізів головного мозку 
[15]. Надалі проаналізували у видимому спектрі на мі-
кроскопі «PrimoStar» (Carl Zeiss, Німеччина) з камерою 
«AxioCam 105color» (Carl Zeiss, Німеччина). Отримані 
в результаті мікроскопії зображення аналізували в 
програмі ImageJ (National Institutes of Health, США). На 
мікрофотографіях препаратів у напівавтоматичному 
режимі визначали площу речовини Ніссля в нейронах 
БМЯ, як показано на рис. 1.

Особливості експресії iNOS у нейронах БМЯ вивча-
ли імунофлуоресцентним методом. Для цього гістоло-
гічні зрізи депарафінували, регідрували та демаскували 
в РТ-модулі (Thermo Fisher Scientific, США) у цитратно-
му буферному розчині (Thermo Fisher Scientific, США). 
Після цього наносили відповідні моноклональні мишачі 
антитіла, кон’юговані з FITC (SantaCruz Biotechnology, 
USA), відповідно до інструкції виробника [16].

Імунофлуоресцентне дослідження здійснили в 
ультрафіолетовому спектрі збудження за допомогою 
світлофільтра 38НЕ з високою емісією на мікроскопі 
«AxioImager-M2» (Carl Zeiss, Німеччина) з камерою 
«AxioCam-ERc 5s» (Carl Zeiss, Німеччина). Мікрофо-
тографії, що одержали, також аналізували в ImageJ. 
Обрахували такі показники:

– скориговану загальну клітинну флуоресценцію 
(corrected total cell fluorescence, CTCF), що харак-
теризувала вміст імунореактивного матеріалу в 
клітині. Виражали цей показник в умовних одиницях 
імунофлуоресценції (Одіф) та обраховували за форму-
лою: CTCF = ID1 – (S × ID0), де ID1 – параметр інтегро-
ваної щільності імунопозитивної клітини, автоматично 
визначений програмою, S – площа імунопозитивної 
клітини; ID0 – показник інтегрованої щільності фону 
(клітини, що не мала видимої флуоресценції);

– кількість імунопозитивних клітин у зрізі мозку в 
зоні інтересу.

Окремо в гомогенатах головного мозку експе-
риментальних щурів оцінювали рівень нітритів з 
реактивом Гріса спектрофотометричним способом 
на спектрофотометрі «Libra S32» (Biochrom Ltd, USA) 
при 540 нм [17].

Усі експериментальні дані опрацювали, засто-
сувавши пакет прикладних і статистичних програм 
Statistica v.13 ліцензія № JPZ804I382130ARCN10-J і 
Microsoft Excel 7.0 (Microsoft Corp., США). Перевірку 
нормальності розподілу даних у вибірці виконали за 
критерієм Шапіро–Вілка. Для виявлення достовірності 
відмінностей результатів досліджень між експеримен-
тальними групами щурів визначили коефіцієнт Стью-
дента (t) для вибірки, що відповідала нормальному 
закону розподілу даних, а також критерій Манна–Вітні 
(U) для вибірки, в якій дані не відповідали закону 
нормальності розподілу [18].

Результати
У результаті дослідження встановили особливості 
нейродеструктивного впливу ІЦВ колхіцину на ней-
рони БМЯ на фоні зміни рівня нітритів у гомогенатах 
головного мозку та характеру експресії iNOS. Так, на 
препаратах БМЯ, забарвлених на речовину Ніссля, 
у щурів після ІЦВ колхіцину (підгрупа 2б) візуально 
визначено порушення гістоархітектоніки структури, 
зокрема з’явилася велика кількість дрібних інтенсив-
но забарвлених тілець і порожнини навколо них, а в 
зразках від інтактних (група 1) і псевдооперованих 
(підгрупа 2а) тварин такі ознаки не виявили (рис. 2).

Об’єктивно у нейронах БМЯ щурів підгрупи 2б 
визначено достовірно меншу площу речовини Ніссля 
порівняно з групою 1 та підгрупою 2а – на 47,3 % та 
35,9 % відповідно (рst < 0,05). Зазначимо, що між гру-
пами інтакту та псевдооперованих щурів статистичної 
різниці за цим показником не було (рис. 3).

Рис. 1. Напівавтоматичне визначення площі 
речовини Ніссля в програмі цифрового 
аналізу зображення ImageJ.
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Така морфологічна картина в групі 2б визначена 
на фоні статистично значущо більших показників рівня 
нітритів у гомогенатах головного мозку порівняно з 
групою 1 і підгрупою 2а (майже в 10 і 7 разів відпо-
відно). Разом з тим, за вмістом нітритів групи інтакту 
й псевдооперованих щурів не відрізнялися (рис. 4).

У результаті імунофлуоресцентного аналізу екс-
пресії iNOS у нейронах БМЯ виявили певні особливос-
ті в експериментальних групах щурів (табл. 1, рис. 5).

Так, площа імунопозитивних клітин до iNOS до-
стовірно не відрізнялася в групах дослідження. Разом 

із тим встановили, що показник CTCF у групі тварин з 
ІЦВ колхіцину максимальний, достовірно перевищував 
відповідні значення інтактних тварин на 22,7 %, псевдо-
оперованих щурів – на 45,3 % (табл. 1). Важливий етап 
роботи – дослідження кількості iNOS+ клітин у БМЯ 
в одному зрізі мозку. Визначили, що кількість клітин, 
які експресують iNOS, у групі 1 (інтактні) і підгрупі 2а 
(псевдооперовані) статистично не відрізнялася. У 
підгрупі 2б (ІЦВ колхіцину) кількість клітин, імунопози-
тивних до iNOS, достовірно перевищувала відповідний 
показник групи 1 на 50 %, підгрупи 2а – на 100 % (рис. 6).
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Рис. 2. Нейрони базального магноцелюлярного ядра у щурів експериментальних 
груп (забарвлення за Нісслем). А: у щурів групи 1; Б: у щурів групи 2а; В: у щурів 
групи 2б; біла стрілка: речовина Ніссля; жовта стрілка: щільно забарвлене тільце; 
червона стрілка: порожнина навколо щільно забарвлених тілець.

Рис. 3. Площа речовини Ніссля (um2) у нейронах базального магноцелюлярного 
ядра щурів експериментальних груп. *: достовірна різниця щодо показника інтактних 
тварин (рst < 0,05); #: вірогідна різниця щодо псевдооперованих тварин (рst < 0,05).

Рис. 4. Вміст нітритів у гомогенатах головного мозку щурів з експериментальних 
груп. *: достовірна різниця щодо показника інтактних тварин (рU < 0,05): #: вірогідна 
різниця щодо псевдооперованих тварин (рU < 0,05).

Original research



97Патологія. Том 21, № 2(61), травень – серпень 2024 р. ISSN 2306-8027   http://pat.zsmu.edu.ua

Обговорення
Дослідження дало змогу визначити участь нітрозатив-
ного стресу в колхіцин-індукованій нейродегенерації, а 
також виявити особливості експресії iNOS у нейронах 
БМЯ експериментальних щурів.

Гістохімічне забарвлення за Нісслем є досить 
поширеним методом візуального оцінювання ней-
родегенерації, зокрема при ІЦВ колхіцину експери-
ментальним щурам [19]. Так, відомо, що типовою 
морфологічною ознакою дегенерації нейронів у 
зрізах мозку, які забарвлені за цим методом, є наяв-
ність зморщених аномально гіперхромних тілець, а 
самі нейрони набувають кутастої форми. Крім того, 
визначають втрату субстанції Ніссля у нейронах, що 
дегенерують. Ці характеристики допомагають чітко 

відрізнити такі нейрони від нормальних [19,20]. Отже, 
крім візуального оцінювання, цей спосіб гістохіміч-
ного забарвлення дає змогу об’єктивно визначити 
нейродегенерацію на підставі метричних показників. 
Це спостерігали під час дослідження, яке здійснили, 
та підтверджено результатами інших учених [9,21].

Підвищення рівня нітритів як один із показників 
нітрозативного стресу після введення колхіцину також 
неодноразово визначали [19,22]. Проте локальна 
патогенетична роль iNOS у БМЯ як важливої ланки 
розвитку нітрозативного стресу у науковій літературі 
описана недостатньо.

У цьому контексті зауважимо: якщо 25 років тому 
питання щодо експресії цього ферменту в головному 
мозку інтактних тварин було дискутабельним, оскільки 
окремі дослідники у нейронах контрольних тварин 
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Рис. 5. Експресія iNOS у нейронах БМЯ щурів експериментальних груп. Реакція прямої імунофлуоресценції. А: у щурів групи 1; Б: у щурів підгрупи 2а; В: у щурів підгрупи 
2б (стрілка вказує на імунопозитивну клітину).

Рис. 6. Кількість iNOS+ клітин у БМЯ щурів експериментальних груп у зрізі головного мозку. *: достовірна різниця щодо показника інтактних тварин (рU <0,05); #: вірогідна 
різниця щодо показника псевдооперованих тварин (рU < 0,05).

Таблиця 1. Показники експресії iNOS у нейронах БМЯ щурів експериментальних груп, Me [Q1; Q4]

Показник, одиниці вимірювання Інтакт (група 1) Псевдооперовані щури (підгрупа 2а) ІЦВ колхіцину (підгрупа 2б)
Площа імунопозитивних клітин, мкм2 96,82 [71,88; 141,09] 105,59 [86,81; 131,16] 111,3 [84,58; 144,64]
CTCF, Одіф 5014,17 [3357,01; 6827,85] 4234,14 [3098,01; 6068,97] 6150,72 [4213,97; 9552,74]1,2

1: вірогідна різниця показників (pU < 0,05) щодо групи 1; 2: достовірна різниця показників (pU < 0,05) щодо групи 2а.
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не виявляли імунофлуоресценцію до iNOS на фоні 
мінімальної базальної експресії мРНК та самого білка 
(оцінені методом полімеразної ланцюгової реакції та 
вестерн-блоттингу відповідно) [23], то нині виявлено 
ензим у головному мозку здорових тварин, ба більше, 
показано збільшення експресії iNOS з віком [24]. Отже, 
вік тварини впливає на експресію iNOS.

Крім того, слід звернути увагу на неоднорідність 
популяції імунопозитивних нейронів за показником 
площі в усіх експериментальних групах (табл.  1). 
Традиційно вважали, що за експресію iNOS відпові-
дають переважно мікрогліальні клітини, для яких ха-
рактерні малі розміри порівняно з нейронами [25,26]. 
Дані, що наведені в цій роботі, підтверджують залу-
ченість до експресії iNOS широкого спектра клітин за 
показником площі в усіх експериментальних групах. 
Це може свідчити про наявність цього ферменту і в 
гліальних клітинах, і безпосередньо в нейронах. По-
дібні результати одержали інші вчені, змоделювавши 
хворобу Альцгеймера у щурів [27]. Разом із тим, при 
моделюванні хвороби Паркінсона M. Bortolanza et 
al. не виявили iNOS+ нейронів, визначивши тільки 
глієподібні клітини, що експресували цей фермент 
[28]. Такі розбіжності результатів можуть свідчити 
про певну специфічність патерну клітин головного 
мозку, що залучені до експресії iNOS у відповідь на 
різні нейродеструктивні агенти.

Зауважимо, що у щурів після ІЦВ колхіцину порів-
няно з іншими експериментальними групами істотне 
підвищення рівня нітритів у гомогенатах головного 
мозку визначається не тільки надмірною експресією 
iNOS, але й збільшенням кількості iNOS+ клітин у БМЯ.

Висновки
1. Інтрацеребровентрикулярне введення ко-

лхіцину експериментальним щурам спричиняє 
морфологічні ознаки нейродеструкції в базальному 
магноцелюлярному ядрі на тлі нітрозативного стресу.

2. Експресія iNOS у щурів після інтрацеребро-
вентрикулярного введення колхіцину в клітинах ба-
зального магноцелюлярного ядра характеризується 
більшим вмістом ферменту порівняно з інтактними 
та псевдооперованими тваринами. При цьому площа 
імунопозитивних клітин не мала статистично значущих 
змін у різних групах дослідження.

3. Інтрацеребровентрикулярне введення колхіци-
ну експериментальним щурам спричинило збільшення 
кількості імунопозитивних клітин до iNOS у базальному 
магноцелюлярному ядрі.
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