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Резюме 
Цель исследования. Изучить структурные изменения и дать морфометрическую характеристику 

проявлениям отека-набухания сенсомоторной коры (СМК) большого мозга половозрелых белых 
крыс после окклюзии общих сонных артерий различной продолжительности.  

Методы исследования. Острую ишемию моделировали на белых взрослых крысах Wistar путем 
20, 30 и 40-мин окклюзии общих сонных артерий (ООСА). Использовали гистологические (окраска 
гематоксилин-эозином и по Нисслю), иммуногистохимические (NSE, MAP-2, GFAP) и морфометриче-
ские методы исследования. Морфометрический анализ осуществляли на препаратах, окрашенных 
гематоксилин-эозином, с помощью плагинов программы ImageJ 1.53 (Find Maxima, Find Foci). Про-
верку статистических гипотез (непараметрические критерии) проводили в программе Statistica 8.0.  

Результаты. В СМК головного мозга белых крыс после 20, 30 и 40-мин ООСА появлялись признаки 
цитотоксического отека-набухания, развивались очаговые деструктивные и адаптивные изменения 
нейронов и астроглии. Проявления отека-набухания сохранялись на протяжении всего периода на-
блюдения (7 сут). Статистически значимо увеличивалась относительная площадь, количество зон 
отека-набухания и степень их гидратации (яркость пикселей). Через 1 и 3 сут после ООСА часть отро-
стков астроцитов СМК разрушалась. В большей степени страдали субпиальная и периваскулярные 
зоны. После односторонней 30 мин ООСА развивались слабые и умеренные, а после двусторонней 40 
мин ООСА — умеренные и выраженные мелкоочаговые структурно-функциональные изменения 
СМК с появлением больших зон просветления «пористого» нейропиля, выраженного периваскуляр-
ного и перинейронального отека отростков астроцитов. Последнее сочеталось с умеренной редук-
цией общей численной плотности нейронов.  

Заключение. После ООСА в СМК на фоне дистрофических и некробиотических изменений пира-
мидных нейронов и активации нейроглиальных клеток появлялись признаки отека-набухания. В 
большей степени это проявлялось через 3 сут после двусторонней 40 мин окклюзии.  
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Summary 

The aim of the study. To examine the changes in structure and morphometry in sensorimotor cortical 
edema with cell swelling in mature white rats after common carotid artery occlusion of various durations. 

Material and methods. Acute ischemia was modeled on white adult Wistar rats by 20-, 30- and 40-min oc-
clusion of the common carotid arteries (CCA). Histological (hematoxylin-eosin and Nissl staining), immuno-
histochemical (NSE, MAP-2, GFAP) and morphometric methods were used. Morphometry was assessed on 
hematoxylin and eosin-stained specimens using ImageJ 1.53 plug-ins (Find Maxima, Find Foci). Statistical hy-
pothesis testing (nonparametric criteria) was performed using Statistica 8.0 software. 

Results. In the sensorimotor cortex (SMC) of white rats after 20, 30 and 40 minutes of CCA occlusion the 
signs of cytotoxic brain edema appeared, focal destructive and adaptive changes of neurons and astroglia 
evolved. The edema persisted throughout the observation period (7 days). The increase in the relative area, 
the number of cell swelling zones and their hydration (pixel brightness) was significant. On days 1 and 3 after 
CCA occlusion, some of the SMC astrocyte processes underwent destruction. Subpial and perivascular zones 
suffered to a greater extent. Mild and moderate (after unilateral 30-min CCA occlusion) to moderate and severe 
(after bilateral 40-min CCA occlusion) scattered structural and functional changes of the SMC with large areas 
of clearing in the «porous» neuropil, severe perivascular and perineuronal edema of the astrocyte processes 
developed. The latter was associated with a moderate reduction of the total neuronal density. 

Conclusion. After occlusion of CCA, signs of edema with cellular swelling appeared in the SMC amid dys-
trophic and necrotic pyramidal neurons and activated neuroglial cells. To a greater extent, the signs of brain 
swelling were evident three days after bilateral 40-min occlusion of CCA. 
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Введение 
Цитотоксический отек-набухание голов-

ного мозга возникает при отравлении или 
гипоксии в результате нарушения клеточного 
метаболизма, удержания в клетках натрия и 
воды [1–4]. В большинстве случаев эти процес-
сы обратимы. Связанный с гипоксией цитоток-
сический отек мозга наблюдается, например, 
при локальной и тотальной острой ишемии, 
черепно-мозговой травме  [4]. Патогенетиче-
ские механизмы и структурные проявления 
отека-набухания при ишемии хорошо изучены. 
Существует тенденция рассматривать отек и 
набухание как взаимосвязанные проявления 
дисфункции водно-электролитного обмена, 
заканчивающиеся либо необратимой гидропи-
ческой дистрофией, либо восстановлением 
водно-ионного баланса и гидратации клеточ-
ных белков. Тем не менее, отек — это, прежде 
всего, скопление жидкости в межклеточных 
пространствах мозга (свободная жидкость). 
Набухание считается самостоятельным про-
цессом, имеющим в основе прочное связыва-
ние интраструктуральной воды с внутрикле-
точными биоколлоидами [4–8].  

Принципиальным механизмом цитоток-
сического отека-набухания является распро-

Introduction  
Cytotoxic cerebral edema occurs in poisoning 

or hypoxia as a result of cellular metabolic disorders 
and sodium and water retention in cells [1–4]. In 
most cases these processes are reversible. Cytotoxic 
brain edema associated with hypoxia occurs, for ex-
ample, in local and total acute ischemia, traumatic 
brain injury [4]. The pathogenetic mechanisms and 
structural manifestations of cerebral edema with 
swelling in ischemia are well studied. There is a ten-
dency to consider edema and swelling as interre-
lated manifestations of water-electrolyte imbal-
ance, ending either in irreversible hydropic 
dystrophy or in restored water-ion balance and hy-
dration of cellular proteins. However, edema is pri-
marily an accumulation of fluid in the intercellular 
spaces of the brain (free fluid). Swelling is consid-
ered to be an independent process with underlying 
strong binding of the fluid contained in the cellular 
structures to intracellular biocolloids [4–8]. 

The main mechanism of cytotoxic edema is 
spreading depolarization (SD), which is a wave of 
electrophysiological hyperactivity associated with 
excitotoxicity of glutamate. Abnormally prolonged 
SD is a prerequisite for the development of acute 
cortical lesions. At the same time, SD and cytotoxic 
edema with swelling largely coincide in terms of lo-
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страняющаяся деполяризация (РД) — волна 
электрофизиологической гиперактивности, 
связанная с экситотоксичностью глутамата. 
Патологически длительные РД являются 
необходимым механизмом развития острого 
поражения коры головного мозга. При этом РД 
и цитотоксический отек-набухание в значи-
тельной степени совпадают по локализации и 
времени регистрации. РД/отек — это изначаль-
но обратимое токсическое состояние, которое, 
однако, при превышении критических значе-
ний приводит к гибели клеток (нейронов, аст-
роцитов, олигодендроцитов). Наиболее рас-
пространенной причиной РД/отека является 
ишемический инсульт. Кратковременные эпи-
зоды РД/отека рассматриваются как относи-
тельно безвредные события и регистрируются 
в мозге контрольных животных. [9, 10]. 

Острое набухание нейронов характеризу-
ется увеличением его размеров, растворением 
нуклеопротеиновых комплексов (хромато-
фильное вещество Ниссля), гиперхромией и 
смещением ядра нейрона. Дальнейшие гидро-
пические изменения нейронов сопровождают-
ся появлением светлых пространств или 
вакуолей, прозрачной цитоплазмы. Необрати-
мая гидропическая дистрофия сопровождает-
ся сохранением ядра, но полным разрушением 
цитоплазматических органелл [11, 12].  

Функционирование, восстановление и 
гибель нейронов происходит в едином ком-
плексе с астроцитами и микрососудами [13–16]. 
После острой ишемии дальнейшая судьба ней-
роглиального комплекса окончательно опре-
деляется в течение 24–48 ч. В случае неблаго-
приятного исхода деструкции подвергаются 
некробиотически измененные нейроны и свя-
занные с ними отростки астроцитов  [12]. 
Ключевую роль в развитии отека-набухания 
играет аквапорин-4 [4, 8]. 

В течение первых 6 ч после начала инсуль-
та повреждение ишемических клеток незамет-
но и его трудно распознать под микроскопом. 
Критический порог мозгового кровотока для 
развития необратимого повреждения состав-
ляет ~15 мл/100 г�мин. Ниже этого порога ише-
мизированная ткань мозга поглощает воду в 
случае любого остаточного капиллярного пото-
ка (ионный отек). Далее развивается типичный 
цитотоксический отек-набухание [17]. Развитие 
отека-набухания сопровождается линейным 
увеличением в тканях содержания воды и может 
быть зафиксировано физическими (КТБ МРТ), 
гистологическими и иммуногистохимическими 
методами изучения нервной методами [17, 18]. 

Гибель нейронов приводит и высвобожде-
нию таких факторов, как связанные с повреж-
дением молекулярные паттерны (DAMPs), 
которые вызывают воспаление в поврежден-

calization and time of registration. SD/edema is ini-
tially a reversible toxic condition, which, however, 
leads to death of cells (neurons, astrocytes, oligo-
dendrocytes) when exceeding critical values. The 
most common cause of SD/edema is ischemic 
stroke. Brief episodes of SD/edema are considered 
to be relatively harmless and can be recorded in the 
brains of control animals [9, 10]. 

Acute neuronal swelling is characterized by an 
increase in the cellular size, dissolution of nucleopro-
tein complexes (Nissl chromatophilic substance), hy-
perchromia, and displacement of the neuronal nu-
cleus. Further hydropic neuronal changes are 
associated with clearing areas or vacuoles as well as 
transparent cytoplasm. Irreversible hydropic dystro-
phy associates with preserved nucleus but com-
pletely destructed cytoplasmic organelles [11, 12]. 

Neuronal functioning, recovery and death 
occur together with astrocytes and microves-
sels [13–16]. After acute ischemia, the further fate 
of neuroglial complex is ultimately determined 
within 24–48 h. In case of unfavorable outcome, 
necrobiotic neurons and associated astrocyte 
processes undergo destruction [12]. Aquaporin-4 
plays a key role in the development of this edema-
associated swelling [4, 8]. 

During the first 6 h after stroke onset, ischemic 
cell damage is subtle and difficult to recognize 
under a microscope. The critical threshold of cere-
bral blood flow for the development of irreversible 
damage is about 15 ml/100 g�min. Below this 
threshold, ischemic brain tissue absorbs water if 
any residual capillary flow occurs (ionic edema). 
Then a typical cytotoxic cerebral edema with 
swelling develops [17]. The latter is accompanied 
by a linear increase in tissue fluid content and can 
be recorded by imaging (CT or MRI), histological 
and immunohistochemical methods [17, 18]. 

Neuronal death also leads to the release of fac-
tors such as damage-associated molecular patterns 
(DAMPs), which initiate inflammation in the dam-
aged area of the brain. This exacerbates damage to 
the blood-brain barrier, microvascular failure, brain 
edema, oxidative stress, and directly induces neu-
ronal death. The developing global brain inflamma-
tion can trigger secondary delayed pathological 
changes and affect long-term neurological outcome. 
Thus, the development of brain edema with cell 
swelling correlates with global brain inflammation 
and, consequently, with its microglial system [19]. 

However, it is unknown how the development 
of brain edema is affected by the duration of the 
mild ischemia period. Also, it is still unclear which 
changes in the upper cortex initiate neurodegener-
ative processes of the underlying neurons and 
which are predominantly protective through re-
duced ascending nonspecific activation. 

Thus, the hypothesis of the role of brain 
edema with cell swelling in nerve tissue protection 
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ной области мозга. Это усугубляет поврежде-
ние гематоэнцефалического барьера, микросо-
судистую недостаточность, отек мозга, окисли-
тельный стресс и непосредственно вызывает 
гибель нейронов. Развивающееся глобальное 
воспаление мозга может формировать вторич-
ные отсроченные патологические изменения и 
влиять на долгосрочный неврологический 
исход. Таким образом, развитие отека-набуха-
ния коррелирует с глобальным воспалением 
головного мозга, а, следовательно, с его микро-
глиоцитарной системой [19]. 

Однако неизвестно, как на развитие отека-
набухания влияет продолжительность периода 
слабой ишемии и при каких изменениях верх-
них отделов коры начинаются нейродегенера-
тивные процессы нижележащих нейронов, а 
при каких происходит преимущественно защи-
та в результате уменьшения восходящей неспе-
цифической активации. 

Таким образом, гипотеза о роли отека-
набухания в защите нервной ткани имеет 
право на существование. Поэтому необходимы 
дальнейшие исследования в этом направле-
нии. В настоящей работе проведено сравни-
тельное гистологическое и морфометрическое 
исследование проявлений отека-набухания в 
СМК головного мозга половозрелых белых 
крыс в норме и после 20, 30 и 40 мин окклюзии 
общих сонных артерий.  

Материал и методы 
Работа выполнена в ФГБОУ ВО «Омский госу-

дарственный медицинский университет», одобрена 
этическими комитетами вуза (протокол № 83 от 14 
октября 2016 г.; протокол № 107 от 2 октября 2018г). 
Использовали аутбредных половозрелых крыс 
стока Wistar (самцы масса 270−350 гр.). Животных со-
держали в стандартных лабораторных условиях, 
эксперимент проводили в соответствии с «Прави-
лами проведения работ с использованием экспери-
ментальных животных» (Приложение к приказу 
Министерства здравоохранения СССР от 12.08.77 
№755) и с рекомендациями Международного коми-
тета по науке о лабораторных животных, поддер-
жанных ВОЗ, директивой Европейского Парла-
мента № 2010/63/EU от 22.09.10 «О защите 
животных, используемых для научных целей».  

Острую неполную ишемию головного мозга 
моделировали путем 20 (группа I, n=24), 40 мин 
(группа III, n=24) двусторонней и 30 мин (группа II, 
n=24) односторонней окклюзии общих сонных арте-
рий (ООСА) без гипотонии. Эксперимент проводили 
под наркозом: Zoletil 100 (5−7 единиц). Контролем 
служили интактные крысы (n=6). Через 1, 3 и 7 сут 
после ООСА (n=54, по 6 крыс на срок) мозг фиксиро-
вали перфузией последовательным введением 
100−125 мл раствора 0,9% NaCl и Фрагмина (5000 еди-
ниц) и 30 мл 4% раствора параформальдегида на 
фосфатном буфере (pH 7,2−7,4). Полученный мате-
риал с помощью автомата «STP 120» заключали в го-

may be valid. Therefore, further research in this di-
rection is necessary. In this study a comparative his-
tological and morphometric examination of brain 
edema manifestations in the SMC of mature white 
rats before and after 20, 30 and 40 min occlusion of 
the common carotid arteries was performed.  

Materials and Methods 
The study was performed at the Omsk State Med-

ical University; it had been approved by the ethical com-
mittees of the university (Protocol 83, October 14, 2016; 
Protocol 107, October 2, 2018). Outbred sexually mature 
Wistar rats (males weighing 270–350 g) were used. Ani-
mals were kept in standard laboratory conditions, the ex-
periment was carried out according to the «Rules of work 
with experimental animals» (Appendix to the order of the 
Ministry of Health of the USSR from 12.08.77 No.755) and 
with the International Council for Laboratory Animal Sci-
ence guidelines, supported by WHO, the directive of the 
European Parliament No. 2010/63/EU from 22.09.10 «On 
protection of animals used for scientific purposes». 

Acute incomplete cerebral ischemia was simulated 
by 20 min (group 1, n=24), 40 min (group 3, n=24) bilat-
eral and 30 min (group 2, n=24) unilateral common 
carotid artery (CCA) occlusion without hypotension. The 
experiment was performed under anesthesia by Zoletil 
100 (tiletamine-zolazepam) (5–7 units). Intact rats (n=6) 
served as a control. On days 1, 3, and 7 after CCA occlu-
sion (n=54, 6 rats per time period) the brains were perfu-
sion-fixed by sequential injections of 100–125 ml of 0.9% 
NaCl solution and sodium dalteparin (5000 IU) and 30 ml 
of 4% paraformaldehyde solution on phosphate buffer 
(pH 7.2–7.4). The obtained material was embedded in 
homogenized paraffin (HISTOMIX®) using an STP 120 
machine. Serial frontal sections (4 µm thickness) were 
prepared using an HM 450 microtome (Thermo) at the 
level of the sensorimotor cortex (SMC) [20]. Manipula-
tions related to material sampling were performed under 
Zoletil 100 anesthesia. 

Cell identification (neuron/glia) of SMC was per-
formed on Nissl and hematoxylin and eosin stained 
preparations, as well as using immunohistochemical typ-
ing of NSE, MAP-2 (neurons), and GFAP (astrocytes). The 
cytoskeleton of neurons (bodies and processes) was stud-
ied using the MAP-2 reaction, the cytoskeleton of astro-
cytes by the GFAP reaction. NSE, MAP-2, and GFAP reac-
tions were used only for typing and localization of the 
corresponding structures by specific proteins. The total 
neuronal and glial cell densities (counts per 1 mm2) in 
layers III and V of the SMC were estimated on Nissl-
stained preparations; only sections with a visible neu-
ronal nucleus were included to ensure consistency. 

Poly- and monoclonal antibodies were used for im-
munohistochemical study. They included NSE 
(RAA537Ra01, rabbit polyclonal antibodies to rat antigen 
with 5–20 µg/ml dilution, Cloud-Clone Corp.), MAP-2 
(ab32454, rabbit polyclonal antibody, with 1 µg/ml dilu-
tion, Abcam, USA), and GFAP (PA0026, murine monoclonal 
antibody, GA5 clone, ready-to-use, Bond Ready-to-Use Pri-
mary Antibody; Leica Biosystems Newcastle Ltd, UK). 

The immunohistochemical reactions were per-
formed on sections placed on polylysine-coated slides. 
After reaction with primary antibodies, the sections were 
incubated with appropriate secondary antibodies, DAB 
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могенизированный парафин (HISTOMIX®). Серий-
ные фронтальные срезы (толщина 4 мкм) готовили 
с помощью микротома HM 450 (Thermo) на уровне 
сенсомоторной коры (СМК) [20]. Манипуляции, свя-
занные с забором материала, проводили под нарко-
зом Zoletil 100.  

Идентификацию клеток (нейрон/глия) СМК 
проводили на препаратах, окрашенных гематоксили-
ном и эозином, по Нисслю, а также при иммуногисто-
химическом типировании NSE, MAP-2 (нейроны) и 
GFAP (астроциты). Цитоскелет нейронов (тела и от-
ростки) изучали с помощью реакции на МАР-2, ци-
тоскелет астроцитов — с помощью реакции на GFAP. 
Реакции NSE, МАР-2 и GFAP использовали только для 
типирования и определения локализации соответ-
ствующих структур по специфическим белкам. 
Общую численную плотность нейронов и глиальных 
клеток (пересчет на 1 мм2) в слоях III и V СМК подсчи-
тывали на препаратах, окрашенных по Нисслю; для 
стандартизации учитывали только срезы нейронов с 
видимым ядрышком.  

Для иммуногистохимического исследования ис-
пользовали поли- и моноклональные антитела. NSE 
(РАА537Ra01) — кроличьи поликлональные антитела 
к крысиному антигену; разведение 5–20 мкг/мл 
(Cloud-Clone Corp.). MAP-2 (ab32454) — кроличьи по-
ликлональные антитела, разведение 1 мкг/мл 
(Аbcam, США). GFAP (PA0026) — мышиные монокло-
нальные антитела, клон GA5, готовые к применению 
(Bond Ready-to-Use Primary Antibody; Leica Biosystems 
Newcastle Ltd, Великобритания).  

Иммуногистохимическую реакцию проводили 
на срезах, помещенных на полилизиновые пред-
метные стекла. После реакции с первичными анти-
телами срезы инкубировали с соответствующими 
вторичными антителами, хромогеном DAB (3,3'-ди-
аминобензидин), докрашивали гематоксилином, 
заключали в полистирол. Для визуализации ис-
пользовали мультимерный набор NovolinkTM (DAB) 
Polymer Detection System (Leica Biosystems Newcastle 
Ltd, Великобритания).  

Препараты фотографировали на микроскопе 
Leica DM 1000 (объектив 100, камера GXCAM-DM800 
Unique Wrap-Around 8MP AUTOFOCUS USB, pixel size 
1,4�1,4 µm), изображение сохраняли в файлах с рас-
ширением tiff (2592�1944 пикселей). При окраске ге-
матоксилин-эозином для изучения зон (пиков) мак-
симальной яркости (ЗМЯ) на каждый срок отбирали 
по 30 случайно выбранных полей зрения (каждое 
31400 мкм2) СМК. На этих полях зрения выделяли 
области интереса (ROI) — участки молекулярного 
слоя размером 20�20 мкм, формировали стеки 
(100–120 ROI), рассчитывали среднее значение для 
каждого поля зрения и животного. Далее формиро-
вали и сравнивали вариационные ряды по 30 значе-
ний на срок. Дальнейшее морфометрическое иссле-
дование осуществляли с использованием 
программы ImageJ 1.52 s. 

Для морфометрического изучения изменений 
зон максимальной яркости (предположительно 
проявления отека-набухания) на цветных изображе-
ниях использовали плагин-фильтр «Find Maxima» 
M.Schmid из программы ImageJ 1.53с (https://im-
agej.nih.gov/ij/docs/menus/process.html#find-max-
ima). Предварительно зона интереса (ROI, только 

(3,3'-diaminobenzidine) chromogen, stained with hema-
toxylin, and embedded in polystyrene. A NovolinkTM 
(DAB) Polymer Detection System (Leica Biosystems New-
castle Ltd., United Kingdom) universal kit was used for 
imaging. 

The preparations were photographed using a Leica 
DM 1000 microscope (�100 objective, GXCAM-DM800 
Unique Wrap-Around 8MP AUTOFOCUS USB camera, 
pixel size 1.4�1.4 µm), and the images were saved as tiff 
files (2592�1944 pixels). When stained with hematoxylin-
eosin, 30 randomly selected visual fields (each 31400 µm2) 
of SMC were selected for each studied time period to eval-
uate the maximal brightness zones (MBZ). The areas of 
the molecular layer sized 2020 µm (regions of interest, 
ROIs) were selected in these visual fields, stacks (100–120 
ROIs each) were formed, and the average values for each 
visual field and the animal were calculated. Next, ordered 
series of 30 values per time period were generated and 
compared. Further morphometric study was performed 
using ImageJ 1.52c software. 

For morphometric study of changes in maximal 
brightness zones (presumably representing edema with 
cell swelling) on color images we used plugin-filter «Find 
Maxima» M.Schmid from the ImageJ 1.53c software 
(https://imagej.nih.gov/ij/docs/menus/process.html#fi
nd-maxima). The zone of interest (ROI, neuropil only) 
was preliminarily processed using the algorithm of the 
«Morphological Filters» plugin from the «MorphoLibJ» 
package (Radius 1 pix). This allowed morphological seg-
mentation of the study object and consistency of the im-
ages. The relative area (S, %) and numerical density (N, 
per 400 µm2) of MBZ were determined on obtained image 
masks («Analyze Particles»).  

The maximal brightness zones in the neuropil of 
SMC had different shapes, sizes, and intensity levels (see 
Fig. 6). Individual assessment of the maximum brightest 
and largest peaks in the visual field of the neuropil of the 
SMC molecular layer in groups 1, 2, and 3 was performed 
using the Find Foci plugin (GDSC ImageJ software pack-
age for microscopy image analysis). It allows to classify 
all the MBZs by size and intensity by calculating, in par-
ticular, the «total pixel intensity» which is the MBZ size 
in pixels multiplied by pixel brightness [21]. 

According to the literature, 6–8 animals per group, 
5–6 serial sections, and 5–10 randomized SMC visual 
fields (areas of interest) per each section are sufficient to 
obtain reliable results in a morphological study [22, 23]. 
In this study, we compared 30 randomized SMC visual 
fields per time period, which is sufficient to obtain reli-
able results. 

Statistical hypothesis testing was performed using 
nonparametric criteria (Mann–Whitney U-test, ANOVA 
Kraskel–Wallis test) and correlation analysis (based on χ2 
test) using Statistica 8.0 software (StatSoft). Quantitative 
data in the study were presented as median (Me, 50% 
quartile, Q2) and interquartile range (Q1–Q3, or 25–75% 
quartiles), or percentage (%). Multiple comparisons were 
performed using Kraskel–Wallis ANOVA [24] test. 

Results and Discussion 
No structural signs of cytotoxic edema were 

found in the SMC of the control group animals. 
Uniform staining of neuropil with eosin prevailed 
(Fig. 1, a) indicating identical fluid content in the 
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нейропиль) подвергалась обработке алгоритмом 
плагина «Morphological Filters» из пакета «Mor-
phoLibJ» (Radius 1 pix). Это позволяло провести мор-
фологическую сегментацию объекта изучения и 
стандартизовать изображения. На полученных мас-
ках изображений определяли («Analyze Particles») от-
носительную площадь (S, %) и численную плотность 
(N, на 400 мкм2) ЗМЯ.  

ЗМЯ в нейропиле СМК имели разные формы, 
размеры и степень яркости (см. рис. 6). Индивиду-
альную оценку максимально ярких и крупных по 
площади пиков поля зрения нейропиля молеку-
лярного слоя СМК в группах I, II, III проводили с по-
мощью плагина Find Foci (набор программ GDSC 
ImageJ анализа изображений для микроскопии). 
Он позволяет распределить все ЗМЯ по размерам 
и степени яркости путем вычисления, в частности, 
интегрального показателя «общая интенсивность 
пикселей» — произведение размера ЗМЯ в пиксе-
лях на яркость пикселей [21].  

По литературным данным, для получения 
значимых результатов в ходе морфологического ис-
следования достаточно 6–8 животных в группе, 5–6 
серийных срезов и 5–10 случайных полей зрения 
СМК (зоны интереса) на каждом срезе [22, 23]. В на-
стоящем исследовании мы сравнивали по 30 рандо-
мизированных полей зрения СМК на срок, что до-
статочно для получения значимых результатов.  

Проверку статистических гипотез осуществ-
ляли непараметрическими критериями (Mann–Whit-
ney U-test, ANOVA Kraskel–Wallis) и корреспондент-
ского анализа (соответствий, в основе критерий χ2) с 
помощью программы Statistica 8.0 (StatSoft). Количе-
ственные данные в исследовании представили как 
медиану (Me — 50% квартиль, Q2) и интерквартиль-
ный разброс (Q1–Q3 — 25−75% квартили), процент-
ную долю (%). Проблему множественного сравнения 
решали путем использования ANOVA Kraskel-Wallis [24].  

Результаты и обсуждение 
В СМК животных контрольной группы не 

выявили структурных проявлений цитотоксиче-
ского отека-набухания. Преобладало равномер-
ное окрашивание нейропиля эозином (рис. 1, а). 
Это свидетельствовало о том, что в биоколлоидах 
цитоплазмы его составляющих (аксоны, дендри-
ты, синапсы, отростки астроцитов) было при-
мерно одинаковое содержание воды.  

Через 1 и 3 сут после ООСА в молекулярном 
слое СМК происходило формирование «пори-
стого» нейропиля — набухание микроглии и 
периваскулярной отечности сосудов. В III–V 
слоях наблюдали нейроны с потемневшей цито-
плазмой и пикнотические (красные) нейроны с 
умеренным перицеллюлярным отеком, боль-
шое количество глиальных клеток (рис. 1, b, d, 
e). Однако в верхнем этаже СМК появлялись 
GFAP-негативные локальные ишемические 
зоны или с очень тонкими, прерывистыми 
отростками астроцитов (рис. 1, c). Деструктив-
ные изменения цитоскелета астроцитов пре-
обладали у животных группы III (после 40 мин 

cytoplasmic biocolloids of its components (axons, 
dendrites, synapses, astrocyte processes). 

On days 1 and 3 after CCA occlusion, the 
«porous» neuropil due to swelling of microglia and 
perivascular edema of vessels occurred in the mo-
lecular layer of SMC. Neurons with dark cytoplasm 
and shrinking (red) neurons with moderate pericel-
lular edema and numerous glial cells were observed 
in layers III–V (Fig. 1, b, d, e). However, GFAP-nega-
tive local ischemic zones or areas with very thin in-
termittent astrocytic processes appeared in the 
upper SMC level (Fig. 1, c). Destructive changes in 
the astrocytic cytoskeleton predominated in group 
3 animals (after 40 min of occlusion). On day 7 after 
CCA occlusion, GFAP-negative zones in SMC were 
barely visible; regeneration and hypertrophy of as-
trocytic processes were observed indicating mod-
erate reactive astrogliosis (Fig. 1, f). Thus, on day 3 
following 40 min CCA occlusion, the neuroglial 
index of the SMC increased from 1.62 (1.53–1.81) to 
2.72 (2.48–3.10) (median; Mann–Whitney U–test; 
P=0.001). 

Hydropic alterations and lucent structures (as-
trocyte processes, terminals, distal dendrites) pre-
dominated in the neuropil, but neurons with dis-
tinct perikaryon vacuolization were also 
encountered (Fig. 2). Dendrite and neuropil vac-
uolization was easily verified by immunohisto-
chemical typing of NSE, MAP-2, and GFAP (Fig. 3, a, 
b, c). Astrocyte bodies (8–10 µm) and their processes 
were displayed as a network filling the space be-
tween the SMC perikaryons (Fig. 3, c). Some of the 
processes showed signs of swelling (Fig. 2). 

Compared to the control after CCA occlusion, 
all experimental groups revealed a significant de-
crease in the total numerical density of neurons in 
layers III and V of the SMC. Thus, in group 3 on day 
7 post occlusion, this parameter in layer III de-
creased by 26.4% (P=0.001), with a normal value of 
442 (352–485), and in layer V by 18.5% (P=0.01), 
with a normal value of 290 (244–331) per 1 mm2 
(Mann–Whitney U-test). At the same time, multiple 
comparisons showed intergroup differences 
(H=9.7; P=0.02; Kruskal–Wallis one-way analysis of 
variance). Compared to group 3, the smallest re-
duction in the total numerical density of neurons 
was noted in animals with unilateral CCA occlusion 
(group 2): in layer III it was 16.5% (P=0.001), while 
in layer V it was 9.2% (P=0.01; Mann–Whitney 
U-test). However, no differences were found be-
tween groups 1 and 3 for this parameter (P�0.05; 
Mann–Whitney U-test). Consequently, on day 7 
after reperfusion, bilateral CCA occlusion resulted 
in more severe impact on the population of pyram-
idal neurons in layers III and V of the SMC. 

Hence, the histological and immunohisto-
chemical alterations found in the SMC were indica-
tive of varying impact of 20, 30 and 40 min CCA oc-
clusion on SMC neurons. Similar diffuse and focal 
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окклюзии). Через 7 сут после ООСА GFAP-нега-
тивные зоны в СМК практически не встреча-
лись, происходило восстановление и гипертро-
фия астроцитарных отсостков — умеренные 
проявления реактивного астроглиоза (рис. 1, f). 
Так, через 3 сут после 40 мин ООСА нейрогли-
альный индекс СМК увеличивался от 1,62 
(1,53–1,81) до 2,72 (2,48–3,10) (медиана; 
Mann–Whitney U-test; p=0,001). 

Гидропические изменения, с просветлени-
ем структур, преобладали в нейропиле (отро-
стки астроцитов, терминали, дистальные денд-

changes have been described in superficial SMC 
damage by other authors [25] and previously by the 
authors of this paper [14]. 

To compare the severity of SMC edema in the 
studied groups we used the analysis of color images 
of neuropil areas of the same size (20�20 microns) 
without microvessels by assessing their pixel prop-
erties (brightness, number). Bright pixels (against 
the darker background) corresponded to the areas 
of SMC with high water content and were consid-
ered the maximum brightness zones. We found that 
on day 1 after CCA occlusion in all groups, the rel-

Рис. 1. Фрагменты СМК головного мозга белых крыс в норме (а) и постишемическом периоде (группа III; b, c, d, e, f ).  
Fig. 1. Fragments of white rat brain SMC in normal (a) and postischemic period (group 3; b, c, d, e, f). 
Note. No vacuolization of the molecular layer neuropil in normal SMC (a); vacuolization of the neuropil (arrows), perivascular and 
perikaryonic edema of astrocytic processes (arrows), hyperchromia and shrinkage of perikarya (red neurons); large number of glial 
cells (b, d, e); area of destruction (*) of astrocytic processes (c, day 1); astrocytic hyperplasia (f, day 7, arrows). Hematoxylin-eosin staining 
(a, b, d, e), GFAP immunohistochemical typing (c, f). ×100 magnification; 20 µm scale (a, b, d–f); ×40 magnification; 50 µm scale (c).  
Примечание. Отсутствие вакуолизации нейропиля молекулярного слоя в норме (а); вакуолизация нейропиля (стрелки), 
периваскулярный и перикариональный отек астроцитарных отростков (стрелки), гиперхромия и сморщивания пери-
карионов (красные нейроны); большое количество глиальных клеток (b, d, e); зона деструкции (*) отростков астроцитов 
(c, 1 сут); гиперплазия астроцитов (f, 7 сут, стрелки). Окраска гематоксилин-эозином (a, b, d, e), иммуногистохимическое 
типирование GFAP (c, f). Объектив ×100; шкала — 20 мкм (a, b, d–f ); объктив ×40; шкала — 50 мкм (c).  
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риты), но встречались нейроны с явными при-
знаками вакуолизации перикариона (рис. 2). 
Вакуолизация дендритов и нейропиля хорошо 
верифицировалась при иммуногистохимиче-
ском типировании NSE, MAP-2 и GFAP (рис. 3, а, 
b, c). Тела астроцитов (8–10 мкм) и их отростки 
были представлены в виде сети, которая 
заполняла пространство между перикариона-
ми СМК (рис. 3, c). Часть отростков имела при-
знаки набухания (рис. 2).  

В сравнении с контролем после ООСА во 
всех экспериментальных группах выявили 
статистически значимое уменьшение общей 
численной плотности нейронов слоя III и V 
СМК. Так, в группе III через 7 сут наблюдения 
в слоя III этот показатель уменьшался на 26,4% 
(p=0,001), в норме — 442 (352−485), а слое V — 
на 18,5% (p=0,01), в норме 290 (244−331) на 1 мм2 
(Mann–Whitney U-test). При этом множествен-
ное сравнение показало наличие межгруппо-
вых различий (H=9,7; p=0,02; Kruskal–Wallis 
one-way analysis of variance). В сравнении с 
группой III наименьшую редукцию общей 
численной плотности нейронов отметили у 
животных с односторонней ООСА (группа II): 
в слое III — на 16,5% (p=0,001), V — на 9,2% 
(p=0,01; Mann–Whitney U-test). Однако, разли-
чий между группами I и III по этому показате-
лю не выявили (р�0,05; Mann–Whitney U-test). 
Следовательно, через 7 сут после реперфузии 
двусторонняя ООСА имела более тяжелые 
последствия для популяции пирамидных ней-
ронов слоев III и V СМК.  

ative area of maximum brightness zones (median) 
was 2–2.5 times higher than the control values. 
Multivariate testing for equality of medians of this 
parameter revealed significant differences between 
the samples of groups 1–3 on day 1 (H=37.8; 
P=0.0001), day 3 (H=26.6; P=0.0001), and day 7 
(H=8.3; P=0.02; Kruskal–Wallis ANOVA) post occlu-
sion. The highest values of the parameter were ob-
served on days 1 and 3 in group 3 (Fig. 4).  

In addition, the groups differed in the fre-
quency distribution of visual fields with the same 
relative volume. Most visual fields with high values 
of the relative area of maximum brightness zone 
were detected on day 1 in group 3 (Fig. 5, Table). In 
this group, the «porous» areas in the upper molec-
ular layer of SMC were 1.5–2.5 times more frequent 
(χ2=10.5; P=0.01) (Fig. 1, b). 

A comparative analysis of the total numerical 
density of MBZ in the neuropil of the SMC molec-
ular layer in the controls and post CCA occlusion 
showed a significant increase in the swollen com-
ponents of the neuropil (Fig. 6). Multivariate testing 
of the equality of the medians of this parameter re-
vealed significant differences between the samples 
of groups 1-3 on days 1 (H=9.4; P=0.01), 3 (H=69.6; 
P=0.0001), and 7 (H=54.5; P=0.0001; Kruskal–Wallis 
ANOVA). At the same time, small (but more numer-
ous) MBZs were more frequent in group 2 (unilat-
eral CCA occlusion) (Fig. 7; Table). This suggested 
more intense neuropil swelling or a tendency for 
the fusion of MBZs to form conglomerates of irre-
versibly enlarged/altered astrocyte processes after 
bilateral 40 min CCA occlusion. Cytoplasmic bio-

Рис. 2. Фрагменты СМК головного мозга белых крыс в постишемическом периоде (группа III, 3 сут).  
Fig. 2. Fragments of the brain SMC of white rats in the postischemic period (group 3, day 3).  
Note. Vacuolization of the neuropil (*) and perikaryon (arrow), edema of perikaryon of astrocytic processes. Nissl staining. ×100 
magnification; 20 µm scale. 
Примечание. Вакуолизация нейропиля (*) и перикариона (стрелка), перикариональный отек астроцитарных отростков. 
Окраска по Нисслю. Объектив ×100; шкала — 20 мкм. 
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Таким образом, найденные гистологиче-
ские и иммуногистохимические изменения 
СМК свидетельствовали о разной степени воз-
действия 20, 30 и 40 мин ООСА на нейроны СМК. 
Подобные диффузно-мелкоочаговые измене-
ния описаны при поверхностном повреждении 
СМК другими авторами [25] и ранее нами [14]. 

Для сравнения степени проявлений 
отека-набухания СМК в изученных группах 
использовали анализ цветных изображений 
одинаковых по размеру (20�20 мкм) участков 
нейропиля, не содержащих микрососуды, с 
помощью оценки их пиксельного состава 
(яркость, количество). Яркие пиксели (выше 
более темного фона) соответствовали участкам 
СМК с высоким содержанием воды — ЗМЯ. 
Установили, что через 1 сут после ООСА во всех 
группах относительная площадь ЗМЯ (медиа-
на) статистически значимо превышала конт-
рольное значение в 2–2,5 раза. Многомерная 
проверка равенства медиан данного показате-
ля выявила наличие статистически значимых 
различий между выборками групп I–III через 1 
сут (Н=37,8; р=0,0001), 3 сут (Н=26,6; р=0,0001) и 
7 сут (Н=8,3; р=0,02; Kruskal–Wallis ANOVA). При 
этом наиболее высокие значения показателей 
отмечали через 1 и 3 сут в группе III (рис. 4).  

Кроме того, группы отличались по частот-
ному распределению полей зрения с одинако-

colloids no longer retained some part of the fluid, 
which transformed into a free state with probable 
migration to the intercellular space as well. This 
created favorable conditions for interstitial edema 
development [12]. 

The maximum brightness zones in neuropil 
(Fig. 8, a, b) detected using the Find Maxima filter 
had different shapes, sizes and intensity levels. This 
was clearly seen when using Find Foci plugin (Fig. 8, 
c). For example, area of one MBZ in this image var-
ied from 0.8 to 14 µm2, brightness — from 200 to 
252. The largest MBZs in terms of central trend 
(median) and interquartile range (Q1–Q3) were 
found in groups 1 and 3 (bilateral CCA occlusion). 
In group 1, this index was 2.62 (2.43–3.35) on day 1, 
2.77 (2.52–3.55) on day 3, and 2.65 (2.12–2.82) on 
day 7. In group 2 it was 1.98 (1.67–2.51) on day 1, 
1.55 (1.43–2.15) on day 3, and 1.56 (1.38–1.90) on 
day 7. In group III the values were 3.03 (2.87–3.58) 
on day 1, 2.54 (2.48–3.11) on day 3, and 1.94 
(1.76–2.60) on day 7. A multiple comparison 
(Kruskal–Wallis ANOVA) of the three groups 
showed significant differences on day 1 (H=26.8; 
P=0.0001); day 3 (H=22.5; P=0.0001); day 7 (H=8.3; 
P=0.02). 

According to multivariate analysis, the total 
pixel intensity of maximum brightness in the peaks 
was significantly different between the groups 
(H=30.6; P=0.0002). However, differences were 

Рис. 3. Иммуногистохимическое типирование нейронов (а), цитоскелета нейронов (b) и астроцитов (c), группа III (3 сут).  
Fig. 3. Immunohistochemical typing of neurons (a), neuronal cytoskeleton (b) and astrocytes (c), group 3 (day 3). 
Note. Pericellular and perivascular edema, vacuolization of dendrites and neuropil. Black arrows indicate perikaryons; red-and-
black arrows indicate dendrites; red arrows indicate astrocytic processes; * — capillary lumen. Staining: reaction for NSE (a), MAP-
2 (b), and GFAP (c), pre-staining with hematoxylin. ×100 magnification; 20 µm scale. 
Примечание. Перицеллюлярный и периваскулярный отек, вакуолизация дендритов и нейропиля. Черные стрелки — 
перикарионы; красно-черные стрелки — дендриты; красные стрелки — отростки астроцитов; * — просветы капилляров. 
Окраска: реакция на NSE (а), MAP-2 (b) и GFAP (c), докраска гематоксилином. Объектив ×100; шкала — 20 мкм. 
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вым относительным объе-
мом. Больше всего полей 
зрения с высоким значени-
ем относительной площади 
ЗМЯ выявили через 1 сут в 
группе III (рис. 5; табл.). В 
этой группе в 1,5–2,5 раза 
чаще (χ2=10,5; р=0,01) 
встречались «пористые» 
участки в верхнем этаже 
молекулярного слоя СМК 
(рис. 1, b). 

Сравнительный ана-
лиз общей численной плот-
ности ЗМЯ в нейропиле 
молекулярного слоя СМК в 
контроле и после ООСА 
показал наличие статисти-
чески значимого увеличе-
ния количества набухших 
компонентов нейропиля 
(рис. 6). Многомерная про-
верка равенства медиан 
данного показателя выяви-
ла наличие статистически 
значимых различий между 
выборками групп I–III через 
1 сут (Н=9,4; р=0,01), 3 сут 
(Н=69,6; р=0,0001) и 7 сут 
(Н=54,5; р=0,0001; Kruskal– 
Wallis ANOVA). При этом 
мелкие (но более многочисленные) ЗМЯ чаше 
встречались в группе II (односторонняя 
ООСА) (рис. 7, табл.). Это свидетельствовало о 
том, что после двусторонней 40 мин ООСА, 
вероятно, набухание нейропиля проявлялось 
сильнее или появлялась тенденция слияния 
ЗМЯ с образованием конгломератов необра-
тимо расширенных/измененных отростков 
астроцитов. Биоколлоиды цитоплазмы пере-

found between time points (days 1, 2, and 3) only 
in group 3 (H=11.5; P=0.003), and between groups 
on the same time points on day 1 (H=12.2; P=0.002) 
and day 3 (H=10.8; P=0.01). On day 7 post CCA oc-
clusion, this parameter was approximately identi-
cal in all groups (Fig. 9). Probably, during this pe-
riod, a decrease in the intracellular water content 
occurred accompanied by resolution of the struc-
tural features of cytotoxic neuropil edema. This was 

Рис. 4. Относительная площадь зон максимальной яркости в поле зрения ней-
ропиля молекулярного слоя СМК в контроле и после ООСА (1, 3 и 7 сут) в группах 
I (20 мин), II (30 мин) и III (40 мин).  
Fig. 4. Relative area of maximal brightness zones in the visual field of neuropil of the 
SMC molecular layer in the controls and after CCA occlusion (days 1, 3, and 7) in groups 
1 (20 min), 2 (30 min) and 3 (40 min post occlusion).  
Note. For fig. 4, 6: c — controls. The differences versus group 1 (*) and group 2 (#) were sig-
nificant (Mann–Whitney test). Compared to controls, the differences were significant for 
all groups and time points at P�0.0001. Data are presented as median (Me) (Q2), 25–75% 
quartiles (Q1–Q3), and non-outlier range (Min–Max). 
Примечание. Для рис. 4, 6: c — контроль. Различия в сравнении с группой I (*), c 
группой II (#) статистически значимы (критерий Манна–Уитни). В сравнении с 
контролем различия значимы для всех групп и сроков при p�0,0001. Материал 
представили как медиану (Me) (Q2), 25–75% квартили (Q1–Q3) и диапазон без вы-
бросов (Min–Max). 

Comparison                                                                                                                                                                        Result 
                                                                                                                                                                   Area                                                      Number 
Group 1 vs group 2                                                                                               χ2=84.0; df=45; P=0.0004*             χ2=211.6; df=70; P=0.000* 
Group 1 vs group 3                                                                                             χ2=150.0; df=65; P�0.0001*            χ2=150.2; df=60; P=0.000* 
Group 2 vs group 3                                                                                             χ2=167.0; df=60; P�0.0001*            χ2=143.5; df=55; P=0.000* 
Intragroup 1 between various time points                                                    χ2=29.0; df=18; P=0.047                   χ2=28.4; df=18; P=0.06 
Intragroup 2 between various time points                                                   χ2=39.0; df=16; P=0.001*               χ2=51.8; df=22; P=0.0003* 
Intragroup 3 between various time points                                                   χ2=49.0; df=22; P=0.001*                 χ2=35.4; df=16; P=0.01* 
Intergroup on day 1                                                                                             χ2=60.0; df=24; P=0.0001*                 χ2=21.4; df=18; P=0.26 
Intergroup on day 3                                                                                             χ2=42.0; df=11; P�0.0001*             χ2=113.5; df=26; P=0.000* 
Intergroup on day 7                                                                                             χ2=42.0; df=11; P�0.0001*              χ2=76.0; df=26; P=0.000* 
Between the controls and each time point groupwise                            χ2�40; df=11; P�0.0001*                χ2�40; df=10; P�0.0001* 
The differences were considered significant at P�0.01 

Многомерное сравнение частотного распределения полей зрения по относительной площади и коли-
честву зон максимальной яркости в молекулярном слое СМК (корреспондентский анализ). 
Multivariate comparison of the frequency distribution of visual fields by relative area and number of zones of 
maximum brightness in the molecular layer of the SMC (correspondence analysis). 

Примечание. Comparison — сравнение; result — результат; area — площадь; number — количество; group 1 vs group 2 — 
группа 1 по сравнению с группой 2; intragroup … between various time points — внутри группы … между сроками; in-
tergroup on day… — между группами через … сут; between the controls and each time point groupwise — между контролем 
и каждым сроком по группам; the differences were considered significant at… — различия статистически значимы при…
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ставали удерживать часть жидкости, и она 
трансформировалась в свободное состояние, 
вероятно, переходила и в межклеточное про-
странство. Возникали условия для формиро-
вания интерстициального отека [12].  

Выявленные с помощью фильтра Find 
Maxima ЗМЯ в нейропиле СМК (рис. 8, а, b) 
имели разные формы, размеры и степень 
яркости. Это отчетливо проявлялось при 
использовании возможностей плагина Find 
Foci (рис. 8, c). Например, площадь одной 
ЗМЯ на этом рисунке варьировалась от 0,8 до 
14 мкм2, яркость — от 200 до 252. Наиболее 
крупные ЗМЯ по показателю центральной 
тенденции (медиана) и интерквартильного 
размах (Q1–Q3) выявлены в группе I и III (дву-

most evident after 40 min of CCA occlusion (Figs. 8, 
9). This group had the highest values of the total 
pixel intensity of the maximal brightest and largest 
in area peaks of the visual field of the neuropil mo-
lecular layer of SMC, which were detected 3 days 
post ischemia. The maximum amount of 
bound/free fluid detected by brightness foci was 
noted in edema of the neuropil of the upper SMC 
molecular layer and perivascular spaces (Fig. 1, b, 
c, d; Fig. 9). These zones corresponded to the accu-
mulation of GFAP-positive material in the controls 
seen in the upper level (superficial glial limiting 
membrane formed by specialized astrocyte 
processes) and around the vessels (Fig. 1, c, f). 

The total pixel intensities of the peaks deter-
mined using the Find Foci plugin ranged from 

Рис. 5. Частотное распределение полей зрения по относительному объему (площади) зон максимальной яркости в 
молекулярном слое СМК в контроле и после ООСА (1, 3 и 7 сут) в группах I (20 мин), II (30 мин) и III (40 мин).  
Fig. 5. Frequency distribution of visual fields by relative volume (area) of maximum brightness zones in the molecular layer of 
SMC in the controls and after CCA occlusion (days 1, 3, and 7) in groups 1 (20 min), 2 (30 min), and 3 (40 min post occlusion). 
Note. For fig. 5, 7: X-axis: the relative area of zones with the maximum brightness (ZMB). Common carotid artery occlusion (CBA): 
(1) — unilateral CBA and (2) — bilateral CBA. 
Примечание. Для рис. 5, 7: Density, units — плотность, ед. По оси Х — относительная площадь зон максимальной яркости 
(ЗМЯ). (1) — односторонняя и (2) — двусторонняя окклюзия общих сонных артерий (ООСА). 
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сторонняя ООСА). В группе I 
через 1 сут этот показатель 
составил 2,62 (2,43–3,35), 3 
сут — 2,77 (2,52–3,55), 7 сут — 
2,65 (2,12–2,82). В группе II 
через 1 сут — 1,98 (1,67–2,51), 
3 сут — 1,55 (1,43–2,15), 7 сут — 
1,56 (1,38–1,90). В группе III 
через 1 сут — 3,03 (2,87–3,58), 3 
сут — 2,54 (2,48–3,11), 7 сут — 
1,94 (1,76–2,60). Множествен-
ное сравнение (Kruskal–Wal-
lis ANOVA) трех групп пока-
зало наличие статистически 
значимых различий: через 
1 сут (H=26,8; p=0,0001); через 
3 сут (H=22,5; p=0,0001); через 
7 сут (H=8,3; p=0,02). 

По данным многомер-
ного анализа, общая интен-
сивность пикселей макси-
мальной яркости в пиках 
статистически значимо 
отличалась между группами 
(Н=30,6; p=0,0002). Однако, 
между сроками (1, 2, и 3 сут) 
различия были выявлены 
только в группе III (Н=11,5; 
p=0,003), а между группами 
по одинаковым срокам — 
через 1 сут (Н=12,2; p=0,002) и 
3 сут (Н=10,8; p=0,01). Через 7 сут после ООСА этот 
показатель был примерно на одном уровне во 
всех группах (рис. 9). Вероятно, в этот период 
происходило уменьшение содержания внутри-
клеточной воды, сопровождающееся инволю-
цией структурных проявлений цитотоксическо-
го отека-набухания нейропиля. Наиболее 
наглядно это проявлялось после 40 мин ООСА 
(рис. 8, 9). Для этой группы были характерны 
самые большие значения общей интенсивно-
сти пикселей максимально ярких и крупных по 
площади пиков поля зрения нейропиля моле-
кулярного слоя СМК, которые выявлялись 
через 3 сут после ишемии. Максимальное коли-
чество связанной/свободной воды, выявлен-
ной по фокусам яркости, при развитии эдема-
тозных изменений отметили в нейропиле 
верхнего этажа молекулярного слоя СМК и 
периваскулярных пространствах (рис. 1, b, c, d; 
рис. 9). Эти зоны соответствовали скоплению 
GFAP-позитивного материала в контроле — 
верхний этаж (поверхностная глиальная погра-
ничная мембрана, образованная отростками 
специализированных астроцитов) и вокруг 
сосудов (рис. 1, c, f).  

Общая интенсивность пикселей пиков, 
выявленная при использовании плагина Find 
Foci, варьировала от 70000 до 2280000. Однако 

70,000 to 2,280,000. However, for the majority of the 
detected peaks, the total pixel intensity did not ex-
ceed 200,000. Larger peaks were 20.3% (95% CI: 
6.7–32.6%; χ2=8.6; P=0.003) more frequent in ani-
mals after bilateral CCA occlusion (groups 1 and 3) 
(Fig. 10). 

The results of our study indicate that after 
20, 30, and 40 min of OOSA, signs of edema with 
cell swelling appeared in the SMC. Prevalent fea-
tures included swelling and vacuolization of den-
drites, swelling of astrocytes of the upper molec-
ular layer neuropil where the distal dendrites of 
the underlying layers of pyramidal neurons were 
located. These changes were mostly reversible, 
but associated with destruction of some neurons. 
The study of morphometric evolution of edema in 
the SMC showed that edema with cell swelling 
persisted in varying degrees in all groups during 
the entire observation period (7 days) after CCA 
occlusion. The most severe edema with cell 
swelling occurred after 40 min CCA occlusion. 
This type of occlusion was also characterized by 
a more significant reduction in the total numeri-
cal density of pyramidal neurons.  

The ischemic area looks more pale under mild 
exposure due to vacuolization of the neuropil, 
which consists of neuronal processes and glia. The 
lesion site is localized in the superficial layers of the 

Рис. 6. Общая численная плотность зон максимальной яркости в нейропиле мо-
лекулярного слоя СМК в контроле и после ООСА (1, 3 и 7 сут) в группах I (20 мин), 
II (30 мин) и III (40 мин).  
Fig. 6. Total numerical density of maximal brightness zones in the neuropil of SMC mo-
lecular layer in the controls and after CCA occlusion (days 1, 3 and 7) in groups 1 (20 
min), 2 (30 min) and 3 (40 min post occlusion).  
Note. The differences versus group 1 (*) and group 2 (#) are significant (Mann–Whitney 
test). Compared to controls, differences were significant for all groups and time points at 
P�0.0001. Data are presented as median (Me) (Q2), 25–75% quartiles (Q1–Q3), and non-
outlier range (Min–Max). 
Примечание. Number per 400 µm2 — количество на 400 мкм2. Различия в сравнении 
с группой I (*), c группой II (#) статистически значимы (критерий Манна–Уитни). В 
сравнении с контролем различия значимы для всех групп и сроков при p�0,0001. 
Материал представлен как медиана (Me) (Q2), 25–75% квартили (Q1–Q3) и диапазон 
без выбросов (Min–Max).
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Рис. 7. Частотное распределение полей зрения по количеству зон максимальной яркости в молекулярном слое (МС) 
сенсомоторной коры в контроле и после ООСА (1, 3 и 7 сут) в группах I (20 мин), II (30 мин) и III (40 мин).  
Fig. 7. Frequency distribution of visual fields by number of maximum brightness zones in the molecular layer of SMC in the 
controls and after CCA occlusion (days 1, 3, and 7) in groups 1 (20 min), 2 (30 min), and 3 (40 min post occlusion).

Рис. 8. Участок нейропиля верхнего этажа молекулярного слоя СМК через 7 сут после 40 мин ООСА.  
Fig. 8. A region of the neuropil of the upper SMC molecular layer 7 days post 40 min CCA occlusion.  
Note. Edema with clearing (a, b; arrows) in the neuropil, with varying brightness (c; marked by + and     ), shape and size (b, c). 
Hematoxylin-eosin staining (a), plot transformation using the Find Maxima filter (b) and Find Foci plugin (c). A 6 µm scale. 
Примечание. Эдематозные изменения с появлением на фоне нейропиля светлых зон (а, b; стрелки), отличающихся яр-
костью (c; отмечено + и      ), формой и размерами (b, c). Окраска гематоксилин-эозином (а), трансформация графики с 
помощью фильтра Find Maxima (b) и плагина Find Foci (c). Шкала — 6 мкм.  



124 w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o m G E N E R A L  R E A N I M AT O L O G Y,  2 0 2 1 ,  1 7 ;  5

https://doi.org/10.15360/1813-9779-2021-5-111-128
Experimental  Studies

для основной массы 
выявленных пиков общая 
интенсивность пикселей не 
превышала 200000. Более 
крупные пики чаще 
встречались у животных 
после двусторонней ООСА 
(группы I и III) — на 20,3% 
(95% ДИ: 6,7–32,6%; χ2=8,6; 
p=0,003) (рис. 10).  

Результаты настоящего 
исследования свидетель-
ствуют о том, что после 20, 
30 и 40 мин ООСА в СМК 
появлялись признаки 
отека-набухания. Преобла-
дали проявления набухания 
и вакуолизации дендритов, 
набухания астроцитов ней-
ропиля верхнего этажа 
молекулярного слоя, в кото-
ром локализовались дис-
тальные дендриты нижеле-
жащих слоев пирамидных 
нейронов. Данные измене-
ния имели в основном обра-
тимый характер, но сопро-
вождались деструкцией 
части нейронов. Исследова-
ние динамики морфометри-
ческих характеристик проявлений эдематоз-
ных изменений в СМК показало, что после 
ООСА во всех группах отек-набухание в той или 
иной степени сохранялся в течение всего 
периода наблюдения (7 сут). Наиболее выра-
женными проявления отека-набухания были 
после 40 мин ООСА. Для данного варианта 
окклюзии была характерна и более значитель-
ная редукция общей численной плотности 
пирамидных нейронов.  

Известно, что при слабом воздействии 
ишемическая область выглядит бледнее 
вследствие вакуолизации нейропиля, состоя-
щего из отростков нейронов и глии. Участок 
повреждения локализуется в поверхностных 
слоях коры. В основном проявляются струк-
турные перестройки дендритов поверхност-
ных слоев коры. В некоторых случаях на фоне 
таких набухших дендритов выявляется цито-
токсический отек глиальных клеток и пери-
целлюлярный отек сомы отдельных нервных 
клеток, редко встречаются тела гиперхромных 
нейронов. Основная масса тел нейронов 
поверхностных слоев остается неповрежден-
ной, в нижележащих слоях все нейроны 
остаются интактными [25]. 

Сопоставляя эти данные с нашими, можно 
сделать заключение о том, что после 20, 30 и, 
особенно, 40 мин ООСА развивались умерен-

cortex. Structural rearrangements of dendrites of 
superficial cortical layers are the most apparent 
features. Occasionally, cytotoxic edema of glial cells 
and pericellular edema of soma of individual nerve 
cells can be revealed amid such swollen dendrites; 
hyperchromic neuronal bodies can be rarely found. 
The majority of neuronal bodies in the superficial 
layers and all neurons in the underlying layers re-
main intact [25]. 

Comparing these data with our own, we can 
conclude that after 20, 30, and, especially, 40 min 
CCA occlusion, mostly moderate structural and func-
tional changes developed, whereas in some ischemic 
areas of the SMC even severe ones could be observed. 

According to the literature, astrocytes are ob-
viously damaged by ischemia, and their dysfunc-
tion can lead to neuronal death or dysfunction. 
Heterogeneous degeneration of astrocytic 
processes around neurons of varying viability 
causes further neuronal injury and death due to 
secondary reduction of energy supply to necrotic 
neurons and disruption of glutamate-glutamine 
cycle and ionic homeostasis [12]. We assume the 
linear relationship between these changes and the 
duration of ischemia based on our findings: the 
mildest morphometric evidence of edema with cell 
swelling was obtained after 30 min unilateral CCA 
occlusion, while the most severe one was seen after 
40-min bilateral CCA occlusion. 

Рис. 9. Общая интенсивность пикселей максимально ярких и крупных по пло-
щади пиков поля зрения нейропиля молекулярного слоя СМК в контроле и 
после ООСА (1, 3 и 7 сут) в группах I (20 мин), II (30 мин) и III (40 мин).  
Fig. 9. Total pixel intensity of the maximal brightest and largest by area peaks of the vi-
sual field of neuropil molecular layer of SMC in controls and after CCA occlusion (days 
1, 3 and 7) in groups 1 (20 min), 2 (30 min) and 3 (40 min post occlusion).  
Note. Differences versus groups 1 (*) and 2 (##), vs day 1 (#) and day 3 (**) were significant 
(Mann–Whitney test). Data are presented as median (Me) (Q2), 25–75% quartiles (Q1–Q3), 
and non-outlier range (Min–Max). 
Примечание. Total pixel intensity of peaks — общая интенсивность пикселей в пике. 
Различия в сравнении с группой I (*), c группой II (##), с 1 сут (#), c 3 сут (**) статистиче-
ски значимы (критерий Манна–Уитни). Материал представлен как медиана (Me) (Q2), 
25–75% квартили (Q1–Q3) и диапазон без выбросов (Min–Max). 
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ные структурно-функциональные изменения, 
а в отдельных ишемизированных зонах СМК — 
даже сильные.  

По данным литературы, очевидно, что аст-
роциты повреждаются ишемией, а их дисфунк-
ция может привести к гибели или дисфункции 
нейронов. Гетерогенная дегенерация астроци-
тарных отростков вокруг нейронов разной сте-
пени жизнеспособности вызывает дальнейшие 
повреждения и гибель нейронов из-за вторич-
ного снижения энергоснабжения некробиоти-
ческих нейронов и нарушения глутамат-глута-
минового цикла и ионогомеостаза  [12]. Мы 
предполагаем, что существует линейная зави-
симость подобных изменений от продолжи-
тельности ишемии — наименьшие морфомет-
рические проявления отека-набухания нами 
получены при 30 мин односторонней, а наи-
большие — при 40 мин двусторонней ООСА.  

Установили, что после ООСА появлялись 
«пористые» изменения нейропиля СМК, в зоне 
расположения которых резко уменьшалось 
содержание GFAP-позитивного материала. В 
более отдаленном периоде, вероятно, в резуль-
тате активации механизмов реактивного аст-

We found that after CCA occlusion «porous» 
changes appeared in the neuropil of SMC associ-
ated with a local dramatic reduction in the GFAP-
positive material. Later on, probably as a result of 
reactive astrocytosis mechanisms, there was a par-
tial recovery and even hypertrophy of the astrocytic 
processes in this area [26]. 

Swelling of the distal dendrites in the upper 
layers of the cortex is one of the characteristic mor-
phological alterations in mild ischemic exposure. 
Neurodegeneration is known to start specifically 
from distal dendrites. On the other hand, deactiva-
tion of the superficial cortical layers disrupts the 
projections of the thalamic cells into the upper cor-
tical layers, thus resulting in delta activity [25]. 

One may suppose that edema with cell 
swelling and varicose dilation of the distal den-
drites of the molecular layer of the cortex after 
acute ischemia leads to increased inhibition in the 
cortex, manifested by delta activity. The intensifi-
cation of inhibitory processes is apparently due to 
attenuated influences arriving to the cortex from 
nonspecific subcortical systems. This can be con-
sidered as one of the mechanisms of natural pro-
tection of neurons after ischemia [25]. 

Рис. 10. Гистограмма распределения пиков с разной общей интенсивностью пикселей изображения поля зрения ней-
ропиля молекулярного слоя СМК в контроле и после ООСА (1, 3 и 7 сут) в группах I (20 мин), II (30 мин) и III (40 мин).  
Fig. 10. Histogram of the distribution of peaks with different total pixel intensities of the visual field image of the SMC mo-
lecular layer neuropil in the controls and after CCA occlusion (days 1, 3, and 7) in groups 1 (20 min), 2 (30 min), and 3 (40 min 
post occlusion). 
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роцитоза, происходило частичное восстанов-
ление и даже гипертрофия отростков астроци-
тов этой зоны [26].  

При слабом ишемическом воздействии 
одной из характерных морфологических пере-
строек является набухание дистальных отде-
лов дендритов в верхних слоях коры. Известно, 
что именно с дистальных дендритов начинает-
ся нейродегенерация. С другой стороны, 
выключение поверхностных слоев коры нару-
шает проекции клеток таламуса в верхние слои 
коры, благодаря этому появляется дельта 
активность [25]. 

Можно полагать, что отек-набухание и 
варикозное расширение дистальных дендри-
тов молекулярного слоя коры после острой 
ишемии приводит к усилению торможения в 
коре, что выражается в дельта-активности. Уси-
ление тормозных процессов происходит, по-
видимому, за счет ослабления активирующих 
влияний, приходящих в кору от неспецифиче-
ских подкорковых систем. Это можно рассмат-
ривать как один из механизмов естественной 
защиты нейронов после ишемии [25].  

По литературным данным, гидропические 
изменения в нейропиле молекулярного слоя 
после острой ишемии сопровождаются редук-
цией значительной части межнейронных 
синапсов по светлому типу деструкции, что 
также свидетельствует о нарушениях комму-
никации нейронов неокортекса и неспецифи-
ческих ядер таламуса [27]. «Жертвуя» дендри-
тами и синапсами в остром постишемическом 
периоде, нейроны, вероятно, спасают себя от 
гиперактивации и необратимого эксайтотокси-
ческого повреждения, а система коммуника-
ции восстанавливается уже через 3–7 сут 
реперфузии в результате активации механиз-
мов нейропластичности.  

Заключение 
В сенсомоторной коре головного мозга 

белых крыс после перенесенной 20, 30 и 40 мин 
ООСА появлялись признаки цитотоксического 
отека-набухания, развивались очаговые 
деструктивные и адаптивные изменения ней-
ронов и астроглии. Проявления отека-набуха-
ния сохранялись на протяжении всего периода 
наблюдения (7 сут).  

Через 1 и 3 сут после ООСА часть отростков 
астроцитов СМК разрушалась, а у других появля-
лись признаки адаптивных и компенсаторных 
реактивных изменений. В большей степени стра-
дали структуры верхнего этажа молекулярного 
слоя — в субпиальной зоне под наружной погра-
ничной глиальной мембраной мозга.  

После односторонней 30 мин ООСА разви-
вались слабые и умеренные, а после двусто-

According to the literature data, hydropic 
changes in the molecular layer neuropil after acute 
ischemia are accompanied by reduction of a signifi-
cant part of interneuronal synapses via «clear» de-
struction mechanism, which also indicates distur-
bances in communication between neocortex 
neurons and nonspecific thalamic nuclei [27]. By 
«sacrificing» dendrites and synapses in the acute 
postischemic period, neurons probably protect 
themselves from hyperactivation and irreversible 
excitotoxic damage, and the communication sys-
tem is restored after 3–7 days of reperfusion as a re-
sult of neuroplasticity mechanisms activation. 

Conclusion  
In the sensorimotor cerebral cortex of white 

rats post 20, 30, and 40 min CCA occlusion, signs of 
cytotoxic edema were observed, and focal destruc-
tive and adaptive changes in neurons and astroglia 
developed. Edema persisted throughout the entire 
observation period (7 days). 

On days 1 and 3 after CCA occlusion, some of 
the SMC astrocyte processes were destructed, while 
others showed adaptive and compensatory reactive 
changes. The structures of the upper level of the 
molecular layer, located in the subpial zone under 
the external glial limiting membrane of the brain, 
suffered to a greater extent. 

Mild and moderate (after unilateral 30 min 
CCA occlusion) to moderate and severe (after bilat-
eral 40 min CCA occlusion) focal structural and 
functional changes of the SMC with large zones of 
neuropil clearing, severe perivascular and perineu-
ronal edema of the astrocytic processes developed. 

Thus, new quantitative data were obtained on 
the patterns of neocortical edema with cell swelling 
development after 20, 30 and 40 min CCA occlu-
sion. These data might help understand the struc-
tural basis for the transition of reactive/protective 
changes into pathological ones due to the reorgan-
ization of neuroglial interrelations. The 40 min CCa 
occlusion could serve as a sort of borderline is-
chemia period which induces this transition. 
Specifically after this period the most severe mani-
festations of post-ischemic cytotoxic edema such 
as failure of homeostatic and adaptive mecha-
nisms, dysfunction of astrocytes, large number of 
shrinked neurons and their death were revealed. 

Authors' contribution. The authors personally 
and equally participated in the implementation of a 
comprehensive methodological approach, including 
experimental, anatomical, histological, morphome-
tric and computational methods, as well as observa-
tion, description and analysis of the obtained data. 

ронней 40 мин ООСА — умеренные и даже 
сильные мелкоочаговые структурно-функцио-
нальные изменения СМК с появлением боль-
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ших зон просветления нейропиля, выраженно-
го периваскулярного и перинейронального 
отека отростков астроцитов.  

Таким образом, получены новые количе-
ственные данные об особенностях развития 
отека-набухания неокортекса после 20, 30 и 
40 мин ООСА. Эти данные могут быть исполь-
зованы для понимания структурных основ 
перехода реактивных/защитных изменений в 
патологические за счет реорганизации нейро-
глиальных взаимоотношений. Своеобразным 
пограничным сроком продолжительности 
ишемии, вероятно, является 40 мин ООСА. 

Именно после нее выявили наибольшие про-
явления постишемического цитотоксическо-
го отека-набухания — срыв гомеостатических 
и адаптационных механизмов, дисфункцию 
астроцитов, образование большого количе-
ства и гибель пикноморфных нейронов.  

Участие авторов. Авторы лично и в равном 
количестве принимали участие в реализации 
комплексного методологического подхода, 
включающего экспериментальный, анатомиче-
ский, гистологический, морфометрический и 
информационно-математический методы, а 
также методы наблюдения, описания и анализа. 
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