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Вплив інфузійних розчинів на фрагментацію ДНК 
клітин соматосенсорної кори при ішемії-реперфузії 

головного мозку у щурів

Сьогодні одним із небагатьох лікувальних заходів при гострому 
порушенні мозкового кровообігу (ГПМК) за ішемічним типом, еôек-
тивність якого доведена з позицій доказової медицини, є тромболі-
тична терапія [6]. За даними літератури [7], реперôузія при ГПМК 
найбільш еôективна у перші хвилини розвитку судинної катастроôи 
та в межах наступних трьох годин. У подальшому при її застосуван-
ні значно зростає ризик не тільки реперôузійного пошкодження, а й 
геморагічних ускладнень. Беручи до уваги складність діагностики та 
проведення реканалізації, стає очевидним, що успішна реперôузійна 
терапія можлива у небагатьох випадках і лише у великих спеціалізо-
ваних клініках [11].

З’ясування того, який вид клітинної смерті переважає при роз-
витку постреперôузійних пошкоджень головного мозку має важливе 
практичне значення для розробки нових методів патогенетичної терапії 
інсульту, оскільки регенераторний потенціал нейронів різко обмеже-
ний і втрата навіть частини клітин може закінчитись ôатально [1, 12, 
13]. Частка некротичної та апоптотичної смерті нейронів у загальній 
масі ушкодженої нервової тканини доволі варіабельна і залежить від 
багатьох умов. Загибель клітини шляхом апоптозу не супроводжується 
розвитком запалення і цілісність мембрани не порушується. Клітина 
втрачає більшу частину цитоплазми з подальшим утворенням апопто-
тичних тілець, котрі згодом ôагоцитуються. Саме тому апоптотичну 
загибель нейронів вважають “меншим злом” для головного мозку, 
хоча загальна кількість клітин й зменшується [14]. Беручи до уваги 
складність методик оцінки та швидку елімінацію апоптотичних клі-
тин, визначення їх сумарної частки в ішемізованій ділянці головного 
мозку є непростим завданням [4].

Серед лікувальних заходів, що знижують імовірність розвитку іше-
мії головного мозку при ГПМК, великий інтерес приділяють впливу на 
центральну гемодинаміку. При цьому важливе місце посідає інôузійна 
терапія, вибір якої при захворюваннях і ушкодженнях головного моз-
ку є однією з найбільш складних проблем в комплексі консерватив-
ного лікування цих хворих [3]. Метою гемодилюції при ішемічному 
інсульті є покращення мікроциркуляції в зоні ішемії, відкриття кола-
тералів, підвищення церебрального перôузійного тиску та зниження 
в’язкості крові [2, 5, 8]. З огляду на наведене вище, значний інтерес 
представляє дослідження впливу окремої курсової терапії інôузійни-
ми розчинами різного складу на апоптоз клітин соматосенсорної кори 
головного мозку у щурів.

Мета роботи – на моделі ішемічного постреперôузійного пошко-
дження головного мозку у щурів охарактеризувати вплив колоїд-
но-гіперосмолярного розчину HAES-LX-5% (зареєстрований в Україні 
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в 2013 р. під назвою “Гекотон”), колоїдно-ізоосмолярного розчину 
волювен та ізоосмолярного 0,9 %-го розчину NaCl на ôрагментацію 
ДНК (апоптоз) клітин соматосенсорної кори головного мозку. Перелі-
чені дослідження є ôрагментом комплесного вивчення впливу різних 
інôузійних розчинів на клітини головному мозку в стані ішемії.

Матеріали та методи дослідження. Досліди проведено на 35 білих 
щурах-самцях масою 160…170 г, які перебували у стандартних умовах 
віварію, з дотриманням етичних норм експериментальних досліджень 
згідно з “Загальними принципами роботи на тваринах”, затвердже-
ними I Національним конгресом з біоетики (Київ, Україна, 2001 р.) 
та Законом України “Про захист тварин від жорстокого поводження” 
від 26.02.2006 р. Експериментальну модель ішемії-реперôузії (ІР) 
створювали шляхом накладання кліпс на обидві внутрішні сонні ар-
терії під пропоôоловим наркозом (60 мг/кг) впродовж 20 хв [9, 10]. 
Тварин було поділено на п’ять груп. Інôузійні розчини 0,9% NаСІ, 
HAES-LX-5% та волювен вводили внутрішньовенно у катетеризовану 
стегнову вену по 2,5 мл/кг двічі на день (5 мл/кг на добу). Перше 
введення проводили через 30 хв після ІР і далі щодоби через кожні 
12 год впродовж чотирьох діб. До контрольних груп входили інтактні 
щурі та тварини з ІР без лікування.

Через 96 год після ІР і декапітації тварин вилучали частки со-
матосенсорної кори головного мозку для подальшої оцінки ôрагмен-
тації ДНК у клітинах. Дослідження виконували методом проточної 
цитометрії на базі науково-дослідного центру ВНМУ ім. М.І. Пирого-
ва. Для отримання ядерних суспензій використовували спеціальний 
розчин суStain DNA ôірми Partec (Німеччина) згідно з інструкцією 
виробника, а також одноразові ôільтри CellTrics 50 мкм (Partec, Ні-
меччина). Ядерні суспензії з часток соматосенсорної кори головного 
мозку щурів готували одразу після забору матеріалу та промивання 
холодним ôосôатно-сольовим буôером рН=7,4 (Sigma) при температурі 
+(4–8) °С. Дослідження апоптозу проводили на багатоôункціональному 
науково-дослідному проточному цитометрі “Partec РаS» ôірми Partec
(Німеччина). Для збудження ôлуоресценції мітки ядерної ДНК – діамі-
диноôеніліндолу – використовували ультраôіолетову лампу. З кожного 
зразка ядерної суспензії проводили аналіз 10 тис. подій. Протоковий 
аналіз ôрагментації ДНК виконували засобами програмного забезпе-
чення FloMax (ôірма Partec, Німеччина) шляхом виділення Sub-G1
ділянки на ДНК-гістограмах [10].

Отримані результати обробляли за допомогою статистичної про-
грами StatPlus 2009 з використанням парного критерію Вілкоксона. 
Відмінності вважали статистично значущими при p<0,05.

Результати досліджень та їх обговорення. Проведене дослідження 
свідчить, що у групі контрольної патології (ІР без лікування) показ-
ник ôрагментації ДНК в ядрах клітин соматосенсорної кори головного 
мозку через 96 год після моделювання церебральної 20-хвилинної іше-
мії-реперôузії був вірогідно вищим у 3,4 разу або на +241% порівняно 
з групою інтактних щурів (див. таблицю). Це свідчить про процес ін-
тенсивного ôормування вогнища ішемічної напівтіні (пенумбри) саме 
за рахунок нейроцитів, які перебувають у стані апоптотичної смерті.

Після курсового введення (впродовж чотирьох діб) щурам у постре-
перôузійний період 0,9% розчину NaCl в ядрах клітин соматосенсорної 
кори їх головного мозку заôіксували менші значення показників ін-
тервалу Sub-G0G1 відносно аналогічного показника тварин конт роль ної 
групи в середньому на 16,1%. Це свідчить про деяке зменшення явищ 
апоптотичного пошкодження клітин соматосенсорної кори головного 
мозку щурів на тлі лікування ГПМК 0,9% розчином NaCl у дозі по 
2,5 мл/кг двічі на день. 
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Вплив інфузійних розчинів на фрагментацію ДНК (sUb-G0G1) 
ядер клітин соматосенсорної кори через 96 год після ішемії-реперфузії 

головного мозку щурів (М±m, n=7)

Умови досліду Фрагментація ДНК, %

Інтактні щури 7,58±0,50

ІР без лікування
(контрольна патологія)

25,85±1,83* 
(+241%)

ІР+ 0,9% NaCl
21,68±1,13*

[–16,1%]

ІР + волювен
16,45±0,82*#^

[–36,3%],{–24,1%}

ІР + HAES-LX-5%
13,48±0,68*#^°

[–47,8%],{–37,8%}

Примітки: ІР – ішемія-реперôузія; * – р<0,05 – відносно показника інтактних щурів; # – 
р<0,05 – відносно показника контрольної патології; ^ – р<0,05 – відносно терапії 0,9% розчином 
NaCl; ° – р<0,05 – відносно терапії волювеном; ( ) – відносно показника інтактних щурів; [ ] – 
відносно показника контрольної патології; { } – відносно терапії 0,9% розчином NaCl.

За зазначених умов застосування колоїдно-ізоосмолярного розчину 
волювену та колоїдно-гіперосмолярного розчину HAES-LX-5% мало 
виражену антиапоптотичну дію щодо контролю (ІР без лікування). 
Спостерігалося статистично достовірне зменшення ôрагментації ДНК 
в ядрах клітин соматосенсорної кори головного мозку в досліджува-
ному періоді при застосуванні волювену на 36,3% та при застосуванні 
HAES-LX-5% на 47,8% (див. таблицю).

Порівнюючи вплив розчинів волювен та HAES-LX-5% з впливом 
0,9% розчину NaCl, з’ясували, що на четверту добу спостереження 
інôузії HAES-LX-5% та волювен за антиапоптотичним еôектом пере-
важали введення 0,9% розчину NaCl в середньому відповідно на 24,1 
та 37,8% (в обох випадках р<0,05).

При порівнянні еôективності двох досліджуваних розчинів, що міс-
тять колоїдну основу, за показником ôрагментації ДНК (SUB-G0G1) 
ядер клітин соматосенсорної кори у щурів з ІР встановлено, що тера-
пія розчином HAES-LX-5% виявилась вірогідно кращою за інôузію 
волювену на 18,1% (13,48±0,68% проти 16,45±0,82%) (р<0,05).

Отримані дані є свідченням того, що інôузійна терапія при ГПМК 
призводить до гальмування процесів нейроапоптозу, що, очевидно, 
пояснюється покращенням кровообігу в зоні ішемії головного мозку 
внаслідок зменшення дегідратації та створення лікувальної гемодилю-
ції. При цьому еôективність інôузійної терапії залежить від застосова-
ного розчину: колоїдні розчини мали значно кращий еôект порівняно 
з кристалоїдним ізоосмотичним розчином.

Висновки. Постреперôузійний період модельного ішемічного інсуль-
ту у щурів супроводжується вірогідним зростанням відносно інтак-
тних тварин рівня ôрагментації ДНК у ядрах клітин соматосенсорної 
кори головного мозку на четверту добу експерименту в середньому у 
3,4 разу. Лікувальне курсове введення розчинів волювену та HAES-
LX-5% щурам із ГПМК чинило подібну за спрямованістю та силою 
антиапоптотичну дію відносно контролю, що проявлялось у зменшен-
ні ôрагментації ДНК в ядрах клітин соматосенсорної кори головного 
мозку в досліджуваному періоді в середньому відповідно на 36,3 та 
47,8% (р<0,05). При цьому церебропротекторний еôект колоїдних 
розчинів волювен та HAES-LX-5% значно кращий від застосування 
0,9% розчину NaCl (р<0,05). За антиапоптотичним еôектом в умовах 
постреперôузійного пошкодження головного мозку терапія розчином 
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HAES-LX-5% виявилась вірогідно кращою в середньому на 18,1% 
(р<0,05) за інôузію волювену. Для підтвердження отриманих даних та 
оцінки механізму дії різних інôузійних розчинів перспективним слід 
вважати дослідження з використанням специôічних маркерів ішемії 
головного мозку.

Рекомендовано до друку комісією з біоетики
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пРи ишеМии-РепеРфÓÇии головного МоÇга Ó кРыс
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На модели острого нарушения мозгового кровообращения у крыс (20-минутная 
билатеральная окклюзия внутренних сонных артерий с последующей реперôузией) 
установлено, что лечение 0,9% раствором NaCl, волювеном или HAES-LX-5% по 
2,5 мл/кг 2 раза в день (5 мл/кг в сутки) через 30 мин после ишемии-реперôузии 
и дальше ежесуточно через каждые 12 ч уменьшает количество апоптотического по-
вреждения клеток соматосенсорной коры головного мозга. По способности тормозить 
процессы нейроапоптоза вследствие ишемично-реперôузионного повреждения головного 
мозга терапия волювеном или HAES-LX-5% была эôôективнее инôузии 0,9% раство-
ра NaCl. По величине антиапоптотического эôôекта в условиях ишемии-реперôузии 
головного мозга лечение раствором HAES-LX-5% было достоверно более эôôектив-
ным, чем волювеном.

Ключевые слова: ишемия-реперôузия головного мозга, 0,9% раствор NaCl, HAES-
LX-5%, волювен, апоптоз.

inflUEncE of infUsion solUTions on DnA fRAGMEnTATion 
of soMATosEnsoRy coRTEx cElls DURinG ischEMiA-

REpERfUsion of bRAin in RATs

A. SEMENENKO1, O. HODAKIVSKY1, I. CHERESHNYUK1, 
B. KONDRATSKY2, Yu. KOBELYATSKY3

1 National Pirogov Memorial Medical University, Vinnytsya
2 Institute of blood pathology and transfusion medicine of Ukraine, Lviv
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Among the therapeutic measures that reduce the likelihood of cerebral ischemia in 
stroke (CVA), a lot of interest is paid to the effect on central hemodynamics. Infusion 
therapy takes an important place, the choice of which in case of diseases and injuries of 
the brain is one of the most difficult problems in the complex conservative treatment 
of these patients.

The aim of this study was to characterize the effect of colloid hyperosmolar solution 
HAES-LX-5%, colloid solution Voluven and 0.9% NaCl solution on DNA fragmentation 
(apoptosis) of somatosensory cortex cells in model ischemic postreperfusion brain dam-
age in rats.

Materials and methods. The experimental model of ischemia – reperfusion (IR) was 
created by clipping both internal carotid arteries for 20 min. Infusion solutions of 0.9% 
NaCl, HAES-LX-5% and Voluven were injected intravenously 2.5 ml/kg, 2 times/day (5 
ml/kg per day). The first introduction was performed 30 min after IR and then daily 
every 12 hours for 4 days. The control group consisted of intact rats and animals with 
IR untreated. After 96 hours after IR and decapitation of animals the parts of soma-
tosensory cortex were taken for further evaluation of DNA fragmentation in cells. The 
study was performed by flow cytometry.
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Results. The study showed that in the control group (IR untreated) rate of DNA 
fragmentation in the nuclei of cells of somatosensory cortex after 96 hours after mod-
eling 20 minutes of cerebral ischemia-reperfusion was significantly higher in 3.4 times 
in comparison with the group of intact rats.

Therapeutic introduction of solutions Voluven and HAES-LX-5% to rats with stroke 
produced a similar in direction and strength anti-apoptotic action relatively to control, 
manifested in the reduction of DNA fragmentation in the nuclei of cells of somatosensory 
cortex in the study on average by 36.3% and 47.8% (p<0.05).

Comparing the influence of solutions Voluven and HAES-LX-5% with the influence 
of 0.9% NaCl solution it turned out that on the 4th day of the observation infusion of 
HAES-LX-5% and Voluven strength of anti-apoptotic effect dominated the administra-
tion of 0.9% solution NaCl on average by 24.1 and 37.8% (both p<0.05).

When comparing the effectiveness of two test solution containing colloid base, in 
terms of DNA fragmentation (SUB-G0G1) nuclei somatosensory cortex in rats with IR 
found that treatment with a solution of HAES-LX-5% proved to be significantly better 
than the infusion Voluven 18.1% (13,48±0,68% to 16,45±0,82%) (p<0.05).

The obtained data is evidence that infusion therapy for CVA leads to inhibition of 
neuroapoptosis processes which is obviously due to the improved blood circulation in the 
area of cerebral ischemia by reducing dehydration and the establishment of therapeutic 
hemodilution.

Key words: ischemia-reperfusion injury of the brain, normal saline, HAES-LX-5%, 
Voluven, apoptosis.


