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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

	БКК
	_
	блокада кальцієвих каналів

	ГІ
	–
	геморагічний інсульт

	ОТНП
	–
	оцінка тяжкості неврологічних порушень

	УРПУ
	−
	умовна реакція пасивного уникнення


ВСТУП

Актуальність. Ураження головного мозку внаслідок гострого порушення мозкового кровообігу (ГПМК) становить серйозну медико-соціальну проблему, оскільки значна доля пацієнтів з ГПМК є особами працездатного віку, лікування та реабілітація яких займає тривалий час. Відомі дані про різке зниження якості життя пацієнтів після перенесеного інсульту, втрата ними працездатності і, як результат - низький рівень соціальної і трудової реабілітації [52, 76, 106, 161].

В структурі гострих судинних захворювань головного мозку домінує ішемічний інсульт, який реєструють у 70-80% випадків всіх ГПМК. 20-30% складають геморагічні інсульти та близько 5% - субарахноїдальні крововиливи. Разом з тим смертність від геморагічного інсульту значно вища ніж при ішемічному і сягає 40-80% (з них близько половини в гострому періоді захворювання) [6, 11, 159]. Важливо при цьому відзначити, що мозкові судинні катастрофи серед причин смерті займають третю сходинку після онкологічних захворювань і серцевої патології [85, 163, 214].

За даними літератури, повторний геморагічний інсульт впродовж перших 6 місяців після первинного трапляється у 20% хворих; уражені ділянки головного мозку у більш ніж половини пацієнтів зазнають необоротних змін, що є причиною глибокого неврологічного дефіциту [12, 64, 118].

Відомо, що ефективний регрес проявів неврологічного дефіциту і психічних порушень при ГПМК визначається ступенем морфологічних та патофізіологічних змін, до яких належать: півкульна асиметрія, обсяг патологічного інсультного вогнища, тривалість деструктивних процесів, індивідуальна пластичність нервової системи, активність відновних процесів та наявність ускладнень в гострому та відтермінованому періодах патологічного процесу [10, 91, 192]. Однак, незважаючи на наявність теорій щодо механізмів і закономірностей розвитку неврологічних змін, процесів їх формування та потенційний рівень відновлення втрачених функцій при геморагічних інсультах, залишаються недослідженими механізми пригнічення та відновлення нервових структур при повторних епізодах мозкового крововиливу, при яких перебіг репаративних процесів залежить, у тому числі, від ступеня збереженості компенсаторних захисних механізмів [47, 108, 135].

Все вищезазначене підкреслює актуальність вибраної тематики дослідження, спрямованого на вивчення механізмів та наслідків геморагічного, і особливо повторних його епізодів, інсульту [19, 36]. Важливо розуміти, що своєчасно проведена фармакологічна корекція неврологічних розладів зменшує виразність патологічних змін в нейронах головного мозку в ділянці геморагічного інсульту, тому надзвичайно актуальним залишається пошук адекватних фармакологічних засобів, які дозволяють зменшувати глибину пошкодження нервової тканини та запобігати збільшенню ділянки ураження [5, 46, 49, 165].

На сьогодні розроблено і клінічно використовується широкий арсенал засобів, які впливають на реологічні показники крові, енергетичні та окисні процеси в уражених ділянках мозку, проте ефективність більшості інноваційних засобів вважається недоведеною [2, 179, 185, 199].
Результати сучасних досліджень свідчать про те, що в патогенезі гострого інсульту активуються механізми глютамат-кальцієвого каскаду, вчені дискутують щодо їх неоднорідності в різні періоди патологічного процесу [117, 137, 177]. Відомо, що іони кальцію відіграють роль тригерного чинника в процесах клітинного ушкодження. Тому, на наш погляд, одним із патогенетично обґрунтованих шляхів фармакологічного впливу на розвиток цитонекротичних процесів при геморагічному інсульті (ГІ) є проведення блокади кальцієвих каналів, що впливає на функціональну активність кальцієвих каналів, оскільки, з одного боку, кальцієві канали приймають участь у регуляції тонусу церебральних судин, а з іншого – в реалізації нейротоксичного ефекту збуджуючих амінокислот [116, 130, 195].

Незважаючи на численні літературні дані про роль блокаторів кальцієвих каналів на регуляцію тонусу церебральних судин [23, 130], вони є неоднозначними, тому подальші дослідження їх нейропротекторної дії при ГІ є на часі.

Таким чином, проблема вивчення патогенетичних механізмів розвитку геморагічного інсульту та пошуку нових стратегій впливу на механізми пошкодження до теперішнього часу залишається актуальною проблемою і вимагає проведення комплексного дослідження. У зв'язку з цим потребує ретельної уваги встановлення факторів, що покращують перебіг геморагічного інсульту, а також вивчення можливих шляхів блокади кальцієвих каналів як методу корекції порушень кальційзалежних пошкоджень при первинному та повторному ГІ.

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами.

Робота виконана у рамках комплексної науково-дослідної роботи кафедри патологічної фізіології ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України» (ДЗ «ДМА») за темою «Вивчення механізмів компенсаторно-адаптивних реакцій нервової системи при дії екстремальних факторів», № держреєстрації 0100200307. Автор є співвиконавцем теми. Тема дисертації «Морфо-функціональна характеристика пошкоджень структур головного мозку при гострій недостатності мозкового кровообігу (внутрішньомозковому крововиливі) в експерименті» затверджена рішенням Проблемної комісії МОЗ і НАМН України «Нормальна та патологічна фізіологія» (протокол № 27 від 29 травня 2003 р.) та на засіданні вченої ради ДЗ «ДМА» (протокол № 8 від 25 березня 2004 р.). На засіданні вченої ради ДЗ «ДМА» 27 жовтня 2016 року (протокол № 3) затверджена зміна назви дисертації на «Патогенетичні механізми морфо-функціональних змін в корі великих півкуль та підкіркових утвореннях головного мозку при первинному та повторному геморагічному інсультах в експерименті».

Мета дослідження: з’ясування патогенетичного взаємозв’язку між зміною неврологічного статусу, поведінкових та когнітивних порушень із морфологічними змінами в корі великих півкуль та підкіркових утвореннях великого мозку в динаміці первинного та повторного геморагічного інсультів.

Для досягнення поставленої мети були вирішені наступні задачі:

1.  Простежити порушення основних моторних та захисних рефлексів при первинному та повторному геморагічному інсультах та при блокаді кальцієвих каналів.
2. Проаналізувати характеристики оцінки тяжкості неврологічного дефіциту в динаміці при первинному та повторному геморагічному інсультах та при блокаді кальцієвих каналів.

3. Встановити динаміку порушень неврологічного статусу при первинному та повторному геморагічному інсультах та при блокаді кальцієвих каналів.

4.  Дослідити поведінкові та когнітивні зміни у щурів при первинному та повторному геморагічному інсультах та при блокаді кальцієвих каналів.

5. Визначити морфологічні характеристики ушкоджень утворень головного мозку при первинному та повторному геморагічному інсультах та при блокаді кальцієвих каналів.

6.  На підставі отриманих даних дослідити ефективність проведення блокади кальцієвих каналів при первинному та повторному геморагічному інсультах.
Об’єкт дослідження - первинний та повторний геморагічний інсульти.
Предмет дослідження – динаміка структурно-функціональних змін параметрів кори та підкіркових утворень великих півкуль при первинному і повторному геморагічному інсультах в тому числі за умов блокади кальцієвих каналів.
Методи дослідження: патофізіологічні (відтворення в експерименті первинного та повторного локального крововиливу); поведінкові (вивчення неврологічного статусу тварин за методикою «позних» реакцій за Бурешом, визначення виразності неврологічного дефіциту із застосуванням оцінки тяжкості неврологічних порушень (ОТНП) і McGraw Stroke Index, вивчення орієнтовно-дослідницьких та поведінкових реакцій за методикою «Відкрите поле», вивчення когнітивних функцій тварин за методикою умовного рефлексу пасивного уникнення (УРПУ)); гістологічні (визначення особливостей морфологічних порушень при первинному та повторному крововиливі в утвореннях головного мозку у гістологічних зрізах, забарвлених гематоксилін-еозином, за Нісслем, пікрофуксином, за Малорі, імпрегнацією азотнокислим сріблом); морфометричні та стереометричні (морфо-стереометрична оцінка площі ділянки деструкції тканини мозку та об’єму крововиливу на рівні треку канюлі (мм2), кількісна оцінка середньої площі тіла та ядра нейронів III-V шарів, визначення кількості нейронів на одиницю площі (відносна щільність) та статистичні (застосування параметричних та непараметричних статистичних критеріїв для аналізу отриманих результатів).
Наукова новизна одержаних результатів.
В роботі вперше проведено порівняльний аналіз структурно-функціональних змін утворень головного мозку при експериментальному первинному та повторному геморагічному інсультах в динаміці.

Встановлено, що патофізіологічні розлади залежать від епізоду геморагічного інсульту і характеризуються спонтанним частковим відновленням: при первинному геморагічному інсульті з 3–7-ї доби до 50–90% тварин на 30-ту добу, при повторному у більшості випадків з 14–21-ї доби до 25–75% чи повністю відсутнє, й не досягає повного відновлення.

Вперше показано, що динаміка відновлення рефлекторної, орієнтовно-дослідницької поведінкової діяльності та неврологічного статусу залежить від характеристик епізоду геморагічного інсульту: встановлено патогенетичний зв'язок позитивної динаміки регресу при первинному геморагічному інсульті та менш виражене відновлення показників при повторному геморагічному інсульті, що пов’язано з більш грубими морфологічними порушеннями утворень ЦНС.

Виявлено залежність ступеню виразності патофізіологічних розладів від факту повторного крововиливу у щурів з однобічною локалізацією мозкового інсульту на тлі дифузного набряку контралатеральної півкулі; у віддалений період після відтворення геморагічного інсульту характер дефіциту змінюється із дифузного до одностороннього.
Доповнено наукові дані про те, що за умов експериментального первинного / повторного геморагічного інсультів підвищується емоційність (на 3-ю добу в 1,5/3 рази, на 30-ту добу в 2/2,2 рази відповідно) та тривожність щурів на фоні зниження показників поведінкових реакцій – горизонтальної (на 3-ю добу в 3,2/2,1 рази, на 30-ту добу в 2,3/4,3 рази); вертикальної (на 3-ю добу в 1,9/1,5 рази, на 30-ту добу в 4/4,3 рази) рухової активності; зменшення кількості обстежених отворів (на 3-ю добу в 1,5/1,8 рази, на 30-ту добу в 1,2/2,6 раз, а також погіршення пам’яті.

Встановлено, що когнітивний дефіцит та поведінкові розлади за умов первинного та повторного геморагічного інсультів мають єдиний патогенез, в основі якого лежить необоротна гибель нейронів.

Уточнено наукові данні про те, що стійка неврологічна симптоматика і порушення кортикальних функцій в основному визначалися епізодом інсульту і частіше формувались у тварин з повторними інсультами і були асоційовані з супутніми структурними змінами не лише кори великих півкуль головного мозку, але і білої речовини, і підкіркових структур (дифузними атрофічними змінами тканини білої речовини з набряком тканини мозку та дегенерацією нервових волокон та олігоглії, кортикальними змінами в гострому періоді з вогнищевими, а у віддаленому – дифузно-вогнищевими ураженнями; у відновлювальній стадії розвитку повторного геморагічного інсульту більш значущий вплив чинили патологічні зміни білої речовини).
Вперше проведено кількісний аналіз змін головного мозку щурів в динаміці первинного та повторного геморагічного інсультів. Виявлено статистично значущі відмінності між контрольною та експериментальною групами щурів, які полягають в збільшенні показників площі нейроцитів ІІІ–V шарів сенсорномоторної кори іпсілатеральної півкулі головного мозку на 3-ю добу на 8%, на 30-ту добу на 4% при первинному інсульті, при повторному інсульті відповідно на 13% та 16% в аналогічні строки (на 6-й міс зменшення показнику на 5,55 % в обох групах), що пов’язано з дистрофічним набряканням.

Вперше виявлена виражена втрата кількості нейронів ІІІ–V шарів сенсомоторної кори великого мозку за умов експериментального первинного та повторного геморагічного інсультів: при первинному інсульті – з 10,2% на 30-ту добу до 25,5% на 6-й міс, при повторному інсульті з 24,1% на 30-ту добу до 31,2% на 6-й міс, що вказує на подальше прогресування та пов’язано із розвитком нейродегенерації тканин головного мозку.
Новими є дані щодо порівняння патофізіологічних та патоморфологічних змін при експериментальному первинному та повторному геморагічному інсультах при блокаді кальцієвих каналів. Оцінена ефективність принципу дії блокатора кальцієвих каналів щодо нейродегенеративних змін при первинному і повторному крововиливі в мозок.

Практичне значення одержаних результатів. Наведені дані розширюють та поглиблюють знання про розвиток патофізіологічних та патоморфологічних змін головного мозку при експериментальному первинному та повторному геморагічному інсультах. На підставі експериментальних досліджень встановлені особливості розвитку первинного та повторного геморагічного інсультів на основі морфологічно-функціональних змін утворень головного мозку в патогенезі мозкової катастрофи. 
Результати досліджень та їх інтерпретація мають значення як для фундаментальних теоретичних наук, так і для клінічної практики, оскільки вирішують не тільки питання патогенезу порушень функцій ЦНС за умов первинного та повторного ГІ, а й створюють основу для розробки алгоритмів застосування декількох методик (шкали McGraw Stroke Index і ОТНП, методика «Відкрите поле», УРПУ), дозволяють удосконалити алгоритм диференціальної оцінки неврологічного статусу дослідних тварин у порівнянні з традиційними підходами й дають змогу отримати нові дані про перебіг патогенезу.

Проведені дослідження обґрунтовують доцільність БКК в якості експериментального напрямку нейропротекції.
В ході роботи було розроблено та запропоновано спосіб моделювання ГІ у експериментальних тварин (Патент № 56758 А Україна, А61В 17/00. Спосіб моделювання геморагічного інсульту у щура / Колдунов В.В., Бібікова В.М., Козлов С.В., Царьов О.В., Святюк Ю.В., 2013).

При проведенні морфологічних досліджень головного мозку розроблено спосіб оцінки клітинних утворень секційного зразка головного мозку (Патент № 96521 Україна, А61В 10/00. Спосіб оцінки клітинних утворень секційного зразка головного мозку / Макаренко А.М., Терещенко Н.М., Бібікова В.М., Васільєва І.Г., Довгий Р.С., 2015).

Результати дослідження впроваджені до навчального процесу на кафедрах патологічної фізіології Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького, загальної та клінічної патологічної фізіології Одеського національного медичного університету, патологічної фізіології ДВНЗУ «Буковинський державний медичний університет», патологічної фізіології ДВНЗ «Тернопільський державний медичний університет імені І.Я. Горбачевського МОЗ України», патологічної фізіології Національного медичного університету імені О.О. Богомольця, патофізіології ВДНЗУ «Українська медична стоматологічна академія» (м. Полтава), патологічної фізіології Запорізького державного медичного університету.
Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійною завершеною науковою працею. Визначення теми, мети, завдань дослідження, розробка наукової проблеми, вибір адекватних методів дослідження зроблено сумісно з науковим керівником – професором Колдуновим В.В. Здобувачем самостійно зібрано та проаналізовано проблематику дисертаційного дослідження у вітчизняних та зарубіжних фахових виданнях, пошук та аналіз патентної інформації, виконання експериментальних досліджень, збір матеріалу, проведення дослідження, математико-статистичний аналіз одержаних даних, написання та оформлення наукових статей до друку, що відображають основні наукові положення дослідження, написання всіх розділів дисертаційної роботи, представлення результатів дослідження на наукових з’їздах та конференціях.

На базі кафедри патологічної фізіології ДЗ «ДМА» проведено експериментальні та патофізіологічні дослідження, а також аналіз та узагальнення отриманих результатів, підготовка рукопису кандидатської дисертації. Морфометричні та гістологічні дослідження проведені на базі кафедри гістології та ембріології Національного медичного університету імені О.О. Богомольця (керівник морфологічної лабораторії – професор Чайковський Ю.Б.). У дисертаційній роботі не використовувались ідеї або розробки, які належать співавторам публікацій.

Апробація основних положень дисертації. 
Матеріали дисертації і її фрагменти були викладені та обговорені на таких форумах: Першій Всеукраїнській науковій конференції «Карповські читання» (Дніпропетровськ, 2004); IV Національному конгресі патофізіологів України з міжнародною участю (Чернівці, 2004); ІІ Міжнародній науково-практичній конференції «Гомеостаз: физиология, патология, фармакология и клиника» (Одеса, 2005); III конференції Українського товариства нейронаук «Нейронауки: теоретичні та клінічні аспекти» (Донецьк, 2005); VІ читаннях ім. В.В. Підвисоцького, присвячених до 150-річчя з дня народження (Одеса, 2007); V Національному конгресі патофізіологів України «Сучасні проблеми патофізіології: від молекулярно-генетичних до інтегративних аспектів» (Запоріжжя, 2008); VІ конгресі патофізіологів України «Від експериментальних досліджень до клінічної патофізіології» (Сімферополь, Ялта, 2012); I International Scientific Conference of Students and PhD Students − Cell Technology Week 2013 (Kyiv, 2013); XІІІ Науковій конференції студентів та молодих учених «Новини і перспективи медичної науки» (Дніпропетровськ, 2013); XІV Науковій конференції студентів та молодих учених «Новини і перспективи медичної науки» (Дніпропетровськ, 2014), The 2nd European Stroke Organization Conference (Barcelona, Spain, 2016), ІХ Науково-практичній конференції «Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів на організм» (Тернопіль, 2016).
Публікації і авторські свідоцтва.

За темою дисертації опубліковано 23 наукові роботи, зокрема, 9 статей, з яких 8 представлені у наукових фахових виданнях, рекомендованих МОН України, з них 7 – у журналах, які включено до міжнародних наукометричних баз РІНЦ, Google Scholar, Index Copernicus International, 1 стаття – у закордонному науковому періодичному виданні (Чеська Республіка), 12 тез – у матеріалах міжнародних та вітчизняних наукових конференцій. Отримано 2 патенти України на корисну модель. 5 наукових робіт опубліковано без співавторів.

РОЗДІЛ 1

СУЧАСНІ УЯВЛЕННЯ ПРО ПАТОГЕНЕТИЧНІ МЕХАНІЗМИ МОЗКОВИХ ІНСУЛЬТІВ ТА НАПРЯМИ КОРЕКЦІЇ
(ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)
1.1 Загальна характеристика мозкових інсультів

Первинні геморагічні інсульти складають від 70 до 80 % від усіх внутрішньочерепних крововиливів і найчастіше пов’язані з розривом дрібних судин, стінка яких порушена на тлі артеріальної гіпертензії або амілоїдної ангіопатії, рідше розривом артеріовенулярних мальформацій [19, 26, 32].

В більшості випадків ГІ розвивається у хворих працездатного віку, при цьому летальність залишається високою і до теперішнього часу (60-70 %) [9, 81]. Смертність протягом першого місяця після інсульту складає 35 % і до кінця першого року сягає 50 %. Особливу тривогу викликає збільшення частоти ГІ серед осіб молодого віку [9, 73] і навіть у дітей, в тому числі у новонароджених [1, 28, 145, 111], що пов’язано із вродженими вадами розвитку мозку.

Клінічно геморагічний інсульт характеризується виразними системними і вогнищевими неврологічними симптомами та обумовлений в переважній більшості артеріальною гіпертензією (у 86,6 %) [9, 62, 75, 92, 94]. Іншими патологічними станами, ускладненням яких може бути ГПМК, є наступні: ішемічна хвороба серця (у 27,5 %), цукровий діабет (у 17,3 %), ожиріння (у 10,2 %) [9, 87].

Повторний інсульт, за даними статистики, має місце у 15 % хворих, при цьому у 23 % випадків він завершується летально [19]. Переважна більшість повторних інсультів є ішемічними (71 %) [20, 41, 59, 68, 83]. Сукупний ризик розвитку повторного інсульту протягом 5 років мають 22,5 % осіб, найвірогідніше в перші 6 місяців. Результати досліджень багатьох вчених показали, що найістотнішим прогностичним чинником ризику повторного інсульту за геморагічним типом протягом 5 років є вік від 75 до 85 років, геморагічний тип першого інсульту та наявність у хворого цукрового діабету. Після довготривалої реабілітації до працездатного стану повертаються не більше 10-12 % пацієнтів, які перенесли ГІ [33, 206, 216]. Інші хворі отримують різну ступінь інвалідності, що вимагає проведення додаткових реабілітаційних та лікувально-профілактичних заходів. Цей аспект проблеми потребує детального вивчення та вдосконалення систем лікувальних заходів.

В гострому періоді ГІ мозку ключовими неврологічними симптомами є порушення свідомості у поєднанні з вогнищевим моторним дефіцитом (у 90 % хворих) [61, 192]. Цей симптомокомплекс має найбільше прогностичне значення для ступеня неврологічного дефіциту, вірогідності рецидиву ГІ та летального завершення. Найбільш несприятливими ознаками є вкрай важкий загальний стан хворого, виразні пірамідні та екстрапірамідні розлади [74, 82, 97].

Глибина і об’єм неврологічного дефіциту визначається локалізацією ГІ. Інсульт в шкаралупу протікає з грубим порушенням свідомості та неврологічним дефектом у вигляді контрлатеральної геміплегії, геміанестезії, афазії (при ураженні домінантної півкулі) або просторової геміагнозії і анозогнозії (при ураженні недомінантної півкулі). Фахівці відмічають, що клінічна картина геморагічного інсульту в шкаралупу схожа з такою при оклюзії середньої мозкової артерії і в деяких випадках стає причиною неадекватного діагностування.

При геморгічному інсульті у таламус так само, як і при попередньому випадку, можливий розвиток коми. Важливими ознаками таламічного ураження є велика вираженість сенсорних і моторних порушень, окорухових розладів у вигляді обмеження погляду, косоокості.

Геморагічний інсульт у міст характеризується звичайно раннім розвитком коми, децеребраційною ригідністю. Смертність становить 80-85% випадків. Для ГІ в мозочок характерні раптове запаморочення, блювота в поєднанні з вираженою атаксією, абазією, астезією і парезом погляду [36].
Особливо важка клінічна картина спостерігається при ГІ у шлуночки мозку [100]. Геміплегія у таких хворих поєднується з руховим занепокоєнням непаралізованих кінцівок. Моторна дисфункція проявляється у вигляді т.зв. автоматизованої жестикуляції [7]. Досить часто при прориві крові у шлуночки постає горметонічний синдром, що виражається в періодично повторюваних тонічних судомах м'язів паралізованих кінцівок, що пов'язано з обширними церебральними ураженнями [2].

В 5-10% ГІ може обмежуватися субарахноїдальним простором або поширюється на сіру речовину мозку, викликаючи осередкову симптоматику. В деяких випадках після ГІ розвивається ішемічний інсульт через порушення кровотоку або тромбозу в артеріях, уражених аневризмою [62]. При цьому в більшості випадків етіологія субарахноїдального крововиливу (САК) спільні із паренхіматозними ГІ, а в деяких випадках має травматичний ґенез. Найчастіше САК виникає при розриві судин артеріального кола великого мозку на нижній поверхні головного мозку [184]. Макроскопічно виявляється скупчення крові на базальній поверхні ніжок мозку, моста, довгастого мозку, скроневих часток великих півкуль головного мозку [191].
З такою частотою (близько 10%) є геморагічний інсульт спричинений розривом артеріовенозних мальформацій, які зустрічаються лише в 0,5-1 випадках на 100000 населення, проте до третьої декади життя спричинюють ГІ в 51-56% випадків, генералізованими і парціальними епілептичними нападами в 10-33%, постійним неврологічним дефіцитом у 6-9%, прогресуючим неврологічним дефіцитом - 4-6%, хронічними головними болями - 12-16% хворих [106,138]. У 80% хворих розрив артеріовенозних мальформацій зустрічаються в осіб молодого і працездатного віку, що у 35% хворих стають причиною летальних випадків, у інших причиною інвалідності [28]. Для артеріовенозних мальформацій також характерні повторні, а іноді і багаторазові ГІ з різною періодичністю [58]. Рецидивуючі ГІ частіше відзначені при артеріо-венозній мальформації більше 3 см, при цьому летальність становить близько 6%.

В переважній більшості ГІ розвиваються за типом гематоми, в якій виділяють зону гематоми (вогнище крововиливу), що має кулясту форму з нерівними краями. Вогнище ГІ містить драглистий гемокоагулят, а по краях гематоми відмічається зона геморагічної інфільтрації (шириною 3-5 мм). Навколо гематоми формується зона набряку мозку, яка поширюється на прилеглі клітинні утворення [189, 208, 223]. Внаслідок різкого набряку мозку при значних ГІ спостерігається дислокаційний синдром, що викликаний зміщенням клітинних структур мозку [43]. На відміну від гематоми інсульт за типом геморагічного просочування не має чітких меж і зустрічається значно рідше. Розташовується зазвичай в таламусі або мості і часто є множинним. При цьому слід зазначити, що у 88% випадків можливі помилки в діагностуванні ГІ [24]. Причиною помилкової діагностики ГІ при травматичному пошкодженні головного мозку є поєднання наступних чинників: знижений рівень свідомості у 71% надходили, відсутність відомостей про травму в 90% випадків [21].

Необхідно особливо відзначити, що методи нейровізуалізації (комп’пютерна томографія та магнитно-резонансна томографія) у сучасній системі діагностики та лікування інсульту не знайшли належного відображення в наявних на сьогодні методах прогнозування віддаленого періоду – вони дозволяють лише діагностувати локалізацію вогнища інсульту [212, 220]. В зв’язку із цим, прогнозування наслідків інсульту в даний час відноситься до проблемних питань неврології, рішення яких зумовлено медичною, соціальною та економічною необхідністю.

До числа прогностично несприятливих нейровізуалізаційних симптомів відносяться: гематоми об’ємом 51 мл і більше (летальність 100 %), медіальне розташування гематом, що супроводжується проривом крові в бічні шлуночки (летальність 93,5 %), наявність ГІ в III-IV шлуночок (летальність 79,1 %), ГІ скроневої частки (летальність 70,0 %) і в таламусі (летальність 61,5 %) [13, 18, 40]. В зв’язку із цим глибина сенсорних і моторних розладів є важливими в оцінці прогнозу геморагічного інсульту [64].

1.2 Патогенетичні механізми мозкових інсультів

Важливу роль в механізмах перебудови зони ГІ мають процеси, що пов’язані з гемолізом і метаболічними перетвореннями продуктів розпаду крові. Так, при гемолізі еритроцитів вивільняється залізо, яке сприяє активізації окислювального ушкодження мембран клітин шляхом утворення гідроксильного радикалу, що відбувається при розпаді перекису водню за умов присутності саме іонів двовалентного заліза [201], а гемоглобін перетворюється на токсичний білірубін, який проникаючи в нейрон блокує процеси енергоутворення в мітохондріях [220]. Результатом розпаду лейкоцитів є вивільнення протеолітичних ферментів та цитокінів, що призводять до деструкції нейронів та включення екзогенного апоптозу [197].

Усі перелічені процеси призводять до запуску перекисного окислення ліпідів, найбільш чутливими до якого є тіолові групи протеїнів мембрани. Тож, найбільш суттєвим для клітин є порушення функції ферментів, що приймають участь у транспорті іонів (Ca2+, Мg2+, К+, Na+-АТФази). При цьому відбувається накопичення іонів Ca2+ і Na+ в клітині та виведення К+. Порушення балансу К+/Na+, а саме накопичення Na+ призводить до гіпергідратації клітин, а в результаті виходу К+ відбувається гіперполяризація клітинної мембрани та, як наслідок, порушення формування і передачі нервового імпульсу [4, 16, 205].

Накопичення Ca2+ активізує серинові та цистеїнові протеази, Ca2/Мg2+-залежну ендонуклеазу, фосфоліпази, що також призводить до ушкодження структур клітин, функціональної блокади та загибелі нейронів внаслідок порушення клітинного гомеостазу [140]; Активація фосфоліпази призводить до синтезу ейкозаноїдів та запуску запалення [22, 115, 203, 214].
Відомо, що усі перелічені біологічно активні речовини, а також катехоламіни та тромбоксани, викликають спазм судин та перифокальну ішемію головного мозку [122, 158, 163, 215, 218]. Каскад усіх реакцій призводить до виникнення набряку, порушення нормального функціонування гематоенцефалічного бар’єру [115, 121].
Встановлено, що перші ознаки набряку мозку при експериментальному первинному ГІ виявляються вже через 6 годин після ГІ з подальшою активацією процесу [126, 147, 210], що, ймовірно, пов’язано з розвитком запальної реакції внаслідок інфільтрації перифокальної зони активованими лейкоцитами, гемолізом еритроцитів і посиленням окислювального стресу [137, 170, 204].
Ішемічне ушкодження нейронів і гліальних клітин мають незворотний характер, сягаючи максимальних значень на 20-25 добу. Слід наголосити, що у віддалених ділянках мозку також розвивають ішемічні та дисциркуляторні зміни, які стають причиною пізніх ускладнень геморагічного інсульту [156, 202, 221]. Збільшення ступеня виразності ішемії і набряку тканини мозку, викликані патогенетичними чинниками первинного геморагічного ушкодження і, особливо, збільшення розміру гематоми при супутній недостатності колатерального кровообігу, призводять до розвитку некротичних змін нервових клітин відповідно від ядерної зони до зони пенумбри, але не в зоні гіпоперфузії [14, 51, 73].

Мікроциркуляторні порушення при первинному ГІ в перші 12-24 години характеризуються спазмом артеріол з наступною (через 48-72 години) вазоділатацією. Навколо гематоми виявляється ангіонекроз, що супроводжується значним підвищенням судинної проникності і розвитком вторинних діапедезних крововиливів, які найбільш часто розвиваються на 2-3 добу після ГІ [78, 125, 174]. У механізмі виникнення діапедезних геморагій певне значення надається порушенням в системі згортання крові. Обмінні порушення, що виникають у вогнищі ураження, сприяють дезорганізації стінок судин (дрібних артерій, вен і капілярів), які в цих умовах стають проникними для плазми і еритроцитів (ГІ шляхом діапедезу). Одночасно розвиток спазму багатьох судинних гілок в поєднанні з проникненням крові в мозкову речовину може призвести до утворення значного вогнища ГІ, а іноді і множинних геморагічних вогнищ [79, 96].

Вивчення неврологами і нейрохірургами характеристик перебігу повторного ГІ показало схожість патогенезу захворювання із первинними крововиливами в мозок, проте відмічено певні особливості. Ускладнення рецидиву полягає в загостренні клінічного перебігу захворювання та формуванні більш глибоких нейродистрофічних процесів головного мозку [39, 53].

При повторному ГІ лише 10 % випадків виявляється ураження стовбура головного мозку або мозочка, а інші 90 % складають паренхіматозні інсульти за типом розриву судин, значно рідше шляхом діапедезного просочування [77, 93, 108].

Високий ризик повторного ГІ відмічається у осіб із артеріальною гіпертензією, пошкодженням чи вадами судинної стінки, змінами системи гемокоагуляції (ідіопатична тромбоцитопенія або використання антитромбоцитарної терапії) або порушення плазмової коагуляції (гемофілія, ДВЗ-синдром, застосування антикоагулянтної терапії). Найбільш важко інсульт протікає у випадках розвитку виразного набряку головного мозку, гострої обструктивної гідроцефалії, прориву крові в шлуночки і субарахноїдальний простір, повторного ГІ в ішемізовану тканину [51, 69]. В результаті цих змін зростає внутрішньочерепний тиск з розвитком дислокаційного синдрому і компресією життєво важливих клітинних утворень стовбура мозку або компресійної ішемії кори мозку, поглиблення неврологічного дефіциту [27, 129, 136].

Вторинний ГІ у некротизовану тканину, як правило, спостерігається в перші 10 діб після великих і середніх за розмірами інфарктах мозку. Виявлення геморагічної трансформації вогнища ішемічного інсульту можливе тільки при повторних рентгенологічних дослідженнях. В переважній більшості їх причиною стає неконтрольований артеріальний тиск і запізніле застосування реперфузійної (в основному тромболітичної) терапії [104, 156, 217]. На тлі порушеного гематоенцефалічного бар’єру, гемокоагуляції та некрозу тканини мозку розвивається виразний набряк тканини мозку, що загостює перебіг захворювання та унеможливлює досягнення бажаного терапевтичного результату після застосованого лікування [185, 190, 194].

Порушенню гемостазу, синдрому локального внутрішньосудинного згортання надається провідне значення серед причин, що сприяють повторним ГІ у 14-44 % (в середньому у 26,5 %) [196]. При цьому різко підвищується і частота важких клініко-анатомічних форм повторних ГІ і летальність серед хворих, які перенесли повторні розриви аневризми [119, 162, 193].

Отже, зміни структури та функції при первинному і повторному ГІ не є тотожними. Ці відмінності поглиблюються із збільшенням періоду від початку розвитку ГПМК.

Системний розвиток патофізіологічних порушень спричинюють неврологічні розлади при гострому ГІ та при хронічній ішемії мозку включає етапний характер формування порушень, де кожен етап характеризується певними клітинно-молекулярними змінами: порушенням проведення нервового імпульсу нейронів і розладами мікроциркуляції, окислювальним стресом і гіперпродукцією медіаторів, зміною секреції та рецепції нейротрансмітерів, розвитком апоптозу та некрозу [95, 99, 101, 139].

Одним з ключових чинників в патофізіології гострої і хронічної нейродегенерації при ГІ є окислювальний стрес, індукований зниженням надходження кисню або, навпаки, його посиленим надходженням при реперфузії [57, 110, 210]. Надлишкова продукція вільних радикалів перевищує фізіологічну здатність клітин до детоксикації шляхом вироблення антиоксидантів, що викликає вторинні незворотні пошкодження білків, ліпідів і нуклеотидів, що і індукує загибель клітин шляхом апоптозу та некрозу [124, 164, 219]. Клітини макроглії, зокрема астроцити, є основним джерелом антиоксидантного захисту в запобіганні загибелі нейронів після ішемічного інсульту, власне тому, на думку авторів, реактивний астрогліоз корелює із збільшенням нейродегенерації [218].

Ще одним з механізмів нейродегенерації при ГІ є запалення у зоні катастрофи, що характеризується різко зростаючою продукцією прозапальних цитокінів [84, 171]. Експериментально встановлено, що лейкоцитарний інфільтрат в перифокальній зоні відзначається вже на 2-3 добу після ГІ. Найбільш значні скупчення нейтрофілів виявляються в зонах ішемії і досягають максимуму через 7-10 днів [122]. Відомо також, що після утворення ГІ саме ці зміни викликають запальні реакції не лише внаслідок активного проникнення лейкоцитів в тканину мозку, але і в результаті антигенної активації резидентної мікроглії компонентами некротизованих клітин і активною продукцією медіаторів запалення [103]. Ці чинники, на думку фахівців, посилюють патогенетичні механізми нейродегенерації, викликані безпосередньо ГІ [157].

В результаті прориву гемоенцефалічного бар’єру в гострому періоді ГІ в мозковій тканині розвивається локальне автоімунне запалення, на що вказують зміни в цереброспінальній рідині у вигляді підвищення рівня органоспецифічних і органонеспецифічних антитіл [84, 165]. Збільшення антитіл до ДНК і антитіл до основного білку мієліну при геморагічному інсульті служить критерієм для визначення важкості стану і прогнозу перебігу захворювання. Підвищені титри антитіл до основного білку мієліну в цереброспінальній рідині свідчать про виразність аутоімунної агресії та недостатність трофічного забезпечення мозку, що сприяє поглибленню неврологічного дефіциту та розвитку вегетотрофічного синдрому [61].

В перші 3 доби захворювання в сироватці крові та спинномозковій рідині хворих різко зростає рівень цитокінів, зокрема рівень ІL-1α в 25-30 разів і поступово знижується через 10 діб розвитку захворювання. Підвищення вмісту прозапальних цитокінів у хворих з ГІ також здійснює негативний вплив на виразність запального процесу в організмі [70]. Представлені дані суттєво розширюють уявлення про розвиток ускладнень при ГІ, проте при повторному епізоді ГІ такі дослідження, на жаль, не проводились.

Наступною причиною дифузних функціональних розладів при локальному ГІ є вторинне ураження білої речовини головного мозку. Вважається, що швидкість обмінних процесів в білій речовині лише трохи нижче, ніж у корі мозку, а структурно-функціональні порушення білої речовини можуть відбутись навіть при короткій ішемії. Енергетична недостатність при ішемії призводить до порушення підтримки іонного градієнта, деполяризації мембран і в кінцевому підсумку призводить до кальцієвої цитотоксичності, яка активує Са2+-залежні ферменти, що призводять до незворотних ушкоджень глії і аксонів білої речовини.

Експериментальні дослідження та клінічні спостереження дозволили виділити кілька фаз цього патологічного стану, а саме первинний і вторинний "спазм". Первинний "спазм" (гостра фаза інсульту) розвивається в перші години після крововиливу, характеризується скороченням гладком'язових клітин. Вторинний "спазм" (підгостра, що триває до 14 діб і хронічна фаза, наступаюча після 2 тижнів) є результатом гуморальних впливів [119]. Кров, що заповнює субарахноїдальний простір піддається протеолізу, в результаті чого утворюються побічні біологічно активні медіатори. Вони впливають на судинну стінку, викликаючи вазоконстрикторну реакцію, резистентну до медикаментозного впливу.

Разом з тим однією з основних причин дифузних функціональних розладів при локальному ГІ є вторинне ураження білої речовини головного мозку. Вважається, що швидкість обмінних процесів в білій речовині лише трохи нижче, ніж у корі мозку, а структурно-функціональні порушення білої речовини можуть відбутись навіть при короткій ішемії. Енергетична недостатність при ішемії призводить до порушення підтримки іонного градієнта, деполяризації мембран і в кінцевому підсумку призводить до кальцієвої цитотоксичності, яка активує Са2+-залежні ферменти, що призводять до незворотних ушкоджень глії і аксонів білої речовини.

Гліальні клітини складають близько 80-90 % клітин головного мозку і є основними регуляторами розвитку нервової системи, її нормального функціонування [
218]. Відомо, що гліальні клітини відіграють важливу роль у розвитку та функціонуванні нейронів, але останні дослідження показали, що між астроцитами і нейронами існує двосторонній зв’язок, необхідний для забезпечення аксональної провідності, синаптичної передачі, обробки інформації і, отже, для нормального функціонування нервової системи під час розвитку і при відновленні після травматичного чи нетравматичного ушкодження.

Незважаючи на те, що в основному астроцити забезпечують контроль за гомеостазом позаклітинного середовища нейронів і реагують на різні стимули, мікроглія також бере участь в гомеостазі, реалізуючи захисну та імунну функцію, відіграє важливу роль в розвитку нейродегенерації.

Порушення взаємодій системи судина-глія-нейрон призводить до зниження ефективності функціонування мозку, при цьому найбільшою мірою страждають найбільш активні енергетичні структури, зокрема кора і підкоркові ганглії, а також зв’язки між ними [138]. Розлади пам’яті і когнітивних порушень при інсульті нині розглядаються як порушення синаптичної передачі та пластичності мозку в результаті змін нейрогліальних взаємодій. На ранніх стадіях розвитку нейродегенеративних процесів відмічають генералізовану атрофію астроглії, тоді як більш пізні стадії характеризуються астрогліозом, активацією мікроглії і пов’язаних з ними вторинні ушкодження мозку.

При фокальному ГІ головного мозку відзначається структурне та функціональне відновлення головного мозку через 1-2 тижня з моменту моделювання ГІ, але ступінь відновлення в подальшому знижується і навіть може супроводжуватись загостренням патофізіологічного симптомокомплексу. Механізми, що лежать в основі цієї відтермінованої нейродегенерації, залишаються не дослідженими, але передбачається, що ці зміни можуть бути пов’язані з вторинним ураженням клітин при аутоімунному процесі. Зокрема, відомим є поява активованої мікроглії в пошкоджених ішемією ділянках головного мозку, причому активація мікроглії зберігається аж до 4 місяців з моменту розвитку ГІ. Таким чином, ішемія у віддалених від ГІ ділянках призводить до довгострокових перебудов в системі нейрогліальних взаємодій.

Таким чином, основними ланками патогенезу геморагічного інсульту є: важка тканинна гіпоксія з дислокацією клітинних утворень мозку, окислювальний стрес з перекисним окисненням мембран нейронів, локальні запальні реакції [160, 167, 198]. Патоморфологія ГІ є достатньо вивченою, проте патоморфологічні та патофізіологічні зміни при повторному геморагічному інсульті в динаміці залишаються недостатньо зрозумілими, внаслідок чого засоби корекції патологічних змін потребують вдосконалення. Дослідженню не вирішених питань патогенетично обґрунтованої корекції порушених функцій ЦНС при геморагічного інсульту присвячено наступний розділ літературного огляду.

1.3 Патогенетичне обґрунтування корекції геморагічного інсульту
Накопичені в сучасній експериментальній нейрології методики дозволяють в повному обсязі досліджувати особливості виникнення та розвитку процесу нейродегенерації. Серед таких способів, що дозволяють дослідити функції та утворення головного мозку в умовах норми та патології є експериментальне моделювання захворювань, в основі яких лежить ураження структурних елементів нервової тканини [154, 170, 209].

Найчастіше в таких дослідженнях проводять й пошук засобів з нейропротекторними властивостями, що можуть бути застосовані для профілактики та корекції ураження головного мозку. Нейропротекція, що спрямована на збільшення виживання нейроцитів, суттєво знижує виразність функціональних наслідків геморагічного інсульту [15, 48, 60, 102].

Розроблено ряд схем лікування, профілактики та реабілітації хворих із геморагічним інсультом. Впровадження комбінованої психотерапевтичної, медикаментозної та фізіотерапевтичної реабілітації пацієнтів після ГІ дозволило суттєво покращити результати відновного процесу [38, 100, 120]. Проте більшість фармакотерапевтичних стратегій були розроблені для ішемічного типу інсульту, а лікування ГІ впродовж тривалого часу обмежувалось хірургічним втручанням та нешироким спектром консервативних засобів, пов’язаних із особливостями патогенезу геморагічного інсульту [9, 80, 104, 142].

На сьогодні хірургічне лікування ГІ проводять майже в половині випадків [13, 118, 153], при цьому післяопераційна смертність сягає 60 %. Стандартним методом хірургічного лікування є стереотаксичне видалення гематоми [116,175] з наступним дренажем після проведення операції [45]. Протипоказанням до оперативного втручання вважаються великі крововиливи із одночасним руйнуванням функціонально значущих ділянок мозку, а також у випадках, коли прогнозований післяопераційний стан хворого буде гірший ніж до оперативного втручання.

Заходи, що застосовуються в клініці, спрямовані як на зменшення набряку мозку, так і на профілактику повторного ГІ, знижують вірогідність раннього повтору епізоду інсульту. До них відносяться антитромботичні та антигіпертензивні засоби, статини, а у частини хворих це хірургічні методи лікування (каротидної ендартеректомія, стентування позачерепних і внутрішньочерепних артерій при атеросклеричному ураженні) [17, 152, 190]. В останні 20 років запропоновано інноваційні напрямки консервативного лікування інсульту, а саме зокрема активно обговорюється питання застосування стовбурових клітин [89, 157], сучасних антагоністів глутамату [155, 169], антагоністів кальцієвих каналів (ніфідепін) [166], антиоксидантів (кверцетин, токоферол), ноотропів (пірацетам, семакс) та інших специфічних засобів [133, 141, 144, 211, 222]. Підвищений інтерес фахівців до даних груп препаратів полягає у тому, що їх дія може бути охарактеризована як плейотропна, при цьому для них притаманна не лише цитопротекторна дія, але і вплив на процеси запалення та розвиток оксидативного стресу, ексайтотоксичності, що позначається на ступені відновлення мнестично-когнітивної та психоемоційної сфери.

У гострий період лікар спрямовує свою основну увагу на вогнище ураження, мало приділяючи уваги віддаленим ішемізованим ділянкам мозку. У цьому напрямку розроблено значну кількість різних по механізму дії засобів корекції, проте їх ефективність в експериментальних дослідження не завжди підкріплюється в умовах клінічного застосування [199]. Клінічну ефективність доведено лише для деяких із них (наприклад, цитіхоліну) [132]. Автори вважають, що невдача клінічного застосування більшості нейропротекторів обумовлена низкою об’єктивних причин [112, 181, 187]. По-перше, терміни від початку терапії в клініці, на відміну від експерименту, є в основному за межами “терапевтичного вікна”, оскільки однією з особливостей порушення мозкового кровообігу є порушення перфузії з пошкодженням нервової тканини [67, 207]. Це різко знижує ефективність доставки препарату до вогнища інсульту. Водночас з тим, спричиняє нові умови ушкодження клітин, що призводить до ряду ускладнень [25].

Існує ще одна проблема – засоби корекції, що пропонуються для нейропротекції, можуть не долати гематоенцефалічний бар’єр [109, 143]. При цьому наукова дискусія щодо проникності препаратів крізь структурно порушені судини у хворих із ГІ не розвивається. Крім того, нейропротекція ішемізованої тканини мозку може бути мінімальна в зв’язку зі зниженою чутливістю на тлі гіпоксії, або супутніх захворювань (цукрового діабету, артеріальної гіпертензії). І нарешті, інсульт є гетерогенним станом не тільки за патогенезом, але і за локалізацією та розмірами вогнища ураження, в той час як в експериментальних дослідженнях проводяться вивчення ефективності препаратів в стандартизованих групах дослідних тварин [113, 148, 197].

Проте, не зважаючи на ряд критичних висловлювань серед фахівців неврологів, дослідження лікарських засобів нейропротекторної та нейротрофічної дії вважається перспективним напрямком [2, 178]. Триває постійний пошук засобів корекції, здатних мінімізувати патологічні процеси в ішемізованій тканині мозку [65, 72, 127]. У цьому аспекті значну цікавість представляє комплексне лікування із включенням препаратів, що впливають на обмін збудливих і гальмівних нейромедіаторів, блокаторів кальцієвих каналів і NMDA-рецепторів, які відіграють важливу роль в індукції ішемічного каскаду. Додаткове застосування нейроактивуючих засобів дає теоретичну підставу можливості відновлювальної дії при ішемічних ураженнях мозку [66]. Це мотивує нейрофармакологів до розробки і вивчення нових нейропротекторних лікарських засобів [56, 142, 180].

Розробка інноваційних лікарських засобів тісно пов’язана із знанням особливостей патофізіологічних змін в нервових клітинах при ГІ. В клітинах ішемізованих ділянок розвивається гострий енергетичний дефіцит та дисфункція іонних каналів. При цьому порушується транспорт Na+, К+ і Са2+ крізь плазматичну мембрану, викликаючи зміну збудливості нейронів, активацію протеолітичних ферментів, що спричинює загибель ушкоджених клітин [116, 148, 177]. Збільшений рух іонів Са2+ у цитоплазму нервових клітин розвивається також за рахунок дії надмірного вивільнення збуджуючих нейротрансмітерів (аспартату, глутамату). Фармакологічна корекція порушеного кальцієвого току може бути забезпечена шляхом інгібування Са2+-каналів і NMDA- і AMPA-рецепторів [3, 173]. В ряді досліджень встановлено, що антагоністи кальцію значно підвищують мозковий кровообіг як у інтактних тварин, так і у щурів з глобальною ішемією головного мозку та ГІ. Антагоністи Са2+-каналів опосередковано позитивно впливають на окремі механізми оксидативного ушкодження нервових клітин, впливають на рівні специфічних ензимів та експресії генів.

Негативний вплив кальцію обумовлено розщепленням процесів окисного фосфорилювання, підвищеним утворенням вільнорадикальних продуктів і, як наслідок, пошкодження нервових клітин і нейродегенеративні зміни (рис. 1.1) [116, 123, 130].
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Рис. 1.1 Механізм ушкодження клітини кальцієм

Проведення блокади кальцієвих каналів (БКК) послаблює неврологічний дефіцит, що дозволяє відновити порушену інсультом рефлекторну діяльність [128, 106]. Отримані позитивні дані в експериментальних дослідженнях при різних ішемічних ураженнях мозку [130, 158] дозволили включити групу блокаторів кальцієвих каналів до базисної терапії хворих з гострими та хронічними судинними захворюваннями головного мозку. Було продемонстровано, що застосування німодипіну в комплексі інтенсивної терапії гострого ішемічного інсульту прискорює темпи відновних процесів, сприяє регресу рухових порушень і має сприятливу дію на мозковий кровообіг, у тому числі на реологічні властивості крові.

У хворих з дисциркуляторною енцефалопатією І-ІІ стадії спостерігаються зменшення головного болю, епізодів запаморочення, підвищення розумової працездатності, збільшення кровопостачання мозку і нормалізація агрегаційної активності тромбоцитарної ланки гемостазу [50]. Проте цей напрям фармакологічної корекції патофізіологічних змін при геморагічному інсульті залишається остаточно не дослідженим і розглядається лише в контексті профілактики.
Призначення антагоністів збудливих кальцієвих каналів (NMDA-антагоніста мемантину) дозволяє досягти відновлення когнітивних функцій, що супроводжується регресом емоційно-особистісних розладів, зниженням рівня тривоги і депресії майже на 40 % [32, 165].

Застосування засобів, що впливають на процеси агрегації тромбоцитів (антагоністи рецепторів тромбоцитів до АДФ, клопідогрель) також дозволяє пришвидшити регрес вогнищевих неврологічних порушень, розладів пам’яті та уваги [186]. Вважається, що позитивний терапевтичний вплив антитромботичних засобів в першу чергу пов’язаний із поліпшенням мікроциркуляції головного мозку [71].

Аналіз вітчизняних та закордонних фахових медичних видань показав, що основні напрямки лікування хворих із інсультом спрямовані на ліквідацію неврологічної симптоматики, зменшення розвитку набряку мозку до і після евакуації крововиливу та геморагічної трансформації інфаркту мозку [172, 182, 183]. При цьому терапевтичних стратегій корекції та профілактики повторного інсульту майже не розроблено [188, 200]. Зустрічаються лише окремі спроби профілактики повторного крововиливу, що базуються на контролюванні артеріального тиску, тому цей напрям неврології залишається вкрай актуальним [34].

При розробці напрямків профілактики повторних крововиливів в структури мозку важлива своєчасна інформація про стан церебральної гемодинаміки. Сучасні методи діагностики (наприклад, ультразвукова транскраніальна доплерографія) дозволяють визначити наявність, ступінь, локалізацію і тривалість судинного спазму [86, 195].

На цей час для профілактики повторного інсульту доведена ефективність антигіпертензивних засобів, антитромбоцитарних засобів, статинів, непрямих антикоагулянтів (при кардіоемболічному механізмі інсульту), каротидної ендартеректомії (при стенозі внутрішньої сонної артерії більше 70 % діаметра) [35, 134]. В якості вторинної профілактики інсульту розглядається напрям зміни якості життя реконвалесцентів, відмова від паління та зловживання алкоголем, зниження надмірної ваги та інші. В неврологічній практиці після перенесеного інсульту досить часто реєструють розвиток інфаркту міокарду [105], що також потребує відповідного лікування та профілактики. При цьому застосування тривалої інфузії сульфату магнію (кормагнезіну) і антагоністів кальцію (німодипін) в гострому періоді ішемічного інсульту та субарахноїдального крововиливу дозволяє зменшити ступінь відтермінованої церебральної ішемії, що викликані судинним спазмом та знизити летальність [62].

Таким чином, для поліпшення ефективності лікування хворих з церебральним інсультом необхідна діагностична та лікувально-профілактична допомога на догоспітальному, стаціонарному та реабілітаційному етапах. Патогенетично обґрунтований підхід медикаментозної реабілітації може суттєво покращити результати відновного періоду хворих, що перенесли інсульт. У рамках комплексного використання засобів корекції при відновленні пацієнтів після інсульту доцільно використання блокаторів кальцієвих каналів, які не тільки зменшують глибину ушкодження ішемізованих ділянок, але і впливають на гемодинаміку в мозку в цілому. Виразний вплив на ступінь відновлення порушених функцій центральної та периферичної нервової системи постінсультних хворих має комплексний підхід  терапії пацієнтів.

На основі даних проведеного огляду літератури можна зробити висновок, що найбільш перспективним напрямком корекції є використання засобів, які впливають одночасно на патогенетичний каскад клітинних реакцій в ішемічно уражених нервових клітинах та здійснюють вплив на гемодинаміку, в поєднанні із препаратами нейропротекторної та нейроактивуючої дії. Мова йде, насамперед, про блокатори кальцієвих каналів. Ефективність їх застосування при ГІ, а тим більше при повторних його епізодах, є майже не вивченою. На наш погляд, включення блокади кальцієвих каналів до схеми корекції геморагічного інсульту може мати обнадійливі наслідки, тим більше, що спроби використання препаратів цієї групи при лікуванні ішемічних інсультів дало позитивні результати як з точки зору терапевтичного та неврологічного ефектів, так і з точки зору реабілітаційних перспектив (тривалості реабілітації, якості життя пацієнта з перенесеним ГІ).
Основний зміст Розділу 1 «Сучасні уявлення про патогенетичні механізми мозкових інсультів та напрями корекції (огляд літератури» викладено в таких публікаціях:
1. Бібікова В.М. Особливості геморагічного інсульту у щурів різних вікових груп / Бібікова В.М. // Вісник проблем біології та медицини. – 2014. – Вип. 4, Т. 3 (115). – С. 87−91.
2. Ковтун А.М. Вплив засобу мітохондрину (М2) на гліальну систему сенсомоторного цереброкортексу дослідних щурів із експериментально відтворенним гострим геморагічним інсультом / А.М. Ковтун, О.М. Макаренко, В.М. Бібікова // Актуальні проблеми сучасної медицини. – 2015. – Том 15, випуск 2 (50). – С. 176–187.
3. Макаренко А.М. Деменция как следствие внутримозгового кровоизлияния (ОНМК) и артериальной гипертензии (АГ) / А.М. Макаренко, В.М. Бібікова // VІ читання ім. В.В.Підвисоцького, присвячених до 150-річчя з дня народження, Одеса: матеріали конф. – Одеса, 2007. – С. 50.
4. Макаренко А.Н. Постинсультная деменция / А.Н. Макаренко, В.В. Колдунов, В.Н. Бибикова // V Національний Конгрес патофізіологів України: «Від молекулярно-генетичних до інтегральних аспектів». – Патологія. – 2008. – Т. 5, № 3. – С. 136.
5. Bibikova V.N. Estimation gliosites reaction of brain cellular formation at experimental cerebrovascular pathology of brain / A.N. Makarenko, N.N. Tereschenko, V.N. Bibikova // Cell technology Week 2013, Kyiv, Ukraine. – Taras Shevchenko National University of Kiev «Institute of Biology» (www.celltechnologyweek.com) – 2013. – P. 51.

Розділ 2

Матеріали та методи дослідження

2.1 Принципи формування груп дослідження

Відповідно до завдань, встановлених рамками даної дисертаційної роботи, було виконано два блоки дослідження – патофізіологічне та морфологічне, які передбачали визначення ступеня неврологічного дефіциту, поведінкової активності, рівня збереженості когнітивних функцій та гістологічної структури ділянок головного мозку тварин з експериментальним ГІ (первинним та повторним). Загалом було досліджено 312 самців білих щурів лінії Wistar, які були розділені на три групи: І група – контрольна група, ІІ група – тварини з первинним ГІ, ІІІ група – тварини з повторним ГІ.

Експериментальні ІІ та ІІІ групи, у свою чергу, були поділені на підгрупи з метою дослідження ефективності проведення блокади кальцієвих каналів. Так, група ІІ складалася з підгруп ІІА (первинний ГІ без корекції) та ІІБ (первинний ГІ з БКК); відповідно, ІІІА – тварини з повторним ГІ без корекції, ІІІБ – тварини з повторним ГІ з БКК. Обсяг дослідженого матеріалу в кожній з груп представлений у табл. 2.1.

При аналізі основних когнітивних, неврологічних та гістологічних параметрів у щурів з первинним ГІ групою контролю слугували тварини, яким не проводилася процедура пошкодження ділянки головного мозку, але яким робили 5 міліметровий надріз шкіри голови (так звані псевдооперовані тварини).

При визначенні ступеня ефективності проведення БКК у тварин з первинним інсультом групою порівняння слугували щури з первинним інсультом без корекції. Подібний принцип зберігався і при дослідженні тварин з повторним ГІ.

Таблиця 2.1

Структура розподілення досліджених тварин по групах дослідження

	Група
	Характеристика
	Кількість тварин,

n (%)

	І
	Контрольна
	ІА: інтактні
	10 (3,2 %)

	
	
	ІБ: псевдооперовані
	10 (3,2 %)

	ІІ
	Первинний ГІ
	ІІА первинний ГІ без корекції
	104 (33.3 %)

	
	
	ІІБ: первинний ГІ з БКК
	58 (18,6 %)

	ІІІ
	Повторний ГІ
	ІІІА: повторний ГІ без корекції
	72 (23,1%)

	
	
	ІІІБ: повторний ГІ з БКК
	58 (18,6%)

	Загальна кількість тварин, що задіяні в усіх серіях дослідів
	312 (100 %)


2.2 Моделювання первинного та повторного геморагічного інсульту

Утримання та маніпуляції з тваринами проводили у відповідності до «Загальних етичних принципів експериментів на тваринах», ухваленим Першим національним конгресом з біоетики (Київ, 2001) [88], рекомендацій «Європейської конвенції про захист хребетних тварин, які використовуються для експериментальних та інших наукових цілей» [146] (Страсбург, 1986), Ванкуверської декларації про проведення дослідів на тваринах, Постанови Першого Національного конгресу з біоетики (Київ, 2001), Положення з біоетики МОЗ України від 1 листопада 2000 р. № 281, закону України «Про захист тварин від жорстокого поводження» № 3446-IV від 21 лютого 2003 р. Біоетичною Комісією Державного закладу «Дніпропетровська медична академія МОЗ України» (протокол №8  від 30 вересня 2015 р.) порушень морально-етичних норм під час проведення дисертаційної роботи не виявлено. Самці щурів лінії Wistar (середня маса 265,3±10,5 г) утримували при контрольованих умовах температури (22,0±2,0°C), вологості (55,0±5,0 %) і світлового періоду (9 годин/добу). Тварини мали вільний доступ до гранульованого комбінованого корму і питної води.

Наркозування дослідних тварин здійснювали шляхом введення тіопенталу натрію (60 мг/кг, внутрішньочеревинно).

Псевдооперованим тваринам не проводили проникнення у порожнину черепа та введення ножу-мандрену, не застосування механічної деструкції внутрішньої капсули і введення аутокрові. Після проведення нейрохірургічного оперативного втручання рану зашивали ниткою 10/0 ("Еthicon" Шотландія) та обробляли 5 % спиртовим розчином йоду.

При моделюванні ГІ були використані дві моделі: модель гострого аутогеморагічного інсульту [54] та модель повторного геморагічного інсульту, що полягали у відтворенні локальної посттравматичної гематоми в ділянці внутрішньої капсули (capsula interna) правої півкулі головного мозку тварин.

Відтворення обмеженого крововиливу проводили із застосуванням стереотаксичного методу шляхом механічної деструкції тканини мозку в ділянці внутрішньої капсули (сapsula interna, L=3,5-4,0; H=6,0; AP=0,6-1,0) [135] в межах правої півкулі за допомогою мандрена-ножа із додатковим введенням в зону деструкції 0,1-0,15 мл аутокрові.

Для моделювання повторного ГІ дослідним щурам другий раз відтворювали інтрацеребральну гематому за тими ж координатами, що вказані вище, через 1 місяць після проведення первинної процедури.

2.3 Корекція геморагічного інсульту шляхом блокади кальцієвих каналів
Для блокади кальцієвих каналів вводили верапамілу гідрохлорид впродовж 10 днів в дозі 0,1 мг/кг внутрішньочеревинно. Препарат має антігіпоксантну, гіпотензивну та антіагрегантну, натрійуретичну дію; застосовується для корекції проявів інсульту, в першу чергу ішемічного, але є незначна кількість робіт присвячена застосування антагоністів кальцію у хворих після геморагічного інсульту. 
Верапамілу гідрохлорід чинить блокуючу дію на кальцієві канали (впливає з внутрішньої сторони мембрани клітин) і знижує крізьмембраний кальцієвий струм, що можливо змінює рівень пошкодження мозку, блокує кальцієвий механізм пошкодження клітин. Незначно діє і на альфа-адренорецептори, і натрієві канали.
Показано, що високі дози внутрішньоартеріального введення викликають збільшення внутрішньочерепного тиску і зниження церебрального перфузійного тиску, з подальшим збільшенням рівня глюкози. Результати проведення досліджень вказують на те, що проведення БКК може бути перспективним напрямком для майбутніх клінічних застосувань при первинних або вторинних пошкодженнях мозку [176]. 

2.4 Методики визначення параметрів неврологічного статусу

Оцінку неврологічних реакцій та регрес неврологічного дефіциту тварин після первинного та повторного крововиливу у мозок та на тлі фармакологічної корекції інгібітором кальцієвих каналів аналізували за допомогою методики оцінки неврологічного статусу тварин по Буреш, модифікованої шкали оцінки тяжкості неврологічних порушень (ОТНП) (табл. 2.2) і загальновизнаної шкали McGraw Stroke Index (табл. 2.3) [131].

Таблиця 2.2

Шкала неврологічного дефіциту ОТНП

	Тест на рухову активність
	Бал
	Max

Бал

	При підтягуванні щура за хвіст

	Згинання передньої кінцівки
	1
	3

	Згинання задньої кінцівки 
	1
	

	Поворот голови більш ніж на 10 градусів за 30 секунд
	1
	

	Переміщення щура по підлозі

	Нормальна активність
	0
	3

	Не може рухатись прямолінійно
	1
	

	Рухи з поворотом в паретичну сторону
	2
	

	Падіння в паретичну сторону при переміщенні
	3
	

	Тест на чутливу активність

	Реакція опори
	1
	2

	Пропріорецептивний тест (глибока чутливість, зміщення кінцівки до краю стола для стимуляції м’язів кінцівки )
	2
	

	Тест балансування на при піднятій перекладині

	Баланс пози
	0
	6

	Обхватування країв перекладини
	1
	

	Зажимання перекладини і зміщення кінцівки з перекладини
	2
	

	Зажимання перекладини і зміщення двох кінцівок з перекладини (менше 60 секунд)
	3
	

	Падіння після балансування (менше 40 секунд)
	4
	

	Падіння після балансування (менше 20 секунд)
	5
	

	Не підіймається, не балансує
	6
	

	Відсутність рефлексів

	Рефлекс вушної раковини (трясіння головою при дотику до слухового проходу)
	1
	4

	Кореальний рефлекс (моргання очима при легкому дотику до рогівки)
	1
	

	Шумовий рефлекс (моторна реакція у відповідь на коротки

й шумовий ефект)
	1
	

	Судоми, міоклонії, міодистонії
	1
	

	Тонус кінцівки, хвоста

	Нормальний
	0
	2

	Високий
	1
	

	Харчування

	Самостійно (всі види їжі)
	0
	6

	Самостійно (тільки рідка їжа)
	2
	

	Насильне харчування (через піпетку)
	3
	

	Відмова від харчування
	6
	


У клінічних неврологічних дослідженнях використовують оцінку регулярності та відтворюваності мимовільних, вроджених реакцій, наявність або відсутність яких дає важливу інформацію про широкий спектр функцій головного мозку. Подібні дослідження на тваринах менш складні, оскільки відсутність вербального контакту обмежує діапазон можливих тестів. Однак слід підкреслити, що, незважаючи на ці обмеження, прості неврологічні тести можуть надати відомості про функції всіх рівнів центральної нервової системи. Такі тести слід використовувати, якщо є підстави вважати, що операції, лікарські препарати або фактори навколишнього середовища вплинули на певний відділ головного мозку, порушили специфічну функцію або подіяли на центральну нервову систему в цілому [150, 151, 203, 213]. У більшості досліджень використовували реакції, які викликані стимулами, що впливають через відповідні рецептори на специфічні сегментарні центри, які в той же час регулюються головним мозком як єдиним цілим.

В алгоритмі оцінки неврологічного статусу використовували три шкали. За Бурешом [8] вивчали та аналізували так звані «позні реакції», що характеризують загальний неврологічний статус та рівень порушення центральної та периферичної нервової системи, що є показником неврологічного дефіциту, але неспецифічного ґенезу.

Ієрархія рівнів включає спинний мозок (рефлекс згинання), довгастий мозок (реакції здригування, рогівковий рефлекс, хитання головою), Вароліїв міст, середній мозок (рефлекси перевертання і рівноваги, зіничні реакції) і кора головного мозку (реакція постановки ноги на опору, хапання, деякі тести для дослідження рівноваги).

За шкалою ОТНП оцінювали кількісну характеристику неврологічних змін у тварин, що дозволяє спостерігати оцінку тяжкості неврологічних порушень, динаміку змін неврологічного статусу  та характеризує ступінь зниження (СЗ) неврологічного дефіциту. За шкалою ОТНП загальний бал формується як сума балів за кожну групу тестів, що оцінюють: рухову активність, чутливу активність, здатність до рівноваги, відсутність нормальних рефлексів, патологічні рухи, тонус м’язів кінцівок та хвоста і здатність до самостійного прийому їжі (харчування).

Перед проведенням тестів тварині надавалася повна свобода рухів; час проведення процедур становив 3 хвилини. Оцінку неврологічного статусу тварин проводили на 3, 7, 14, 21 і 30-у добу після моделювання первинного  інсульту та на тих же строках після моделювання повторного інсульту. Ступінь неврологічного дефіциту в досліджуваних групах визначався за середнім балом ОТНП. Оцінку ступеня неврологічного дефіциту за шкалою ОТНП проводили за наступною шкалою: 20-26 балів – виразний дефіцит, 10-19 балів – помірний дефіцит; 1-9 балів – легкий дефіцит.

Крім того, визначали показник, що характеризує ступінь зниження (СЗ) неврологічного дефіциту, розрахований за формулою:
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Шкала неврологічного дефіциту McGraw Stroke Index є специфічною кількісною шкалою оцінки неврологічних порушень за умов гострої та хронічної недостатності мозкового кровообігу та крововиливу у мозок.

Таблиця 2.3

Шкала неврологічного дефіциту McGraw Stroke Index

	Неврологічний симптом
	Бал

	Млявість, сповільненість рухів
	0,5

	Тремор
	1,0

	Односторонній напівптоз
	1,0

	Двусторонний напівптоз
	1,5

	Слабкість кінцівок
	1,5

	Односторонній птоз
	1,5

	Двусторонній птоз
	1,5

	Манежні рухи
	2,0

	Парез 1-4 кінцівок
	2,0-5,0

	Параліч 1-4 кінцівок
	3,0-6,0

	Коматозний стаз
	7,0

	Летальний вихід
	10,0


Оцінку ступеня неврологічного дефіциту за шкалою McGraw Stroke Index проводили за наступною шкалою:

легкий ступінь – до 2,5 балів

помірний – 2,6 балів до 2,9 балів

виразний ступінь – від 3 до 10 балів.

2.5 Методики оцінки поведінкової активності

Оцінку динаміки поведінкової активності оцінювали за загальноприйнятою методикою «Відкрите поле» [8, 42] впродовж 30 діб (на 3-тю, 7-му, 14-ту, 21-шу та 30-ту добу) після моделювання первинного і повторного геморагічного інсульту. Тест дозволяє виявити порушення спонтанної (вільної) горизонтальної та вертикальної рухової активності, постуральну нестабільність і нестійкість ходи, вегетативну дисфункцію (збільшення або зменшення кількості болюсів дефекації, а також зміна їх консистенції, зміна частоти уринації), порушення емоційності (зміна часу завмирання тварин, зміна частоти або відсутність грумінгу).

Тест «Відкрите поле» проводили в квадратному майданчику площею 1 м2, обмежену бортами висотою 40 см. Підлога була поділена на 25 (5х5см) рівних квадратів. На перетині ліній кожного квадрату було розміщено отвір d=1см. Параметри визначали протягом 3-х хвилин. Реєстрували ряд елементарних рухових актів і поз, сукупність яких характеризує цілісну поведінку: час завмирання, час перебіжок, число підйомів на задні лапи (стійки – вертикальні рухи), кількість пересічених квадратів (горизонтальні рухи), кількість болюсів дефекації і частоти уринацій, заглядання в отвори (дослідницька активність), частота ґрумінгу (умивання – комфортна поведінка).

2.6 Методики оцінки когнітивних функцій

Основою когнітивної активності є, насамперед, умовно-рефлекторна діяльність. Набуття нових зв’язків між безумовно-рефлекторною та умовно-рефлекторною діяльністю, інтегрування цих процесів призводить до зміни когнітивної активності.

Вироблення рефлексу пасивного уникнення проводили за методом Буреш, який широко використовується в експериментальних дослідженнях для вивчення мнестичної активності тварин [7]. УРПУ виробляли за допомогою експериментальної установки, що складалася з двох камер: освітленої, розміром 25х25см та затемненої, розміром 25х25см з електропровідною підлогою. Щура поміщали в центр світлої камери хвостом до отвору перегородки. Тварина, знайшовши отвір у перегородці, переходила з освітленої камери в затемнену. Упродовж 3-ьох хвилин реєструється час перебування щура в темній камері та час першого відвідування. Після закінчення часу, коли тварина перебувала в темній камері, їй крізь підлогу наносили електробольову стимуляцію (50 Гц, 1,5мА) до тих пір поки щур не виходив в світлу камеру. Якщо тварина протягом 10 секунд не поверталася в темну камеру її повертали в клітку, якщо заходить в темну камеру повторно наносили подразнення. Для оцінки збереження та відтворення УРПУ тварин тестували через 24 години.

Здатність до запам'ятовування розраховували за різницею латентного часу (ЛЧ) заходу в темний відсік (камеру). Про збереження навички судили по зміні ЛЧ заходу щури в темний відсік, також відзначали відсоток амнезованих тварин - щурів, що не пам’ятали про небезпечність заходу в темний відсік.

На наш погляд для виключення впливу в гострому періоді явищ неврологічного дефіциту на якість проби при виконанні щурами УРПУ з однієї сторони, а з іншої сторони з огляду на збереження у щурів пам'ятного сліду протягом трьох тижнів - більш інформативним є вивчення відтворення тваринами виробленого досвіду на 14 добу.

Таким чином, застосування декількох методик (шкали McGraw Stroke Index і ОТНП методика “Відкрите поле”, УРПУ) дозволяють удосконалити алгоритму диференціальної оцінки неврологічного статусу дослідних тварин в порівнянні з традиційними підходами й отримують нові дані та уточними ефективність експериментальної фармакокорекції.

2.7 Методики оцінки структури кори головного мозку

Для дослідження ділянок структурних порушень в корі головного мозку дослідних тварин застосовували стереометричний, гістологічний та морфометричний методи. Для цього тварин виводили з експерименту на 3-тю, 21-шу добу та 1-й та 6-й місяць після моделювання геморрагічного інсульту. Дослідним щурам (на тлі попередньої премедикації тіопенталом натрію, 60 мг/кг, внутрішньоочеревинно) з метою прижиттєвої фіксації тканини головного мозку проводили інтракардіальну перфузію 4% розчину параформальдегіду в 0,1N фосфатному буфері (рН 7,4). Після цього головний мозок щурів розрізали в ділянці треку канюлі і готували декілька фронтальних зрізів товщиною 2-3 мм для стереометричного аналізу зони деструкції та крововиливу у внутрішній капсулі. На фіксованих зрізах головного мозку вимірювали середню площу (мм2) зони деструкції та гематоми.

Для гістологічного аналізу фрагменти тканини головного мозку заливали в парафін і виготовляли зрізи товщиною 5-7 мкм та фарбували за- Нісслем, гематоксилін-еозином, пікрофуксином за Гізом, за Малорі.

Кількісно оцінювали середню площу тіла та ядра нейронів, кількість нейронів на одиницю площі (відносна щільність) нейронів ІІІ-V шарів сенсомоторної кори головного мозку. Структурно ураженими вважали клітини із ознаками цитолізу, гідропічної дистрофії, каріолізу, каріопікнозу. Мікрофотографії ділянок головного мозку отримували за допомогою напівавтоматичної програми обробки графічних зображень (UTHSCSA ImageTool 2.0) з’єднаному із мікроскопом Olympus BX 51 (Японія).
2.8 Статистична обробка результатів

Статистична обробка матеріалів дослідження проводилася на персональному комп’ютері з використанням методів біостатистичного аналізу, реалізованих в пакетах програм Microsoft Office Excel-2003® (№ 74017-641-9475201-57075) (Microsoft Corporation, США) та Statistica 6.1 (StatsoftInc., США) (сер. № AGAR909E415822FA).

Для усіх первинних даних перевірялася гіпотеза про нормальність розподілу кількісних ознак за допомогою тесту Колмогорова-Смірнова та перевірка рівності дисперсій за допомогою критерію Фішера (F). При нормальному розподілі дані представлені у вигляді середніх величинах з помилкою середньої арифметичної (М±m).

Залежно від типу даних (кількісні, якісні), закону розподілу (нормальний, анормальний), парного або множинного порівняння використовували параметричні і непараметричні критерії визначення достовірності розбіжностей у порівнюваних групах.
При статистичному аналізі результатів дослідження проводилася оцінка достовірності різниці середніх для кількісних ознак з нормальним розподілом за критерієм Ст’юдента (t) для пов’язаних та непов’язаних вибірок; оцінка достовірності різниці середніх для кількісних ознак з ненормальним розподілом за критерієм Манна-Уїтні (U) для непов’язаних вибірок та критерієм Вілкоксона (W) для пов’язаних вибірок. Вірогідність різниці відносних показників оцінювалася за допомогою критерію Хі-квадрат (χ2) Пірсона. При значеннях показника рівних (близьких) до 0 або 100 порівняння проводилися з поправкою Йейтса. Множинні порівняння проводилися з поправками Бонферроні та Холма.

Основні статистичні характеристики, що вміщуються у тексті дисертації, в таблицях та на рисунках включають: кількість спостережень (n), середню арифметичну (M), відносні величини (Р), середню похибку середньої величини (m), середню похибку відносної величини (mР), довірчий інтервал (95 % ДІ), рівень статистичної значущості (р). Критичне значення рівня значимості (p) приймалося ≤5 % (р≤0,05).
Основний зміст Розділу 2 «Матеріали та методи дослідження» викладено в таких публікаціях:
1. Пат. № 56758 А Україна, А61В 17/00. Спосіб моделювання геморагічного інсульту у щура / Колдунов В.В., Бібікова В.М., Козлов С.В., Царьов О.В., Святюк Ю.В. / Заявник і патентовласник: Дніпропетровська державна медична академія. – № 200301605; завл. 23.01.2003; опубл. 15.05.2003, Бюл. № 5.
2. Пат. № 96521 Україна, А61В 10/00. Спосіб оцінки клітинних утворень секційного зразка головного мозку / Макаренко А.М., Терещенко Н.М., Бібікова В.М., Васільєва І.Г., Довгий Р.С. / Заявник і патентовласник: Макаренко А.М. − № 2014091193; заявл. 15.08.2014; опубл. 10.02.2015, Бюл. № 3.
3. Бібікова В.М. Дослідження неврологічного дефіцита та смертності тварин при експериментальному моделюванні внутрішньомозкового крововиливу / В.М. Бібікова, В.В. Колдунов // Матеріали VІ конгресу патофізіологів України: Таврический медико-биологический вестник. – 2012. – Т. 15, №3, ч. 2 (59). – C. 339.
РОЗДІЛ 3

МОРФО-ФУНКЦІОНАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКа ПОШКОДЖЕНЬ УТВОРЕНЬ ГОЛОВНОГО МОЗКУ ПРИ первинному геморагічному інсульті

У всіх дослідних тварин, яким експериментально відтворювали локальний інтрацеребральний інсульт, в ділянці внутрішньої капсули локалізувалась штучно відтворена гематома (рис. 3.1). Середня площа гематоми на рівні треку канюлі на 3 добу після моделювання первинного інсульту у щурів становила 9,8±0,1 мм2; через 6 місяців після інсульту цей показник склав 3,2±0,2 мм2 відповідно, що достовірно менше щодо 3 доби спостереження майже в 3 рази (p<0,001) (табл. 3.1), що пов’язано із резорбцією дериватів формених елементів крові, некротизованої тканини мозку та їх заміщення на тлі гліальною організації.

Таблиця 3.1

Морфо-стереометрична оцінка площі ділянки деструкції тканини мозку та площа крововиливу на рівні треку канюлі (мм2) при первинному інсульті

	Група/термін виведення із досліду
	Площа ділянки деструкції на рівні треку канюлі (мм2)

(М±m)
	Об’єм гематоми (мм3)

(М±m)

	ІБ
	0,0
	0,0

	3 доба ІІА
	5,2±0,1
	9,8±0,1

	6 місяців ІІА
	3,5±0,1*
	3,2±0,2*


Примітка: * - p<0,001 за критерієм t Ст’юдента для пов’язаних вибірок порівняно з показником на 3 добу
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Рис. 3.1 Головний мозок щурів і окремі фронтальні гістологічні зрізи після моделювання монопівкульної інтрацеребральної гематоми в ділянці правої внутрішньої капсули (capsula interna).

Примітки: А – нативний експериментальний матеріал: 1 – контур треку канюлі; 2 – контур треку мандрену в тканині мозку; 3 – візуальний контур дистрофічно зміненої тканини кори великого мозку (непрофарбований об’єкт);

Б – фронтальні зрізи головного мозку щурів на рівні інтрацеребральної гематоми (забарвлення пікрофуксином, гематоксилін-еозином): 1 – зона внутрішньомозкового крововиливу;

В – фронтальні зрізи головного мозку щурів проксимально і дистально щодо інтрацеребральної гематоми (імпрегнація азотнокислим сріблом): 2 – внутрішня капсула.

3.1 Характеристика морфо-функціональних показників тварин групи контролю (групи ІА та ІБ)
3.1.1 Дослідження неврологічного статусу псевдооперованих тварин. Спостереження за псевдооперованими тваринами (група ІБ) майже не показало змін поведінки та дослідницької діяльності тварин. Усі дослідні тварини відтворювали рефлекс перевертання, больовий, згинальний, постановки на опорну і хапальний рефлекси та здригування  за методою по Бурешу. Проявів неврологічного дефіциту за тестом ОТНП не виявлено (0 балів): ознак парезу, млявості, змін рухової активності та харчування не відмічено. За шкалою  Mc Grow Stroke Index ніяких специфічних порушень (неврологічного дефіциту) не відмічалося.

Поведінку щурів групи ІБ оцінювали за допомогою стандартного тесту «Відкрите поле», що включало кілька показників. Однією з методологічних задач цього тестування було визначення показників емоційної і рухової активності щурів на основі комплексної оцінки їх поведінки та об’єктивного (cтатистичного) аналізу відносної значущості їх характеристик.

Група псевдооперованих щурів випробовувалися в зазначеному тесті  після моделювання псевдооперації (група тварин ІБ) на різних строках (3-а, 7-а, 14-а, 21-а, 30-а доба).

Проведені тестували показали, що дослідницька поведінка псевдооперованих тварин (група ІБ) недостовірно змінювалась, на що вказує зменшення кількості пройдених зовнішніх та внутрішніх квадратів, порівняно з інтактною групою (ІА) (табл. 3.2). На 30 добу тварини практично не виходили в центральну зону відкритого поля, зменшувалась кількість епізодів норкового рефлексу, що може свідчити про формування у тварин пам’яті щодо раніше проведеного тестування. При цьому зменшення кількості дефекацій можна розцінювати в якості адаптації тварин до проведення маніпуляцій, такі як відсутність страху, тривоги і емоційної реакції на тестування.

Проведення тесту УРПУ у тварин групи ІА не показало суттєвої різниці із показником латентного часу до хірургічного втручання, який склав 149±20,7 с (20 %). Після відтворення УРПУ латентний період не змінювався, що свідчило про формування пам’яті (рефлексу) «небезпечної» зони у проведеному тесті, а також і відсутність когнітивних розладів.
Таблиця 3.2

Результати проведення тесту «Відкрите поле»
у тварин контрольної групи 

	Показник
	Група ІА

(М±m)
	Група ІБ

(М±m)

	Внутрішні пройдені квадрати
	4,4±0,9
	3,5±1,0

	Зовнішні пройдені квадрати
	38,2±2,9
	42,5±5,5

	Загальна кількість пройдених квадратів
	40,3±3,7
	45,0±5,4

	Вставання на задні кінцівки
	5,4±0,8
	6,5±0,2

	Ґрумінг
	3,8±0,2
	4,0±1,0

	Нірки
	5,2±0,78
	5,2±1,2

	Дефекації/уринації
	0,6±0,22
	0,5±0,1


Відомо, що упродовж першого тижня після навчання тварин в експериментальній установці, щури з групи тварин ІБ виконували УРПУ та були адаптовані до умов тесту до запам’ятовування “небезпечної” темної камери. На 14 добу латентний період заходу в темну кімнату в цій групі тварин складав 131,5±24,7 секунд, 30 % (n=3) тварин не виконали тест, що свідчить про очікувану характеристику пам’ятного сліду в амнезованих тварин. Відомо, що такі адаптаційні реакції щурів в незнайомих умовах є вродженим стереотипом поведінки, а формування пам’яті – набутим, закріпленим досвідом, більш складним стереотипом. Досвід, як здатність до навчання та придбання індивідуальних навичок, робить їх поведінку більш гнучкою і адаптивною, а їх реалізація є необхідними для виживання і прямо пов’язане з когнітивною діяльністю.

Аналіз отриманих даних свідчить про відсутність змін основних рефлексів та неврологічних функцій, проявів розладів когнітивних і мнестичних функцій впродовж всього терміну спостереження. Отримані показники були обрані для подальших патофізіологічних досліджень у групах щурів з експериментальним крововиливом.

3.1.2 Морфологічна структура кори та підкоркових утворень головного мозку (сенсомоторна кора головного мозку III-V шарів у прецентральній звивині (зоні), Corpus callosum ,capsula interna, бічний шлуночок) псевдооперованих щурів (група ІБ). При аналізі кори ті підкоркових утворень великого мозку псевдооперованих щурів ознак патологічних процесів (ішемічного, травматичного та інтоксикаційного впливу) не виявлено. Церебральні судини кори мозку та білої речовини були без ознак гемодинамічних змін, лише в деяких ділянках реєстрували незначне збільшення периваскулярного простору. Крововиливу та діапедезу формених елементів також не встановлено. Всі пірамідні нейрони III-V шарів характеризувалися наявністю слабко профарбованої цитоплазми, а дендрити і аксони прослідковували на невеликій відстані від тіл нейронів (рис. 3.2).

Ядра нейронів займали центральне положення в тілах нейронів, без ознак ектопії та каріопікнозу. Ядерця пірамідних займали центральне положення, і лише у деяких нейронів дещо зміщене по відношенню до каріолеми (ектопія ядерця). Відмічено ацидофілію цитоплазми нейронів та позаклітинної речовини досліджуваної області неокортексу. При цьому в деяких пірамідних нейронах ІІІ та V шарів встановлено часткове набрякання апікальних дендритів, відмічено окремі гіперхромні нейрони із деформованим перікаріоном.
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Рис. 3.2 Сенсомоторна кора тварин групи ІБ. Неушкоджені пірамідні нейрони та гліоцити без ознак набряку тканини мозку, периваскулярного крововиливу та гліозу. В ядрах нейронів наявні ядерця, нейрони контактують із структурно незміненими гліальними сателітами.

Забарвлення за Ніслем (1), гематоксилін-еозин (2). Об. 40, ок. 10

Примітка: [image: image9.png]


 нейрон; [image: image10.png]


 гліоцит.
Одночасно із цим серед гліальних клітин структурно-морфологічних змін не було виявлено. В ділянках сorpus callosum гліальні клітини були розташовані вздовж груп нервових волокон, а їх ядра мали неушкоджену форму, без ознак структурних змін (апоптозу, інтрацелюлярного набряку). Проліферації, гліозу і гіпертрофії гліоцитів також не встановлено (рис. 3.3).

Подібну тенденцію відмічено і в структурі внутрішньої капсули і бокових шлуночків мозку, про що свідчить відсутність ознак їх розширення, набряку та відшарування епендімоцитів від тканини мозку в порожнину обох бокових шлуночків (рис. 3.4).

Морфометричне дослідження кори великого мозку показало, що середня кількість нейронів в досліджуваних тест-зонах кори мозку (1 мм2) інтактних тварин складала 709,8±10,3 нейронів, а в псевдооперованих тварин цей показник складав 685,7±9,5 нейронів, тобто без достовірних відмін.
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Рис. 3.3 Структурна організація Corpus callosum тварин групи ІБ. Забарвлення за гематоксилін-еозином. Об. 40, ок. 10

Примітка: * біла речовина Corpus callosum; [image: image12.png]


 гліоцит.
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Рис. 3.4 Бічний шлуночок тварин групи ІБ. Просвіт шлуночка не розширений, без ознак субепендімального набряку та відшарування епендими в просвіт шлуночка.

Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10.

Примітка: [image: image14.png]


 нейрон; [image: image15.png]


 епендімоцити. 

Пірамідні нейрони псевдооперованих щурів мали характерну форму, розмір клітин статистично значимо більший ніж у контрольних тварин (площа нейрона збільшилась до 340,1±6,8 мкм2 проти 330,6±6,9 мкм2 у інтактної групи щурів; площа ядер нейронів становила 187,1±7,1 мкм2 проти 184,5±6,8 мкм2 в контролі), що може бути пов’язано із розвитком компенсаторно-адаптаційних змін нейронів на тлі стресу. Ядра цих клітин збільшені в розмірах і займають майже весь об’єм перикаріона, при цьому нейролема відділена від ядра тонким шаром цитоплазми. При цьому виражених деструктивних та гідропічних змін нейронів не відмічено, що свідчить про функціональну активація пірамідних нейронів, а ніж про ішемічне їх ураження. Морфометричні показники пірамідних нейронів наведено у таблиці 3.3.

Таблиця 3.3

Зміни морфометричних параметрів нейронів ІІІ-V шару кори великого мозку в групах інтактних (ІА) та псевдооперованих (ІБ) тварин

	№
	Група
	Площа нейрона, мкм2
(М±m)
	Площа ядра, мкм2
(М±m)


	1
	Група ІА
	330,6±6,9
	184,5±6,8

	2
	Група ІБ
	340,1±6,8*
	187,1±7,1*


Примітка: * - p<0,05 за критерієм t Ст’юдента для непов’язаних вибірок порівняно з показником інтактних тварин

Результати якісної та кількісної морфометричної оцінки сенсомоторної зони цереброкортексу контрольних і псевдооперованих тварин дають підстави, що в їх структурній архітектоніці, нейрогліальній організації можуть бути виявлені специфічні зміни при інсульті та оцінити взаємозв’язок із патофізіологічними розладами при ГПМК. Це в повній мірі відноситься і до стану білої речовини, церебральної гемодинаміки, або можливого розвитку будь-яких інших патологічних процесів і реакцій. Тому отримані нами показники у псевдооперованих щурів були взяті в якості контрольно-порівняльних даних для дослідження інших (дослідних) експериментальних груп.

3.2 Характеристика морфо-функціональних показників у тварин з експериментальним первинним інсультом (група ІІА)

Гостре порушення мозкового кровообігу супроводжується розвитком стійкого вогнищевого неврологічного дефіциту, що формується впродовж 24 години після появи перших симптомів захворювання і прогресує у відсутності відповідного лікування [29, 44, 114, 205]. Незважаючи на значні успіхи в патоморфологічних та патофізіологічних дослідженнях у вивченні патогенезу формування неврологічного дефіциту, порушення поведінкових реакцій, пам’яті та здібності до навчання аспекти проблематики даної теми залишаються недостатньо дослідженими. В першу чергу це стосується динаміки розвитку неврологічних порушень, прогресування дефіциту при ускладнених формах інсульту та їх повторних епізодів, а також способів попередження їх прогресування та підходів до функціонального відновлення. Застосовуючи загальноприйняті підходи та рекомендації щодо виконання тестування у ОТНП, проведено аналіз динаміки змін неврологічного статусу щурів при експериментальному ГІ.

Вивчення неврологічного статусу експериментальних тварин з первинним інсультом дозволило оцінити глибину неврологічних змін, отримати нові дані про динаміку неврологічного дефіциту в різні періоді патологічного процесу та регресу неврологічних порушень.

3.2.1 Дослідження неврологічного статусу при первинному геморагічному інсульті (група IIА).
Результати оцінки неврологічного статусу за-Буреш. Було встановлено, що після моделювання у щурів правостороннього геморагічного інсульту, впродовж 30 діб реєструвався виразний неврологічний дефіцит, що проявлявся в порушенні основних рефлексів за які відповідають різні структури ЦНС - спинний мозок, середній мозок, продовгуватий мозок, Варолів міст та кора головного мозку.

На 1-2 добу після інсульту у всіх щурів відмічено виразні порушення опорного рефлексу та рефлексу здригування і на 1-7 добу больового, згинального, хапального і перевертального рефлексу. Починаючи з 3-4 доби, відмічено спонтанний регрес зазначених розладів, що повністю або частково відновлювались на 30 добу після моделювання інсульту.

При детальному аналізі порушених рефлексів встановлено суттєві наслідки первинного геморагічного інсульту, що відображено на діаграмі (рис. 3.5). Так, змінений больовий рефлекс в перші 7 діб відмічено у всіх дослідних щурів із первинним інсультом, дефіцит мав однобічний характер у 53,8 % (n=14) тварин до 3 доби, в 23 % (n=5) до 7 доби і в 9,1 % (n=2) до 14 доби спостереження. В кінці спостереження на 30 добу порушення больового рефлексу встановлено у 50 % щурів. Відновлення больового рефлексу в щурів встановлено лише у 25 % (однобічний дефіцит відмічено у 25 % (n=5) тварин до 7 доби).

Порушення згинального і хапального рефлексу мали подібну динаміку - що проявлялось виразним дефіцитом до 7 доби спостереження. З 14 по 30 добу спостереження у експериментальних щурів при первинному інсульті відбувалося швидке відновлення згинального рефлексу у 45-50 % щурів. Відновлення хапального рефлексу суттєво відрізнялось від згинального рефлексу. У тварин при первинному інсульті цей процес прогресував до 7 доби, але починаючи з 10-14 доби суттєво регресував до 21-30 доби спостереження (в середньому у 50 % (n=8) щурів відмічалось виразне відновлення хапальної функції передньої кінцівки).

Суттєві розлади рефлексу перевертання відмічено у щурів при первинному інсульті в перші 7 діб, а повне відновлення встановлено лише у 50 % (n=7) дослідних тварин на 30 добу дослідження.

Повний дефіцит опорного рефлексу (100%) при первинному інсульті встановлено лише у період з 1 до 3 доби, після чого відмічалось часткове динамічне відновлення впродовж всього періоду. Лише у 13,3 % (n=2) щурів на 30 добу відмічено тяжкі порушення опорної функції.
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Рис. 3.5 Регрес неврологічного дефіциту у щурів групи IIА в динаміці (%, щурів в групі)

Відновлення реакцій здригування на зовнішній подразник (тактильний, вібраційний, звуковий) відмічено у 31,5 % (n=6) щурів на 7 добу і 89,4 % (n=17) на 30 добу, тобто розвивався стрімкий спонтанний регрес порушених реакцій.

Регрес неврологічного дефіциту у щурів групі IIА за шкалою ОТНП.
Статистично значущий (достовірність розбіжностей за критерієм Вілкоксона р=0,003) виражений регрес неврологічного дефіциту за шкалою ОТНП відмічено на 7 добу (на 3 добу 8,92±1,54 балів, а на 30 добу – 4,0±1,02 балів, р<0,05) (табл. 3.4), що свідчить про перехід з помірної неврологічної недостатності до легкого ступеню неврологічного дефіциту.

Таблиця 3.4
Показники неврологічного дефіциту щурів групи ІІА 

за шкалою ОТНП (М±m)
	Доба
	Група ІБ
	Група ІІА (М±m)

	3 доба
	0
	8,92±1,54

	7 доба
	0
	5,66±1,69*

	14 доба
	0
	5,18±1,55*

	21 доба
	0
	4,0±1,02*

	30 доба
	0
	4,0±1,02*


Примітка: * - p<0,005 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником на 3 добу дослідження 

Оцінка структури неврологічного дефіциту щурів групи IIА за шкалою ОТНП показала (табл. 3.5), що у всі періоди спостереження превалював легкий ступінь неврологічного дефіциту (57,1%), однак, починаючи з 7-ї доби, його питома вага суттєво зростала (p<0,001 за критерієм χ2).

Таблиця 3.5
Структура неврологічного дефіциту щурів групи ІІА 

за шкалою ОТНП
	Ступінь
	Термін спостереження

	
	3 доба

%

М±m
	7 доба

%

М±m
	14 доба

%

М±m
	21 доба

%

М±m
	30 доба

%

М±m

	Тяжкий
	0 %
	0 %
	0 %
	0 %
	0 %

	Помірний 
	42,9 %

13,6±1,02
	7,9 %*
11,0±0,1
	0 %
	0 %
	0 %

	Легкий 
	57,1 %

5,3±0,95
	92,9 %*
5,18±1,07
	100 %*
5,18±1,55
	100 %*
4,0±1,02
	100 %*
4,0±0,92


Примітка: * - p<0,001 за критерієм χ2 (Хі-квадрат), порівняно з показником на 3 добу спостереження

Оцінка аналізу неврологічного статусу щурів групи ІІА та динаміки відновлення неврологічного дефіциту за шкалою Mc Grow Stroke Index.
Було встановлено, що після моделювання у щурів правостороннього ГІ, впродовж 30 діб реєструвався виразний неврологічний дефіцит, що проявлявся в порушенні моторної функції (головним чином геміпарезами і тремором) та змінами поведінки. На 3–7 добу при оцінці неврологічного дефіциту у 90–100 % тварин було відмічено функціональні розлади у вигляді млявості, сповільненості рухів, манежних рухів, слабкості кінцівок, що досягали стану геміпарезу (в основному однієї іпсілатеральної кінцівки), в деяких випадках паралічів кінцівки. Виразні порушення у вигляді манежних рухів спостерігали у 10–20 % (n=2-4), різного ступеню прояви геміпарезів реєстрували впродовж всього періоду спостереження з динамікою до компенсації рухової активності контралатеральних кінцівок з 14 доби.
Парез (геміпарез) реєстрували у 100 % щурів в гострому періоді (1-7 доба) первинного геморагічного інсульту (середній бал 3,2±0,1), а починаючи із 14 доби спостерігали спонтанний регрес зазначених розладів. На 21-30 добу геміпарез відмічено лише у 25 % (n=3) щурів (середній бал 2,4±0,1).

Ознаки тремору в різній мірі реєстрували у 50 % (n=9) щурів в гострому періоді на 3 добу первинного інсульту і поступово регресував та відновлявся на 21 добу. В період 21-30 добу у всіх дослідних тварин відмічено відновлення локомоторної функції (рухової активності) (рис. 3.6).
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Рис. 3.6 Частота проявів парезу та тремору у щурів із первинним геморагічним інсультом у групі IIА (% випадків)

Спостереження за динамікою неврологічного статусу щурів показало, що первинний інсульт характеризувався виразним спонтанним регресом неврологічних розладів: тремору, парезу і паралічу кінцівок на 30 добу (табл. 3.6). До 21,4% щурів та відновлення паралічу до повної відсутності порушень.

Таблиця 3.6

Динаміка регресу неврологічного статусу у щурів групи IIА за шкалою McGraw Stroke Index 

	Неврологічний симптом

(% щурів)
	Група ІБ
	Група IIА

	
	
	3 доба
	30 доба

	Млявість
	0
	100 %
	50 %*

	Слабкість кінцівок
	0
	100 %
	21,4 %*

	Манежні рухи
	0
	100 %
	21,4 %*

	Парез 1–4 кінцівок

середній бал (М±m)
	0
	100 %

3,2±0,1 бали
	21,4 %*
2,4±0,1 бали

	Параліч 1–4 кінцівок

середній бал (М±m)
	0
	71,4 %

3,3±0,05
	0 %*
0#


Примітки: * - p<0,001 за критерієм χ2 (Хі-квадрат) порівняно з показником на 3 добу дослідження;

# - зниження ознак парезу (геміпарезу) у групі IIA; прояви тремору на 21-30 добу не реєстрували

Легка симптоматика у вигляді млявості і слабкості кінцівок залишалася у 50 % (n=6) і 21,4 % (n=2) тварин відповідно, а у 25 % (n=3) щурів реєстрували манежний характер локомоції в період спостереження 21-30 доби у періоді відновлення (організації) патологічного процесу. Статистично значущий регрес неврологічного дефіциту за шкалою McGraw Stroke Index встановлено на 21-30 добу (на 3 добу 9,75±0,92 балів, а на 30 добу – 3,14±1,56 бали, р=0,003) (табл. 3.7).

Таким чином, аналіз динаміки порушень за шкалою ОТНП і McGraw відрізняється за ступенем неврологічного дефіциту та його регресом за весь період спостереження (30 діб). Так, в першому випадку (шкала ОТНП) оцінка неврологічного дефіциту відповідала легкому і помірному дефіциту з прогресуючим регресом до легкого, а за аналогічною шкалою (шкала McGraw Stroke Index) – розподіл структури динаміки неврологічного дефіциту на тяжкий  та легкі ступені на 30 доби включно (табл. 3.5, 3.8).

Таблиця 3.7 

Регрес неврологічного дефіциту у щурів групи IIА 

за шкалою McGraw Stroke Index (середні бали)

	Доба
	Група ІБ
	 Група IIА (М±m)

	3 доба
	0
	9,75±0,92

	7 доба
	0
	8,53±1,09

	14 доба
	0
	6,78±1,86

	21 доба
	0
	3,57±1,56*

	30 доба
	0
	3,14±1,56*


Примітка: * - p<0,005 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником на 3 добу дослідження
Загальна оцінка ступеню зниження (СЗ,%) неврологічного дефіциту показала спонтанний регрес неврологічного дефіциту за шкалою ОТНП при первинному інсульті на 62,5 % (4,00±1,02 проти 10,5±1,10, р<0,0001; Uемп=2, Uкр=0, р<0,01; Uкр=3, р<0,05) відповідно до 1 доби спостереження.

Таблиця 3.8

Структура неврологічного дефіциту щурів групи IIА 

за шкалою McGraw Stroke Index 

	Ступінь
	3 доба

%

М±m
	7 доба

%

М±m
	14 доба

%

М±m
	21 доба

%

М±m
	30 доба

%

М±m

	Тяжкий
	100 %

9,75±0,92
	100 %

8,53±1,09
	78,6 %*
8,09±1,73
	53,4 %*
6,57±1,28#
	26,6 %*
8,37±1,24#

	Помірний 
	0 %
	0 %
	0 %
	0 %
	0 %

	Легкий 
	0 %
	0 %
	21,4 %*
2,0±0,0
	46,6 %*
0,57±0,26#
	73,4 %*
1,05±0,38#


Примітки: * - p<0,001 за критерієм χ2 (Хі-квадрат) порівняно з показником на 3 добу дослідження;

# - p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником на 3 добу дослідження

Таким чином, результати проведених досліджень показали, що у щурів з первинним геморагічним інсультом (інтрацеребральною посттравматичною гематомою) спостерігався виразний неврологічний дефіцит і порушення координації рухів. Тривожність, знижений поріг больової чутливості, агресивність, судомні реакції були проявом тяжкого ступеню дефіциту неврологічних функцій, що лише частково відновлювалися у віддалений період після первинного інсульту.

При цьому регрес патологічної симптоматики і часткове відновлення порушених фізіологічних функцій спостерігався після проходження гострого та підгострого періодів і не досягав повного відновлення. На думку деяких авторів [76], подібні неврологічні порушення при ураженнях підкіркових клітинних утворень практично позбавляють кору мозку висхідних впливів, що сигналізують про зовнішні подразники, без яких порушується контрольно–коригуюча функція низхідних впливів на руховий апарат.  Разом з тим, згідно аналізу динаміки змін основних рефлексів, після моделювання геморагічного інсульту у внутрішній капсулі відмічено компенсацію локомоторних розладів. Разом із тим, найбільш ймовірними утвореннями, що можуть бути залучені до ліквідації пірамідного дефіциту, є кортико–руброспінальна система, що багато в чому визначається великою схожістю структурних і функціональних особливостей низхідних кортико–спінальних шляхів [90]. Дефіцит, викликаний ураженням однієї з цих двох систем, є транзиторним і функціональне відновлення здійснюється як результат здатності неушкодженої системи брати на себе контроль за руховою діяльністю.

3.2.1 Дослідження орієнтовно-дослідницьких поведінкових реакцій при первинному геморагічному інсульті (група IIА). Комплексна оцінка неврологічних порушень, починаючи з елементарних реакцій і рефлексів, закінчуючи складними змінами неврологічного статусу, дозволила виявити орієнтовно-дослідницьку діяльність дослідних тварин.

Оцінка поведінки дослідних тварин, як модель дослідження патофізіологічних розладів та їх відновлення, включала в себе аналіз соціальних (популяційне розпізнавання, сексуальне та батьківське поводження, агресія і конкуренція) і несоціальних (просторова і непросторова орієнтації, тривожність) форм поведінки. Фактором, що впливає на соціальну поведінку (запуск першої реакції, тривалість та інтенсивність соціальних взаємодій), є рівень тривожності тварин: висока тривожність взаємодіючих щурів знижує виразність їх соціальних контактів.

Для дослідження зазначених порушень вищої нервової діяльності в експериментальних роботах загальновизнаним є тестування за методикою «Відкритого поля» [7, 22, 42], що дозволяє оцінити зміни орієнтовно-дослідної реакцій тварин, провести аналіз поведінково–емоційних реакцій та фізичну працездатність. «Відкрите поле» є універсальним поведінковим тестом, що в комплексі з оцінкою порушення рефлексів дозволяє охарактеризувати дослідницьку поведінку дослідних тварин з ураженими нервовими центрами.

Параметр орієнтовно–дослідницької діяльності щурів у тесті “Відкрите поле” характеризується декількома величинами: кількістю пересічених квадратів (горизонтальна рухова активність), вертикальних стійок (вертикальна рухова активність), обстежених отворів (норки), умивань (ґрумінг), уринацій та дефекацій (рівень емоційності) за загальноприйнятою методикою [42, 64].

При поміщенні інтактних щурів (група ІА) у тесті «Відкрите поле», тварини активно підходили до предметів, проте псевдооперація незначно змінювала спрямовану на них активність, що включало в себе зниження періоду підходу до предметів, що можна розглядати в якості проявів адаптаційних реакцій.

При обстеженні тварин групи ІІА у тесті «Відкрите поле» поведінка щурів після моделювання первинного геморагічного інсульту характеризувалася різко зниженою руховою активністю, про що свідчило статистично значуще (p<0,05) зменшення загального числа пересічених квадратів і сумарною тривалістю «локомоцій» порівняно з контрольною ІБ групою, кількості пройдених зовнішніх досліджуваних квадратів (табл. 3.9). Тривалість кожного окремого епізоду обстеження отворів була знижена і такі відвідування супроводжувалися меншим числом вертикальних стійок (вставання на задні кінцівки). В гострому періоді зменшувалась активність горизонтальної та вертикальної рухової активності, що розцінювалося як прояв поведінкових розладів.

Одним з показників, що характеризують дослідницьку активність у тесті «Відкрите поле» є число стійок на задніх кінцівках. Результати проведених експериментів вказують не тільки на зниження числа стійок при первинному інсульті, що змінювались майже в 2 рази, але і на зміну характеру активності, спрямованої на дослідження предметів.

Ґрумінг щурів є важливою характеристикою поведінки тварин у «Відкрите поле». Традиційно, щури більшу частину часу приділяють вичісуванню свого тіла, у порівнянні з переміщенням у просторі, що тісно корелює з руховою активністю. В проведеному дослідженні встановлено зменшення актів ґрумінгу в гострому періоді майже у 6,6 разів, а впродовж всього періоду спостереження: 4,0±1,0 актів ґрумінгу у тварин групи ІБ і 0,6±0,2 (p<0,005) або повна їх відсутність на 14 та 30 добу у тварин групи ІІА відповідно.

Акти дефекації у дослідницьких тварин розглядається в якості показника емоційного статусу щурів, проте у щурів із первинним інсультом суттєвої різниці із показником тварин групи ІА та групою ІБ не встановлено на 3 та 14 добу спостереження; але виявлена достовірна різниця (p<0,05) лише з показниками на 7 добу, що свідчить про зменшення частоти акту більш чим  у 3 рази, та збільшення показника у 3 рази на 21 добу, що на наш погляд є проявом лабільності емоційних реакцій.

Різновидом орієнтовно–дослідницької поведінки щурів є кількість обстежених отворів – показник норкового рефлексу, який свідчить про здатність тварини досліджувати “Відкрите поле”, зокрема, заглядати в отвори. Кількість обстежених отворів характеризує пізнавальну активність щурів. У тварин групи IIА спостерігалося зниження рівня орієнтовно-дослідницької активності, проявом чого було зниження числа і тривалості обнюхування і заглядань в отвори (норковий рефлекс) в гострому періоді і відновлення дослідницької активності на 14-30 добу спостереження у періоді відновлення організація крововиливу).

В цілому, отримані результати узгоджуються з даними, що свідчать про патологічний вплив крововиливу в мозок на поведінку щурів, яке можна охарактеризувати в якості неврологічного дефіциту із порушенням дослідницької поведінки. Прояви зменшення порушень поведінки тварин починались з 7 доби спостереження на рівні відновлення основних поведінкових рефлексів без відновлення орієнтовно-дослідницької активності.
3.2.3 Дослідження когнітивних функцій при експериментальному первинному геморагічному інсульті (група IIА). При вивченні когнітивних функцій у тварин експериментальної групи ІІА з первинним ГІ за методом «УРПУ» латентний час заходу в темну кімнату  на термін кінця 2 тижня складав 92,5±23,9 секунд, що свідчило про порушення енграм пам’яті, що на 21,7 % менше в порівнянні з латентним часом до операції у групі контролю ІБ. При тому що 60 % тварин зайшли в темну камеру у групі з первинним геморагічним ГІ з порівняння з контролем, що було на 30 % більше ніж у контрольній групі, що характеризує наявність порушень пам’яті та відновлення пам’ятного сліду у тварин з первинним ГІ.

Таблиця 3.9

Показники тесту «Відкрите поле» у щурів групи IIА та групи контролю ІБ (М±m)
	Показник
	3 доба
	7 доба
	14 доба
	21 доба
	30 доба

	
	ІБ
	ІІА
	ІБ
	ІІА
	ІБ
	ІІА
	ІБ
	ІІА
	ІБ
	ІІА

	Кількість пройде-них квадратів
	Внут-рішні
	3,5±1,0
	2,4±0,5
	3,3±0,21
	2,0±0,2*
	3,5±0,22
	3,7±0,9#
	3,6±0,22
	4,2±1,2#
	3,2±0,13
	4,5±1,2#

	
	Зовнішні
	42,5±5,5
	11,7±3,7*
	38,6±0,74
	8,2±3,4*#
	38,4±0,92
	11,8±3,2*
	38,5±0,89
	10,6±2,9*
	39,1±0,83
	14,5±3,3*#

	
	Загальна кількість
	45,0±5,4
	14,0±4,0*
	41,9±0,73
	10,2±3,4*#
	41,9±1,03
	15,5±3,3*
	42,1±0,95
	14,9±3,6*
	42,3±0,8
	18,9±3,8*#

	Вставання на задні кінцівки
	6,5±0,2
	3,3±0,2
	5,9±0,34
	3,0±0,1*
	6±0,25
	4,3±0,1*#
	6,2±0,24
	1,0±0,1*#
	6,5±0,17
	1,6±0,1*#

	Ґрумінг
	4,0±1,0
	0,6±0,2
	4,3±0,3
	1,2±0,3*
	3,9±0,23
	0,0±0,0*
	4±0,25
	1,0±0,2*
	4±0,29
	0,0±0,0*

	Норки
	5,2±1,2
	3,3±0,7
	5,3±0,15
	2,2±0,3*
	5,1±0,12
	4,1±0,5
	5,3±0,21
	4,7±1,3#
	5,1±0,23
	4,1±0,8

	Дефекації
	0,5±0,1
	0,8±0,2
	1,3±0,36#
	0,4±0,2*
	1,5±0,16
	1,4±0,3*
	1±0,25
	3,0±0,5*#
	1,3±0,2
	1,0±0,1


Примітки: * - p<0,05 за критерієм t Ст’юдента порівняно з показником групи контролю ІБ;

# - p<0,005 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником на попередній строк дослідження

3.2.4. Дослідження морфологічних змін при експериментальному первинному геморагічному інсульті (група IIА). Результати гістологічного дослідження дозволили визначити морфологічні прояви дистрофічного (нейродегенеративного) процесу при ГІ. Морфологічні порушення на 3 добу після моделювання інтрацеребральної гематоми характеризувались досить поліморфними змінами нейронів кори мозку. Головними з них були: набряк тіл, ядер та нейритів нейронів та/або пікноз і гіперхроматоз інших нейронів (рис. 3.7). Гострий набряк відмічався головним чином в області дендритів (перінейритний набряк).
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Рис. 3.7 Структура сенсомоторного неокортексу білих щурів групи IIА.
Периваскулярний набряк при геморагічному інсульті.

Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10. Термін: 3 доба після моделювання інсульту.

Примітка: [image: image25.png]


 нейрон; [image: image26.png]


 перицелюлярний та периваскулярний набряк.
У неокортексі виявлено ознаки активації гліоцитів, що морфологічно проявлялося у вигляді підвищення тинкторіальних властивостей їх цитоплазми (гіперхроматоз) та збільшенні площі ядер. У пірамідних нейронах були чітко виражені явища центрального і периферичного тигролізу. Ядра пірамідних нейронів відрізнялися між нейронами, в одних клітинах реєструвався набряк та гіпертрофія ядра, а в інших – деформація, зморщування і, навіть деструкція ядер нейронів. Ядра окремих пірамідних нейронів гіперхромні, займали маргінальне по відношенню до центру клітини положення в цитоплазмі. Такий характер надзвичайно швидко прогресуючих структурних змін свідчить про патогенетично різнорідний характер впливу чинників ГПМК на центральну нервову систему дослідних щурів.

Морфометричне дослідження структурних змін пірамідних нейронів ІІІ-V шару кори великого мозку через 3 доби після моделювання первинного ГІ показало достовірне збільшення (p<0,05) середньої площі нейронів в обох дослідних півкулях головного мозку (табл. 3.10).

Таблиця 3.10

Зміни морфометричних параметрів нейронів прецентральної звивини ІІІ-V шару кори великого мозку

	№
	Група
	Термін
	Площа нейрона

(М±m)
	Площа ядра

(М±m)

	1
	IА
	-
	330,6±6,9
	184,5±6,8

	2
	IБ
	-
	340,1±6,8*
	187,1±7,1*

	3
	IIА
	3 доба
	367,2±11,7*/#
	215,3±8,8*/#

	4
	IIА
	21 доба
	381,6±12,2*/#
	221,9±10,2*/#

	5
	IIА
	30 доба
	355,0±12,8*
	210,5±10,7*

	6
	IIА
	6 місяців
	321,5±28,4
	208,1±8,7*


Примітки: * - p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з тваринами групи IА;
# – p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з показником тварин групи IБ
Середня площа нейронів у тварин групи ІІА склала 367,2±11,7 мкм2, а у тварин групи групи IА – 320,6±6,9 мкм2. Морфометричні параметри ядер нейронів змінювались у відповідній залежності (215,3±8,8 мкм2 проти 164,5±6,8 мкм2) що головним чином спричинено розвитком інтрацелюлярного набряку клітин, а в деяких випадках це викликало їх загибель.

На тлі набряку тканини мозку (перицелюлярний набряк) встановлено зменшення щільності нейронів кори великого мозку (кількість нейронів 673,4±10,2 клітин/мм2), тобто має тенденцію до розвитку нейродистрофічного процесу (рис. 3.8).
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Рис. 3.8 Динаміка нейродегенеративного процесу в сенсомоторній корі великого мозку у групі IIА (щільність нейронів III-V шару/мм2, М±95 % ДІ)

Примітки: * – p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з показником групи ІА;

# – p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з тварина групи ІБ

Досить виразні порушення спостерігали і в інших утвореннях головного мозку дослідних тварин. Так, в ділянці Corpus callosum дослідних тварин через 3 доби після відтворення ГІ гліальні клітини були розташовані уздовж груп нервових волокон, але зустрічалися ділянки гліозу. В ділянці Corpus callosum було відмічено незначний набряк нервової тканини (рис. 3.9; 3.10).
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Рис. 3.9 Структурна організація Corpus callosum дослідних тварин групи ІА. Незначний набряк тканини мозку. Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10. Термін: 3 доба після моделювання первинного інсульту
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 ділянки фокального набряку
Навколо бічних шлуночок також було відмічено ділянки набряку тканини мозку та наявність формених елементів крові в просвіті шлуночків на 3 добу після первинного крововиливу у праву внутрішню капсулу головного мозку щурів.
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Рис. 3.10 Периепендімальний набряк бічного шлуночка,

форменні елементів крові в просвіті шлуночка на 3 добу.
Забарвлення гематоксилін-еозин. Об.40, ок. 10

Примітка: [image: image31.png]


 ділянки набряку; * просвіт шлуночка.
Аналізуючи зміни у внутрішній капсулі дослідних тварин групи ІІА, крім зони внутрішньомозкової гематоми, реєстрували набряк тканини мозку та розшарування тканини внутрішньої капсули вздовж нервових волокон. При цьому гліозу, запалення та вираженої загибелі клітин білої речовини мозку не відмічено (рис. 3.11).
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Рис. 3.11 Перицелюлярний набряк внутрішньої капсули.
Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10. Термін: 3 доба після моделювання первинного інсульту.
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 ділянки перицелюлярного набряку.

Дані отримані в найгострішому і гострому періодах розвитку геморагічного інсульту свідчать про певні періоди розвитку структурних змін відповідно до функціональних розладів.
Таким чином, на цьому етапі розвитку первинного геморагічного інсульту домінують процеси набряку тканини мозку, в той час як розвиток запальних нейродегенеративних процесів ще не спостерігається. У корі мозку дослідних щурів через 21 день після моделювання геморагічного інсульту було відмічено гострий набряк тканини мозку, збільшення кількості дегенерованих нейронів, що вказує на загострення патологічного процесу впродовж періоду дослідження (рис. 3.12).
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Рис. 3.12 Структура сенсомоторного неокортексу білих щурів при гострій стадії групи ІІА (a, b). Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10. Термін: 21 доба після моделювання первинного геморагічного інсульту.
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 апоптичні гіперхромні нейрони, [image: image37.png]


 перицелюлярний та периваскулярний набряк.
У тварин із первинним геморагічним інсультом  на 21 добу значна кількість нейронів характеризувалась набряком та ішемічними змінами клітин. Реєстрували значну кількість нейронів з деформованими ядрами і з ознаками деструкції (аутолізу). Відзначено гострий перицелюлярний набряк, особливо навколо апікальних і базальних дендритів. Відмічено периваскулярні набряки із стазом формених елементів в кровоносних капілярах. Гліальні клітини також характеризуються значними структурними змінами. В корі великих півкуль спостерігається значна кількість гліоцитів із пікнозом ядер. Навколо цих клітин спостерігали гострий перицелюлярний набряк. Зазначені зміни мали більш виразний характер в Corpus callosum і внутрішній капсулі (рис. 3.13; 3.14).
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Рис. 3.13. Структурна організація Corpus callosum дослідних тварин групи ІІА на 21 добу. Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10

Примітка: * гострий набряк тканини мозку, дезорганізація мозолистого тіла.
При морфометричному досліджені встановлено достовірне зростання  середніх розмірів нейронів через 21 день після первинного інсульту, що спричинено головним чином інтрацелюлярним набряком клітин. Середня площа нейронів при первинному інсульті склала 381,6±12,2 мкм2 , площа ядра на строк 21 доби склала 221,9±10,2 мкм2, тобто більше від 7-денного періоду дослідження. Середня кількість нейронів зменшилась відповідно до 651,4±8,1 клітин/мм2 у порівнянні з тваринами групи ІБ (685,7±9,8 клітин/мм2), що достовірно менше (p<0,05) від показника групи порівняння в середньому на 4-7 % (рис. 3.8).
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Рис. 3.14 Структурна організація внутрішньої капсули дослідних тварин групи ІІА. Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10.
Термін: 21 доба після моделювання первинного інсульту

Примітка: * набряк тканини мозку.

Протягом цього періоду відбуваються зростаючі патоморфологічні зміни в клітинних утвореннях цереброкортексу на тлі набряку тканини мозку. Саме ці процеси, на наш погляд, є причиною розвитку фатального перебігу гострого внутрішньомозкового крововиливу, або мультифокальної геморагії. Зазначені порушення можуть спричинити розвиток постінсультних важких наслідків, серед яких чільне місце посідає судинна деменція у відтермінованому періоді перенесеного гострого інсульту. Подібні розлади відбувалися і в інших відділах ЦНС піддослідних тварин.

При цьому, в ділянці підкіркових структур мозку навколо зони крововиливу встановлено утворення некротичних лакун із розвитком запальної реакції у вигляді лейкоцитарного інфільтрату (рис. 3.15; 3.16).
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Рис. 3.15 Некротичні лакуни перифокальної зони крововиливу на 21 добу тварин групи ІІА. Забарвлення за гематоксилін-еозин. Об.10, ок. 10.

Примітка: *- просвіт некротичної лакуни; [image: image41.png]


 структурно ушкоджені кровоносні судини.
Відомо, що в цей період розвитку ішемії та набряку головного мозку метаболічна активність нервових клітин не відновлюється, в результаті чого пошкоджується і структурна цілісність клітинних утворень внаслідок активації декількох механізмів: глутаматної ексайтотоксичності, перекисного стресу, нейрозапалення, що на морфологічному рівні реєструється у вигляді клітинної загибелі. Разом з тим у віддалений період інсульту в більшій мірі реєструється апоптичний шлях нейродегенерації, що індукується порушенням вторинної сигналізації (прозапальними цитокінами і медіаторами, тощо).
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Рис. 3.16 Таламус іпсілатеральної півкулі щурів групи ІІА. Лейкоцитарна інфільтрація ішемізованої тканини мозку на 21 добу інсульті.

Забарвлення гематоксилін-еозин; Об. 10, ок. 20.

Примітка: [image: image43.png]


 лейкоцитарний інфільтрат.
Навіть через 1 місяць після моделювання первинного геморагічного інсульту структурно-морфологічні порушення в головному мозку щурів мали ознаки гострого характеру, що морфологічно відбивалося у вигляді виразного набряку тканини мозку та загибелі нервових клітин (рис. 3.17). В цей період спостереження відмічено переважання гіперхромних пірамідних нейронів над набряклими, що вказує на інший розвиток нейродегенеративного процесу у віддалений період після інсульту, ніж в гострий. В цей період збільшується кількість кровоносних судин в корі мозку із ознаками стазу (рис. 3.17 b).
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Рис. 3.17 Структура сенсомоторного неокортексу білих щурів групи ІІА. Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10.

Термін: 1 місяць після моделювання первинного геморагічного інсульту.
Примітка: [image: image46.png]


 гіперхромні дегенеровані пірамідні нейрони, [image: image47.png]


 периваскулярний набряк; b – набряк некротизованої тканини в ділянці просочування тканини мозку кров’ю ([image: image48.png]


), * –  набряк тканини.
Результати морфометричного дослідження пірамідних нейронів V шару кори великого мозку через 1 місяць після геморагічного інсульту підтверджували морфологічні ознаки. Середня площа нейронів при первинному інсульті зменшувалась і склала відповідно 355,0±12,8 мкм2 (табл. 3.10). Загибель нейронів суттєво відобразилась на показнику щільності клітин в неокортексі – зменшення порівняно із 3 добою інсульту на 8,2 %. В цей період спостереження набряк тканини головного мозку реєстрували не лише в цереброкортексі, але і в Corpus callosum та Capsula interna (рис. 3.18, 3.19), проте ступінь його розвитку був вже менш вираженим, ніж у гострому періоді.

При цьому, при первинному інсульті в деяких тварин відмічено ознаки незначного гліозу, що може свідчити про розвиток відновних процесів в досліджуваний період. Розвиток гліальної реакції в тканині мозку є надзвичайно значущим для процесів, що розвиваються при ГПМК, проте в цей період спостереження на морфологічному рівні не можна оцінити роль гліозу в розвитку нейродегенеративних змін.

Через 6 місяців після моделювання ГІ в корі мозку реєстрували виразні нейродегенеративні процеси. Більшість мали гіперхромний стан, що свідчить про суттєві метаболічні порушення (рис. 3.20). Інтенсивність профарбовування ядер і, особливо, цитоплазми стосується не лише пірамідних нейронів, але і різних типів гліальних клітин. Проте в цей період розвитку інсульту спостерігається практично повне структурне відновлення міжклітинного простору, про що свідчить регрес перицелюлярного і периваскулярного набряку. Про відновлення метаболізму пірамідних нейронів свідчить також зменшення інтенсивності профарбовування нейритів клітин і, особливо, апікальних дендритів.
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Рис. 3.18 Набряк тканини мозку, відмічено незначний гліоз в Corpus callosum через 1 місяць групи ІІА. Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10

Примітка: [image: image50.png]


 гліальна реакція.
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Рис. 3.19 Незначний набряк і гліоз навколо крововиливу внутрішньої капсули через 1 місяць у тварин групи ІІА. Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10

Примітка: [image: image52.png]


 геморагічна пенетрація тканини мозку.
Аналіз результатів морфометричного дослідження пірамідних нейронів V шару кори великого мозку через 6 місяців після моделювання ГІ показало достовірне зменшення розмірів клітин в порівнянні із попередніми періодами інсульту. Середня площа нейронів при первинному інсульті склала 321,5±28,4 мкм2 і не відрізнялись від контрольних показників, що свідчить про часткове структурно-метаболічне і функціональне відновлення пірамідних нейронів.
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Рис. 3.20 Структура сенсомоторного неокортексу білих щурів тварин групи ІІА. Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10 Термін: 6 місяців після моделювання геморагічного інсульту

Примітка: [image: image54.png]


 гіперхромні дегенеровані нейрони; [image: image55.png]


 перицелюлярний та периваскулярний набряк
Тривалі гемодинамічні порушення спричинили віддалені процеси нейродегенерації, що морфологічно відмічено у вигляді деформованих гіперхромних нейронів та зменшенні щільності пірамідних нейронів в тканині кори мозку. Середня кількість нейронів у тварин із первинним ГІ становила 510,6±11,9 клітин/мм2, що достовірно менше (p<0,05) від контролю на 29,2 % (рис. 3.8).

Така динаміка структурних перебудов, що була встановлена в клітинних утвореннях кори великого мозку при первинному і повторному гострому інсульті, свідчать про характер і спрямованість нейродегенеративних порушень, що лежать в основі відтермінованих постінсультних наслідків. В першу чергу ці порушення створюють передумову до розвитку судинної деменції та тяжкого когнітивно-мнестичного дефіциту.

Морфологічне вивчення Corpus callosum і Capsula interna також показало зменшення набряку тканини мозку. У деяких тварин із первинним ГІ реєстрували вогнища гліозу в тканині мозолистого тіла (рис. 3.21; 3.22). Процесів некрозу та/або запалення не відмічали.
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Рис. 3.21 Структурна організація Corpus callosum дослідних тварин групи ІІА. Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10 Термін: 6 місяців після моделювання геморагічного інсульту.

Примітка: [image: image57.png]


 незначний набряк тканини мозку; [image: image58.png]


 гліоз.

Таким чином, дослідивши структурно-морфологічні порушення головного мозку дослідних тварин при моделюванні первинного ГІ в динаміці встановлено декілька важливих аспектів розвитку досліджуваних порушень. В підгострому періоді (до 21 доби) патологічні зміни характеризуються виразними процесами набряку тканини мозку, що загострюється із часом. Ці процеси обумовлюють загибель нейронів кори мозку за гідропічним набряком. У відновному періоді (1-6 місяців) процеси набряку тканини мозку вже виражені в меншій мірі. При цьому віддалені нейродегенеративні процеси характеризуються ішемічним типом загибелі клітин, тобто у вигляді гіперхромних деформованих клітин. Ішемічне ураження тканини мозку відбивається у вигляді різких перицелюлярних та периваскулярних набряків нервової тканини.
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Рис. 3.22. Структурна організація внутрішньої капсули дослідних тварин групи ІІА. Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10 Термін: 6 місяців після моделювання первинного геморагічного інсульту.

Примітка: [image: image60.png]


 незначний гліоз; [image: image61.png]


 перицелюлярний набряк. 

Отже, проведені морфологічні дослідження показали регрес набряку тканини мозку у відновному періоді (1-6 місяців), а нейродегенеративні процеси розвиваються за ішемічним типом, мають місце явища гідропічної дистрофії в підгострому періоді відтворення ГПМК. Відділені від крововиливу ділянки ішемічно ураженого кортексу характеризувалися різко виразним порушенням цитоархітектоніки, яке відбивалося в нечіткій стратифікації шарів, внаслідок чого було відсутній пошаровий морфологічний поділ сенсомоторної кори, що особливо чітко відмічено при прогресуючому набряку тканини мозку при інсульті. Збільшення морфометричних показників нейронів відбувалося внаслідок дистрофічного набрякання, які зменшуються і повертаються до контрольних показників через 3-6 місяців після інсульту і свідчить про відновні або компенсаторно-пристосувальної реакції. Отримані результати свідчать, що експериментальне відтворення гострого ГІ супроводжується не лише кількісними клітинними втратами, патоморфологічними порушеннями, але і суттєвими змінами в характері цитоархітектоніки сенсомоторної зони цереброкортексу, а також відповідними порушеннями не лише внутрішньо кортикальних, але і таламо-кортикальних структурно-функціональних взаємовідносин.
Основний зміст Розділу 3 «Морфо-функціональна характеристика пошкоджень утворень головного мозку при первинному геморагічному інсульті» викладено в таких публікаціях:

1. Колдунов В.В. Морфологічні зміни кори великих півкуль головного мозку щурів при первинному та повторному геморагічному інсульті / В.В. Колдунов, В.М. Бібікова // Світ медицини та біології. – 2013. – №4 (42). – С. 81–84.
2. Макаренко А.Н. Изучение нейроно- и глиоглиальных преобразований в клеточных системах головного мозга в норме и при моделировании цереброваскулярной патологии / А.Н. Макаренко, В.Н. Бибикова, Н.Н. Терещенко, С.И. Савосько // Актуальні проблеми сучасної медицини. – 2014. – Том 4, №1. – С. 100–106.

3. Bibikova V.M. Rats cortex of brain injury after experimental modeling  of  intracerebral hemorrhage / T.M. Oliynik, S.I. Savosko, V.M. Bibikova // Український науково-медичний молодіжний журнал, науково-практичне видання. – 2014. – №4 (84). – С. 13–17.

4. Колдунов В.В. Морфологическая характеристика нейродегенеративных изменений в тканях мозга при интрацеребральном кровоизлиянии в эксперименте / В.В. Колдунов, В.Н. Бибикова // Клінічна та експериментальна патологія. IV національний конгрес патофізіологів України з міжнародною участю. – 2004. – Т. ІІІ, № 2, Ч. 1. – С. 232–233.
5. Бибикова В.Н. Нарушение когнитивной и исследовательской функции при эксперементальном кровоизлиянии в головной мозг у крыс / В.Н. Бибикова, А. Кузюк, М. Брындиков // XІІІ Наукова конференція студентів та молодих учених «Новини і перспективи медичної науки», Дніпропетровськ : матеріали конф. – Дніпропетровськ, 2013. – С. 76–77.
РОЗДІЛ 4

МОРФО-ФУНКЦІОНАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКа ПОШКОДЖЕНЬ УТВОРЕНЬ ГОЛОВНОГО МОЗКУ ПРИ ПОВТОРНОМУ геморагічному інсульті

Повторний ГІ, відтворений експериментально, ідентично з первинним крововиливом, шляхом деструкції внутрішньої капсули мозку щурів, які перенесли первинний крововилив, та введення аутокрові, завершувався розвитком локального інтрацеребрального крововиливу та характеризувався формуванням неврологічного дефіциту, порушень поведінки, пам’яті та морфологічними змінами. Середня площа гематоми на рівні треку канюлі при повторному інсульті складала 10,3±0,3 мм2 (табл. 4.1.).

Таблиця 4.1

Морфо-стереометрична оцінка площі ділянки деструкції тканини мозку та площа крововиливу на рівні треку канюлі (мм2) при повторному інсульті

	Група/термін виведення із досліду
	Площа ділянки деструкції на рівні треку канюлі (мм2)

(М±m)
	Об’єм гематоми (мм3)

(М±m)

	3 доба ІІІА
	6,1±0,1
	10,3±0,3

	6 місяців ІІІА
	3,9±0,1*
	4,1±0,3*


Примітка: * - p<0,001 за критерієм t Ст’юдента для пов’язаних вибірок порівняно з показником на 3 добу

Дані порушення свідчили про збільшення площі ділянки деструкції внутрішньої капсули та об’єму гематоми майже на 1 мм2 , що є ознакою ймовірних більш тяжких порушень неврологічного статусу тварин, поведінки, пам’яті та морфологічних змін.

4.1 Характеристика функціональних показників тварин із повторним геморагічним інсультом (група ІІІА)

4.1.1 Дослідження неврологічного статусу. Комплексна оцінка неврологічного та поведінкового статусу дослідних тварин дозволила виявити порушення, починаючи з елементарних реакцій і рефлексів (згинальний, хапальний, перевертання,  опори, здригування, рух), закінчуючи складними змінами неврологічних(орієнтовно-дослідницька, емоціональна, когнітивна) функцій.
При детальному аналізі неврологічного статусу встановлено суттєву різницю динаміки змін досліджуваних рефлексів між тваринами групи ІІА та ІІІА за методикою за-Буреш (рис. 4.1). При цьому, починаючи із 14 доби, встановлено спонтанний регрес дефіциту на рівні часткового відновлення основних рефлексів (больового і опорного рефлексів) на 7 добу відповідно скоріше, ніж других рефлексів.

Так, рефлекс здригування (поведінкова відповідь на тактильний, вібраційний і звуковий подразник) регресував у щурів із повторним інсультом на 7 добу у 50 % (n=5) випадків і на 30 добу зазначені порушення реєстрували у 25 % (n=2) тварин.

Абсолютний дефіцит опорного рефлексу при повторному інсульті встановлено в перші 7 діб, після чого відмічалось часткове відновлення у 50% щурів, що було суттєво гірше, ніж у тварин групи ІІА, яка слугувала групою порівняння при аналізі всіх основних діагностичних параметрів у щурів із повторним інсультом.
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Рис. 4.1 Динаміка регресу неврологічного дефіциту у тварин групі IIIА (%, щурів в групі)

Больовий і хапальний рефлекс регресували лише у 25 % щурів, починаючи із 14 і 21 доби, а порушення згинального і перевертального рефлексу характеризувалися стійким дефіцитом без ознак відновлення, з частковим відновленням лише у 75 % випадків на 30 добу.

Таким чином, аналіз неврологічного статусу щурів із повторним геморагічним інсультом показав стійкі функціональні та патофізіологічні порушення основних неврологічних функцій (моторних і захисних), а потенціал до спонтанного відновлення суттєво зменшується при вторинному (вторинному) порушенням мозкового кровообігу і реалізується на рівні окремих моторних (опорного і хапального) і захисних (здригувального і больового) рефлексів.

Оцінка динаміки відновлення неврологічного дефіциту у щурів за шкалою ОТНП. Експериментальні дослідження показали, що за умов одностороннього повторного ГІ в перші 1–7 діб у всіх дослідних тварин (100 % випадків, n=11) формується неврологічний дефіцит, що підтверджено відповідною шкалою оцінки за ОТНП. Динаміка регресу неврологічного дефіциту за шкалою ОТНП при повторному інсульті (табл. 4.2) була достовірно меншою, порівняно із показником групи порівняння ІІА (див. табл. 3.4) (середній бал за шкалою ОТНП становив на 30 добу 9,8±1,01 бали проти 4,0±1,02 балів, р<0,001). Разом з тим, у випадку повторного інсульту достовірне зменшення неврологічного дефіциту встановлено лише на кінець спостереження, тобто 14-30 добу досліду (9,8±1,01 балів на 21 добу за шкалою ОТНП проти 17,8±1,92 балів на 3 добу, р<0,05).
При цьому в гострий період повторного інсульту домінував виразний і помірний дефіцит, що регресував до легкого ступеню в кінцевий термін спостереження в середньому у 40 % (n=4) щурів (табл. 4.3), в той час як у групі ІІА переважав помірний і легкий ступені дефіциту із відносно швидким регресом до легкого у 73-100% тварин (див. табл. 3.5).

Таблиця 4.2

Динаміка неврологічного дефіциту щурів
групи ІІІА за шкалою ОТНП 

(у % та середні бали, М±m) 
	Доба
	Бали

	
	Група ІІА 
	Група ІІІА

	3 доба
	8,92±1,54
	17,8±1,92*

	7 доба
	5,66±1,69#
	15,5±1,79*

	14 доба
	5,18±1,55#
	12,3±1,25*/#

	21 доба
	4,0±1,02#
	9,8±1,01*/#

	30 доба
	4,0±0,92#
	9,8±1,01*/#


Примітки: * - p<0,05 за критерієм t Ст’юдента порівняно з показником групи ІІА;

# - p<0,005 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником на 3 добу дослідження
Загальна оцінка ступеню зниження неврологічного дефіциту за шкалою ОТНП показала менш виразне відновлення неврологічного дефіциту щодо третьої  доби спостереження у тварин групи ІІІА 47 % (n=5) проти 62,5 % (n=11) у групі ІІА). Динаміка відновлення неврологічних функцій у тварин групи IIІА за шкалою ОТНП (див. табл. 4.3) була достовірно меншою порівняно із показником групи ІІА (див. табл. 3.4) (середній бал по шкалам становив 9,8±1,01 бали у групі IIІА проти 4,0±1,02 балів у групі ІІА, р<0,05 за критерієм Манна-Уїтні U). Разом з тим у випадку повторного інсульту достовірне зменшення неврологічного дефіциту встановлено лише на кінець спостереження, тобто 21-30 добу досліду (9,8±1,01 балів за шкалою ОТНП проти 17,8±1,92 балів на 3 добу, р<0,001).

Таблиця 4.3

Структура неврологічного дефіциту щурів

групи ІІІА за шкалою ОТНП

(у % та середні бали, М±m)

	Ступінь
	3 доба

%

М±m
	7 доба

%

М±m
	14 доба

%

М±m
	21 доба

%

М±m
	30 доба

%

М±m

	
	n=11
	n=9
	n=7
	n=5
	n=3

	Виразний
	45,5 %

20,2±0,1
	0 %
	0 %
	0 %
	0 %

	Помірний 
	54,5 %

16,1±1,2
	100 %*
15,5±1,7
	100 %

12,3±1,2
	60,0 %

10,8±0,8
	66,6 %

10,8±0,8

	Легкий 
	0 %
	0 %
	0 %
	40,0 %*
8,2±0,6
	33,3 %

8,2±0,6


Примітка: * - p<0,05 за критерієм χ2 (Хі-квадрат) порівняно з показником на попередній строк спостереження

Оцінка динаміки відновлення неврологічного дефіциту у щурів за шкалою McGraw Stroke Index. Функціональні розлади при повторному інсульті  у щурів із повторним геморагічним інсультом були: поведінкова та рухова млявість, парез (як правило 1-2 кінцівок), тремор і так звані «манежні рухи» (рис. 4.2). Парез кінцівок у групи щурів із повторним інсультом реєстрували у 100 % тварин впродовж всього терміну спостереження (середній бал 2,3±0,2). Ознаки тремору різного ступеня реєстрували у дослідних тварин в перші 7 діб спостереження і регрес на 21-30 добу. Динаміка відновлення за цим показником була суттєво нижчою, порівняно із групою ІІА, в якій тремор відмічено у 50 % тварин із повним регресом в кінці досліду.
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Рис. 4.2 Частота проявів парезу та тремору у тварин групи ІІІА (% випадків у групі)
Спостереження за тваринами даної дослідної групи виявили низький рівень відновного процесу в гострому та віддаленому періоді повторного інсульту. Відмічено вищу частоту реєстрування проявів млявості, слабкості кінцівок і локомоції по типу «манежних рухів» (табл. 4.4).

Таблиця 4.4

Динаміка регресу неврологічного дефіциту групи ІІІА за шкалою McGraw Stroke Index (у % та середні бали, М±m)

	Неврологічний симптом
	Група ІІА
	Група ІІІА

	
	3 доба,

n=18
	30 доба, n=12
	3 доба, n=10
	30 доба,

n=5

	Млявість
	100%
	50%
	100 %
	100 %

	Слабкість кінцівок
	100%
	21,4%
	100 %
	50%*

	Манежні рухи
	100%
	21,4%
	100 %
	50 %*

	Парез 1–4 кінцівок
%, бал (М±m)
	100%
3,2±0,1
	21,4%
2,4±0,1
	100 %
2,3±0,2
	100 %
2,3±0,2

	Параліч 1–4 кінцівок

%, бал (М±m)
	71,4%
3,3±0,05
	0%
0
	100 %
3,3±0,1
	50 %*
3,0±0,1**


Примітки: * - p<0,05 за критерієм χ2 (Хі-квадрат) порівняно з показником на попередній строк дослідження;

** - p<0,05 за критерієм t Ст’юдента для непов’язаних вибірок порівняно з показником щурів групи ІІА
При повторному інсульті у тварин групи ІІІА на 30 добу зникав тремор, проте залишався стійкий геміпарез, а у 50% (n=5) тварин і паралічі кінцівок . Таким чином, регрес симптомокомплексу нейродефіцитного стану в щурів із повторним інсультом суттєво гальмується, або різко порушується, порівняно із первинним інсультом, а симптомокомплекс наявності патофізіологічних розладів спостерігався впродовж всього терміну дослідження.

Динаміка відновлення неврологічних функцій у тварин групи IIІА за шкалою McGraw Stroke Index (табл. 4.5) була достовірно меншою порівняно із показником групи ІІА (див. табл. 3.7) (середній бал по шкалам становив 7,08±1,41бали у групі IIІА проти 3,14±1,56 балів у групі ІІА, р<0,05 за критерієм Манна-Уїтні U).

Таблиця 4.5

Динаміка неврологічного дефіциту щурів групи ІІІА 

за шкалою McGraw Stroke Index 

(середні бали, М±m)

	Доба
	Середні бали за шкалою McGraw Stroke Index (М±m)

	3 доба
	9,8±0,58

	7 доба
	9,65±0,75

	14 доба
	9,54±1,38

	21 доба
	7,33±1,45*

	30 доба
	7,08±1,41*


Примітка: * - p<0,005 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником на 3 добу дослідження
При цьому в гострий та підгострий періоди повторного інсульту домінував виразний дефіцит, що регресував до помірного ступеню в кінцевий термін спостереження в середньому у 66,4 % щурів (табл. 4.6), в той час як у групі ІІА переважав тяжкий ступень дефіциту із відносно швидким регресом до легкого у 73,4 % тварин (див. табл. 3.8).

Таблиця 4.6

Структура неврологічного дефіциту щурів 

за шкалою McGraw Stroke Index 

у групі IIІА (у % та середні бали, М±m)

	Ступінь
	Термін спостереження

	
	3 доба

%

(М±m)
	7 доба

%

(М±m)
	14 доба

%

(М±m)
	21 доба

%

(М±m)
	30 доба

%

(М±m)

	Виразний ступінь
	100 %

9,8±0,58
	100 %

9,65±0,75
	100 %

9,54±1,38
	33,6 %*
9,75±0,18
	33,6 %

9,3±0,42

	Помірний ступінь
	0 %
	0 %
	0 %
	66,4 %*
2,5±0,0
	66,4 %

2,5±0,0

	Легкий ступінь
	0 %
	0 %
	0 %
	0%
	0%


Примітка: * - p<0,05 за критерієм χ2 (Хі-квадрат) порівняно з попереднім строком дослідження

Таким чином, враховуючи попередньо отримані дані патофізіологічної характеристики ГІ, можна стверджувати, що стійкий неврологічний дефіцит при повторному порушенні мозкового кровообігу обумовлений відтермінованою нейродегенерацією на тлі вторинного ураження (головним чином в наслідок розвитку гідропічної дистрофії) кортикальних моторного та сомато-сенсорного представництва, мозолистого тіла, внутрішньої капсули та підкіркових моторних структур мозку, зокрема, блідого шару, смугастого тіла і чорної субстанції.

Вторинне ураження таламусу і мигдалевидного тіла на тлі прогресуючого набряку тканини мозку порушує функціонування нервових центрів та реалізацію відповідних рефлексів, які після ураження кортико-спінального тракту стають неміцними. Повторний інсульт ймовірно не обмежується ділянкою крововиливу і характеризується прогресування набряку мозку на контралатеральну гемісферу, що є причиною низького відновлення. Стійкий дефіцит захисних рефлексів (больового рефлексу і рефлексу перевертання) у взаємопов’язаний із дистрофічними змінами сомато-сенсорної кори великих півкуль головного мозку і, в тому числі, із прогресуючими дистрофічними змінами контралатеральних нервових центрів.

Таким чином, вторинні ураження мозку на тлі повторного інсульту унеможливлюють компенсацію обох систем внаслідок деструкції і дистрофії нервових центрів.

4.1.2. Дослідження орієнтовно-дослідницьких та поведінкових реакцій при експериментальному повторному геморагічному інсульті (група IIIА). Результати оцінки поведінкових реакцій щурів із повторним інсультом у тесті «Відкрите поле» показали різке падіння рухової та дослідницької активності, про що свідчило статистично значуще зниження загального числа «локомоцій» у гострий та підгострий період (табл. 4.7). Основний показник дослідницької активності у тесті «Відкрите поле» - кількість пройдених квадратів після відтворення повторного інсульту на 3 добу збільшився майже  в 1,5 рази (20,5±1,5 проти 14,0±4,0) у порівнянні з показниками тварин груп ІІА та ІІІА, що можна пов’язати з емоціональною складову процесу рухової активності та завищеною тривожністю.
Таблиця 4.7

Показники тесту «Відкрите поле» у щурів групи ІІІА та групи порівняння (М±m)
	Група
	ІІА
	ІІІА
	ІІА
	ІІІА
	ІІА
	ІІІА
	ІІА
	ІІІА
	ІІА
	ІІІА

	Доба
	3 доба
	7 доба
	14 доба
	21 доба
	30 доба

	Кіль-кість прой-дених квад-ратів
	Внутрішні
	2,4±0,5
	10,5±0,5*
	2,0±0,2
	5,0±2,5#
	3,7±0,9#
	2,5±1,0
	4,2±1,2
	6,5±1,0#
	4,5±1,2
	4,5±1,2

	
	Зовнішні
	11,7±3,7
	10,2±1,7
	8,2±3,4
	10,2±3,4
	11,8±3,2
	8,5±2,0
	10,6±2,9
	5,0±1,5*
	14,5±3,3
	4,2±1,1*

	
	Загальна кількість
	14,0±4,0
	20,5±1,5
	10,2±3,4
	15,2±2,4
	15,5±3,3
	10,5±0,5
	14,9±3,6
	12,5±2,5
	18,9±3,8
	10,3±0,8*

	Вставання на задні кінцівки
	3,3±0,2
	4,25±0,8
	3,0±0,1
	1,6±0,4*/#
	4,3±0,1#
	2,0±0,5*
	1,0±0,1#
	2,4±0,5*
	1,6±0,1#
	1,5±0,4

	Ґрумінг
	0,6±0,2
	0,2±0,7
	1,2±0,3
	1,9±0,4
	0,0±0,0#
	1,0±0,0*
	1,0±0,2#
	2,9±0,7#
	0,0±0,0#
	1,5±0,4*

	Норки
	3,3±0,7
	2,75±0,5
	2,2±0,3
	2,0±0,3
	4,1±0,5
	2,0±1,0
	4,7±1,3
	2,0±1,0#
	4,1±0,8
	2,0±0,8

	Дефекації
	0,8±0,2
	1,4±0,4
	0,4±0,2
	1,6±0,5
	1,4±0,3#
	1,0±0,5
	3,0±0,5#
	1,1±0,2*
	1,0±0,1#
	1,1±0,2


Примітки: * - p<0,05 за критерієм t Ст’юдента порівняно з показником групи ІІА;

# - p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником попередніх строків дослідження

Але на 14 добу ситуація змінювалась на протилежне у тварин групи ІІІА: на 14 добу спостерігалось зменшення активності руху на 32,2 % у порівнянні з показниками загальної кількості пройдених квадратів тварин групи ІІА, та показник продовжував зменшуватися до 30 доби спостереження(10,3±0,8 проти 18,9±3,8; p<0,05).

Вертикальна рухова активність знизилась в середньому на 10 % у порівнянні з групою ІІА, норковий рефлекс зменшився в 2,2 рази на 14 добу у порівнянні з показником тварин групи ІІА.
У щурів після повторно перенесеного інсульту число актів ґрумінгу знизився в 3 рази на 3 добу дослідження, але починаючи з 7 доби почав збільшуватись у порівнянні з показниками тварин групи ІІА та з показниками попередніх строків дослідження. У віддаленому періоді ґрумінг залишався збільшеним порівняно з контролем на тлі зниженої рухової активності. Ми вважаємо, що це обумовлено зниженням орієнтовно-дослідницької активності та прогресуючим неврологічним дефіцитом на тлі загострення патофізіологічного стану.

Подібна структура поведінки зберігалася протягом усіх термінів спостереження, відображаючи порушення орієнтовно-дослідницької діяльності, з одного боку, і страху – з іншого. Стрес, спричинений проведенням дослідження у тесті «Відкрите поле», викликав різкі гіперактивні поведінкові реакції і підвищив їх тривожність при первинному крововиливі в мозок, а в результаті повторного інсульту відновлення неврологічних функцій майже не відбувалося, натомість страх в структурі поведінкової активності тварин підвищився, наступали прояви поведінкових реакцій у виді «гіперактивності». Підвищений рівень страху, на наш погляд, призводив до зниження орієнтовно-дослідницької активності тварин.

Проте, не зважаючи на отримані важливі і значущі результати розладів поведінкової діяльності в залежності від частоти інсульту, методика “Відкрите поле” не дозволяє в повній мірі кількісно оцінити динаміку спонтанного відновлення неврологічного дефіциту, а потребує подальшого вивчення даної патології.

4.1.3 Зміни показників УРПУ у щурів при експериментальному повторному геморагічному інсульті (група IIIА). Латентний час заходу у темну камеру на 14 добу в групі тварин з повторним крововиливом (група ІІІА) і складав у середньому 62±20,3 с, що у порівнянні з показником тварин групи ІІА є показником зниження пам’яті. При вимірюванні відсотка тварин, що пам’ятали про електричний струм на кінець 2 тижня, складало 20 % (n=2) у групі неамнезованих тварин (80 % (n=8) тварин зайшли в темну камеру, що свідчить про суттєві порушення когнітивних функцій ЦНС та достовірно більші у порівняльні групи тварин з первинним інсультом.
4.2 Характеристика морфологічних параметрів головного мозку тварин із повторним геморагічним інсультом (група ІІІА)

За умов повторного ГІ сенсомоторного неокортексу дослідних щурів групи ІІІА реєстрували значну кількість нейронів з деформованими ядрами і з ознаками деструкції (аутолізу). Відзначено гострий перицелюлярний набряк, особливо навколо апікальних і базальних дендритів. Відмічено периваскулярні набряки із стазом формених елементів в кровоносних капілярах. Гліальні клітини також характеризувалися значними структурними змінами. В корі великих півкуль спостерігалася значна кількість гліоцитів з пікнозом ядер. Навколо цих клітин спостерігали гострий перицелюлярний набряк (рис. 4.3).
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Рис. 4.3 Структура сенсомоторного неокортексу білих щурів групи ІІІА. Гострий набряк тканини мозку при повторному геморагічному інсульті

Забарвлення за Пікрофуксин-ван Гізон . Об. 20, ок. 10. Термін: 3 доба після моделювання повторного інсульту.
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 перицелюлярний та периваскулярний набряк.

Гістологічні дослідження головного мозку щурів із повторним геморагічним інсультом на 21 добу дослідження показали прогресування дистрофічних змін клітинних утворень кори великого мозку та підкіркових структур. При повторному інсульті дистрофічні зміни різко більш виразний характер, що включав гострий набряк тканини мозку, загибель нейронів та ангіонекроз (рис. 4.4).
При морфометричному досліджені було встановлено нерівномірне достовірне зростання середніх розмірів нейронів, що спричинено головним чином інтрацелюлярним набряком клітин. При цьому площа нейронів мала питиму різницю на 3 добу у порівнянні з групами ІІА та ІІІА. При проведенні порівняльного аналізу площі ядра аналогічними групами різницю максимальний розмір показника відмічали на 6 місяць у тварин групи ІІІА. Максимальне збільшення площі ушкоджених пірамідних нейронів встановлено на 21 добу в середньому на 23,1 %, а ядра нейронів на 33,1 %, що спричинено розвитком інтрацелюлярного набряку (табл. 4.8).
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Рис. 4.4 Гострий набряк та некроз кори великого мозку тварин групи ІІІА. Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10. Термін: 21 доба після моделювання повторного інсульту.
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 виражений периваскулярний та перицелюлярний набряк; [image: image75.png]


 ангіонекроз.

Набряк перифокальної тканини мозку на 21 добу у тварин групи ІІІА викликав розвиток дистрофічних змін в медіальних підкоркових структурах головного мозку. Зокрема, відмічено виразні зміни в клітинних утвореннях таламусу, що супроводжувались явищем гліозу, головним чином за рахунок мікрогліальних клітин та інфільтрації лейкоцитів (рис. 4.5).
Таблиця 4.8

Морфометричні параметри нейронів ІІІ-V шару кори великого мозку групи ІІІА та групі порівняння

	Група
	Строк
	Площа нейрона

(М±m)
	Площа ядра

(М±m)

	ІІА
	3 доба
	367,2±11,7
	215,3±8,8

	
	21 доба
	381,6±12,2
	221,9±10,2

	
	1 місяць
	355,0±12,8
	210,5±10,7

	
	6 місяців
	321,5±28,4
	208,1±8,7

	ІІІА
	3 доба
	384,6±15,8
	226,8±11,8

	
	21 доба
	394,8±16,4
	218,9±11,0

	
	1 місяць
	361,0±9,6
	194,2±7,7*

	
	6 місяців
	321,4±12,1
	186,9±11,8*


Примітка: * – p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником на 3 добу дослідження 
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Рис. 4.5 Таламус іпсілатеральної півкулі щурів групи ІІІА. Забарвлення Гематоксилін-еозин; Об. 10, ок. 20.

Розвиток гострого набряку тканини мозку із ознаками гліозу і лейкоцитарної інфільтрації з динамікою до загострення дистрофічних змін на 21 добу. 
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 ангіогенез; 1 – гліально-макрофагальна реакція; 2 – неушкоджена тканина мозку.
При цьому на 6 місяць спостереження у тварин групи ІІІА морфометричні показники нейронів майже знизились до контрольних значень, проте це пов’язано не із відновним процесом, а дегенеративними змінами нейронів, що підтверджено гістологічно на основі рівня профарбовування клітин та змін їх морфології (рис. 4.6).
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Рис. 4.6 Структура сенсомоторного неокортексу білих щурів групи ІІІА. Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10. Термін: 6 місяців після моделювання інсульту.
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 гіперхромні дегенеровані нейрони. 

Середня кількість нейронів на 6 місяць тварин групи ІІІА відрізнялась від показників тварин групи ІІА на 7,6 %, та зменшилась на 31,3 % (471,2±11,4 клітин/мм2 проти 685,7±9,8 клітин/мм2 в контролі, p<0,001) (рис. 4.7), що свідчить про більш високу ступінь тяжкості втрати клітин кори головного мозку внаслідок повторного геморагічного крововиливу.

Гіперхромне профарбовування пірамідних нейронів свідчило про некротичний механізм загибелі нервових клітин, про порушення метаболізму пірамідних нейронів, що відображено у показнику кількості нейронів (рис. 4.7).
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Рис. 4.7 Динаміка змін кількості нейронів кори великого мозку тварин групи ІІІА (кількість нейронів, клітин/мм3, М±95 % ДІ)

Примітки:
* – p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з показником групи порівняння ІІА
# - p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником попередніх строків дослідження
Навіть через 6 місяців після моделювання повторного ГІ відновлення структурно-морфологічної організації пірамідних нейронів не відмічено. В цей період відмічено переважання гіперхромних пірамідних нейронів над набряклими, що вказує на розвиток нейродегенеративного процесу у віддалений період після інсульту, іншій ніж в гострий і підгострий періоди. Морфологічне вивчення Corpus callosum також показало зменшення набряку тканини мозку. У деяких тварин із повторним ГІ реєстрували вогнища гліозу в тканині мозолистого тіла (рис. 4.8, 4.9). Процесів некрозу та/або запалення не відмічали.
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Рис. 4.8 Зміни Corpus callosum дослідних тварин групи ІІІА.

Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10. Термін: 6 місяців після моделювання геморагічного інсульту.
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 незначний набряк тканини мозку
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Рис. 4.9 Зміни Corpus callosum дослідних тварин групи ІІІА (a, b).

Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10. Термін: 6 місяців після моделювання геморагічного інсульту.
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 гліоз
Морфологічне вивчення Capsula interna на 6 місяць після моделювання повторного ГІ також показало зменшення набряку тканини мозку, без знаків некрозу та запалення. У тварин групи ІІІА у структурі зовнішньої капсули реєстрували вогнища незначної гліому (рис. 4.10).
Таким чином, дослідивши структурно-морфологічні порушення головного мозку дослідних тварин при моделюванні первинного та повторного ГІ в динаміці було встановлено декілька важливих аспектів розвитку досліджуваних порушень. В гострому періоді (до 21 доби) патологічні зміни характеризуються виразними процесами набряку тканини мозку, що загострюється із часом. Ці процеси обумовлюють загибель нейронів кори мозку за гідропічним напрямком.
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Рис. 4.10 Структурна організація Capsula interna дослідних тварин

групи ІІІА. Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10. Термін: 6 місяці після моделювання повторного геморагічного інсульту
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 нейрони.
У пізньому відновному періоді (3-6 місяців) процеси набряку тканини мозку вже виражені в меншій мірі. При цьому віддалені нейродегенеративні процеси характеризуються ішемічним типом загибелі клітин, тобто у вигляді гіперхромних деформованих клітин, що є важливим для вивчення патогенезу цереброваскулярної патології та її корекції. Поряд з деякими загальними для гіпоксії ознаками нейродегенерації, такими як зниження числа інтактних і підвищення числа дистрофічно змінених нейронів і клітин глії, спостерігалися і характерні для кожного виду гіпоксії зміни нервової тканини. Так, зниження кількості гліальних клітин кори великих півкуль мозку і підкіркових провідних шляхів було найбільш вираженим у групі тварин з повторним ГІ і поява ознак гліозу при первинному.

Така динаміка структурних перебудов при повторному гострому інсульті свідчать про стрімкий характер і спрямованість нейродегенеративних порушень, що лежать в основі відтермінованих постінсультних наслідків. В першу чергу ці порушення створюють передумову до розвитку судинної деменції та тяжкого когнітивно-мнестичного дефіциту. Тобто патофізіологічні порушення при повторному геморагічному інсульті викликані, в першу чергу гострим набряком тканини мозку та прогресуванням некротичних змін пірамідних нейронів ІІІ-V шару кори великого мозку (див. табл. 4.8). На нашу думку, ці порушення стали причиною формування стійкого неврологічного дефіциту. При цьому регрес патологічної симптоматики і часткове відновлення порушених фізіологічних функцій спостерігається після проходження гострого періоду і не досягає повного відновлення, що пов’язано із прогресуючою нейродегенерацією.

Отже, результати проведених досліджень показали, що у щурів з повторним ГІ (інтрацеребральною посттравматичною гематомою) спостерігаються виражений дефіцит вищої нервової діяльності. Тривожність, знижений поріг больової чутливості, рефлекторний дефіцит, порушення пам’яті, поведінки є патофізіологічними проявом розладів центральної нервової діяльності. Регрес неврологічного дефіциту починається у віддалений період після відтворення ГПМК, характер дефіциту змінюється із дифузного до одностороннього, а за тяжкістю і епізодом крововиливу регресує до помірного і легкого ступеню, але не досягає повного відновлення. Неврологічна симптоматика і порушення кортикальних функцій в основному визначалися типом ГПМК і частіше формувалась у тварин з повторними інсультами і були асоційовані з супутніми структурними змінами не лише кори великих півкуль головного мозку, але і білої речовини і підкіркових структур. Дифузні структурні порушення були представлені атрофічними змінами тканини білої речовини по типу набряку тканини мозку та дегенерації нервових волокон та олігоглії. Разом з тим кортикальні зміни в гострому періоді мали вогнищеві, а у віддаленому – дифузно-вогнищеві ураження. На пізніх стадіях розвитку повторного ГІ більш значущий вплив чинили патологічні зміни білої речовини. Узагальнюючий морфологічний аналіз проведених досліджень переконливо показав обтяжливу роль вторинного крововиливу на формування структурно-функціональних порушень головного мозку щурів.
Основний зміст Розділу 4 «Морфо-функціональна характеристика пошкоджень утворень головного мозку при повторному геморагічному інсульті» викладено в таких публікаціях:
1. Бібікова В.М. Морфологічна характеристика нейродегенеративних змін у тканинах мозку за умов повторного інтрацеребрального крововиливу в експерименті / В.М.Бібікова // Вісник Вінницького національного медичного університету. – 2014. – №2, Т. 18. – С. 353–355.
2. Бибикова В.Н. Сравнительная характеристика морфологических изменений в тканях мозга крыс поле первого и повторного кровоизлияния в мозг в эксперименте / В.Н. Бибикова // Перша Всеукраїнська наукова конференція «Карповські читання», Дніпропетровськ: материалы конф. – Дніпропетровськ, 2004 – С. 7–9.
3. Бібікова В.М. Зміни неврологічних функцій щурів при моделюванні геморагічного інсульту / В.М.Бібікова // Патологія. – 2014. – №3 (32). – С. 46–51.

РОЗДІЛ 5

ХАРАКТЕРИСТИКа МОРФО-ФУНКЦІОНАЛЬНИХ ПАРАМЕТРІВ утворень ГОЛОВНОГО МОЗКУ ПРИ ПЕРВИННОМУ ТА ПОВТОРНОМУ ГЕМОРАГІЧНОМУ ІНСУЛЬТАХ ПРИ БЛОКАДІ КАЛЬЦІЄВИХ КАНАЛІВ
В сучасній неврології розроблено та активно застосовуються різні напрямки лікування інсульту, проте спектр терапевтичних стратегій для лікування хворих із ішемічним інсультом суттєво більший ніж при геморагічному інсульті. Розроблено значну кількість різних за механізмом дії лікарських засобів [105, 132, 156, 199], ефективність яких доведено морфологічними і фізіологічними методами оцінки, проте проведення БКК з точки зору засобу, який знижує ступінь нейродегенерації при порушенні мозкового кровообігу, залишається недостатньо досліджена. Загалом, досліджень, спрямованих на клітинні механізми патогенезу при ГІ, вкрай недостатньо. В зв’язку із цим в нашому дослідженні ми вважали за необхідне дослідити ефективність проведення БКК (зокрема, верапамілу) в якості засобу впливу на кальцій-залежне пошкодження нейроцитів і вивчити зміни утворень кори та підкоркових утворень головного мозку в динаміці при первинному та повторному геморагічному інсультах.
Ми керувалися тим, що верапаміл, як блокатор внутрішньоклітинного току кальцію, може запобігати кальцій-залежному пошкодженню нейронів. Відомо, що на тлі ішемії, яка розвивається у ділянках мозку, які межують із крововиливом, розвивається гострий енергетичний дефіцит, дисфункція іонних каналів. Ці процеси є проявами порушення транспорту іонів Na+, К+ і Са2+ крізь плазматичну мембрану, спричиняють порушення деполяризації нейронів, активують протеолітичні ферменти, результатом чого є апоптоз і некроз ушкоджених клітин [116, 168, 177]. Корекція порушеного кальцієвого току нейронів, тобто розвитку процесу ексайтотоксичності, розглядається переважно з точки зору інгібування NMDA– і AMPA–рецепторів [154, 165, 195]. Проте проведення БКК на процес відновлення неврологічного дефіциту при ГІ (первинному та повторному) остаточно не досліджена.
Для оцінки основних параметрів тварин з первинним ГІ та корекцією цього стану блокатором кальцієвих каналів (група ІІБ) групою порівняння були тварини з первинним ГІ без проведення БКК (ІІА).
5.1 Характеристика морфо-функціональних показників утворень головного мозку тварин із первинним геморагічним інсультом при блокаді кальцієвих каналів (група IIБ)
5.1.1 Дослідження неврологічного статусу. Вивчення неврологічного статусу експериментальних тварин з первинним ГІ дозволяє оцінити ефективність проведення БКК в аспекті відновних процесів різних періодів інсульту. 

Регрес неврологічного дефіциту при первинному ГІ на тлі БКК за-Буреш представлено на рис. 5.1.
- больовий рефлекс: кількість тварин з порушеним больовим рефлексом на 7 добу (ранній підгострий період) збільшилась на 23,4% щурів, після гострого періоду у групі на 14–30 добу відмічався частковий регрес;

- згинальний рефлекс: статистично значущий регрес дефіциту на 30 добу у період відновлення (у 72 % щурів);

- хапальний рефлекс: частковий регрес дефіциту на 30 добу (відмічався у 72 % щурів), що було на 22% у порівнянні з показниками групи ІІА;

- рефлекс перевертання: статистично значущий регрес дефіциту після гострого періоду у 83,4 % щурів в період з 7 по 30 добу спостереження;

- рефлекс опори: динаміка до зниження дефіциту відмічалась в період з 3 по 30 добу до 83,4% тварин у групі ІІБ;

- рефлекс здригування: повне відновлення рефлексу на 21доби.


[image: image88.png]100
90
80
70

50
40
30
20

Boabosunii peduiexc

30





[image: image89.png]120

100

80

40

20

XanaabHuil peduiexc

30





[image: image90.png]110
100
90
80

60
50
40
30
20

3ruHaabHAI peduierc

N

30





[image: image91.png]120

100

80

40

20

Peduexc 31puryBanas

30





[image: image92.png]110
100
%0
80
70
=60
50
40
30
20
10

Ped.rexc nepeBepTaHas





[image: image93.png]120

100

80

40

20

Ped.rexc onopn

30





Рис. 5.1 Регрес неврологічного дефіциту у тварин групи ІІБ за-Буреш (%, щурів в групі)

Аналіз динаміки змін рефлексів при ГІ за-Буреш встановив регрес неврологічних розладів на тлі БКК у тварин групи ІІБ:

Таким чином при порівнянні параметрів основних рефлексів групи ІІБ та ІІА встановлено:

1) більш ранній регрес больового рефлексу, близько 33 % випадків на фоні БКК у гострому та ранньому під гострому періодах з тенденцією до подальшого зниження порушень майже в 2 рази до кінця терміну спостереження у тварин групи ІІБ;

2) достовірно значна різниця у групах порівняння відмічалась з 7 доби (зменшення показника в 2 рази при порівнянні з попередніми термінами). На фоні корекції було повне відновлення рефлексу на 21 добу, у порівнянні х тваринами групи ІІА -у 9,1 % тварин на 21 добу мали не регресували порушення рефлексу здригування;

3) згинальний рефлекс на фоні БКК відновлювався краще на 17% на кінець спостереження, ніж у тварин групи ІІА;

4) відновлення дефіциту хапального рефлексу на 30 добу було на 22 % краще у порівнянні з показниками групи ІІА;

5) регрес порушень рефлексу опори у групи тварин ІІБ при порівнянні тварин групи ІІА мав недостовірну різницю(6,6 %);

6) відмічалось покращення динаміки регресу та відновлення рефлексу перевертання  майже в 6 рази у тварин групи ІІБ, що є значущою різницю у порівнянні з тваринами групи ІІА (на 30 добу відновлення лише у 50 % випадків у групі).

Структуру неврологічного дефіциту щурів із первинним ГІ (n=14) на тлі БКК за шкалою ОТНП наведено у табл. 5.1.
Оцінка основних параметрів неврологічного статусу щурів групи ІІБ за шкалою ОТНП (табл. 5.1) показала що на 3 добу превалював помірний та легкий ступень неврологічного дефіциту, що регресував до легкого на кінець строку спостереження. При порівнянні картини неврологічного статусу тварин групи ІІА на 30 добу показники відновлення були в 2 рази гірші, ніж у тварин, у яких проводили БКК протягом 10 суток.

Таблиця 5.1
Структура неврологічного дефіциту щурів групи ІІБ і групи порівняння за шкалою ОТНП 

	Ступінь
	Термін спостереження/бали (М±m)

	
	3 доба
	30 доба

	Група
	IIA
	ІІБ
	IIA
	ІІБ

	Виразний
	0
	0
	0
	0

	Помірний
	13,6±1,02
	12,0±1,1
	0
	0

	Легкий
	5,3±0,95
	7,4±1,0
	4,0±0,92
	2,0±0,3*


Примітка: * - p<0,05 за критерієм t Ст’юдента для непов’язаних вибірок порівняно з групою порівняння

Середній бал неврологічного дефіциту на 30 добу достовірно знизився до 2,0±0,3 (р<0,05) у тварин групи ІІБ, тобто мав статистично значущу різницю із групою порівняння. При цьому неврологічний статус досягав лише легкого дефіциту, ступінь зниження розладів складав 81 % проти 62 % у групі порівняння.

Порівняльний аналіз регресу неврологічного статусу за шкалою Mc Grow Stroke Index на тлі БКК (група ІІБ) показав зниження частоти геміпарезів до повного відновлення на 30 добу і збільшення майже в 2 рази на 3 добу проявів тремору при курсовому проведенні корекції блокатором кальцієвих каналів (табл. 5.2). У тварин групи ІІБ відмічено виразний регрес парезів на 3 добу (парез в ранньому підгострому періоді – 2,0±0,01 бали) і повне відновлення на 30 добу спостереження. Відсутність проявів млявості, і відновлення у 92,2 % тварин слабкості кінцівок і зниження у 85,8 % випадків манежних рухів також вказувало на  позитивну динаміку, а проявів паралічу і тремору при візуальній оцінці поведінкових реакцій дослідних щурів не відмічалось.

Таблиця 5.2

Динаміка регресу неврологічного статусу в щурів групи ІІБ та групи порівняння за шкалою McGraw Stroke Index 

	Неврологічний симптом

(% щурів)
	Група ІІА
	Група ІІБ

	
	3 доба
	30 доба
	3 доба
	30 доба

	Млявість
	100 %
	50 %*
	100 %
	0 *%

	Слабкість кінцівок
	100 %
	21,4 %*
	100 %
	7,1 %*

	Манежні рухи
	100 %
	21,4 %*
	100 %
	14,2 %*

	Парез 1–4 кінцівок

середній бал (М±m)
	100 %

3,2±0,1 бали
	21,4 %*
2,4±0,1 бали
	100 %

2,0±0,01 бали
	0 %*
0

	Параліч 1–4 кінцівок
	71,4 %

3,3±0,05
	0 %*
0
	71,4 %
	0 %*

	Тремор
	50%
	0%
	80 %
	0 %*


Примітка: * - p<0,001 за критерієм χ2 (Хі-квадрат) порівняно з показником на 3 добу дослідження
Для оцінки основних параметрів дослідних тварин групи ІІБ за шкалою McGraw Stroke Index та при порівнянні аналогічних показників тварин групи ІІА установлено достовірне покращення порушень неврологічного статусу на кінець строку спостереження, що проявлялось як відсутність основних порушень (млявості, парезу, паралічу, тремору), що є показником кращого відновлення функцій пошкоджених кори та підкоркових сполучень.

Таким чином, при проведенні БКК в гострий період ГІ спостерігався регрес неврологічних розладів і відновлення досліджуваних рефлексів. Встановлено достовірне зменшення неврологічного дефіциту, перші прояви чого відмічались після завершення курсового введення препарату (7-14 доба), а залишкова симптоматика відповідала легкому ступеню дефіциту.

5.1.2 Дослідження орієнтовно-дослідницьких реакцій. При вивченні ефективності проведення БКК на функціональні параметри поведінки дослідних щурів групи ІІБ, які перенесли ГІ, було встановлено часткове відновлення дослідницької активності тварин і зменшення показників порушень при тестуванні в тесті «Відкрите поле» (табл. 5.3). Динаміка відновного процесу мала зростаючу тенденцію щодо показників групи порівняння із інсультом. Достовірно збільшувалась рухова активність: загальна кількість пройдених квадратів на 30 добу становила 28,4±2,8 проти 18,9±3,8 у групі порівняння IIА (збільшення в середньому на 50,3 %, p<0,05), кількість пройдених внутрішніх квадратів збільшилась до 9,6±1,4 проти 4,5±1,2 (збільшення в 2,1 рази, p<0,05), відмічено тенденцію до збільшення активності в зовнішніх квадратах. Достовірно збільшилась кількість епізодів вставання на задні кінцівки (4,2±0,2 проти 1,6±0,1, p<0,001) і дослідницька діяльність щодо нірок (відновлення норкового рефлексу з 7 по 30 добу). Разом із тим відмічено збільшення дефекацій (3,0±0,5 проти 1,0±0,1, p<0,001) на кінець терміна спостереження, що вказує на наявність тривоги у щурів.

Отже, тестування за методикою «Відкрите поле» дозволило встановити динаміку відновлення орієнтовно-дослідницької діяльності, а отримані дані свідчать про регрес порушень і відновлення діяльності, що вказує на зменшення дистрофічних змін в нервових центрах на тлі БКК.
5.1.3. Дослідження когнітивного статусу. В групі  тварин ІІБ з первинним ГІ за умов БКК латентний час заходу тварин в експерименті у темну камеру складав 100±22,1 секунд на 14 добу, що було на 7,5 % краще, ніж аналогічний показник тварин групи ІІА. При цьому 60 % тварин групи ІІА і ІІБ заходили в темну камеру, що свідчить про порушення пам’яті.
Таблиця 5.3

Показники тесту «Відкрите поле» у щурів групи ІІБ та групи порівняння (М±m)
	Доба
	3
	7
	14
	21
	30

	Група
	ІІА
	ІІБ
	ІІА
	ІІБ
	ІІА
	ІІБ
	ІІА
	ІІБ
	ІІА
	ІІБ

	Кількість
пройдених квадратів
	Внутрішні
	2,4±0,5
	4,0±0,5*
	2,0±0,2
	6,2±1,2*
	3,7±0,9
	5,1±0,8
	4,2±1,2
	5,2±1,2
	4,5±1,2
	9,6±1,4*/#

	
	Зовнішні
	11,7±3,7
	11,2±3,2
	8,2±3,4
	10,5±2,2
	11,8±3,2
	14,4±3,0
	10,6±2,9
	16,0±2,0
	14,5±3,3
	18,6±3,2

	
	Загальна кількість
	14,0±4,0
	15,0±2,0
	10,2±3,4
	16,8±3,5
	15,5±3,3
	18,5±3,5
	14,9±3,6
	20,5±3,6
	18,9±3,8
	28,4±2,8*/#

	Вставання на задні кінцівки
	3,3±0,2
	1,0±0,5*
	3,0±0,1
	1,2±0,1*
	4,3±0,1#
	1,2±0,1*
	1,0±0,1#
	1,2±0,2
	1,6±0,1#
	4,2±0,2*/#

	Ґрумінг
	0,6±0,2
	0,0±0,0*
	1,2±0,3
	0,6±0,2
	0,0±0,0#
	1,2±0,3*
	1,0±0,2#
	0,0±0,0*/#
	0,0±0,0#
	1,0±0,2*/#

	Нірки
	3,3±0,7
	3,2±0,6
	2,2±0,3
	4,0±0,5*
	4,1±0,5#
	5,0±0,5
	4,7±1,3
	5,0±1,5
	4,1±0,8
	5,0±1,5

	Дефекації
	0,8±0,2
	0,4±0,1
	0,4±0,2
	0,8±0,2
	1,4±0,3#
	0,4±0,2*
	3,0±0,5#
	1,4±0,3*/#
	1,0±0,1#
	3,0±0,5*/#


Примітки: * - p<0,05 за критерієм t Ст’юдента порівняно з показником групи порівняння ІІА;
# - p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником попередніх строків дослідження
5.1.4. Дослідження морфологічних змін утворень головного мозку. Результати гістологічного дослідження показали, що проведення БКК суттєво впливає на перебіг нейродегенеративних процесів та дистрофічних змін клітинних утворень головного мозку щурів після моделювання ГІ. Морфологічні зміни в корі великого мозку характеризувались зменшенням кількості набряклих та гіперхромних нейронів. При цьому ознаки периваскулярного набряку все ще реєструвалися (рис. 5.2).
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Рис. 5.2 Структура сенсомоторного неокортексу щурів групи ІІБ. Зменшення нейродегенерації нейронів та набряку кори мозку.

Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10

Примітка: [image: image95.png]


 гіперхромні нейрони; [image: image96.png]


 перицелюлярний набряк. Термін: 6 місяців після моделювання первинного геморагічного інсульту при БКК.
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Рис. 5.3 Структура сенсомоторного неокортексу щурів групи ІІБ. Зменшення нейродегенерації нейронів та набряку кори мозку.

Забарвлення за Ніслем, пікрофуксин-ван Гізон. Об. 20, ок. 10

Примітка: [image: image98.png]


 перицелюлярний набряк.
Термін: 6 місяців після моделювання первинного геморагічного інсульту на тлі БКК.

Встановлено достовірне збільшення кількості нейронів (без ознак апоптозу) в порівнянні із тваринами, яким не проводилась БКК (табл. 5.4). Зокрема, середня кількість нейронів сенсомоторної кори становила 561,1±17,1 клітин/мм2, а в групі порівняння – 510,6±11,9 клітин/мм2, що в середньому більше на 9,9 % (p<0,05). При цьому статистично значущу різницю за цим показником встановлено на 30 і 180 добу спостереження порівняно з 3-ю добою (p<0,05).

Таблиця 5.4

Щільність нейронів в корі великого мозку у тварин групи ІІА та ІІБ, (М±m)

	№
	доба
	Щільність нейронів, клітин/мм2 

	
	
	Група ІІА
	Група ІІБ

	1
	3 доба
	673,4±10,2
	710,1±8,3

	2
	21 доба
	651,4±8,1
	690,5±7,8#

	3
	1 місяць
	615,3±7,2
	671,9±10,7*/#

	4
	6 місяців
	510,6±11,9*
	561,1±17,1*/#


Примітки: * – p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з показником попереднього періоду інсульту;

# – p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з показником групи ІІА

Зменшення процесу набряку клітин знайшло своє відображення в морфометричних параметрах нейронів. Середня площа нейронів ІІІ-V шару сенсомоторної кори великого мозку на 3 добу після первинного інсульту склала 367,2±11,7 мкм2, а у тварин при БКК – 320,2±15,6 мкм2, тобто достовірно була меншою на 14,7 % (табл. 5.5). Схожу динаміку відмічали на 21 і 30 добу спостереження, а через 6 місяців після ГІ та БКК площа перикаріону не відрізнялась між дослідними групами, що вказує на завершення розвитку дистрофічних змін нейронів. Враховуючи морфологічні особливості цих клітин, можна стверджувати, що ці зміни спричинені як набряком цитоплазми і нуклеоплазми клітин, так їх активацією транскрипційних процесів (активації синтезу РНК і протеінів).

Таблиця 5.5 

Зміни морфометричних параметрів нейронів ІІІ-V шару кори великого мозку тварин групи ІІА і ІІБ (М±m)

	№
	Група
	Група ІІА
	Група ІІБ

	
	
	Площа нейрона

(М±m)
	Площа ядра

(М±m)
	Площа нейрона

(М±m)
	Площа ядра

(М±m)

	1
	3 доба
	367,2±11,7
	215,3±8,8
	320,2±15,6*
	220,6±13,6

	2
	21 доба
	381,6±12,2
	221,9±10,2
	319,6±10,6*
	230,1±13,2

	3
	1 місяць
	355,6±12,8
	210,5±10,7
	331,3±10,3*
	221,6±18,2

	4
	6 місяців
	321,5±28,4
	208,1±8,7
	335,6±19,4
	225,0±12,2


Примітка: * – p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з показником групи ІІА
5.2 Характеристика морфо-функціональних показників утворень головного мозку тварин із повторним геморагічним інсультом на тлі БКК (група IІIБ)
5.2.1 Дослідження неврологічного статусу. Аналіз змін рефлексів при повторному ГІ дозволив відмітити динаміку ефективність відновного процесу при БКК у дослідних тварин групи ІІІБ. При детальному аналізі порушень нервової системи встановлено суттєву різницю динаміки змін досліджуваних рефлексів тварин групи ІІІА та ІІІБ за методикою по-Буреш (рис. 5.3):
- больовий рефлекс: покращення рефлексів у гострий період на 7 добу у 33,3% тварин у порівнянні з тваринами групи ІІІА, у групи ІІІБ динаміка загострення на 7-14 добу спостереження;
- згинальний рефлекс: частковий регрес на 21-30 добу у 50-57,1 % щурів, у тварин групи порівняння рефлекс не відновлювався весь період спостереження;
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Рис. 5.3 Регрес неврологічного дефіциту у тварин групи ІІІБ

- хапальний рефлекс: частковий регрес дефіциту у 30 % на 30 добу, у тварин групи порівняння відмічалась динаміка покращення з 14 доби;

- рефлекс перевертання: частковий регрес дефіциту у 50 % щурів в період 14-21 доби спостереження, у тварин групи ІІІА без позитивної динаміки (100% дефіцит рефлексу);

- рефлекс опори: відновлення опорної функції кінцівок і локомоції у 71,5 % щурів, у тварин групи ІІІА відновлення лише у 50% тварин;

- рефлекс здригування: регрес дефіциту у 71,5 % щурів групи ІІІБ починаючи із 7 доби спостереження.

Тобто, проведення БКК позитивно вплинуло на відновлення деяких рефлексів - опори, перевертання та згинальний, що свідчить про відновлення рефлексів на різних рівнях ієрархії ЦНС.

Оцінка основних параметрів неврологічного статусу щурів групи ІІІБ за шкалою ОТНП (табл. 5.6) показала, що на 3 добу превалював виразний неврологічний дефіцит що складав 70 % у групі тварин ІІІБ. 
Таблиця 5.6

Структура неврологічного дефіциту щурів групи ІІІБ та ІІІА 

за шкалою ОТНП, (М±m)

	Ступінь%, бал
	Група ІІІА
	Група ІІІБ
	Група ІІІА
	Група ІІІБ

	
	3 доба
	30 доба

	Виразний
	45,5 %

20,2±0,1
	70 %

20,5±0,5
	0 %*
	0 %*

	Помірний 
	54,5 %

16,1±1,2
	30 %*
17,6±1,3
	66,6 %*
10,8±0,8#
	50 %*
11,5±0,5#

	Легкий 
	0 %
	0 %
	33,3 %*
8,2±0,6
	50 %*
7,3±0,4


Примітки: * - p<0,05 за критерієм χ2 (Хі-квадрат) порівняно з показником на 3 добу дослідження;

# - p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником на 3 добу дослідження 

Помірний ступень неврологічного дефіциту за шкалою ОТНП склали 30 % тварин, що регресував до помірного та легкого на кінець строку спостереження та розділився порівну. При порівнянні картини неврологічного статусу тварин групи ІІІА та ІІІБ  на 30 добу показники відновлення були на 16,6 % кращі у тварин, яким проводили БКК протягом 10 суток.

Середній бал неврологічного дефіциту за шкалою ОТНП на 30 добу достовірно знизився щодо першої доби спостереження: у 50 % (n=3) щурів неврологічні розлади регресували до легкого ступеню (7,3±0,4 балів).
Регрес неврологічного статусу у щурів із повторним ГІ при корекції верапамілом у тварин групи ІІІБ за шкалою McGraw Stroke Index наведено у табл. 5.7.
Часткове відновлення, за частотою проявів парезу на 50 % на фоні БКК, відмічено у період відновлення, тобто на 30 добу (табл. 5.7). Середній бал парезу за шкалою McGraw Stroke Index на кінець спостереження склав 2,0±0,01 бали, що відповідало легкому дефіциту. При цьому млявість відмічали у всіх дослідних щурів із повторним інсультом як на фоні БКК, так і без неї. Для оцінки основних параметрів дослідних тварин  групи ІІІБ за шкалою McGraw Stroke Index та при порівнянні аналогічних показників тварин групи ІІІА установлено достовірне покращення порушень неврологічного статусу на кінець строку спостереження , що було проявом відсутність основних порушень у вигляді паралічу та тремору, що є показником покращення та відновлення функцій.

Таблиця 5.7

Динаміка регресу неврологічного статусу у щурів групи ІІІБ та ІІІА за шкалою McGraw Stroke Index
	Неврологічний симптом

(% щурів)
	Група ІІІА
	Група ІІІБ

	
	3 доба
	30 доба
	3 доба
	30 доба

	Млявість
	100 %
	100 %
	100 %
	100 %

	Слабкість кінцівок
	100 %
	50%*
	100 %
	8,3 %*

	Манежні рухи
	100 %
	50 %*
	100 %
	43,8 %*

	Парез 1–4 кінцівок

середній бал (М±m)
	100 %
2,3±0,2
	100 %
2,3±0,2
	100 %
2,0±0,01
	50 %*
2,0±0,01

	Параліч 1–4 кінцівок
	100 %
3,3±0,1
	50 %*
3,0±0,1#
	71,4 %
3,3±0,05
	0 %*
0

	Тремор
	100%
	0%*
	87,5 %
	0 %*


Примітки: * - p<0,05 за критерієм χ2 (Хі-квадрат) порівняно з показником на 3 добу дослідження;
# - p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником на 3 добу дослідження 

Середній бал неврологічного дефіциту на 30 добу у тварин групи ІІІБ достовірно знизився щодо попереднього строку спостереження: у 50 % ситуація щодо неврологічного дефіциту не змінилася й залишилась виразною, у 50 % (n=4) щурів неврологічні розлади регресували до легкого ступеня (1,7±0,2 за шкалою Mc Graw Stroke Index) (табл. 5.8).
Таким чином, після проведення БКК, при повторному ГІ в гострий та підгострий періоди спостерігався регрес неврологічних розладів, як рефлексів так і складних локомоторних актів.

Таблиця 5.8

Структура неврологічного дефіциту щурів групи ІІІА та ІІІБ 

за шкалою McGraw Stroke Index
	Група
	ІІІА
	ІІІБ
	ІІІА
	ІІІБ

	Ступінь%, бал
	3 доба
	30 доба

	Виразний
	100 %

9,8±0,58
	100 %

9,65±0,97
	33,6 %*
9,3±0,42
	50 %*
10,0±0,0

	Помірний 
	0 %
	0 %
	66,4 %*
2,6±0,0
	0 %

	Легкий 
	0 %
	0 %
	0%
	50 %*
1,7±0,2


Примітка: * - p<0,05 за критерієм χ2 (Хі-квадрат) порівняно з показником на 3 добу дослідження
5.2.2 Дослідження орієнтовно-дослідницьких та поведінкових реакцій. Аналіз динаміки змін показників у тесті «Відкрите поле» показав тенденцію відновлення дослідницької активності щурів, яким проводили БКК після моделювання повторного інсульту (група ІІІБ) (табл. 5.9). Відновний процес було відмічено щодо показників вертикальної рухової активності, норкового рефлексу і загальної рухової активності в дослідницькому полі. Встановлено достовірне збільшення загальної кількості пройдених квадратів в динаміці 3-30 доби (збільшення в 1,6 рази щодо 3 доби експерименту, p<0,05), зовнішніх квадратів на 32 %, p<0,05), вертикальних стійок лише в кінцевий термін спостереження (на 30 добу кількість вертикальної рухової активності збільшилась в 2,7 рази, p<0,05) у порівнянні з показником тварин групи ІІІА.

Разом із тим, аналіз показників ґрумінгу, дефекацій і кількості переходів не мали статистично значущої різниці щодо показників до операції та 3 доби після повторного інсульту.

Таким чином, БКК при повторному порушенні мозкового кровообігу лише частково вплинула на відновлення орієнтовно-дослідницької діяльності експериментальних тварин, що свідчить про тяжкі дистрофічні зміни у відповідних нервових центрах ураженого головного мозку. При цьому достовірна різниця за окремими функціональними пробами вказує на доцільність проведення корекції патофізіологічних змін антагоністами кальцію при повторному геморагічному інсульті.

5.2.3. Зміни УРПУ. У щурів з повторним ГІ, що отримували блокатор кальцієвих каналів (група ІІІБ) протягом 10 діб після повторного відтворення ГІ у внутрішню капсулу головного мозку, спостерігалось скорочення часу заходу тварин у темну камеру (середній час перебування складав 84±26,1 секунд). Кількість амнезованих тварин від загальної кількості тварин цієї групи склала 60 % (n=6). При проведенні аналізу тварин групи порівняння (ІІІА) відмічалось покращення аналогічних показників на 26,1 % (латентний час,с) та на 20 % зменшилась кількість амнезованих тварин, що свідчить про позитивний вплив БКК для корекції когнітивних порушень пам’яті при повторному ГІ у мозок в експерименті.
5.2.4 Морфологічні зміни утворень великого мозку. При дослідженні великих півкуль головного мозку щурів із повторним ГІ, яким проводили БКК відмічено виражені дистрофічні зміни та набряк тканини мозку дослідних тварин. Набряк тканини мозку реєстрували до 21 доби спостереження, морфологічними проявами якого були перицелюлярний набряк нейронів та гліоцитів кори мозку, гліальних клітин мозолистого тіла та периваскулярний набряк (рис. 5.4, 5.5). 

Таблиця 5.9

Показники тесту «Відкрите поле» у щурів групи ІІІА та ІІІБ (М±m)
	Група
	ІІІА
	ІІІБ
	ІІІА
	ІІІБ
	ІІІА
	ІІІБ
	ІІІА
	ІІІБ
	ІІІА
	ІІІБ

	Доба
	3 доба
	7 доба
	14 доба
	21 доба
	30 доба

	Кількість пройдених квадратів
	Внутрішні
	10,5±0,5
	4,0±1,0*
	5,0±2,5#
	6,0±1,0
	2,5±1,0
	5,0±0,5
	6,5±1,0#
	5,5±1,5
	4,5±1,2
	3,5±1,0

	
	Зовнішні
	10,2±1,7
	10,5±3,5
	10,2±3,4
	10,5±2,5
	8,5±2,0
	15,0±3,0
	5,0±1,5
	15,5±2,5*
	4,2±1,1
	15,0±3,0*

	
	Загальна кількість
	20,5±1,5
	15,0±3,0
	15,2±2,4
	16,0±3,0
	10,5±0,5
	20,0±3,0*
	12,5±2,5
	21,2±3,2*
	10,3±0,8
	24,0±3,0*

	Вставання на задні кінцівки
	4,25±0,8
	6,5±0,2*
	1,6±0,4#
	2,5±0,2#
	2,0±0,5
	2,5±0,5
	2,4±0,5
	3,0±0,5
	1,5±0,4
	4,0±1,0*

	Ґрумінг
	0,2±0,7
	4,0±1,0*
	1,9±0,4
	1,0±0,2#
	1,0±0,0
	1,2±0,3
	2,9±0,7#
	0,0±0,0*
	1,5±0,4
	1,0±0,2#

	Норки
	2,75±0,5
	5,2±1,2
	2,0±0,3
	4,0±0,5*
	2,0±1,0
	4,0±0,5
	2,0±1,0
	4,5±1,5
	2,0±0,8
	4,5±1,0

	Дефекації
	1,4±0,4
	0,5±0,1
	1,6±0,5
	1,0±0,5
	1,0±0,5
	1,0±0,5
	1,1±0,2
	1,0±0,5
	1,1±0,2
	0,5±0,1


Примітка: * - p<0,05 за критерієм t Ст’юдента порівняно з показником групи ІІІА;
# - p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником попередніх строків дослідження
При цьому виражених проявів ангіонекрозу не реєстрували, але більшість кортикальних гемокапілярів були стазованими. Пірамідні нейронів кори мозку мали набряклі ядра із ознаками набряку апікальних та базальних дендритів. Гліоцити характеризувались гіперхромним профарбовуванням ядер, що свідчить про їх каріопікноз, тобто апоптоз клітин на тлі повторного геморагічного інсульту.
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Рис. 5.4 Перифокальна ділянка великого мозку щурів групи ІІІБ.

Забарвлення за Малорі. Об. 20, ок. 10.

Термін спостереження: 21 доба.

Примітка: [image: image106.png]


 перицелюлярний набряк; [image: image107.png]


 ішемічно ушкоджені пірамідні нейрони та гліоцити; [image: image108.png]


 стазовані кортикальні гемокапіляри. 

При морфометричному досліджені середніх розмірів площі нейронів у тварин групи ІІІБ встановлено зменшення показника починаючи з 3 доби спостереження, що мало тенденцію до подальшого регресу набряку до кінця строку спостереження на 180 добу (в середньому на 13,7 %), а ядер нейронів в ті ж терміни в середньому на 20,3 %, p<0,05) (табл. 5.10). В наступні терміни досліджень при аналізі показників групи ІІІБ та групи порівняння (група ІІІА) морфометричні показники площі пірамідних нейронів були знижені на фоні БКК на 8,9 % на 3 добу та на 6 місяць на 6% відповідно, що вказувало на позитивну динаміку.
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Рис. 5.5 Регрес набряку тканини мозку в ділянці Corpus callosum у тварин групи ІІІБ. Забарвлення за Малорі. Об. 20, ок. 10. Термін спостереження: 21 доба

Примітка: [image: image110.png]


 перицелюлярний набряк гліоцитів; [image: image111.png]


 стаз еритроцитів гемокапілярів.
Процес регресу змін середньої площі ядер був більш виразним та склав зменшення показнику на фоні БКК на 11,8 % на строк 3 доби й 14,6 % на 180 добу дослідження. В терміни 30 доби та 6 місяців спостереження морфометричні показники пірамідних нейронів відповідали значенням псевдооперованих тварин, що свідчить про регрес набряку їх цитоплазми та ядер.
Результати гістологічного дослідження показали, що проведення БКК суттєво впливає на перебіг нейродегенеративних процесів та дистрофічних змін клітинних утворень головного мозку щурів після моделювання повторного ГІ (тварини групи ІІІБ). Морфологічні зміни в корі великого мозку характеризувались зменшенням кількості набряклих та гіперхромних нейронів.
Таблиця 5.10

Морфометричні зміни нейронів ІІІ-V шару кори великого мозку

 тварин груп ІІІА та ІІІБ
	№
	Строк
	Площа нейрона

(М±m)
	Площа ядра

(М±m)

	
	
	Група ІІІА
	Група ІІІБ
	Група ІІІА
	Група ІІІБ

	1
	3 доба
	384,6±15,8
	350,1±18,2
	226,8±11,8
	200,1±15,1

	2
	21 доба
	394,8±16,4
	323,8±11,5*#
	218,9±11,0#
	202,1±10,9

	3
	30 доба
	361,0±9,6
	298,9±17,2*/#
	194,2±7,7#
	180,5±10,1

	4
	6 міс
	321,4±12,1#
	301,9±15,8*/#
	186,9±11,8
	159,5±18,1


Примітки: * – p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з показником групи порівняння ІІІА; 

# – p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником на 3 добу дослідження

Встановлено достовірне збільшення кількості нейронів (без ознак апоптозу) в порівнянні із тваринами, яким не проводили БКК (табл. 5.11). Зокрема, середня кількість нейронів сенсомоторної кори становила 650±12,2 клітин/мм2, а в групі порівняння –640,3±12,3 клітин/мм2, що мають недостовірну різницю (близько 1,5%). При цьому статистично значущу різницю за цим показником встановлено на  21 і 30 добу спостереження порівняно з 3-ю добою (p<0,05).
Таблиця 5.11

Динаміка змін щільності нейронів кори великого мозку тварин групи ІІІБ (кількість нейронів, клітин/мм3
	№
	Група
	Щільність нейронів, клітин/мм2 (М±m)

	
	
	ІІІА
	ІІІБ

	3
	3 доба
	640,3±12,3
	650±12,2

	4
	21 доба
	601,5±6,9#
	621±14,1

	5
	30 доба
	520,3±11,4#
	556±13,2*/#

	6
	6 місяців
	471,3±7,3#
	489±18,9#


Примітки: * – p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з показником групи порівняння ІІІА; 

# – p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником на 3 добу дослідження

На 21 добу спостереження в системі шлуночкових кровоносних систем відмічено явище стазу та тромбозу вен та артеріол, виразний периваскулярний набряк та дистрофічні змінені епендімоцитів стінки шлуночків. Зазначені зміни вказують про наявні розлади церебральної гемодинаміки при повторному ГІ, що також є чинником прогресування структурно-функціональних змін великого мозку (рис. 5.6).
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Рис. 5.6 Стазовані артерії та вени бічних шлуночків великого мозку тварин групи ІІІБ.

Забарвлення за Малорі. Об. 20, ок. 10.
Термін спостереження: 21 доба 

Примітка: [image: image113.png]


 артерія; [image: image114.png]


 вена.
У віддалений термін спостереження, а саме через 6 місяців після моделювання повторного ГІ та БКК, встановлено часткове відновлення морфологічної організації клітинних утворень великих півкуль головного мозку щурів. Так, відмічено регрес набряку тканини мозку в ділянці кори мозку і мозолистого тіла. Пірамідні нейрони характеризувались зменшенням набряку дендритів, площі перикаріону та ядра щодо попередніх термінів спостереження (гострого періоду ГІ), гіперхромним профарбовуванням цитоплазми, що вказує на наявність метаболічних змін досліджуваних клітин (рис. 5.7).
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Рис. 5.7 Регрес набряку кори великого мозку тварин групи ІІІБ

Забарвлення Гематоксилін-еозин. Об. 20, ок. 10.
Термін спостереження: 6 місяців.

Примітка: [image: image116.png]


 ішемічно ушкоджені пірамідні нейрони і гліоцити із ядрами в стані каріопікнозу; [image: image117.png]


 периваскулярний набряк.
В ділянці мозолистого тіла та внутрішньої капсули відмічено виражений регрес набряку тканини мозку, реєстрували лише перицелюлярний набряк гліоцитів. Разом із тим нейрони гіпокампу характеризувались зменшеним ступенем дистрофічних змін та набряку цитоплазми, що також свідчить про відновні процеси при проведенні БКК в гострому періоді інсульту (рис. 5.8).
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Рис. 5.8 Регрес набряку тканини мозку в ділянці Corpus callosum тварин групи ІІІБ. Забарвлення Гематоксилін-еозин. Об. 20, ок. 10. Термін спостереження: 6 місяців.

Примітка: [image: image119.png]


 перицелюлярний набряк гліоцитів; [image: image120.png]


 гіперхромні нейрони гіпокампу.
Проте, не зважаючи на морфологічні ознаки відновного процесу, динаміка нейродегенеративного процесу мала аналогічний вигляд щодо групи щурів із повторним ГІ без корекції (рис. 5.9). Відмічено лише динаміку до збільшення щільності нейронів ІІІ-ІV шарів сенсомоторної зони кори великих півкуль головного мозку. Тобто отримані результати засвідчити обмежену можливість проведення БКК щодо зупинки нейродегенерації при повторному ГІ. Ймовірно процеси, що розвиваються при повторному порушенні мозкового кровообігу спричинюють розлади, що викликані метаболічними порушеннями нервових клітин і, як наслідок, змін структур і функціонування іонних каналів та плазматичних мембран, а застосування блокатору кальцієвих каналів за такого перебігу інсульту не спричинило корекції зазначених порушень.
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Рис. 5.9 Структурна організація Capsula interna дослідних тварин групи ІІІБ. Відновлення тканини мозку, незначний гліоз та перицелюлярний набряк. Забарвлення за Ніслем. Об. 20, ок. 10. Термін: 6 місяців
Примітка: [image: image122.png]


 гліоз; [image: image123.png]


 нейрони.
Таким чином, зазначені прояви морфологічного відновлення можна пояснити частковим функціональним відновленням структурно збережених нейронів, що забезпечило позитивну динаміку відновлення рефлекторних функцій, неврологічного статусу, орієнтовно-дослідницької та когнітивної діяльності щурів при проведенні БКК.

Аналізуючи результати морфологічного дослідження структурних порушень головного мозку щурів за умов гострого первинного та повторного ГІ можна стверджувати про прогресуючі дистрофічні зміни, що включають набряк нервових клітин і тканини мозку, розвитку нейродегенеративного процесу, що поступово регресує в період 6 місяців. Разом з тим проведення БКК позитивно впливає на відновні процеси, зокрема, відносно дистрофії нервових клітин та морфометричних змін нейронів (ступеню гідропічного набряку перикаріону і ядер клітин), що дозволило підвищити виживання ушкоджених нейронів та вплинути на їх структурно-функціональне відновлення. При цьому на тлі корекції нейродегенеративних змін БКК спостерігалися активовані нейрони, що є проявом компенсаторної реакції. Явище гліозу також можна розглядати з точки зору компенсаторно-відновних змін при ГІ.

Отже, проведене дослідження дозволяє говорити про можливість доцільності проведення БКК в якості потенційного нейропротекторного засобу, що особливо актуально при розладах церебральної гемодинаміки на тлі ГІ. Морфологічні та патофізіологічні дослідження довели, що використання антагоніста кальцієвих каналів зменшує нейродегенеративні процеси на тлі ішемічного ураження при локальному ГІ, що функціонально проявляється у зменшенні прогресування вогнищевого неврологічного дефіциту. Одержані позитивні результати можна пояснити пригніченням кальцій–обумовлених прогресуючих дегенеративних змін в корі та підкіркових структурах великих півкуль головного мозку [116], що підтверджується морфологічними дослідженнями.
Проведені структурно-функціональні дослідження показали внесок проведення БКК у відновленні функціональних показників дослідних груп щурів. Враховуючи терміни формування незворотних змін у головному мозку, ключовим є рання корекція порушеного кальцієвого обміну, при якій розвиток відновних процесів в мозку опосередковується активацією ендогенних компенсаторних механізмів, що проявляться зниженням загальної симптоматики неврологічних розладів і регресу рефлекторного дефіциту. Разом з тим, у групі з БКК спостерігалися прояви компенсаторної реакції нейронів, їх синтетичної активності. Заміщення загиблих нервових клітин гліальними клітинами (гліозу) також відбувалося внаслідок збільшення кількості збережених гліоцитів як компенсаторної відповіді на різке підвищення дистрофічних змін нейронів і зниження їх загального числа на тлі геморагічного ураження мозку. Проведене дослідження дозволяє говорити про можливість проведення блокади кальцієвих каналів в якості потенційного засобу нейропротекції, що особливо актуально при порушенні мозкового кровообігу.
Основний зміст Розділу 5 «Характеристика морфо-функціональних параметрів утворень головного мозку при первинному та повторному геморагічному інсультах при блокаді кальцієвих блокаторів» викладено в таких публікаціях:
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Розділ 6

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ
6.1 Порівняльна характеристика ступеня неврологічного статусу при первинному та повторному геморагічних інсультах, а також при проведенні блокади кальцієвих каналів
Порівняльний аналіз неврологічних розладів у щурів із первинним (група тварин ІІА) та повторним (група ІІІА) ГІ засвідчив суттєве порушення основних рефлексів при інсульті (рис. 6.1). Більш виразний неврологічний дефіцит реєстрували протягом перших 7 діб після моделювання повторного ГІ в правій півкулі великого мозку, а з 14 доби реєстрували часткове функціональне відновлення рефлекторної діяльності і поведінки щурів.
Дефіцит больового рефлексу у щурів із первинним (група ІІА) і повторним (група ІІІА) інсультом встановлено у 100 % щурів в перші 7 діб. У тварин групи ІІА у випадку первинного інсульту відмічено відновлення больових реакцій починаючи із 14 доби, а на 30 добу порушення досліджуваної функції встановлено у 50 % тварин. У тварин групи ІІІА у випадку повторного інсульту регрес розладів встановлено на 21 добу, а на 30 добу дефіцит больового рефлексу відмічено у 75 % тварин. Разом із тим при проведенні щурам БКК (тварини груп ІІБ та ІІІБ) в гострому періоді ГІ встановлено прискорення регресу неврологічних розладів. В період 1-3 доби розлади больового рефлексу відмічено у 66,6 % щурів при первинному (ІІБ) і повторному (ІІІБ) інсульті, в період 7-14 доби відмічено загострення розладів, тобто виражений дефіцит рефлексу, а в наступні терміни спостерігали відновлення рефлексу.
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Рис. 6.1 Регрес неврологічного дефіциту при геморагічному інсульті  та на тлі БКК (%, щурів в групі)

Примітки: * – p<0,05 за критерієм Манна-Уїтні порівняно з групою щурів групи ІІА;
# - p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником попередніх строків дослідження
При проведенні БКК після моделювання первинного інсульту (група тварин ІІБ) дефіцит больового рефлексу реєстрували у 33,3 % щурів, а у групі щурів із повторним (група ІІІБ) – 71,4 %. Тобто, БКК сприяла кращому скорішому відновленню больового рефлексу при первинному ГІ, а при повторному ГІ реєстрували лише тенденцію до регресу дефіциту функції.
Порушення згинального рефлексу встановлено у всіх групах порівняння в перші 3 доби спостереження. Спонтанне відновлення згинального рефлексу при первинному ГІ (група тварин ІІА) реєстрували з 14 доби досліду, а при повторному ГІ ознак відновлення функції не встановлено. При застосуванні БКК у тварин групи ІІБ встановлено відновлення досліджуваної функції у половини тварин у групі на 14 добу, а дефіцит згинального рефлексу на 30 добу реєстрували у 33,3 % тварин проти 50 % у групі порівняння. При БКК щурам із повторним ГІ (група ІІІБ) відновлення згинального рефлексу реєстрували на 21-30 добу, а порушення відмічали у 57,1 % тварин. Таким чином установлено, що більш глибокі порушення згинального рефлексу без ознак відновлення на строк спостереження 30 діб відмічались лише у тварин групи ІІІА. На тлі БКК стан дефіцитного рефлексу покращувався у гострому періоді до треті тварин групи ІІБ, а при повторному ГІ (група ІІІБ) тільки у половини тварин.
Порушення хапального рефлексу мали подібну динаміку: до 7 доби встановлений виражений дефіцит рефлексу у всіх порівняння, а спонтанне відновлення відмічено з 14 і 30 доби відповідно (дефіцит на 30 добу реєстрували у 50 % і 75 % щурів групи ІІА та ІІІА відповідно ). При проведенні БКК відмічено прискорення регресу розладів із 14 по 30 добу спостереження, а дефіцит оцінюваної неврологічної функції на 30 добу встановлено у 16,6 % щурів групи ІІБ і у 71,4 % щурів групи ІІІБ. Тобто, можна стверджувати, що БКК позитивно вплинула на відновлення хапальної функції передніх кінцівок щурів із первинним ГІ і частково вплинула на відновлення функції у тварин після повторного ГІ.
Суттєві розлади рефлексу перевертання встановлено в перші 7 діб при первинному ГІ у тварин групи ІІА, а повне відновлення встановлено лише у 50 % щурів на кінець строку спостереження; у щурів із повторним ГІ (група ІІІА) впродовж всього періоду спостереження реєстрували різкі порушення рефлексу без ознак відновлення на 30 добу. Разом з тим при проведенні БКК у тварин групи ІІБ спостерігалось виразне відновлення рефлексу перевертання починаючи з 3 доби, а дефіцит функції в кінцевий термін спостереження встановлено лише у 16,6 % тварин, а при повторному ГІ – у 57,1 %.
Повний дефіцит опорного рефлексу при первинному ГІ (тварини групи ІІА) встановлено в перші 3 доби спостереження, а після повторного ГІ (група ІІІА) в перші 7 діб. На 30 добу експерименту дефіцит оцінюваного рефлексу реєстрували у 10 % тварин групи ІІА і 50 % щурів тварин групи ІІІА відповідно. При застосуванні блокатора кальцієвих каналів відмічено подібну динаміку відновлення, а дефіцит опорного рефлексу на 30 добу встановлено у 16,6 % із первинним ГІ (група ІІБ) і 28,5 % тварин із повторним ГІ (група ІІІБ). Таким чином можна стверджувати, що внаслідок розвитку первинного (група ІІБ) та повторного (група ІІІБ) ГІ у мозок розвивались порушення опорного рефлексу, що більш виразне при повторному інсульті, з відновленням дефіциту на кінець строку спостереження. За умов корекції інсульту БКК тварин груп ІІБ та ІІІБ відмічалась позитивна динаміка що до порівняно раннього відновлення дефіциту.
Виразне відновлення рефлексу здригування на зовнішній подразник (тактильний, вібраційний, звуковий) встановлено у щурів груп ІІА та ІІІА (із первинним і повторним інсультом) в період 21-30 доби спостереження, а дефіцит оцінюваної функції в кінці експерименту встановлено у 10 % і 25 % тварин відповідно. На тлі БКК у щурів із первинним інсультом (тварини групи ІІБ) встановлено виразне відновлення, починаючи із 7 доби спостереження, а повне відновлення у всіх 100 % щурів встановлено на 21-30 добу; при повторному ГІ (тварини групи ІІІБ) дефіцит рефлексу здригування реєстрували у 28,5 % щурів.

Таким чином, результати неврологічної оцінки рефлексів «позних» реакцій показала суттєве зниження основних моторних та захисних рефлексів щурів із ГІ, часткове спонтанне відновлення із 7-14 доби постінсультного періоду. Разом із тим, при повторному геморагічному інсульті (тварини групи ІІІА) вірогідність відновлення суттєво знижувалась, а часткове відновлення неврологічних функцій було можливе лише на 21-30 добу спостереження. Застосування у щурів із інсультом БКК позитивно вплинуло на динаміку відновлення рефлекторних функцій, прискорило регрес неврологічного дефіциту, проте вплив засобу визначався епізодом інсульту, тобто при повторному ГІ (тварини групи ІІІБ) число щурів із виразними проявами відновлення була меншою.

Спостереження за дослідними тваринами та оцінка неврологічного дефіциту за шкалою ОТНП дозволило кількісно оцінити неврологічні розлади, що спричинені первинним та повторним ГІ. У щурів із первинним інсультом (група тварин ІІА) реєстрували неврологічний дефіцит легкого і помірного ступеня на 3 добу спостереження, на 30 добу реєстрували лише легкий дефіцит (табл. 6.1).
У тварин із повторним ГІ (група ІІІА) на 3 добу встановлено виразний і помірний дефіцит, а на 30 добу реєстрували регрес неврологічних розладів до помірного і легкого ступеня (p<0,05). Середній неврологічний дефіцит за шкалою ОТНП на 30 добу встановлено на рівні 4,0±0,92 балів у тварин групи ІІА і 9,8±1,01 балів у тварин групи ІІІА(p<0,05) (рис. 6.2).

Таблиця 6.1

Структура неврологічного дефіциту у щурів із експериментальним геморагічним інсультом за шкалою ОТНП (М±m)

	Група
	Ступінь / термін
	3 доба (М±m)
	30 доба (М±m)

	IIA
	Виразний
	0
	0

	
	Помірний 
	13,6±1,05
	0

	
	Легкий 
	5,3±0,9
	4,0±0,92

	IIБ
	Виразний
	0
	0

	
	Помірний 
	12,0±1,1
	0

	
	Легкий 
	7,4±1,0
	2,0±0,3*

	IIIA
	Виразний
	20,2±0,1
	0

	
	Помірний 
	16,1±1,2
	10,8±0,8*

	
	Легкий 
	0
	8,2±0,6

	IIIБ
	Виразний
	20,5±0,5
	0

	
	Помірний 
	17,6±1,3
	11,5±0,5

	
	Легкий 
	0
	7,3±0,4*


Примітка: * - p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником на 3 добу дослідження 
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Рис. 6.2 Показники неврологічного дефіциту щурів із інсультом та корекцією БКК за шкалою ОТНП (бали, М±95 % ДІ)
Примітка: * – p<0,05 за критерієм Манна-Уїтні порівняно з групою ІІА
# - p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником відповідної групи на 3 добу дослідження
У щурів після проведення БКК (група тварин ІІБ та ІІІБ) встановлено часткове відновлення неврологічних функцій на 30 добу спостереження у період відновлення. Статистично значущий регрес (p<0,05) відновлення неврологічного дефіциту встановлено у групі тварин із первинним інсультом, що склало 2,0±0,3 бали у тварин групи ІІБ проти 4,0±0,92 у тварин групи ІІА. Таким чином, можна прийти до висновку, що аналіз показників неврологічного дефіциту за шкалою ОТНП вказує на якнайшвидше відновлення неврологічного статусу у тварин з інсультом  первинним (тварини групи ІІА) та при БКК( група ІІБ) ніж з повторним ГІ (група ІІІА) та БКК (група ІІІБ).

Динаміка регресу неврологічного дефіциту за шкалою McGraw Stroke Index була достовірно вищою у тварин із первинним інсультом ( група ІІА) та тварин, яким проводили БКК при первинному ГІ (група ІІБ). Загальні локомоторні реакції проявлялись у виразній млявості тварин, локомоторній слабкості кінцівок, парезів і, як наслідок, манежних переміщень по клітці та/або досліджуваному полю (табл. 6.2).
На 30 добу у відновлювальний період спостереження у тварин групи ІІА прояви млявості реєстрували у 50 % щурів, слабкість кінцівок, манежні реакції і парез кінцівок у 21,4 %. У щурів групи ІІІА оцінювані розлади руху та локомоції відзначено відповідно у 100 %, слабкість кінцівок, манежні реакції  у 55,5 % і 55,5 % тварин відповідно. При цьому парез хоча б однієї кінцівки реєстрували у всіх дослідних тварин групи ІІІА, в той час як при первинному ГІ (група тварин ІІА) у 21,4 % тварин.

При умові проведення БКК ознаки млявості реєстрували лише у тварин із повторним ГІ (група тварин ІІІБ), слабкості кінцівок лише у 7,1 % (група ІІБ) і 8,3 % тварин (група ІІІБ) залежно від епізоду ГІ, реакції манежних рухів відповідно у 14,2 % (група ІІБ) і 43,8 % тварин (група ІІІБ), параліч кінцівок відмічено лише в гострому періоді ГІ у 71,4 % тварин обох груп спостереження (рис. 6.3).

Таблиця 6.2.

Динаміка неврологічного статусу у щурів із геморагічним інсультом за шкалою McGraw Stroke Index 

	Неврологічний симптом
	Група ІІА
	Група ІІІА
	Група ІІБ
	Група ІІІБ

	
	3 доба
	30 доба
	3 доба
	30 доба
	3 доба
	30 доба
	3 доба
	30 доба

	Млявість

(% щурів)
	100
	50
	100
	100*
	100
	0*
	100
	100*

	Слабкість кінцівок (% щурів)
	100
	21,4
	100
	55,5*
	100
	7,1*
	100
	8,3

	Манежні рухи

(% щурів)
	100
	21,4
	100
	55,5*
	100
	14,2
	100
	43,8*

	Парез 1–4 кінцівок

(% щурів)

середні бали
	100

3,2±

0,1
	21,4

2,4±

0,1
	100

2,3±

0,2
	100*

2,3±

0,2
	100

2,0±

0,01
	0*

0,0
	100

2,0±

0,01
	50*

2,0±

0,01

	Параліч 1–4 кінцівок

(% щурів)

середні бали
	71,4

3,3±

0,05
	0

0
	100

3,3±

0,1
	55,5*

3,3±

0,1
	71,4
0
	0
	71,4
0
	0


Примітка: * –p<0,05 за критерієм χ2 (Хі-квадрат) відносно групи порівняння ІІА
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Рис. 6.3 Частота проявів парезу та тремору у щурів (%)

Примітка: прояви тремору не реєструються на кінець терміну спостереження
Середній неврологічний дефіцит за шкалою McGraw Stroke Index на 30 добу встановлено на рівні 3,14±1,56 балів у тварин групи ІІА і 7,08±1,01 балів у тварин групи ІІІА, а при застосуванні БКК встановлено зменшення дефіциту до 2,0±0,3 балів у тварин групи ІІБ  і 6,0±0,2 балів при повторному ГІ (група ІІІБ) у внутрішню капсулу великого мозку (рис. 6.4).
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Рис. 6.4 Середні показники неврологічного дефіциту щурів із

інсультом за шкалою McGraw Stroke Index (бали, М±95 % ДІ)

Примітка: * – p<0,05 за критерієм Манна-Уїтні відносно групи порівняння ІІА
# - p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником відповідної групи на 3 добу дослідження
Таким чином, отримані динаміка змін локомоторних реакцій та неврологічних функцій засвідчили відновлення частково втрачених функцій у щурів після первинного ГІ і лише часткове відновлення функціональних показників після повторного ГІ. Разом із тим, проведення БКК суттєво вплинуло на відновлення локомоторної активності дослідних щурів, що підтверджено достовірним зменшення парезів та паралічів кінцівок і зростання рухової та локомоційної активності дослідних тварин. При цьому вплив БКК залежав від епізоду інсульту, що можна пояснити вже сформованими вогнищевими дистрофічними змінами моторних центрів в наслідок первинного ГІ.
6.2. Порівняльна характеристика поведінкових реакцій при первинному та повторному геморагічних інсультах, а також в умовах блокади кальцієвих каналів
При аналізі поведінкових реакцій за методикою «Відкрите поле» було встановлено, що у щурів з первинним (група ІІА) та повторним (група ІІІА) ГІ розвивались розлади адаптації з формуванням реакцій тривоги. У тварин дослідних груп різко змінилась локомоторна поведінка: частота горизонтальної активності зменшувалась в 3 рази (ІІА) та в 2 рази відповідно (ІІІА) що до контрольної групи на 3 добу (p<0,05). Кількість епізодів дослідницької активності у виді норкового рефлексу на 3 добу зменшувались майже в 2 рази у тварин групи ІІІА що до контрольної групи (p<0,05), а в кінці експерименту не мали статистично значущої різниці. Кількість епізодів ґрумінгу на 3 добу у тварин групи ІІА зменшувався майже в 6,7 разів, показники у тварин групи ІІІА у 20 раз у порівнянні з групою контролю (p<0,05). Прояви поведінкових реакцій у відповідь на зовнішні подразники і зміну поля дослідження (клітка/відкрите поле) на рівні дефекацій/уринацій (емоційна сфера) при порівнянні показників груп ІІА та ІІІА навпаки різко зростали на 75% на строк 3 доби. Кількісний аналіз різниці показників вертикальної рухової активності у виді стійок між дослідними групами зменшувалась відповідно епізоду ГІ на 3 добу: у тварин групи ІІА в 2 рази у порівнянні з групою контролю, у тварин групи ІІІА відмічалось зменшення показнику в 1,5 рази у порівнянні з групою ІІА (рис. 6.5).
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Рис. 6.5 Поведінкові реакції щурів у тесті «Відкрите поле» через 3 і 30 діб після інсульту (М±95 % ДІ)

Примітка: * – p<0,05 за критерієм Манна-Уїтні відносно групи порівняння 
На кінець строку спостереження на 30 добу при аналізі показників тварин після первинного (група ІІА) та повторному інсульту (група ІІІА) встановлено достовірне зменшення горизонтальної і вертикальної активності, різке падіння частоти епізодів ґрумінгу. При цьому порушення норкового рефлексу на кінець строку спостереження у тварин групи ІІІА зменшувалось в 2 рази у порівнянні з показниками групи ІІА. При тестуванні щурів групи ІІІА у тесті "Відкрите поле" встановлено збільшення у щурів рівня емоційних реакцій, відзначено збільшення актів дефекації (по кількості болюсів) порівняно з групами порівняння (група ІІА).

Та показовим порушенням стало майже відсутнє відновлення поведінкових реакцій, що характеризують дослідницьку діяльність тварин та епізодів ґрумінгу у груп порівняння на строк кінця спостереження за умов відсутності корекції.

В цілому результати оцінки в тесті «Відкрите поле» у тварин  при первинному (група ІІА) та повторному (група ІІІА) ГІ у внутрішню капсулу встановили позитивну динаміку зростання горизонтальної активності, вертикальної рухової активності на строк кінця спостереження, що вказує на відновлення локомоторної функцій, відновлення дослідницької активності, зменшення пошкоджень емоційної сфери тварин після інсульту на строк кінця спостереження.
За умов застосування БКК у дослідних тварин групи ІІБ та ІІІБ на 3 добу аналіз орієнтовно-дослідницької поведінки щурів вказав на те, що горизонтальна рухову активність тварин  змінювалась незначно на фоні БКК. У той час блокатор кальцієвих каналів стимулював вертикальну рухову активність (стійки) майже до повного відновлення показника тварин групи ІІІБ на строк 3 доби. Норковий рефлекс майже в 2 рази краще відновлювався у тварин групи ІІІБ у порівнянні з аналогічним показником групи ІІІА, у той же час при порівнянні показників груп ІІА та ІІБ позитивних змін показників не відмічалось.

При тестуванні щурів у тесті «Відкрите поле» встановлено зменшення у 2 рази рівня емоційних реакцій у щурів групи ІІБ на 3 добу ( у тварин групи ІІІБ майже в 3 рази) - відзначено зменшення дефекації (по кількості болюсів) порівняно з групами порівняння (тварин групи ІІА та ІІІА відповідно). В 3 рази збільшувався показник  дефекацій/ уринацій на 30 добу у тварин групи ІІБ (а у тварин групи ІІІБ не змінювався з часом). Кількість епізодів ґрумінгу на 30 добу у тварин групи ІІБ збільшився, показники у тварин групи ІІІБ відновились майже до показника групи контролю у гострому періоді на 3 добу у порівнянні з групою контролю (p<0,05), але знизились на строк закінчення спостереження.

Застосування БКК достовірно підвищувало спонтанну рухову активність і орієнтовно–дослідницьку поведінку щурів з первинним і повторним ГІ . При тестуванні щурів  за методикою «Відкрите поле» встановлено зменшення у щурів рівня емоційних реакцій при повторному інсульті, відзначено зменшення актів дефекації (по кількості болюсів) порівняно з групами порівняння (первинним та повторним ГІ). 

В цілому найбільш показним на фоні БКК за умов первинного та повторного ГІ було те, що спостерігались значимі зміни поведінки тварин, були присутні ознаки регресу порушень орієнтовно-дослідницької діяльності тварин на протязі строку спостереження на фоні корекції, та показники  не відновлювались в повному обсязі до показників групи контролю на фоні більш виразного збільшення емоційних реакцій при первинному ГІ на фоні БКК.

Поведінка просторового дослідження у тесті «Відкрите поле» є характерною формою поведінки щурів, в основі якої лежить дослідницька мотивація, проте в експерименті з відтвореним ГІ у тварин з’являється різка тривожність, яка знижує їх пошукову активність. В основі цієї поведінки може лежати посилення уваги до оточуючих стресових стимулів або перебудова емоційної реактивності. Відомо, що тварини з підвищеною тривожністю легше навчаються і довше зберігають пам’ятний слід, але при цьому дослідницький стиль поведінки згасає, що може бути пов’язано із відтермінованим вторинним ушкодженням нервових центрів.

Тривожне поведінка справедливо пов’язують з збудливими процесами в ЦНС [30, 31]. Висока тривожність пов’язана з підвищеними реакціями страху і проявляється гіперактивністю на зовнішні стимули. Відомо, що підкоркові центри (мигдалеподібний комплекс, гіпокамп та інші) залучені в процеси формування тривожності і пам’яті при стресогенних стимулах. Окремі автори припускають, що підвищений рівень тривожності у щурів після стресу асоційований із дефіцитом гальмівного тонусу в підкіркових зонах (мигдалевидному комплексі), що призводить до збільшення умовної реакції пасивного уникнення після припинення дії стресу [55, 98]. У щурів, які успішно перенесли первинний ГІ, основною реакцією є позбавлення від стресового стимулу, а у щурів після повторного ГІ в результаті уникнення впливу (очікування стресу) домінуюча реакція уникнення змінювалося генералізацією пасивної поведінкової реакції на стимул.
6.3 Порівняльна характеристика когнітивних функцій у щурів при первинному та повторному геморагічних інсультах, а також при проведенні блокади кальцієвих каналів
В процесі роботи були виявлені відмінність відновлення когнітивних функцій у щурів з первинним (тварин групи ІІА) та повторним (тварин групи ІІІА) ГІ без корекції та з корекцією порушень БКК (ІІБ, ІІІБ). На наш погляд, з однієї сторони для виключення впливу в гострому періоді явищ тяжкого неврологічного дефіциту на якість проби при виконанні щурами УРПУ, а з іншої сторони враховуючи, що пам'ять про факт навчання у щурів зберігається тільки протягом 3 тижнів – більш інформативним є вивчення відтворення тваринами виробленого досвіду на 14 добу.
Відомо, що упродовж першого тижня після навчання тварин в експериментальній установці щури з групи ІБ тварини виконують УРПУ та адаптовані до умов тесту до запам’ятовування “небезпечної” темної камери, що неодноразово було підтверджено в експериментальних дослідах. На 14 добу латентний період заходу у темну кімнату в цій групі тварин складав 131,5±24,7 секунд, 30 % не виповнили тест, що свідчить про очікувану характеристику пам’ятного сліду у амнезованих тварин (табл. 6.3). Відомо, що такі адаптаційні реакції щурів в незнайомих умовах є вродженим стереотипом поведінки, а формування пам’яті – набутим, закріпленим досвідом, більш складним стереотипом. Досвід, як здатність до навчання та придбання індивідуальних навичок, робить їх поведінку більш гнучкою і адаптивною, а їх реалізація є необхідними для виживання і прямо пов’язане з когнітивною діяльністю.

Таблиця 6.3.

Показники відтворення УРПУ у щурів за умов експеримента на 14 добу 

	Група тварин
	Латентний час, с
	Кількість амнезованих тварин, %

	ІБ(n=10)
	131,5±24,7
	30 %

	ІІА (n=10)
	92,5±23,9
	60 %

	ІІБ (n=10)
	100±22,1
	60 %

	ІІІА (n=10)
	62±20,3*
	80 %

	ІІІБ (n=10)
	84±26,1
	60 %


Примітка: * - p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з показником тварин групи ІБ
У групи з первинним ГІ (група ІІА) латентний час заходу у темну кімнату на термін кінця 2 тижня складав 92,5±23,9 секунд, що свідчило про порушення енграм пам’яті, що на 29,7 % менше в порівнянні з латентним часом у тварин групи ІБ. При тому що 60 % тварин групи ІІА зайшли в темну камеру, що було на 30 % більше ніж у контрольній групі.
В групі тварин ІІБ з первинним крововиливом у мозок за умов корекції цього стану БКК латентний час заходу тварин в експерименті у темну камеру складав 100±22,1 секунд на строк дослідження на 14 добу. При цьому 55 % тварин зайшли в темну камеру. Це свідчить про те, що показники функції пам’яті та навчання тварин груп ІІА та ІІБ на 14 добу майже однакові.
У тварин групи ІІІА показник латентного часу заходу у темну камеру на 14 добу складав у середньому 62±20,3 секунди у порівнянні з показником контрольної групи. При вимірюванні відсотка тварин, що пам’ятали про електричний струм на кінець 2 тижня, складало 20 відсотків у групі неамнезованих тварин (80 % тварин зайшли в темну камеру), що засвідчує про суттєві порушення когнітивних функцій ЦНС та достовірно більші у порівняно з групою тварин групи ІІА.

У щурів групи ІІІБ, які протягом 10 діб після повторного відтворення ГІ отримували блокатор кальцієвих каналів, спостерігалось скорочення часу заходу тварин у темну камеру (середній час перебування складав 84±26,1 секунд). Кількість амнезованих тварин від загальної кількості тварин цієї групи склала 60 %. Це свідчить про більш виразну позитивну динаміку на фоні корекції когнітивних порушень пам’яті у тварин експериментальної групи ІІІБ.
Тобто, достовірної статистичної різниці між групами порівняння ІІА і ІІБ за умов відтворення УРПУ у проведених серіях експериментів не встановлено, проте відмічено тенденцію зменшення порушення пам’яті. Статистично значиме зменшення часу реалізації пам’ятного сліду у групі ІІІА щодо групи І.

6.4. Порівняльна характеристика морфологічних параметрів утворень головного мозку щурів при первинному та повторному геморагічних інсультах, а також при проведенні блокади кальцієвих каналів
Гістологічні дослідження засвідчили, що розвиток патоморфологічних змін в гострий період первинного (група ІІА) і повторного (група ІІА) ГІ має системних характер. При аналізі морфологічних і морфометричних змін було встановлено закономірності розвитку нейродегенеративних змін в гострий і віддалений період інсульту.

При моделюванні гострого аутогеморагічного інсульту у всіх дослідних тварин в іпсілатеральній півкулі реєстрували зону крововиливу в зоні механічної деструкції тканини мозку, головним чином в зоні внутрішньої капсули. У деяких тварин геморагічне просочування тканини мозку відзначалося вздовж всього треку канюлі. На препаратах спостерігалися структурні порушення в клітинних утвореннях неокортексу. Виразні зміни з боку судин та міжклітинної речовини проявлялися у вигляді різко вираженого набряку тканини мозку, що розвивався в результаті різкого порушення гемо- та ліквородинаміки. Зона ГІ характеризувалась наявністю крововиливу, що у віддалені терміни трансформувалась в зону накопичення гемосидерину із візованих еритроцитів, що формуються в гострому періоді в тканині мозку. Навколо цієї зони спостерігався різко виражений набряк та початковий стан розвитку лейкоцитарної і гліальної реакції. Навколо судин неокортексу відмічено різко виражений периваскулярний набряк. Форма судин в утворених периваскулярних лакунах звивиста, стінки судин часто із звивистим контуром, реєстрували ознаки ангіонекроз. Відмічено периваскулярні набряки із стазом формених елементів в кровоносних капілярах. В зонах різко порушеної гемодинаміки виявлено активацію гліоцитів із посиленням тінкторіальних властивостей їх цитоплазми, різкого прояву гіперхроматозу, ацидофілії клітин. Значна кількість гліальних клітин перебувала у стані апоптозу, їх ядра гіперхромні, в стані пікнозі, або ацидофільні позбавлені ядерець із ознаками лізису.

В пірамідних нейронах відмічено ознаки різкого гідропічного набухання апікальних і базальних дендритів. Встановлено значну кількість загиблих та дистрофічно змінених нейронів, що морфологічно виражено як у деформації тіл і ядер, так і в гіперхромному та ацидофільному профарбовуванні клітин, що вказує на дистрофічні зміни нейронів. Найбільшу кількість дегенерованих клітин реєстрували в зоні, прилеглій до зони некрозу навколо крововиливу. Крім того відзначено різкий набряк навколо гліальних клітин, їх дегенерація, набряк мозолистого тіла, а також дистрофічні зміни епендіми шлуночків мозку із розвитком субепендімального набряку та відшарування епендіми в просвіт шлуночків.

В контралатеральній півкулі кількість неушкоджених нейронів і гліальних клітин візуально була більшою в порівнянні з інсультною півкулею. Виявлено зміни в структурі системи кровоносних судин (периваскулярний набряк), перицелюлярний набряк навколо гліальних клітин і волокон мозолистого тіла. Аналізуючи зміни у внутрішній капсулі дослідних тварин, реєстрували ознаки набряку тканини мозку вздовж нервових волокон. При цьому гліозу, запалення та вираженої загибелі клітин білої речовини мозку не відмічено. Це викликає розвиток безпосередніх і відтермінованих морфологічних змін не лише в системі цереброваскулярних взаємовідносинах, але і в характері нейрогліальних взаємодій, супроводжуючись відповідними функціональними порушеннями вищої нервової діяльності.

Пірамідні нейрони характеризувались ацидофілією цитоплазми, ядра цих клітин були збільшені в розмірах і займали майже весь об’єм перикаріона. Навколо окремих гліальних клітин кори мозку також відмічено наявність перицелюлярного набряку, гліоцити в цих зонах мають ознаки дегенерації, що морфологічно проявляється у вигляді цитолізу, деформації та гіперхромного зафарбування ядер. Такий стан клітин був характерний для поодиноких гліоцитів та клітин сателітів нейронів і не мав генералізованого характеру. Аналіз отриманих результатів свідчить про прогресуючі структурні зміни в контралатеральній півкулі головного мозку щурів як тригерного чинника бістороннього неврологічного (функціонального) дефіциту.

У щурів із повторним ГІ (група ІІІА) реєстрували ділянку крововиливу із різко вираженим набряком та просоченням тканини мозку плазмою крові, ангіонекрозом і дистрофічними змінами нервових клітин. В неокортексі відмічено прояви набряку різного ступеню розвитку, морфологічні прояви порушення гемодинаміки та виражену дегенерацію нервових клітин. Кількість нейронів та гліальних клітин в стані дегенерації у тварин із повторним ГІ була більшою, ніж при первинному ГІ. Навколо клітин з ознаками дегенерації (гіперхромно зафарбовані тіла клітин, пікноз ядер) встановлено перицелюлярний набряк. Дистрофічно змінені, деформовані нейрони і, гліоцити з ацидофільними гомогенно зафарбованими ядрами реєстрували переважно в іпсілатеральній півкулі, навколо гематоми і треку канюлі, що був заповнений крововиливом (геморагічним просоченням). Виражений набряк встановлено в ділянці мозолистого тіла, внутрішньої капсули і стінки бічних шлуночків мозку.

Набряк тканини мозку перифокальної зони викликав розвиток дистрофічних змін в медіальних підкіркових структурах головного мозку. Зокрема, відмічено виражені зміни в клітинних утвореннях таламусу, що супроводжувались явищем гліозу, головним чином за рахунок мікрогліальних клітин, та інфільтрації лейкоцитів. А описані структурні зміни мали тенденцію до загострення порушень у групі щурів із повторним геморагічним інсультом.
В контралатеральній півкулі також реєстрували прогресуючі дистрофічні зміни та набряк різного ступеню розвитку (перицелюлярний, периваскулярний, субепендімальний). На нашу думку саме ці зміни є причиною розвитку прогресуючого неврологічного дефіциту при повторному ГІ. Зазначені порушення можуть спричинити прогресування фокальних неврологічних порушень в системні розлади у відтермінованому періоді геморагічного інсульту.

Аналіз результатів морфологічного дослідження тканини головного мозку у тварин з первинним ГІ (група ІІА) свідчив про те, що локальний крововилив в тканину мозку надає обтяжуючий вплив на зміну структури клітинних нервових утворень при повторному (група ІІІА) відтворенні досліджуваного патофізіологічного стану. У дослідних тварин ІІА та ІІІА виявлені патоморфологічні зміни в корі головного мозку, спільними ознаками для яких (різного ступеню інсульту) є підвищення кількості дистрофічно-змінених нейронів і гліальних клітин на тлі зниження числа структурно неушкоджених нейронів і гліоцитів, набряк та розпушення підкіркових провідних шляхів, також відзначався периваскулярний набряк кровоносних судин кори головного мозку та навколо вогнища крововиливу.

Спостерігалося характерне для ішемічного ураження мозку різко виражене порушення цитоархітектоніки цереброкортексу, яке реєструвалось на рівні нечіткої стратифікації шарів кори головного мозку, внаслідок чого було відсутній пошаровий морфологічний поділ сенсомоторної кори, що особливо чітко відмічено у тварин групи ІІІА. У тварин, які успішно перенесли первинний ГІ, на 3-30 добу спостереження встановлено збільшення площі ядер і перикаріону в частині нейронів, що відбувалося внаслідок дистрофічного набрякання або компенсаторно-пристосувальної реакції.

При повторному відтворенні ГІ у щурів було виявлено прогресування патоморфологічних порушень головного мозку порівняно з більш виразною формою досліджуваного патологічного стану. При цьому поряд з деякими загальними для гіпоксії ознаками нейродегенерації, такими як зниження числа інтактних і підвищення числа дистрофічно змінених нейронів і клітин глії, спостерігалися і характерні для кожного виду гіпоксії зміни нервової тканини. Так, зниження кількості гліальних клітин кори великих півкуль мозку і підкіркових провідних шляхів було найбільш вираженим у групі тварин з повторним ГІ і поява ознак гліозу при первинному ГІ. Узагальнюючий морфологічний аналіз проведених досліджень переконливо показав обтяжливу роль повторного ГІ на формування структурно-функціональних порушень головного мозку щурів.
 Результати структурних змін були підтверджені відповідними морфометричними даними, аналіз яких наведено в попередніх розділах дисертаційного дослідження (рис. 6.6, 6.7).
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Рис. 6.6 Зміни морфометричних параметрів площі нейронів ІІІ-V шару кори великого мозку дослідних тварин (М±m)

Примітки: * - p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з показником групи ІІА;

# - p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником попереднього періоду інсульту

Аналіз морфометричних параметрів нейронів ІІІ-V шару кори великого мозку відмічався полімодальними змінами розмірів площі нейронів та ядер за умов первинного та повторного ГІ в експерименті та за умов корекції морфологічних порушень БКК. В гострому періоді показники площі нейронів у тварин групи ІІА та ІІІА збільшувались пропорційно збільшенню площі ядер, що допустимо розглядати як наслідок гострого набряку тканини ЦНС, що відповідало літературним даним. У відновлювальному періоді на 21 добу набряк клітин збільшувався, але істотно регресував на 30 добу й на 6 місяць спостереження показники площі тіла нейронів були нижчі, чим у показників групи контролю. Результати кількісних характеристик тіла та ядра нейронів при проведенні БКК тварин груп ІІБ та ІІІБ відмічались різким зниженням показників на всіх строках спостереження, що можливо є результатом відсутності набряку тканин нервової системи як результат системного впливу на блокаду кальцієвих каналів.

При експериментальному ГІ відбувається збільшення показників площі нейроцитів ІІІ-V шару сенсорномоторної кори іпсілатеральної півкулі головного мозку дослідних щурів в гострому періоді на 3 добу на 8%, на 30 добу на 4% у порівнянні з групою контролю при первинному ГІ, відповідно при повторному ГІ на 13% та 16% в аналогічні строки, що підтверджує наявність інтрацеллюлярного набряку тканин головного мозку, та прогресування набряку при повторному інсульті. На строк спостереження 6 місяців навпаки відмічається зменшення показнику на 5,55 % при обох епізодах інсульту у порівнянні з групою контролю, та вирівняння показнику з інтактною групою. Зміни показників площі ядер збільшувались відповідно, але на строк 6 місяців у тварин групи ІІА збільшились на 11 %, а на фоні корекції БКК на 20 %, що вказує на ймовірну активацію синтетичної функції ядер; при повторному ГІ реакція була відсутня, а на фоні БКК характеризувалась зменшенням показнику на 15 % у порівнянні з показником групи ІІІА.

Морфологічні показники ядер пірамідних нейронів дослідних тварин групи ІІБ та ІІІБ достовірно змінені порівняно із групою без корекції.  Вони займають центральне положення в тілах нейронів, їх ядерця чітко оформлені, і лише в деяких випадках зустрічається явище ектопії. На тлі гіпоксії відмічено гіперхроматоз і ацидофілію ядер пірамідних нейронів і гліоцитів, що може також свідчити про початкові ознаки розвитку дистрофічного процесу. Безумовно, ці процеси є невід’ємною складовою розвитку ГІ, проте проведення БКК в гострий період розвитку інсульту дає можливість знизити їхній ушкоджуючий вплив на клітинні утворення мозку. Проте стан нейронів не набуває різкого ступеню гідропічної дистрофії як у груп порівняння.
[image: image140.png]300
250
200
150
100

50

IIA

*t

IIb

IITA

II1b

3 g06a
m21 gobGa
M30 moda

6 Mic





Рис. 6.7 Зміни морфометричних параметрів ядер нейронів ІІІ-V шару кори великого мозку дослідних тварин (М±m)
Примітки: * - p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з показником групи ІІА;

# - p<0,05 за критерієм Вілкоксона порівняно з показником попереднього періоду інсульту

Динаміка нейродегенеративного процесу кори великого мозку у дослідних тварин групи ІІА та ІІІА характеризувалась достовірно значуще зниженням показників щільності нейронів на потязі всіх строків спостереження, що скоріш на все було результатом масивної гибелі нейронів центральної нервової системи внаслідок первинного та повторного геморагічного інсультів. Та ступень загибелі нейроцитів тварин групи ІІІА відрізнялась більш виразною динамікою та більш глибокими наслідками пошкодження. У той же час проведення БКК у тварин групи ІІБ супроводжувалось достовірним збільшенням щільності  клітин нейронів, а у тварин групи ІІІБ відмічено лише тенденцію до зменшення деструктивного процесу.

За умов розвитку первинного та повторного геморагічного інсульту у внутрішню капсулу можливо стверджувати при розвиток нейродегенеративних процесів в корі головного мозку дослідних щурів. Зменшення щільності розподілу нейронів ( ІІА - з 10,2% на 30 добу до 25,5% на 6 міс, ІІІА -  з 24,1% на 30 добу до 31,2% на 6 міс у порівнянні з групою контролю), що вказує на подальше прогресування розвитку дистрофічних змін тканин головного мозку при ГІ (табл. 6.4).
Таблиця 6.4

Динаміка нейродегенеративного процесу кори великого мозку при первинному та повторному геморагічному інсульті та при БКК
	Група /

доба
	Щільність кори нейронів, клітин/мм2 (М±m)

	
	Група ІІА
	Група ІІБ
	Група ІІІА
	Група ІІІБ

	ІБ
	685,7±9,8

	3 доба
	673,4±10,2
	710,1±8,3
	640,3±12,3
	650±12,2

	21 доба
	651,4±8,1
	690,5±7,8#
	601,5±6,9*
	621±14,1

	30 доба
	615,3±7,2
	671,9±10,7#
	520,3±11,4*
	556±13,2*/#

	6 місяців
	510,6±11,9*
	561,1±17,1*/#
	471,3±7,3*
	489±18,9*


Примітки: * – p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з показником попереднього періоду інсульту;

# – p<0,05 за критерієм Ст’юдента порівняно з показником групи ІІА

Після 10-ти денної блокади кальцієвих каналів відмічається пригнічення розвитку нейродегенеративних процесів в сенсомоторній корі великого мозку у дослідних щурів при первинному ГІ на 8,4% на 30 добу (9,8% на 6 місяць), при повторному ГІ на 6,8 % (3,7 % на 6 місяць) при аналізі показників з групами порівняння, зменшуючи показник більш показово при первинному ГІ, що вказує на ефективність корекції блокаторами кальцієвих каналів тільки у тварин без наявності первинної дистрофії (без патологічних змін до реалізації моделі). Доведена ефективність проведення блокади кальцієвих каналів для корекції функціональних та морфологічних пошкоджень ЦНС за умов первинного та повторного геморагічного інсультів.
Таким чином, гістологічна картина гострого ГІ мала виразний характер, характеризувалася різкою деструкцією і дегенерацією клітин кори великого мозку, змінами мікроциркуляції і структурних змін системи бічних шлуночків, що є прогресуючими при первинному та повторному ГІ. Патоморфологічні зміни кори мозку включали в себе порушення цитоархітектоніки, що не обмежувались цереброкортексом, але і підкорковими утвореннями мозку. При цьому за умов повторного ГІ різко виражені перицелюлярні і периваскулярні набряки викликали так званий спонгіозний стан тканини мозку, що мали дифузний характер.

При дослідженні кори великого мозку за умов БКК відмічалося нерівномірне кровонаповнення судин і наявність набряків  тканини мозку. Однак ці зміни у дослідних тварин виражені в значно меншій мірі, ніж у групи інсультних тварин, що не отримували корекційний засіб. Навколо гематоми в паренхімі мозку також реєструвалося явище гліозу і інфільтрація лейкоцитів. Морфологічні зміни нейронів та гліоцитів, а саме прояви дегенеративних процесів (апоптозу та некрозу) розвивались за аналогічним механізмом та динамікою. Проте при проведенні БКК зазначені зміни були виражені в меншій мірі. Спостерігали гіперхроматоз ядер гліоцитів на тлі гіпоксії. Дистрофічно змінені, деформовані нейрони і, гліоцити з ацидофільними гомогенно зафарбованими ядрами представлені у меншій кількості, ніж у тварин із первинним та повторним ГІ.
Отже, за наявністю окремих дистрофічно змінених пірамідних нейронів і гліоцитів, різних форми набряку тканини мозку (невід’ємної ознаки порушень мозкового кровообігу), застосування БКК забезпечує протекторний вплив на нервові клітини при первинному та, в меншій мірі, повторному ГІ. Аналіз і узагальнення приведених фактів свідчить, що за характером морфологічних особливостей пірамідні нейрони кори великого мозку дослідних тварин з геморагічним інсультом суттєво відрізняються від відповідних змін, що розвиваються в клітинах цереброкортексу при проведенні БКК, що забезпечує зменшення кількості апоптичних нейронів, пригнічення деформації і набряку цитоплазми нейронів.
Основний зміст Розділу 6 «Аналіз та узагальнення результатів дослідження» викладено в таких публікаціях:

1. Бібікова В.М. Порівняльне дослідження проявів неврологічного дефіциту при моделюванні геморагічного інсульту / В.М. Бібікова, О.А. Міщенко // XІV Наукова конференція студентів та молодих учених «Новини і перспективи медичної науки». – Дніпропетровськ, 2014. – С. 95–96.
2. Колдунов В.В. Порівняльна характеристика ступеня та регресса неврологічного дефіциту при первинному та повторному геморагічному інсультах / В.М. Бібікова, В.В.Колдунов // ІХ Науково-практична конференція «Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів на організм». – Тернопіль, 2016. – С. 6–7.
ВИСНОВКИ

В дисертаційному дослідженні наведено узагальнення та нове вирішення наукової задачі, що полягає у з’ясуванні закономірностей розвитку патофізіологічних та морфологічних змін структур центральної нервової системи при первинному та повторному геморагічному інсультах, у тому числі на тлі блокади кальцієвих каналів.

1. На тлі первинного та повторного геморагічного інсультів відмічається суттєве зниження основних моторних та захисних рефлексів з частковим регресом неврологічного дефіциту. При первинному інсульті часткове спонтанне відновлення відмічається з 3–7-ї доби до 50–90% (p<0,05) на 30-ту добу постінсультного періоду; при повторному з 14–21-ї доби суттєво знижується до 25–75% (p<0,05) чи повністю відсутнє. Блокада кальцієвих каналів прискорює збільшення діапазону регресу моторних реакцій, яке більш виражено у тварин із первинним інсультом (з 33% на 3-ю добу до 100% відновлення на 30-ту добу), порівняно із щурами, яким блокування кальцієвих каналів не проводилось. При повторному інсульті число щурів із вираженими проявами відновлення було меншим (від 7-ї доби на 20% до 71,5% (p<0,05) на 30-ту добу), ніж при первинному.

2. Патофізіологічні зміни при первинному та повторному інсульті мають нееквівалентну глибину, але подібний характер. В структурі неврологічного дефіциту за шкалою ОТНП при первинному геморагічному інсульті переважає однобічний легкий дефіцит (у 57,1%, p<0,05) на 3-ю добу з повним відновленням з 14-тої доби; при повторному епізоді відмічається динаміка системного стійкого неврологічного дефіциту від вираженого (у 45,5 %, p<0,05) і помірного (у 54,5%, p<0,05) із низьким потенціалом спонтанного відновлення до помірного (66,6%, p<0,05) і легкого (33,3%, p<0,05) на 30-ту добу. На фоні блокади кальцієвих каналів статистично значущий регрес (p<0,05) відновлення неврологічного дефіциту встановлено у групі тварин із первинним інсультом, що склало 2,0±0,3 бали проти 4,0±0,92 без корекції на 30-ту добу.
3. Динаміка регресу неврологічного дефіциту за шкалою McGraw Stroke Index була статистично значуще вищою у тварин із первинним інсультом. Загальні локомоторні реакції на 3-ю добу проявлялись у вираженій млявості тварин, локомоторній слабкості кінцівок, парезами у 100% тварин, паралічами (у 71,4% та 100%) і, як наслідок, манежними переміщеннями по клітці та/або досліджуваному полю (у 100%). На 30-ту добу – при первинному інсульті регрес відмічався від 78,6% до 50% тварин, при повторному у більшості випадків тільки до 50%. Середній неврологічний дефіцит (М±m) за шкалою McGraw Stroke Index на 3-ю добу склав 9,75±0,92 (p<0,005) при первинному інсульті та 9,8±0,58 (p<0,005) при повторному, на 30-ту добу на рівні 3,14±1,56 балів у тварин з первинним інсультом і 7,08±1,41 балів у тварин з повторним інсультом. На фоні блокади кальцієвих каналів зменшення дефіциту до 2,0±0,3 балів у тварин при первинному інсульті і 6,0±0,2 балів при повторному крововиливі на 30-ту добу (p<0,005).

4. Поведінкові розлади при первинному та повторному інсультах мають схожі тенденції та характеризуються пригніченням основних складових поведінкових функцій з тривогоподібним станом, але мають позитивну динаміку, починаючи з 3-ї доби. Повного відновлення не відбулось і на 30-ту добу. На тлі блокади кальцієвих каналів показники також не є подібними до показників групи контролю, характеризуючись підвищеною емоційною реактивністю при первинному геморагічному інсульті (збільшення актів дефекації в 2,3 рази на 30-ту добу), та не зміненою при повторному. 

Спостерігається пригнічення основних складових когнітивних функцій головного мозку дослідних щурів при первинному та повторному інсультах з тенденцією до поглиблення порушень пам’яті при повторному інсульті, що підтверджується більш швидким згасанням умовної реакції пасивного уникнення: при первинному інсульті на 29,7% в порівнянні з латентним часом у контрольної групи, та більш, ніж удвічі при повторному інсульті (p<0,05). Блокада кальцієвих каналів є ефективною при повторному інсульті – латентний час зріс на 35%, та кількість амнезованих тварин зменшилась на 20% (p<0,05).

5. Клітинні групи ІІІ–V шарів у складі сенсомоторної кори головного мозку щурів мають ознаки дифузних дистрофічних змін на тлі гострого набряку перифокальної тканини мозку із ознаками гліозу і лейкоцитарної інфільтрації при первинному інсульті. При повторному геморагічному інсульті дистрофічні зміни нейроцитів більш глибокі та мають дифузний характер, не обмежуючись цереброкортексом. Спостерігається виразний перицелюлярний і периваскулярний набряк, спонгіозний стан тканини мозку, що має дифузний характер. У віддаленому періоді мають місце ознаки нейродегенерації. Показник щільності нейронів у корі тварин з первинним інсультом зменшився на 10,2% на 30-ту добу, сягаючи 25,5% через 6 місяців (p<0,05). У групі з повторним – з 24,1% до 31,2% через 6 місяців після епізоду інсульту. Блокада кальцієвих каналів пригнічувала розвиток нейродегенеративних процесів у сенсомоторній корі великого мозку у дослідних щурів при первинному інсульті на 8,4% на 30-ту добу (9,8% на 6-й місяць), при повторному – на 6,8% (3,7% на 6-й місяць) при порівнянні показників з групами без блокади.

6. Використання блокади кальцієвих каналів при первинному та повторному інсультах має невиражену ефективність у гострий період на 3-ю добу, але дозволяє у віддалений період прискорити відновлення в аспекті неврологічного дефіциту та нейродегенеративних процесів.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
Для дослідження структури і динаміки розвитку патофізіологічних порушень нервової діяльності, перебігу відновних процесів на тлі первинного і повторного (моно- і біпівкульного) геморагічного та травматичного ураження може бути використана легко відтворювана модель «Спосіб моделювання геморагічного інсульту у щура» (Деклараційний патент на винахід № 56758).

Для дослідження зразку мозку за станом нейронно-трофічного апарата окремої області із визначенням кількості нейронів та гліальних клітин і відповідно гліальної формули слід використовувати «Спосіб оцінки клітинних утворень секційного зразка головного мозку» (Патент на корисну модель № 96521 U), яка належить до області медицини, зокрема до експериментальної біології та фармакології. Може бути використана для оцінки різних структур і клітинних утворень головного мозку в нормі та при експериментальному відтворенні нозологій головного мозку.

З метою оцінки патофізіологічних порушень вищої нервової діяльності і тяжкості вогнищевого дефіциту при ураженні нервових центрів рекомендується розширити арсенал оцінки методів «Відкритого поля», «дефіциту рефлексів» аналоговими шкалами неврологічного дефіциту (ОТНП та McGrow Stroke Index) та морфологічними дослідженнями для моніторингу ефективності функціонального відновлення та патогенезу патологічного процесу.

Проведення БКК є об’єктивним і науково обґрунтованим підходом морфо-функціонального відновлення вогнищевих уражень головного мозку, та може розглядатись у якості експериментального напрямку дії на кальцій-залежні ушкодження, як засобу нейропротекції в гострому і відтермінованому періоді розвитку первинного та повторного ГІ. 
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				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1523730164.xls
Диаграмма1

		Парез		Парез		Парез		Парез

		Тремор		Тремор		Тремор		Тремор



ІІА

ІІІА

ІІБ

ІІІБ

3 доба

100

100

100

100

42.8

100

80

87.5



Лист1

		Столбец1		ІІА		ІІІА		ІІБ		ІІІБ

		Парез		100		100		100		100

		Тремор		42.8		100		80		87.5

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1524035382.xls
Диаграмма1

		3 доба		3 доба		3 доба		3 доба		3 доба		5.4		5.4		4		4		1.5		1.5		2		2		3		3

		30 доба		30 доба		30 доба		30 доба		30 доба		0.8		0.8		3.8		3.8		0.8		0.8		2.8		2.8		3		3



Контроль

ІІА

ІІІА

ІІБ

ІІІБ

Горизонтальна рухова активність

45

14

20.5

15

15

42.3

18.9

10.3

28.4

24



Лист1

		гор акт		Контроль		ІІА		ІІІА		ІІБ		ІІІБ

		3 доба		45		14		20.5		15		15				5.4		4		1.5		2		3

		30 доба		42.3		18.9		10.3		28.4		24				0.8		3.8		0.8		2.8		3

						Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1524035450.xls
Диаграмма1

		3 доба		3 доба		3 доба		3 доба		3 доба		1		1		0.2		0.2		0.7		0.7		0		0		1		1

		30 доба		30 доба		30 доба		30 доба		30 доба		0.29		0.29		0		0		0.4		0.4		0.2		0.2		0.2		0.2



*

Контроль

ІІА

ІІІА

ІІБ

ІІІБ

Епізоди грумінгу

4

0.6

0.2

0.1

4

4

0.1

1.5

1

1



Лист1

		грумінг		Контроль		ІІА		ІІІА		ІІБ		ІІІБ

		3 доба		4		0.6		0.2		0.1		4						1		0.2		0.7		0		1

		30 доба		4		0.1		1.5		1		1						0.29		0		0.4		0.2		0.2

						Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1524035476.xls
Диаграмма1

		3 доба		3 доба		3 доба		3 доба		3 доба		1.2		1.2		0.7		0.7		0.5		0.5		0.6		0.6		1.2		1.2

		30 доба		30 доба		30 доба		30 доба		30 доба		0.23		0.23		0.8		0.8		0.8		0.8		1.5		1.5		1		1



*,

Контроль

ІІА

ІІІА

ІІБ

ІІІБ

Обстеження отворів

5.2

3.3

2.75

3.2

5.2

5.1

4.1

2

5

4.5



Лист1

		нірки		Контроль		ІІА		ІІІА		ІІБ		ІІІБ

		3 доба		5.2		3.3		2.75		3.2		5.2						1.2		0.7		0.5		0.6		1.2

		30 доба		5.1		4.1		2		5		4.5						0.23		0.8		0.8		1.5		1

						Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1524035426.xls
Диаграмма1

		3 доба		3 доба		3 доба		3 доба		3 доба		0.2		0.2		0.2		0.2		0.8		0.8		0.2		0.5		0.2		0.2

		30 доба		30 доба		30 доба		30 доба		30 доба		0.17		0.17		0.1		0.1		0.4		0.4				0.2		1		1



*

*

Контроль

ІІА

ІІІА

ІІБ

ІІІБ

Вертикальна рухова активність

6.5

3.3

4.25

1

6.5

6.5

1.6

1.5

4.2

4



Лист1

		верт		Контроль		ІІА		ІІІА		ІІБ		ІІІБ

		3 доба		6.5		3.3		4.25		1		6.5						0.2		0.2		0.8		0.5		0.2

		30 доба		6.5		1.6		1.5		4.2		4						0.17		0.1		0.4		0.2		1

						Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1523730194.xls
Диаграмма1

		Парез		Парез		Парез		Парез

		Тремор		Тремор		Тремор		Тремор



ІІА

ІІІА

ІІБ

ІІІБ

30 доба

21.4

100

1

50

1

1

1

1



Лист1

		Столбец1		ІІА		ІІІА		ІІБ		ІІІБ

		Парез		21.4		100		1		50

		Тремор		1		1		1		1

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1523730821.xls
Диаграмма1

		3 доба		3 доба		3 доба		3 доба

		21 доба		21 доба		21 доба		21 доба

		30 доба		30 доба		30 доба		30 доба

		6 м		6 м		6 м		6 м



*

*

#

*

*

ІІА

ІІІА

ІІБ

ІІІБ

367.2

384.6

320.2

350.1

381.6

394.8

319.6

323.8

355

361

331.3

298.9

321.5

321.4

335.6

301.9



Лист1

		ПН		ІІА		ІІІА		ІІБ		ІІІБ

		3 доба		367.2		384.6		320.2		350.1				11.7		15.8		15.6		18.2

		21 доба		381.6		394.8		319.6		323.8				12.2		16.4		10.6		11.5

		30 доба		355		361		331.3		298.9				12.8		9.6		10.3		17.2

		6 м		321.5		321.4		335.6		301.9				28.4		12.1		19.4		15.8






_1523729792.xls
Диаграмма1

		3 доба		3 доба		3 доба		3 доба		1.54		1.54		1.92		1.92		1.2		1.2		0.8		0.8

		30 доба		30 доба		30 доба		30 доба		1.02		1.02		1.01		1.01		0.3		0.3		0.4		0.4



*

#

*

*    #

*       #

#

ІІА

ІІІА

ІІБ

ІІІБ

8.92

17.8

9.7

18

4

9.8

2

8



Лист1

				ІІА		ІІІА		ІІБ		ІІІБ

		3 доба		8.92		17.8		9.7		18						1.54				1.92				1.2		0.8

		30 доба		4		9.8		2		8						1.02				1.01				0.3		0.4

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1520361234.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30



ГІ молоді

%

Рефлекс перевертання

100

100

100

54.5

54.4

50



Лист1

				ГІ молоді		ГІ старечі		ГІ+ГІ молоді		ГІ+ГІ старечі

		1		100		99		100		101

		3		100		99		100		101

		7		100		99		100		101

		14		54.5		75		100		101

		21		54.4		75		100		101

		30		50		71.4		100		101

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1520361238.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30



первинний ГІ

%

Згинальний рефлекс

99

99

99

54.5

50

50



Лист1

				первинний ГІ		ГІ старечі		ГІ+ГІ молоді		ГІ+ГІ старечі

		1		99		100		101		100

		3		99		100		101		100

		7		99		100		101		100

		14		54.5		54.4		101		100

		21		50		55.5		101		100

		30		50		57.1		101		100

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1520361241.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30



первинний ГІ

%

Больовий рефлекс

99

99

99

72.7

54.5

50



Лист1

				первинний ГІ		ГІ старечі		ГІ+ГІ молоді		ГІ+ГІ старечі

		1		99		100		101		100

		3		99		100		101		100

		7		99		100		101		100

		14		72.7		100		101		100

		21		54.5		88.8		87.5		100

		30		50		71.4		75		100

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1520361236.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30



ГІ молоді

%

Хапальний рефлекс

100

100

100

63.6

45.4

50



Лист1

				ГІ молоді		ГІ старечі		ГІ+ГІ молоді		ГІ+ГІ старечі

		1		100		99		100		101

		3		100		99		100		101

		7		100		99		100		101

		14		63.6		99		100		101

		21		45.4		99		100		101

		30		50		99		75		101

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1520361229.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30



ГІ молоді

%

Рефлекс здригування

100

100

69.3

27.2

9.1

10



Лист1

				ГІ молоді		ГІ старечі		ГІ+ГІ молоді		ГІ+ГІ старечі

		1		100		99		100		101

		3		100		99		100		101

		7		69.3		100		50		101

		14		27.2		50		50		50

		21		9.1		25		25		50

		30		10		28.5		25		50

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1520361231.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30



ГІ молоді

%

Рефлекс опори

100

100

50

50

18.1

10



Лист1

				ГІ молоді		ГІ старечі		ГІ+ГІ молоді		ГІ+ГІ старечі

		1		100		99		100		101

		3		100		99		100		101

		7		50		53.8		100		101

		14		50		53.8		50		70

		21		18.1		55.5		50		60

		30		10		42.8		50		50

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1520361227.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30



ГІ молоді

%

Парез

100

100

100

87.5

21.4

21.4



Лист1

				ГІ молоді

		1		100

		3		100

		7		100

		14		87.5

		21		21.4

		30		21.4

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1520361202.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30



ГІ молоді

%

Тремор

100

100

100

40

0

0



Лист1

				ГІ молоді

		1		100

		3		100

		7		100

		14		40

		21		0

		30		0

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1520361212.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30 доба



ГІ+ГІ молоді

%

Рефлекс перевертання

100

100

100

100

100

100



Лист1

				ГІ+ГІ молоді

		1		100

		3		100

		7		100

		14		100

		21		100

		30 доба		100






_1520361217.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30 доба



ГІ+ГІ молоді

%

Згинальний рефлекс

101

101

101

101

101

101



Лист1

				ГІ+ГІ молоді

		1		101

		3		101

		7		101

		14		101

		21		101

		30 доба		101






_1520361219.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30 доба



ГІ+ГІ

%

Больовий рефлекс

101

101

101

101

87.5

75



Лист1

				ГІ+ГІ

		1		101

		3		101

		7		101

		14		101

		21		87.5

		30 доба		75






_1520361214.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30 доба



ГІ+ГІ молоді

%

Хапальний рефлекс

100

100

100

100

100

75



Лист1

				ГІ+ГІ молоді

		1		100

		3		100

		7		100

		14		100

		21		100

		30 доба		75






_1520361207.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30 доба



ГІ+ГІ молоді

%

Рефлекс здригування

100

100

50

50

25

25



Лист1

				ГІ+ГІ молоді

		1		100

		3		100

		7		50

		14		50

		21		25

		30 доба		25






_1520361209.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30 доба



ГІ+ГІ молоді

%

Рефлекс опори

100

100

100

50

50

50



Лист1

				ГІ+ГІ молоді

		1		100

		3		100

		7		100

		14		50

		21		50

		30 доба		50






_1520361205.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30



ГІ молоді

%

Парез

100

100

100

100

100

100



Лист1

				ГІ молоді

		1		100

		3		100

		7		100

		14		100

		21		100

		30		100

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1520361190.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30



ГІ+верапаміл молоді

%

Рефлекс здригування

100

100

50

33.3

0

0



Лист1

				ГІ+верапаміл молоді

		1		100

		3		100

		7		50

		14		33.3

		21		0

		30		0






_1520361195.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30



ГІ+верапаміл молоді

%

Хапальний рефлекс

100

100

100

50

50

28



Лист1

				ГІ+верапаміл молоді

		1		100

		3		100

		7		100

		14		50

		21		50

		30		28






_1520361197.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30



ГІ+верапаміл молоді

%

Больовий рефлекс

66.6

66.6

90

50

50

33.3



Лист1

		б		ГІ+верапаміл молоді

		1		66.6

		3		66.6

		7		90

		14		50

		21		50

		30		33.3






_1520361193.xls
Диаграмма1

		1		1		1		1

		3		3		3		3

		7		7		7		7

		14		14		14		14

		21		21		21		21

		30		30		30		30



ГІ+верапаміл молоді

%

Згинальний рефлекс

0

0

101

0

100

83.3

50

50

33



Лист1

				ГІ+верапаміл молоді

		1		101

		3		100

		7		83.3

		14		50

		21		50

		30		33






_1520361167.xls
Диаграмма1

		1		1		1		1

		3		3		3		3

		7		7		7		7

		14		14		14		14

		21		21		21		21

		30		30		30		30



*

#

#

ІІА

ІІБ

ІІІА

ІІІБ

%

Згинальний рефлекс

99

101

100

100

99

100

100

100

99

83.3

100

100

54.5

50

100

100

50

50

100

50

50

33

100

57.1



Лист1

				ІІА		ІІБ		ІІІА		ІІІБ

		1		99		101		100		100

		3		99		100		100		100

		7		99		83.3		100		100

		14		54.5		50		100		100

		21		50		50		100		50

		30		50		33		100		57.1

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1520361186.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30



ГІ+верапаміл молоді

%

Рефлекс опори

100

100

50

33.3

16.6

16.6



Лист1

				ГІ+верапаміл молоді

		1		100

		3		100

		7		50

		14		33.3

		21		16.6

		30		16.6






_1520361188.xls
Диаграмма1

		1

		3

		7

		14

		21

		30



ГІ+верапаміл молоді

%

Рефлекс перевертання

100

100

16.6

16.6

16.6

16.6



Лист1

				ГІ+верапаміл молоді

		1		100

		3		100

		7		16.6

		14		16.6

		21		16.6

		30		16.6






_1520361169.xls
Диаграмма1

		1		1		1		1

		3		3		3		3

		7		7		7		7

		14		14		14		14

		21		21		21		21
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Лист1

		Столбец1		ІІА		ІІБ		ІІІА		ІІІБ

		1		99		66.6		101		66.7

		3		99		66.6		101		66.7

		7		99		90		101		100

		14		72.7		50		101		100

		21		54.5		50		87.5		87.5

		30		50		33.3		75		71.4

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1
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Лист1

				ІІА		ІІБ		ІІІА		ІІІБ

		1		100		100		100		101

		3		100		100		100		101

		7		100		16.6		100		101

		14		54.5		16.6		100		50

		21		54.4		16.6		100		50

		30		50		16.6		100		57.1

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Лист1

				ІІА		ІІБ		ІІІА		ІІІБ

		1		100		100		100		101

		3		100		100		100		101

		7		100		100		100		101

		14		63.6		50		100		77.8

		21		45.4		50		100		75

		30		50		16.6		75		71.4

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Лист1

				ІІА		ІІБ		ІІІА		ІІІБ

		1		100		100		100		101

		3		100		100		100		101

		7		69.3		50		50		50

		14		27.2		33.3		50		50

		21		9.1		0		25		37.5

		30		10		0		25		28.5

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Лист1

				ІІА		ІІБ		ІІІА		ІІІБ

		1		100		100		100		101

		3		100		100		100		101

		7		50		50		100		77.7

		14		50		33.3		50		50

		21		18.1		16.6		50		50

		30		10		16.6		50		28.5

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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Диаграмма1
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		30 доба		30 доба		30 доба		30 доба		30 доба		0.2		0.2		0.1		0.1		0.2		0.2		0.5		0.5
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Лист1

		деф		Контроль		ІІА		ІІІА		ІІБ		ІІІБ

		3 доба		0.5		0.8		1.4		0.4		0.5						0.1		0.2		0.4		0.1		0.1

		30 доба		1.3		1		1.1		3		0.5						0.2		0.1		0.2		0.5		0.1

						Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






