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Ишемия/реперфузия (И/Р) является одной из наиболее частых неврологических проблем, и раннее вмеша!
тельство имеет решающее значение для снижения повреждений, уменьшения уровня смертности и заболе!
ваемости. Основываясь на сообщениях о благотворном влиянии мелатонина, мы исследовали его влияние
на активность Na+!K+/Mg2+!АТФазы и Ca2+/Mg2+!АТФазы, а также на ультраструктуру серого и белого ве!
щества переднего мозга крыс в И/Р!модели. Взрослые крысы!альбиносы линии Wistar (n = 78) были случай!
ным образом разделены на группы: контрольная, ишемия (И), ишемия/реперфузия (И/Р), группы с низкой
(И/Р + мелатонин 400 мкг/кг), умеренной (И/Р + мелатонин 1200 мкг/кг) и высокой (И/Р + мелато!
нин 2400 мкг/кг) дозой мелатонина. Были проведены двухсосудистая окклюзия в сочетании с гипотони!
ей (15 мин), индуцированной ишемией, и реперфузия (75 мин), достигнутая реинфузией крови. Была ис!
следована активность мембраносвязанных ферментов, уровень малонового диальдегида в мозге и ультра!
структура мозгового вещества в лобно!теменной коре. Мелатонин дозозависимо снижает выработку мало!
нового диальдегида. Активность ферментов, ослабленная при И и И/Р, повышалась при введении мелато!
нина. И и И/Р серьёзно нарушали морфологию серого и белого мозгового вещества. Мелатонин во всех
применяемых дозах уменьшал повреждения ультраструктуры как в сером, так и в белом веществе. Благоп!
риятное действие мелатонина можно объяснить его антиоксидантными свойствами, предполагающими,
что он может быть перспективным нейропротекторным агентом против повреждений, вызванных И/Р, эф!
фективным как для серого, так и для белого вещества благодаря благоприятным биологическим свойствам.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: малоновый диальдегид, мелатонин, Na+!K+/Mg2+!АТФаза, Ca2+/Mg2+!АТФаза, ре!
перфузионное повреждение.
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МЕМБРАННЫХ АТФаз И СОХРАНЯЕТ УЛЬТРАСТРУКТУРУ
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ВВЕДЕНИЕ

Ишемия/реперфузия (И/Р) головного мозга,
широко известная как инсульт, имеет разруши!
тельные патологические, физиологические и
поведенческие последствия и занимает лидиру!
ющее место по уровню заболеваемости и смерт!
ности во всем мире [1]. В повреждении мозга,
вызванном И/Р, участвует ряд взаимосвязанных
биохимических событий [2, 3]. В основном дли!
тельная ишемия мозга снижает уровень адено!
зинтрифосфата (АТФ) и понижает внутрикле!

точный рН из!за окислительного стресса и ис!
тощения субстрата и энергии. Эти ожидаемые
условия нарушают активность мембраносвязан!
ных АТФаз и зависимых от АТФаз механизмов
транспорта ионов, что приводит к повышению
внутриклеточного и митохондриального уровня
кальция и, как следствие, гибели клеток по раз!
личным механизмам [4]. При реперфузии ак!
тивные формы кислорода и провоспалительные
нейтрофилы проникают в ишемизированные
ткани с последующим высвобождением различ!
ных цитокинов и активацией микроглии и аст!
роцитов, инициируя раннюю воспалительную
реакцию и усугубляя ишемическое поврежде!
ние [4–8]. Хотя используются различные тера!
певтические агенты, действующие на различные
мишени, показатели смертности и неврологи!
ческих дисфункций после И/Р!повреждений

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : И/Р – ишемия/реперфу!
зия; МДА – малоновый диальдегид; САД – среднее арте!
риальное давление; ЭЭГ – электроэнцефалография; Pi –
неорганический фосфат.

* Адресат для корреспонденции.
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всё ещё высоки, что указывает на постоянную
потребность в разработке новых методов лече!
ния.

Мелатонин (N!ацил!5!метокситриптамин),
эндогенный гормон пинеальной железы, синте!
зируемый N!ацетилированием из серотонина,
обладает мощным антиоксидантным, антиапоп!
тотическим и противовоспалительным действи!
ем в головном мозге через рецепторы, сопря!
жённые с G!белком, и ядерные мембранные ре!
цепторы [9]. Недавние исследования показыва!
ют, что мелатонин проявляет защитное действие
против И/Р!повреждений в различных тканях,
включая мозг, с помощью нескольких механиз!
мов, таких как снижение стресса эндоплазмати!
ческого ретикулума, стимуляция выработки
АТФ в митохондриях и модуляция внутрикле!
точного гомеостаза кальция [9–12]. На живот!
ных моделях было также показано, что мелато!
нин уменьшает повреждения серого и белого ве!
щества, вызванные церебральной ишемией [13].
Известно, что экзогенный мелатонин модули!
рует активность Na+!K+/Mg2+!АТФазы в эрит!
роцитах человека и предотвращает острое эта!
нол!индуцированное ингибирование Na+!
K+/Mg2+!АТФазы и Ca2+/Mg2+!АТФазы в синап!
тосомах крыс [14], а также обращает вспять вли!
яние И/Р на активность Na+!K+/Mg2+!АТФазы
при интрацеребровентрикулярном применении
в 24!часовой реперфузии [15]. Однако о его ост!
ром влиянии на активность АТФазы мозга во
время И/Р!повреждений не сообщалось. Необ!
ходимо выявить все возможные действия мела!
тонина при И/Р!повреждениях головного мозга
для повышения его потенциала в качестве за!
щитного и терапевтического средства при ише!
мическом инсульте.

Исходя из этого, мы предположили, что ме!
латонин защищает как серое, так и белое веще!
ство мозга от И/Р!повреждений путём улучше!
ния окислительного статуса и активности мемб!
ранных АТФаз. Поэтому мы поставили перед
собой цель оценить потенциальное влияние ме!
латонина на активность Na+!K+/Mg2+!АТФазы
и Ca2+/Mg2+!АТФазы, а также на ультраструкту!
ру серого и белого вещества в И/Р!модели мозга
крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные и экспериментальный план. В это
исследование были включены 78 самцов крыс!
альбиносов линии Wistar (1–16 недель,
200–250 г). Протокол эксперимента был одоб!
рен Этическим комитетом по исследованиям на
животных Университета Хаджеттепе (Hacettepe

University; Разрешение № 2018/68!07). Все экс!
перименты на животных проводили в соответ!
ствии с Руководством Национального институ!
та здравоохранения по уходу и использованию
лабораторных животных (National Institutes of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals). Крыс содержали в индивидуальных
плексигласовых клетках при 12/12!часовом
цикле свет/темнота и постоянной температу!
ре (23 ± 2 °С) и влажности (55 ± 10%). Животные
имели свободный доступ к стандартной лабора!
торной пище и воде.

Животные были случайным образом разде!
лены на шесть экспериментальных групп в со!
ответствии с числами, сгенерированными
компьютером: контроль (фиктивная операция,
n = 15), ишемия (И, n = 13), ишемия/реперфу!
зия (И/Р, n = 13), низкая доза мелатони!
на (И/Р + мелатонин 400 мкг/кг массы тела,
n = 12), умеренная доза мелатонина (И/Р + ме!
латонин 1200 мкг/кг, n = 13) и высокая доза ме!
латонина (И/Р + мелатонин 2400 мкг/кг, n = 12).
Для морфологического исследования было
отобрано по пять животных из каждой группы.
Животным давали возможность адаптироваться
к лабораторным условиям (обращение, содер!
жание и т.д.) в течение недели, а затем использо!
вали в порядке прибытия в лабораторию, кото!
рый описан ниже в протоколе эксперимента.
Ни одно из животных не было исключено из ис!
следования. Эксперименты начинали всегда в
9:00 и заканчивали в 12:00. Исследователи, про!
водившие структурный, биохимический и ста!
тистический анализ, не знали, с какой из иссле!
дуемых групп они имели дело, за исключением
тех, кто выполнял хирургические операции.

Анестезия и хирургическая операция. Все жи!
вотные были анестезированы 25%!ным урета!
ном («Urethane, BP63 Synthetic», Дания)
(1,2–1,4 г/кг, внутрибрюшинная инъекция).
Этот анестетик предпочтителен из!за его бла!
гоприятного действия в моделях ишемии/ре!
перфузии, он демонстрирует минимальное вме!
шательство в протокол [16]. Платиновые диско!
вые электроды помещали подкожно на темен!
ные области с двух сторон и на носовую кость в
качестве эталона, и все они были подключены к
полиграфу («Grass Model 7 Polygraph», США)
для записи электроэнцефалографии (ЭЭГ). Че!
репную и ректальную температуры измеряли с
помощью термозондов («YSI 409B» и «YSI 401»,
США), подключённых к телетермометру («YSI
Tele!thermometer 41TA», США) в качестве инди!
каторов температуры мозга и тела. Обе темпера!
туры поддерживали стабильными на уровне
37,0 ± 0,5 °C с помощью нагревательной лампы.
Трахею интубировали, и проводили искусствен!
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ное дыхание с помощью респиратора для мел!
ких животных с положительным давлени!
ем («B. Braun Apparatebau, Melsungen», Герма!
ния).

Верхнюю полую вену катетеризировали для
внутривенного введения препарата и манипули!
рования объёмом крови. Правую бедренную ар!
терию отделяли от связанной вены и нерва и ка!
нюлировали предварительно гепаринизирован!
ным катетером для непрерывного контроля ар!
териального давления. Он был прикреплён к
датчику давления («Statham Laboratories»,
«Physical Pressure Transducer P23AA», Пуэрто!
Рико) и подключён к полиграфу. После того, как
все приборы были присоединены, правая и ле!
вая общие сонные артерии были изолированы.
Их подвешивали хирургическими шёлковыми
нитями, пропущенными через крошечные стек!
лянные трубочки, и готовили к облитерации,
как в модели окклюзии с двумя сосудами, опи!
санной Smith et al. [17], за исключением группы
фиктивных операций, где артерии обнажали
только на соответствующее время. По заверше!
нии хирургических процедур животным давали
стабилизироваться в течение 30 мин.

Глубину анестезии контролировали каждые
пять минут в течение всего эксперимента, и при
необходимости вводили дополнительную дозу
анестетика.

Ишемия и реперфузия переднего мозга. Ише!
мия переднего мозга была вызвана окклюзией
двух общих сонных артерий в сочетании с сис!
темной гипотензией [17]. Перед ишемией сред!
нее артериальное давление (САД) снижали до
80 мм рт. ст., чтобы предотвратить ауторегуля!
торное повышение. Кровоток в общих сонных
артериях был прерван, и САД снижалось до
35 мм рт. ст. за счёт забора крови. Снижение ак!
тивности ЭЭГ указывало на начало ишемичес!
кого периода. Отобранную кровь (всего 3–4 мл)
до реинфузии хранили в гепаринизированном
шприце при температуре 37 °С. Во время ише!
мии САД поддерживали постоянным за счёт за!
бора крови и реинфузии, когда это было необхо!
димо. На 14 минуте ишемии САД повысили до
80 мм рт. ст. реинфузией крови. Реперфузию на!
чинали через 15 мин ишемии после визуализа!
ции кровотока, остаток крови вводили в тече!
ние 15–30 сек, и подтверждали изменение ак!
тивности ЭЭГ. Мелатонин («Sigma!Aldrich»,
США), растворенный в абсолютном этаноле,
разводили в физиологическом растворе до ко!
нечной концентрации этанола 1% и вводили
внутривенно в первую минуту реперфузии в до!
зах 400, 1200 или 2400 мкг/кг массы тела или но!
сителя. Объём инъекции составлял 1 мл/кг мас!
сы тела. Гидрокарбонат натрия («Drogsan», Тур!
ция) вводили внутривенно (50 мг/кг) для про!
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Рис. 1. План эксперимента. Временная шкала эксперимента, представляющая модель, использованную в исследовании.
Принятые сокращения: ОВ (olfactory bulb) – обонятельная луковица; FC (frontal cortex) – лобная кора; PFC (parietal!tem!
poral cortex) – теменно!височная кора; OTC (occipital!temporal cortex) – затылочно!височная кора; Cb (cerebellum) – моз!
жечок; EC (entorhinal cortex) – энторинальная кора. (С цветными вариантами рисунков можно ознакомиться в электрон!
ной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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филактики ацидоза, если это было необходимо.
Реперфузию продолжали в течение 75 мин, па!
раллельно вводили 0,9% NaCl для коррек!
ции САД. Протокол эксперимента показан в ви!
де схематической диаграммы на рис. 1.

Вскрытие мозга и завершение экспериментов
по биохимическим измерениям. После реперфу!
зии мозг и мозжечок осторожно извлекали. Для
выделения переднего мозга полушария разреза!
ли коронарно на 1–2 мм позади задней цент!
ральной извилины (рис. 1), а лобно!теменно!
височную кору помещали в жидкий азот и хра!
нили при температуре –80 °С до использования
в биохимических исследованиях. Всю процеду!
ру вскрытия завершали менее чем за 5 мин, экс!
перименты прекращали передозировкой анес!
тезии и обескровливанием.

Измерение перекисного окисления липидов в
головном мозге. Для оценки перекисного окис!
ления липидов мозга использовали уровень ре!
активных соединений тиобарбитуровой кисло!
ты. Малоновый диальдегид (МДА), общий ин!
дикатор степени реакции перекисного окисле!
ния, является продуктом перекисного окисле!
ния липидов, который реагирует с тиобарбиту!
ровой кислотой с образованием красных час!

тиц, поглощающих при длине волны 535 нм. Все
ткани мозга были извлечены при температу!
ре –20 °C за день до анализа, разрезаны на мел!
кие кусочки с помощью ножниц и гомогенизи!
рованы (2 мин при 5000 об./мин) в 10 объё!
мах (1/10, w/v) охлаждённого во льду буфера
Tris!HCl (50 мМ, pH 7,4) с использованием стек!
лянного гомогенизатора с тефлоновым пести!
ком. К образцу мозга (менее 0,2 мл 10%!но!
го (w/v) гомогената ткани) добавляли 0,2 мл
8,1% додецилсульфата натрия и 1/5 (w/v) водно!
го раствора тиобарбитуровой кислоты. Объём
смеси доводили до 4 мл дистиллированной во!
дой и нагревали на масляной бане при 95 °C в те!
чение 60 мин. После охлаждения водопровод!
ной водой к образцу добавляли 1 мл дистилли!
рованной воды вместе с 5 мл смеси N!бута!
нол/пиридин (15/1, v/v), затем энергично встря!
хивали. После центрифугирования при
4000 об./мин в течение 10 мин органический
слой отделяли, и измеряли его поглощение
при 535 нм на спектрофотометре «Gilford 250»
(«Gilford Instrument Laboratories, Inc.», США).
Тетраметоксипропан использовали в качестве
внешнего стандарта, а уровень перекисей липи!
дов выражали в нмоль МДА на г влажной тка!
ни [18].

Активность Na+GK+/Mg2+GАТФазы и Ca2+/
Mg2+GАТФазы. За сутки до биохимического ана!
лиза температуру всех тканей головного мозга
довели до –20 °С. 10%!ный тканевый гомогенат
готовили в 0,3 М сахарозе, содержащей
1 мМ магния, с помощью тефлонового пестика с
зазором 0,25–0,38 мм при 1000 об./мин. АТФаз!
ную активность полученных супернатантов оп!
ределяли путём измерения скорости высвобож!
дения неорганического фосфата (Pi) из
Na2ATФ [19]. Инкубационная среда была при!
готовлена, как описано ранее [20]: для Na+!
K+/Mg2+!АТФазы среда содержала 6 мМ MgCl2,
5 мМ KCl, 100 мМ NaCl, 0,1 мМ ЭДТА и
135 мМ Tris!HCl, pH 7,4; для Ca2+/Mg2+!АТФа!
зы – 6 мМ MgCl2, 0,15 мМ CaCl2, 0,1 мМ ЭДТА
и 135 мМ Tris!HCl, pH 7,4. После 5!минутной
предварительной инкубации при 37 °C в каж!
дую пробирку добавляли Na2ATФ («Boehringer,
Mannheim», Germany) до конечной концентра!
ции 3 мМ. После инкубации при 37 °C в тече!
ние 30 мин реакцию останавливали, помещая
все образцы, включая холостую пробу и стан!
дарт, на лёд, поскольку ранее было показано,
что эта процедура предпочтительнее [21, 22].
Pi определяли в аликвотах объёмом 1 мл от ин!
кубированных смесей с помощью добавления
раствора луброл!молибдата («Sigma!Aldrich»),
приготовленного, как описано ранее [20]. Сме!
си перемешивали на вотрексе и после 10!ми!
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Место!
положение

Внутрицито!
плазматический
отёкa

Ядроa

Митохондрияб

Аксонв

Миелинв

Таблица 1. Система оценки образцов при просвечивающей
электронной микроскопии

Обнаружение

отсутствие
лёгкий
средний
тяжёлый

норма
комковатость
разрыхлённый хроматин
дефект ядерной мембраны

норма
лёгкий отёк
средний отёк
тяжёлый отёк

норма
лёгкий отёк
средний отёк
тяжёлый отёк

норма
трещина между слоями
соты и экструдированные
везикулы
сильное растрескивание
миелина

Оценочные
баллы

0
1
2
3

0
1
2
3

0
1
2
3

0
1
2
3

0
1
2

3

Примечание. а) 20 нейронов/образец, б) 100 митохондрий/
образец, в) 100 аксонов/образец.
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нутной инкубации при комнатной температуре
измеряли поглощение при 240 нм на спектро!
фотометре «Gilford 250» («Gilford Instrument
Laboratories, Inc.»). Все анализы (вместе с фер!
ментом и холостыми реакциями) были выпол!
нены в трех повторах. Содержание фосфатов в
образцах сравнивали со стандартами KH2PO4.
Удельную активность рассчитывали как
нмоль Pi/ч/мг белка [20, 23]. Все реагенты бы!
ли аналитической чистоты, если не указано
иное. Растворы готовили на деионизированной
воде.

Содержание белка определяли по методу,
описанному Лоури, в качестве стандарта ис!
пользовали бычий сывороточный альбу!
мин [24].

Просвечивающая электронная микроскопия.
Все вышеупомянутые процедуры были приме!
нены к животным в группе, предназначенной
для исследования с помощью просвечивающей
электронной микроскопии. В конце протокола
после ишемии или 75!минутного периода ре!
перфузии (n = 5) выполняли транскардиальную
перфузию сосудов, которую начинали с введе!
ния 250 мл физиологического раствора (37 °C) с
последующим введением ~1000 мл раствора, со!
держащего 2% параформальдегида и 2,5% глута!
ральдегида в фосфатном буфере (0,1 М, pH 7,4,
37 °C). Животных умерщвляли с помощью пере!
дозировки анестезии в конце периода реперфу!
зии. Ткань была постфиксирована с по!
мощью OsO3, обезвожена в градиентной серии
спиртовых растворов и залита «Araldite CY212».
Ультратонкие срезы (60–90 нм) окрашивали
уранилацетатом и цитратом свинца. Их иссле!
довали и фотографировали с помощью просве!
чивающего электронного микроскопа «JEOL
JEM 1200 EX» («JEOL Ltd.», Япония). Срезы
тканей получали из коры и белого вещества лоб!
ной и теменной долей раздельно и с обеих сто!
рон. Мы использовали систему оценок
Görgülü et al. [25] и Kaptanoglu et al. [26] для
оценки всех полей в каждой выборке (табл. 1).
Внутрицитоплазматический отёк, морфологи!
ческий вид ядра и митохондрий оценивали в се!
ром веществе, в то время как аксоны и внешний
вид миелиновых оболочек оценивали в белом
веществе. Исследователь, оценивающий срезы,
не знал, какую именно группу он анализирует.

Физиологические параметры. Газовый состав
артериальной крови, т.е. парциальное давление
кислорода и углекислого газа, pH и гематокрит,
определяли с помощью анализатора газов крови
«1640/Blood Gas and Electrolytes» («Beckman
Coulter Inc.», США) в образцах артериальной
крови, взятых до ишемии, и при необходимости
поддерживали в физиологических пределах.

Статистический анализ. Минимальное коли!
чество животных в группах было предваритель!
но определено программой «G!power» со значи!
мостью α = 0,05 и мощностью β = 0,80. Данные
были выражены как среднее значение ± стандарт!
ное отклонение и статистически проанализиро!
ваны с помощью программы «SPSS 17.0»
для Windows. Значение p < 0,05 считалось ста!
тистически значимым. Поскольку при тестиро!
вании с помощью критерия Шафиро–Уилка
данные не распределялись нормально, мы при!
менили дисперсионный анализ Краскела–Уол!
лиса с апостериорным критерием Данна, а затем
U!тест Манна–Уитни для попарных сравнений
с поправкой Бонферрони, примененной к p!
значениям. Электронно!микроскопические
данные оценивали с помощью теста хи!квадрат.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Физиологические измерения. САД (мм рт. ст.),
измеренное ранее, было сопоставимо между
экспериментальными группами во время пери!
одов ишемии и реперфузии (табл. 2). Доишеми!
ческое парциальное давление кислорода и угле!
кислого газа в артериальной крови, pH и гема!
токрит находились в физиологических пределах
во всех группах (табл. 3). Время до снижения ак!
тивности ЭЭГ после начала ишемии было оди!
наковым в И! и И/Р!группах (табл. 3).

Перекисное окисление липидов мозга. Уро!
вень МДА (индикатора перекисного окисления
липидов) в головном мозге был самым низким
(22,0 ± 0,6 нмоль/г влажной ткани) в контроль!
ной группе и самым высоким – в И/Р!груп!
пе (164,0 ± 1,3 нмоль/г влажной ткани). Уров!
ни МДА были значительно выше в И! и И/Р!
группах по сравнению с контролем, причём уро!
вень МДА был значительно выше в И/Р!группе
по сравнению с И!группой (рис. 2). Введение
мелатонина значительно снизило уровни МДА
во всех трех применяемых дозах, хотя значения
всё ещё были выше, чем в контрольной группе.
Мелатонин проявлял дозозависимый эффект
снижения МДА (p < 0,05).

Активность мембраносвязанных Na+GK+/
Mg2+GАТФазы и Ca2+/Mg2+GАТФазы. Значения
активности мембраносвязанных АТФаз приве!
дены на рис. 3. Активность Na+!K+/Mg2+!АТФа!
зы была самой высокой (185,3 ± 3,5 нмоль Pi/
мг белка) в контрольной группе и самой низкой
(82,4 ± 3,7 нмоль Pi/мг белка) – в И/Р!группе.
Разница между контролем и всеми остальными
группами была значительной. Активность фер!
мента была выше в группах, которым вводили
мелатонин, по сравнению с И/Р!группой
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(p < 0,05). Мелатонин проявлял дозозависимый
эффект, повышая активность Na+!K+/Mg2+!
АТФазы (p < 0,05), но группы, получавшие мела!
тонин, всё же имели более низкую активность
Na+!K+/Mg2+!АТФазы, чем контрольная группа.

Активность фермента Ca2+/Mg2+!АТФазы
также была различна в разных группах. Группа
И/Р имела значительно более низкую актив!
ность фермента (568,0 ± 6,2 нмоль Pi/мг белка)
по сравнению со всеми другими группа!
ми (p < 0,05). Введение мелатонина значительно
увеличивало уровень активности фермен!
та (p < 0,05), хотя в отличие от активности Na+!
K+/Mg2+!АТФазы зависимость от дозы не была
значимой.

Просвечивающая электронная микроскопия.
Изображения срезов мозга из каждой группы,
полученные с помощью просвечивающей
электронной микроскопии, представлены
на рис. 4, а оценочные баллы, полученные в хо!
де исследования ультраструктуры мозга, пред!
ставлены в табл. 4. Все параметры на изображе!

ниях просвечивающей электронной микроско!
пии показали значительные различия между
группами. В контрольной группе наблюдалась
нормальная ультраструктура мозга, за исключе!
нием небольшого внутрицитоплазматического
отёка и небольшой комковатости в ядре. Мито!
хондрии имели нормальный вид с хорошо за!
метными кристами. Аксональных изменений не
было, миелиновые слои располагались равно!
мерно (рис. 4). Самые низкие оценки по всем
параметрам подтвердили эти наблюдения
(табл. 4).

Наиболее заметные ультраструктурные из!
менения наблюдались в группах И и И/Р: в обе!
их группах присутствовали тяжёлый отёк, об!
ширная вакуолизация и просветление цитоплаз!
мы нейронов (рис. 4). Практически во всех об!
разцах обнаружены дефекты клеточной мембра!
ны и разрыхление хроматина ядер. Митохонд!
рии демонстрировали отёк от умеренного до
сильного без появления крист. Дегенерация ми!
елина была тяжёлой, трещины между миелино!
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Таблица 2. Среднее артериальное кровяное давление (мм рт. ст.) исследуемых групп в ходе экспериментов

САД (мм рт. ст.)

Базальное

До ишемии

Ишемия

Реперфузия (5!я минута)

Реперфузия (75!я минута)

И (n = 8)

100,0 ± 17,3

74,9 ± 7,6

33,7 ± 6,1

–

–

И/Р (n = 8)

103,4 ± 19,1

74,9 ± 4,5

35,4 ± 3,6

87,4 ± 18,5

91,4 ± 18,4

И/Р + мелатонинб

400 мкг/кг (n = 7)

96,7 ± 14,2

74,7 ± 6,0

36,7 ± 3,9

84,7 ± 13,5

91,3 ± 13,7

И/Р + мелатонинб

2400 мкг/кг (n = 7)

99,3 ± 8,6

74,7 ± 4,1

32,7 ± 3,0

79,3 ± 10,6

91,3 ± 12,2

Контрольа

(n = 10)

103,6 ± 10,5

101,7 ± 8,5

102,8 ± 8,9

105,6 ± 7,7

107,6 ± 6,8

И/Р + мелатонинб

1200 мкг/кг (n = 8)

98,3 ± 14,9

72,0 ± 4,0

36,0 ± 3,3

94,9 ± 14,2

89,1 ± 8,6

Примечание. САД – среднее артериальное давление; И – ишемия; Р – реперфузия.
а) Значение САД у контрольных животных измеряли в моменты времени, соответствующие времени в эксперименталь!
ных группах.
б) Мелатонин применялся на первой минуте реперфузии.
Результаты животных, использованных в группе электронной микроскопии, не включены.

Таблица 3. Уровни газа, рН и гематокрита крови до ишемии и время до снижения активности ЭЭГ после начала ишемии
в экспериментальных группах

Параметры

pO2 (мм рт. ст.)

pCO2 (мм рт. ст.)

pH

Гематокрит (%)

Время до снижения ЭЭГ (с)

И (n = 8)

197,9 ± 27,4

38,3 ± 3,5

7,35 ± 0,06

43,6 ± 1,5

17,4 ± 3,5

И/Р (n = 8)

118,7 ± 42,6

35,4 ± 2,3

7,37 ± 0,05

43,3 ± 1,3

18,8 ± 2,4

И/Р + мелатонин
400 мкг/кг (n = 7)

151,3 ± 36,5

36,3 ± 3,6

7,38 ± 0,04

44,3 ± 1,5

19,0 ± 2,1

И/Р + мелатонин 
2400 мкг/кг (n = 7)

183,5 ± 41,5

39,1 ± 5,2

7,35 ± 0,04

42,5 ± 4,1

18,2 ± 2,6

Контроль
(n = 10)

185,7 ± 25,0

37,4 ± 4,1

7,38 ± 0,05

44,2 ± 1,9

–

И/Р + мелатонин 
1200 мкг/кг (n = 8)

192,4 ± 19,0

37,4 ± 4,5

7,37 ± 0,05

45,1 ± 1,6

17,7 ± 3,2

Примечание. И – ишемия; Р – реперфузия; pO2 – парциальное давление кислорода; pCO2 – парциальное давление угле!
кислого газа; ЭЭГ – электроэнцефалография.
Результаты животных, использованных в группе электронной микроскопии, не включены.
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выми слоями были многочисленными. Везику!
лярная дегенерация, вид сот и экструдирован!
ные везикулы, наряду с обилием растрескавше!
гося миелина, наблюдались с разной интенсив!
ностью почти во всех областях. Хотя степень

интрацитоплазматического отёка и поврежде!
ния ядер были аналогичны вышеупомянутым
изменениям, наблюдаемым в И/Р!груп!
пе (p > 0,05), в И!группе деструкция была мень!
ше по сравнению с И/Р!группой. Повреждения
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Таблица 4. Оценочные баллы при просвечивающей электронной микроскопии

Местоположение

Внутрицитоплазмати!

ческий отёк

Ядро

Митохондрия

Аксон

Миелин

И

2,3 ± 0,13а

1,78 ± 0,14а

1,82 ± 0,09а

1,95 ± 0,14а

2 ± 0,15а

И/Р

2,68 ± 0,11а

2 ± 0,11а

2,35 ± 0,08а,б

2,95 ± 0,05а,б

2,95 ± 0,05а,б

И/Р + мелатонин
400 мкг/кг

0,84 ± 0,14а,в

0,58 ± 0,12в

0,47 ± 0,07а,в

0,42 ± 0,12в

0,47 ± 0,12в

И/Р + мелатонин
2400 мкг/кг

0,21 ± 0,1в,г

0,37 ± 0,11в

0,22 ± 0,06в

0,21 ± 0,1в

0,16 ± 0,09в

Контроль

0,05 ± 0,05

0,2 ± 0,1

0,10 ± 0,04

0,32 ± 0,11

0,11 ± 0,07

И/Р + мелатонин
1200 мкг/кг

0,57 ± 0,12а,в,г

0,53 ± 0,12в

0,41 ± 0,07а,в

0,42 ± 0,12в

0,42 ± 0,12в

Примечание. И – ишемия; Р – реперфузия.
а) p < 0,05 при сравнении с контрольной группой.
б) p < 0,05 при сравнении с И!группой.
в) p < 0,05 при сравнении с И/Р!группой.
г) p < 0,05 при сравнении с И/Р + мелатонин 400!группой.

Рис. 2. Концентрация малонового диальдегида в головном мозге в опытных группах. Принятые сокращения: I – ишемия;
R – реперфузия. * p < 0,05 (при сравнении контрольной группы со всеми другими экспериментальными группами);
** p < 0,05 при сравнении с I/R!группой; *** p < 0,05 при сравнении с другими группами, получавшими мелатонин
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Рис. 3. Активность АТФаз в головном мозге. Активность Na+!K+/Mg2+!АТФазы (a) и Ca2+/Mg2+!АТФазы (b) в экспери!
ментальных группах. Принятые сокращения: I – ишемия; R – реперфузия. * Контрольная группа значительно отлича!
лась (p < 0,05) по сравнению со всеми другими экспериментальными группами; ** p < 0,05 при сравнении с группой I/R;
*** p < 0,05 при сравнении с другими группами, получавшими мелатонин
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митохондрий, дегенерация миелиновой оболоч!
ки и аксонов были менее выражены в И!группе,
чем в И/Р!группе (p < 0,05). Мелатонин во всех
дозах уменьшал ультраструктурные поврежде!
ния, наблюдаемые в И/Р!группе (p < 0,05)
(рис. 4 и табл. 4). Лёгкий внутрицитоплазмати!
ческий отёк был очевиден в некоторых образцах
нейронов, обработанных мелатонином; ядра в
целом были нормальными или имели неболь!
шую комковатость без разрыхления хроматина
и дефектов ядерной мембраны. Митохондрии в
основном хорошо сохранились, кристы были
хорошо видны. Аксоны и миелиновая оболочка
выглядели нормально (с небольшим отёком или
без отёка в аксонах) и без каких!либо трещин
миелина. Не было различий между дозами мела!
тонина (p > 0,05), за исключением значительно!
го различия в степени внутрицитоплазматичес!
кого отёка между группами И/Р + мелато!
нин 400 и И/Р + мелатонин 2400 (p < 0,05). Не!
смотря на относительно нормальный внешний
вид серого и белого вещества образцов, обрабо!
танных мелатонином, количество оценочных
баллов просвечивающей электронной микро!
скопии всё ещё были выше, чем в контрольной
группе.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мы исследовали влияние мелатонина на пе!
рекисное окисление липидов, активность
мембранных АТФаз и морфологические изме!
нения в тканях мозга после ишемии и после
И/Р!повреждений у крыс. Наши результаты
продемонстрировали защитную роль мелатони!
на как в сером, так и в белом веществе головно!
го мозга, реализуемую через его антиоксидант!
ный эффект и за счёт повышения активности
мембранных АТФаз.

Нейропатофизиологические последствия
транзиторной ишемии/реперфузии в ЦНС час!
то разрушительны и чрезвычайно трудно подда!
ются коррекции. Поэтому очень важно предот!
вратить возникновение И/Р и, в случае её воз!
никновения, как можно раньше ограничить раз!
мер и/или распространение И/Р!поврежде!
ний [1]. Различные молекулы, включая мелато!
нин, были исследованы на экспериментальных
моделях И/Р!повреждений для изучения воз!
можных защитных эффектов [7, 27, 28]. Преды!
дущие исследования показали, что мелатонин
исполняет защитную роль против И/Р!повреж!
дений в нескольких тканях посредством различ!
ных путей, таких как активация каскада
Raf–MEK–ERK и фосфорилирование его ни!
жележащих мишеней, ослабление стресса эн!

доплазматического ретикулума, высвобождение
цитохрома c из повреждённых митохондрий и
активация каспазы 3, формирование пор, изме!
няющих проницаемость митохондрий, улавли!
вание свободных радикалов [11, 28–31]. В нас!
тоящем исследовании мы впервые оценили вли!
яние мелатонина на активность АТФаз в голов!
ном мозге во время И/Р!повреждений.

В нашем исследовании ишемия привела к
заметному количеству повреждений как в се!
ром, так и в белом веществе по сравнению с
контрольной группой, тогда как самые большие
морфологические нарушения были обнаружены
в И/Р!группе, что согласуется с предыдущими
результатами [32]. Наиболее значительные из!
менения, наблюдаемые с помощью просвечива!
ющей электронной микроскопии в И/Р!группе,
были менее выражены во всех группах, которым
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Рис. 4. Изображения образцов из каждой группы, получен!
ные с помощью просвечивающей электронной микроско!
пии. В контрольной группе (1) нормальная ультраструкту!
ра наблюдалась в белом и сером веществе. Группа ише!
мии (2) показала меньше повреждений по сравнению с
группой ишемии/реперфузии (3) с небольшим количест!
вом интактных миелинизированных аксонов и менее отёч!
ными областями. В группе ишемии/реперфузии (3) наб!
людались тяжёлые повреждения с обширным аксоплазма!
тическим и цитоплазматическим отёком. Большинство
нейрональных элементов демонстрировали везикулярное
разрушение, создавая вид сот. В группах, получавших ме!
латонин (4, 5 и 6 – для доз мелатонина 400, 1200 и
2400 мкг/кг соответственно), наблюдалась защита ультра!
структуры с очень небольшим количеством отёчных участ!
ков и интактными митохондриями. Мелатонин вводили на
первой минуте реперфузии. Принятые сокращения: белые
стрелки – митохондрии; N – ядро, показанное на врезках;
е – отёчные участки; m – миелин (черные стрелки); А –
миелинизированные аксоны; масштабная линей!
ка – 0,5 мкм



ТУНСЕР и др.

вводили мелатонин; самый высокий защитный
эффект наблюдали в группе, получавшей самую
высокую дозу лекарства. Это согласуется с ре!
зультатами Lee et al. [27], продемонстрировав!
шими защитный эффект мелатонина при очаго!
вой ишемии головного мозга у крыс.

В настоящем исследовании уровень МДА,
индикатора перекисного окисления липидов в
тканях головного мозга, как и ожидалось, был
высоким как в И!группах, так и в И/Р!группах и
снижался в группах, получавших мелатонин да!
же в самой низкой дозе. Этот результат соответ!
ствует литературным данным [33].

АТФ имеет решающее значение для функ!
ции нейронов по поддержанию поляризации
мембраны, гомеостаза Ca2+, внутриклеточной
передаче сигналов, а также аксонального и
дендритного транспорта. Аддитивный эффект
перекисного окисления липидов мембран и
потребление клеточного АТФ в результате И или
И/Р изменяет активность мембраносвязанных
АТФаз и в конечном итоге нормальные функ!
ции клеток [4]. Свободные радикалы ухудшают
проницаемость мембраны и транспортные
функции, разрушая особую структуру мембраны
и устраняя биологическую активность [32]. На!
ши результаты показали, что повышенное пере!
кисное окисление липидов в тканях и наруше!
ние активности АТФаз после И и И/Р были
скорректированы введением мелатонина в раз!
личных дозах в начале реперфузии, что может
быть связано с морфологическими нарушения!
ми в сером и белом веществе переднего мозга.
Этот результат согласуется с хорошо известным
антиоксидантным действием мелатонина как
нейропротектора [34, 35].

Во время ишемического периода АТФ!зави!
симые функции нарушаются из!за истощения
клеточных источников энергии [4]. Мембра!
носвязанные АТФазы выполняют жизненно
важные функции, а как показано в нашем ис!
следовании, активность Ca2+/Mg2+!АТФазы ос!
лабляется ишемией, из!за этого повышается
внутриклеточное содержание Ca2+, что приво!
дит к смерти. С другой стороны, снижение ак!
тивности Na+!K+/Mg2+!АТФазы, как и в нашем
исследовании, приводит к нарушению мемб!
ранного потенциала, объёма клеток и трансмем!
бранных потоков Ca2+, а также к нарушению
работы возбуждающих нейромедиаторов [4, 36].
Снижение активности АТФаз может быть свя!
зано с повышенным перекисным окислением
липидов из!за ишемии или И/Р [4]. Результаты
настоящего исследования также указывают на
восстановление активности мембраносвязан!
ных АТФаз (вместе со значительным снижени!
ем уровня МДА) у животных, получавших мела!

тонин. Хотя И/Р!индуцированное снижение
активности обеих АТФаз было значительно
выправлено, оно всё ещё было ниже, чем в
контрольной группе, однако можно ожидать,
что дальнейшее увеличение дозы мелатонина
улучшит результат.

Несмотря на то что накоплено огромное ко!
личество данных о И/Р!повреждениях и нейро!
защитных мерах [2, 7], насколько нам известно,
это одно из первых исследований, изучающих
влияние мелатонина на активность мембранных
АТФаз и на ультраструктуру серого и белого ве!
щества мозга крыс. Белое вещество составляет
~50% мозга взрослого человека и является уяз!
вимой мишенью для активных форм кислорода
из!за высокого содержания липидов в миелино!
вой оболочке, большого количества эндотели!
альных ферментов, продуцирующих активные
формы кислорода в перфорирующих артериях,
и низкого уровня внутренних антиоксидантов.
Кроме того, более низкий кровоток и слабое
коллатеральное кровообращение в белом веще!
стве [37], чрезвычайно высокая чувствитель!
ность олигодендроцитов (в частности, к эксай!
тотоксичности [38, 39]), а также воспаление
приводят к его высокой уязвимости во время
ишемии, следовательно, белое вещество мозга
часто повреждается серьёзнее, чем серое веще!
ство [40]. Исследования, посвящённые повреж!
дению белого вещества, ограничены из!за мало!
го количества белого вещества у грызунов и от!
сутствия хорошего метода оценки [41]. Сообща!
лось, что двусторонняя модель окклюзии общей
сонной артерии вызывает диффузную ишемию
белого вещества в головном мозге крысы [42].
Исследования с использованием моделей дву!
сторонней окклюзии сонной артерии или при!
менение эндотелина!1 у грызунов показали на!
личие инсульта белого вещества и его влияние
на смерть и различные аспекты дегенерации и
восстановления [43]. Ясно, что количественная
оценка повреждения серого и белого вещества
одинаково важны для оценки эффективности
потенциальных терапевтических агентов, по!
скольку оба вещества влияют на неврологичес!
кую дисфункцию и функциональное восстанов!
ление после инсульта. Многие вещества, успеш!
но использованные в экспериментальных усло!
виях, не смогли выступить в качестве терапевти!
ческих средств, потому что большинство иссле!
дователей упустили из виду долю белого вещест!
ва во время повреждения и/или восстановле!
ния. Хотя мы не исследовали изменения в гли!
альных клетках, стоит упомянуть астроциты,
поскольку астроциты поддерживают нейроны,
обеспечивая антиоксидантную защиту, субстра!
ты для нейронального метаболизма и клиренс
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глутамата в физиологических и патологических
условиях [44]. Хотя астроциты более устойчивы,
чем нейроны, ишемия или повреждения, выз!
ванные И/Р, могут нарушать функции астроци!
тов, что может ещё больше усиливать гибель
нейронов [45, 46].

Основным ограничением исследования яв!
ляется отсутствие данных о влиянии уровней
экспрессии АТФаз на долгосрочные и поведен!
ческие и/или функциональные результаты лече!
ния мелатонином в И/Р!модели. Необходимы
дальнейшие клинические и экспериментальные
исследования in vivo и in vitro, чтобы подтвер!
дить наши выводы о значительном эффекте ме!
латонина и механизмах, участвующих в его за!
щитном действии при И/Р!повреждении, и пре!
доставить поведенческие и/или функциональ!
ные данные для мелатонина, которые будут ис!
пользоваться для профилактики и лечения И/Р!
травм в клинической практике.

В заключение, скорее всего, благодаря свое!
му антиоксидантному действию мелатонин по!
вышает активность мембраносвязанных Na+!
K+/Mg2+!АТФазы и Ca2+/Mg2+!АТФазы, кото!
рая была подавлена во время И/Р!повреждений
мозга. Таким образом, мелатонин может являть!
ся многообещающим нейропротекторным аген!
том против И/Р!повреждений, эффективным
как для серого, так и для белого вещества благо!

даря своим благоприятным биологическим
свойствам.
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MELATONIN IMPROVES REDUCED ACTIVITIES OF MEMBRANE ATPases
AND PRESERVES ULTRASTRUCTURE OF GRAY AND WHITE MATTER

IN THE RAT BRAIN ISCHEMIA/REPERFUSION MODEL
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Ischemia/reperfusion (I/R) is among the most frequent neurological problems and early intervention to limit the
damage is crucial in decreasing mortality and morbidity. Based on reports regarding beneficial effects of melatonin,
we investigated its impact on Na+!K+/Mg2+ ATPase and Ca2+/Mg2+ ATPase activities and ultrastructure of gray and
white matter in the rat forebrain I/R model. Adult Wistar!albino rats (n = 78) were randomized into control,
ischemia (I), ischemia/reperfusion (I/R), low (I/R + melatonin 400 μg/kg), moderate (I/R + melatonin 1200 μg/kg),
and high (I/R + melatonin 2400 μg/kg) dose melatonin. Two!vessel occlusion combined with hypotension (15 min)
induced ischemia and reperfusion (75 min) achieved by blood reinfusion were performed. Activities of the membrane!
bound enzyme, brain malondialdehyde levels, and brain matter ultrastructure were examined in frontoparietal cor!
tices. Melatonin lowered production of malondialdehyde in a dose!dependently. The enzyme activities attenuated
under I and I/R, improved with melatonin treatment. I and I/R severely disturbed gray and white matter morpholo!
gy. Melatonin, in all applied doses, decreased ultrastructural damages in both gray and white matter. Favorable effects
of melatonin can be attributed to its antioxidant properties suggesting that it could be a promising neuroprotective
agent against I/R injury being effective both for gray and white matter due to favorable biological properties.

Keywords: malondialdehyde, melatonin, Na+!K+/Mg2+ ATPase, Ca2+/Mg2+ ATPase, reperfusion injury


