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РЕЗЮМЕ

Клетъчно-тъканните механизми на уврежда-
не и възстановяване след  мозъчна исхемия имат 
фундаментално приложно значение. Целта на 
настоящото проучването беше да установим 
промени в клетъчната пролиферация чрез бро-
модеоксиуридин (BrdU), индикатор за ДНК син-
теза, при новородени, едногодишни и половозре-
ли в млада възраст японски маймуни (Macaca 
fuscata) след глобална мозъчна исхемия на малкия 
мозък. Според възрастта, схемата на приложе-
ние на BrdU (2 дена х 250 mg/kg или 5 дена х 100 
mg/kg i.v.) и срока на преживяемост след исхеми-
ята (съответно 4, 9 и 15 дни) животните бяха 
разпределени в няколко контролни и експеримен-
тални групи. Приложихме имунохистохимично 
оцветяване с пероксидаза на замразени срези от 
малкия мозък на изследваните животни за из-
тъкване на пролиферативния маркер BrdU. При 
сравнение на количеството BrdU+ клетки в мал-
комозъчната кора между групите на новороде-
ни, едногодишни и възрастни животни без исхе-
мия се установи, че с увеличаване на възрастта 
пролиферативните процеси значително намаля-
ват до относително слабо изразено поддържа-
що ниво. При сравнение между групите на въз-
растните животни с различна продължител-
ност на исхемия се оказа, че тя е важен фактор, 
стимулиращ клетъчната пролиферация, като 
този ефект намалява с времето след исхемията. 
Предстои фенотипизиране на BrdU+ клетки, за 

ABSTRACT

Tissue and cellular mechanisms of damage and 
restoration аfter brain ischemia have fundamental as 
well as practical significance. The goal of the present 
study was to determine changes in cellular prolifera-
tion by bromodeoxyuridin (BrdU), indicator of DNA 
synthesis, in the cerebellum of newborn, one year old 
and adult Japanese monkeys (Macaca fuscata) after 
global brain ischemia. According to the age, BrdU par-
adigm (2 days х 250 mg/kg i.v. or 5 days х 100 mg/kg) 
and survival period after ischemia (4, 9 and 15 days 
correspondingly) the animals were distributed in sev-
eral control and experimental groups. We applied im-
munohistochemical staining with peroxidase on fro-
zen sections from cerebella of the monkeys examined 
to demonstrate the proliferative marker BrdU. Сom-
parison of thе аmount of BrdU+ cells in cerebellar cor-
tex between non-ischemic control groups of different 
age showed a significant age dependent decline in the 
proliferative processes acheaving a relatively low sup-
porting level. Comparison between groups of adult 
monkeys, subjected to ischemia with different dura-
tion, indicated that it is an important factor which in-
duced cellular proliferation in the cerebellum but this 
effect declined with the time after ischemia. A forth-
coming phenotyping of BrdU+ cells will differentiate 
between types of newborn cells and their relationship 
in the postischemic cerebellar cortex. The data ac-
quired may expand and enlarge the understanding 
about restorative processes after ischemic injury to the 
cerebellum in the primates examined.
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УВОД

В мозъка при възрастни бозайници са откри-
ти мултипотентни неврални стволови клетки, 
които могат да пролиферират в бипотентни про-
гениторни клетки на две отделни клетъчни ли-
нии – невронална и глиална, и да образуват зре-
ли неврони и глия (4,5,8). Тези клетки осъщест-
вяват физиологична регенерация и участват при 
възстановяването след увреждания на нервна-
та система (3,9). Исхемията е най-честата причи-
на за нарушение на мозъка със сериозни здравни 
и социални последици. Това обуславя големия 
интерес към механизмите, контролиращи нев-
роналната клетъчна смърт и последващата реге-
нерация. Съществуват множество животински 
модели, които изследват in vivo постисхемични-
те явления. Нашата работна постановка включ-
ва модел на глобална мозъчна исхемия при при-
мати, за да изследваме количеството и фенотипа 
на de novo генерираните клетки в постисхемичен 
малък мозък на половозрели примати. За пред-
ставяне и проследяване на пролифериращите 
клетки използвахме широко известния тимиди-
нов аналог BrdU, който служи за проучване на 
неврогенезата (7,12), включително и при малкия 
мозък (10).

Целта на настоящото проучване беше да ус-
тановим промени в клетъчната пролиферация 
на малкомозъчната кора на различна възраст и 
след глобална мозъчна исхемия с различна про-
дължителност при възрастни японски примати. 
Това би допринесло за по-задълбочено разбира-
не относно механизмите на пролиферация, миг-
рация и диференциация на невралните стволо-
ви / прогениторни клетки в малкия мозък и би 
помогнало за намирането на нови терапевтични 
подходи при исхемични мозъчни нарушения.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ

Експериментите бяха осъществени в меди-
цинския факултет на Университета в Каназа-
ва, Япония, според правилата на местната коми-

сия по етика. Обект на изследване бяха 12 жен-
ски японски маймуни (Macaca fuscata), oт кoи-
то 2 новородени, 2 ювенилни на 1 г. и 8 поло-
возрели в по-млада възраст (5-9 г.). Животни-
те бяха разпределени в общо 6 групи, във всяка 
по 2 животни, в зависимост от схемата на при-
ложение на BrdU и срока на исхемията (виж Фиг. 
1). Хирургическата процедура на глобалната мо-
зъчна исхемия е представена в Tonchev еt аl. (13). 
Под пълна упойка маймуните бяха перфузира-
ни интракардиално с 4% параформалдехид в 0.1 
M фосфатен буфер, pH7.4. Мозъците бяха изва-
дени, нарязани на подходящи парчета и пост-
фиксирани за 2-3 часа. След криопротекция и 
замразяване бяха нарязани парасагитални сре-
зи от малкия мозък с дебелина 40 μm и съхра-
нявани при -20ºC. Приложен беше стандартен 
имунохистохимичен метод с пероксидаза за из-
тъкване на BrdU. ДНК беше денатурирана в раз-
твор на 50% формамид/2x SSC на 65ºC за 2 часа и 
последващ престой в 2N HCl на 37ºC за 30 мин. 
Използвани бяха първо анти-BrdU антитяло от 
мишка или от плъх (1:100), а след него беше при-
ложено съответното второ антитяло, маркира-
но с биотин чрез комплекса авидин/пероксидаза 
(ABC Elite kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, 
САЩ). Реакцията бе визуализирана с разтвор, 
съдържащ 0.25 mg/mL диаминобензидин (Sigma) 
и 0.03% Н

2
О

2
 за 30-60 секунди. Микроскопският 

анализ на срезите бе осъществен с помощта на 
микроскоп BX60 (Олимпус, Токио, Япония).

РЕЗУЛТАТИ

Изследвахме различни парадигми на 
приложение на BrdU, за да сравним динами-
ката и степента на инкорпориране на маркера 
според възрастта и времето след исхемията 
(Фиг. 1). Установихме, че при новородените и 
едногодишните животни количеството на BrdU+ 
клетки е значително по-високо в сравнение с 
тези при възрастните контроли (Фиг. 2). При 
новородените животни все още се наблюдава 
добре изразен външен зърнест слой, който 

да се определят видовете новообразувани клет-
ки и тяхното съотношение в кората на малкия 
мозък след исхемията. Получените данни ще до-
пълнят и разширят разбирането за възстано-
вителните процеси след исхемично увреждане на 
малкия мозък при изследваните примати.

Ключови думи: исхемия, пролиферация, BrdU, 
малкомозъчна кора, примати

Keywords: ischemia, proliferation, BrdU, cerebellаr 
cortex, primates
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съдържа значително количество маркирани с 
BrdU клетки. Молекулярният и вътрешният 
зърнест слой в тази група също показват голяма 
концентрация на пролифериращи клетки, която 
е по-силно изразена в сравнение с едногодишните 
животни. При възрастните се установяват само 
единични BrdU+ клетки, нарядко разположени в 
молекулярния и зърнестия слой.

При сравнение на контролната група 3) на 
възрастните животни с отделните групи, подло-
жени на исхемия, т.е. групи 4), 5) и 6) според Фиг. 
1, установихме значително повишение на BrdU+ 
клетки при групите с исхемия (Фиг. 3). При срав-
нение само между тях се оказа, че краткосрочна-
та група, т.е. D0 – D4 или 4), показва най-много 
BrdU+ клетки в сравнение с другите две групи 5) 
и 6) (Фиг. 3). Новообразуваните клетки бяха  поч-
ти равномерно разпределени в молекулярния и 
зърнестия слой.

ОБСЪЖДАНЕ 

В настоящото проучване представяме дан-
ни за клетъчната пролиферация в кората на мал-
кия мозък при новородени, ювенилни и възраст-
ни примати във възрастов аспект и след исхе-
мия. Инкорпорирането на тимидиновия ана-
лог BrdU в отделните възрастови групи логично 
беше по-силно изразено при по-младите живот-
ни. При новородените количеството на BrdU+ 
клетки превишаваше значително тези при едно-
годишните, а от своя страна при тях също има-
ше значително повече пролифериращи клетки, 
отколкото при възрастните контроли. Прежи-
вяемостта след последната апликация на BrdU 
също оказва съществено значение за количество-
то на BrdU+ клетки. При възрастните животни 
по-малкият брой BrdU+ клетки в двете групи с 
по-дълга преживяемост (9 и 15 дни) в сравнение 
с групата с по-къса преживяемост (4 дена) се дъл-
жи на многократното делене на клетките, което 

Фиг. 1. Различни парадигми на приложение на BrdU и глобална мозъчна исхемия: 1) група - новородени жи-
вотни х 250 mg/kg BrdU i.p. ежедневно на Р0 и Р14; 2) група - на възраст от 1 година х 250 mg/kg BrdU i.p. 

ежедневно на D0 – D1; 3), 4), 5) и 6) група – възрастни животни  х 100 mg/kg BrdU i.p. ежедневно при групи 3) 
и 4) на D0 – D4, при група 5) на  D5 –D9 и при група 6) на D11 – D15. При групи 1), 2) и 3) няма исхемия, а при 
групи 4), 5) и 6) има исхемия за 20 мин. на ден D0. Перфузия на животните е осъществена 2 ч. след послед-
ната инжекция на BrdU при групи 1), 3), 4), 5) и 6) или на 34 ден при група 2). Р, постнатален ден; D, ден на 

приложение на BrdU и/или исхемията
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Фиг. 3. Количество на BrdU+ клетки в малкомозъчната кора след ежедневно приложение на 100 mg/kg i.p. за 
5 дни при контролни възрастни животни без исхемия на D0 – D4 (1 а,б) и в състояние на исхемия с различ-
на преживяемост на D0 – D4 (2 а,б), D5 –D9 (3 а,б) и D11 – D15 (4 а,б). Приложената парадигма за BrdU е съ-

ответно 3), 4), 5) и 6) според Фиг. 1. Имунохистохимично оцветяване за BrdU с DAB субстрат

води до намаляване концентрацията на BrdU в 
много от пролифериращите клетки под необ-
ходимото ниво за имунохистохимично регис-
триране на маркера. При новородените живот-

ни наблюдавахме добре изразен външен зърнест 
слой, където установихме интензивна пролифе-
рация. Считаме, че голяма част от пролиферира-
щите клетки са невронални стволови и прогени-

Фиг. 2. Количество на BrdU+ клетки в малкомозъчната кора при новородени (1 а,б), едногодишни (2 а,б) и 
възрастни животни (3 а,б) в отсъствие на исхемия. Приложената парадигма за BrdU е съответно 1), 2) и 

3) според Фиг. 1. Имунохистохимично оцветяване за BrdU с DAB субстрат
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торни клетки, които напускат този слой. Наши-
те начални резултати съответстват на данните на 
други изследователи, според които новообразу-
ваните клетки от този слой са основно млади по-
стмитотични неврони, мигриращи във вътреш-
ния зърнест слой (1,6). С увеличаване на възрас-
тта клетъчната пролиферация в кората на мал-
кия мозък при приматите намалява, както е ус-
тановено и при мишки (2,11). Също така външ-
ният зърнест слой постепенно изчезва, а остава 
само дефинитивният зърнест слой на мястото на 
вътрешния зърнест слой. 

Исхемията при възрастните животни се оказ-
ва важен фактор, който стимулира клетъчната 
пролиферация в малкия мозък. Установеният 
по-голям брой BrdU+ клетки при всички групи с 
исхемия по отношение на съответните контроли 
показва стимулиращото влияние на исхемията 
по отношение на клетъчното делене. Този ефект 
обаче се редуцира с нарастването на преживяе-
мостта след исхемията. Необходими са допъл-
нителни изследвания с двойно или тройно пара-
лелно оцветяване за други маркери, показващи 
етапите на диференциация на различните кле-
тъчните линии на de novo образуваните клетки.

ИЗВОДИ

При физиологични условия през първата го-
дина на постнаталната онтогенеза при изследва-
ните примати пролиферативните процеси в мал-
кия мозък намаляват с увеличаване на възрастта. 
Исхемията при възрастните животни се оказва 
важен фактор, който стимулира клетъчната про-
лиферация в малкия мозък, но този ефект нама-
лява с времето след исхемичното увреждане.
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