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COX-2 and NF-κB expression and ultrastructural alterations  
in the basal magnocellular nucleus of the rat brain  
following intracerebroventricular colchicine administration

M. V. Danukalo, S. I. Tertyshnyi

Aim. To provide a comprehensive assessment of cyclooxygenase-2 (COX-2) and nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 
activated B cells (NF-κB) expression as well as ultrastructural alterations in the basal magnocellular nucleus (BMN) of the rat brain 
following intracerebroventricular administration of colchicine.
Materials and methods. The study was conducted on 30 male Wistar rats aged 10–11 months, allocated into three groups (n = 10 
per group): intact, sham-operated (intracerebroventricular administration of 0.9 % saline), and colchicine-treated (intracerebroven-
tricular injection of 15 μg colchicine). The expression of COX-2 and NF-κB in the BMN was evaluated using immunofluorescence 
microscopy and ImageJ software by calculating corrected total cell fluorescence (CTCF), cell area, and cell density. Ultrastructural 
alterations in brain tissue, including neurodegeneration, gliosis, and myelin sheath damage, were examined using a PEM-100-01 
transmission electron microscope. Statistical analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA) or the 
Kruskal–Wallis test (applied according to normality test results), Tukey’s or Dunn’s post hoc test, Pearson’s correlation coefficient 
(r), Kendall’s tau (τ), linear regression analysis, and analysis of covariance (ANCOVA), with a significance level set at p < 0.05.
Results. In the BMN of rats subjected to intracerebroventricular colchicine administration, a significant decrease in the area of 
COX-2- and NF-κB-positive cells, a marked increase in their density, and substantial alterations in marker expression were ob-
served. COX-2 expression was characterized by an approximately 3-fold increase in the number of immunopositive cells without 
a concomitant increase in integrated fluorescence intensity, whereas NF-κB demonstrated both an increased density of positive 
cells and enhanced expression levels. ANCOVA confirmed an independent effect of colchicine-induced injury on the expression 
of both markers. Ultrastructural examination revealed pronounced neuropil vacuolization, activation of autophagic–lysosomal 
processes, enhanced phagocytic activity, myelin sheath degeneration, and axonal edema.
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Мета роботи – надати комплексну оцінку експресії COX-2, NF-κβ та ультраструктурних змін у базальному магноцелюлярному 
ядрі головного мозку щурів після інтрацеребровентрикулярного введення колхіцину.
Матеріали і методи. Дослідження виконано на 30 самцях щурів лінії Wistar віком 10–11 місяців, поділених на інтактну, 
хибнооперовану (інтрацеребровентрикулярне (ІЦВ) введення фізіологічного розчину) та колхіцинову (ІЦВ ін’єкція 15 мкг 
колхіцину) групи. Експресію COX-2 та NF-κB у базальному магноцелюлярному ядрі (БМЯ) головного мозку тварин через 2 
тижні після ІЦВ введення колхіцину оцінювали методом імунофлуоресцентної мікроскопії за допомогою програми ImageJ 
з обчисленням скоригованої загальної флуоресценції клітин (CTCF), площі та їхньої щільності. Ультраструктурні зміни 
тканини головного мозку (нейродеструкцію, гліоз, пошкодження мієлінових оболонок) аналізували на трансмісійному 
електронному мікроскопі ПЕМ-100-01. Статистично дані опрацювали з застосуванням критеріїв One-Way ANOVA (або 
Краскела–Волліса), post-hoc аналізу Тьюкі (або Данна), кореляцій Пірсона (r), тау-Кендалла (τ), лінійної регресії, а також 
коваріаційного аналізу (ANCOVA) при рівні значущості p < 0,05.
Результати. У БМЯ щурів після ІЦВ введення колхіцину встановлено статистично значуще зменшення площі COX-2- та 
NF-κB-позитивних клітин, різке збільшення їхньої щільності та перебудову експресії досліджуваних маркерів. Для COX-2 
характерне триразове збільшення кількості імунопозитивних клітин без підвищення інтегральної інтенсивності флуорес-
ценції, а для NF-κB виявлено і збільшення щільності позитивних клітин, і зростання рівня експресії. Коваріаційний аналіз 
підтвердив незалежний вплив колхіцинового ушкодження на експресію обох маркерів. На ультраструктурному рівні вияв-
лено виражену вакуолізацію нейропілю, активацію аутофагічно-лізосомних процесів, посилення фагоцитарної активності, 
деструкцію мієлінових оболонок і набряк аксонів.
Висновки. Колхіцин-індукована нейродегенерація супроводжується розвитком вираженого нейрозапального процесу в 
БМЯ, що проявляється активацією сигнальних шляхів COX-2 і NF-κB, морфометричною перебудовою клітинного складу 
та істотними ультраструктурними змінами нервової тканини. Виявлені зміни свідчать про важливу роль прозапальних 
механізмів у патогенезі колхіцин-індукованого нейродегенеративного ушкодження головного мозку.
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Conclusions. Colchicine-induced neurodegeneration is accompanied by the development of a pronounced neuroinflammatory 
response in the BMN, manifested by activation of the COX-2 and NF-κB signaling pathways, morphometric remodeling of the 
cellular population, and profound ultrastructural alterations in nervous tissue. These findings indicate an important role of pro-in-
flammatory mechanisms in the pathogenesis of colchicine-induced neurodegenerative brain injury.

Дегенерація нейронів базального магноцелюлярного 
ядра (БМЯ) головного мозку є важливим компонентом 
у виникненні та прогресуванні деменцій при низці ней-
родегенеративних станів, як-от хвороби Альцгеймера 
та Паркінсона, деменція з тільцями Леві, хронічне 
травматичне ураження мозку [1,2,3,4].

Враховуючи важливе медико-соціальне значення 
цих патологій, вивчення патогенетичних шляхів загибелі 
нейронів на експериментальних тваринних моделях 
дає змогу оцінити здатність нових підходів до таргетної 
нейропротекції для збереження популяції холінергічних 
нейронів БМЯ. Це, своєю чергою, розширює та робить 
ефективнішими додаткові сучасні підходи до контролю 
цих хвороб, на зразок електрофізіологічної глибокої 
стимуляції мозку [5].

Одним зі способів відтворення деменції альцгейме-
рівського типу є тваринна модель з інтрацеребровентри-
кулярним (ІЦВ) введенням колхіцину [6]. Нині показано, 
що експериментальне колхіцин-індуковане ураження 
нейронів супроводжується розвитком нейрозапалення 
в БМЯ, що є спільною ланкою патогенезу між сформо-
ваним патологічним станом та хворобою Альцгеймера. 
Тому у низці праць науковий інтерес зосереджено на 
вивченні особливостей експресії прозапальних цитокінів, 
що впливають на розгортання та перебіг нейродегене-
рації через запалення при ІЦВ введенні колхіцину [7]. 
Проте досліджень, присвячених перебігу нейрозапален-
ня в БМЯ за дії колхіцину, на сьогодні обмаль, оскільки 
у більшості праць описано інші структури, зокрема 
гіпокамп [8].

Актуальними в цьому контексті залишаються 
дослідження експресії циклооксигенази-2 (COX-2) та 
ядерного фактора каппа бі (NF-κβ), оскільки саме ця 
молекулярна вісь відіграє фундаментальну роль у хро-
нізації запалення та запуску нейродегенерації [7,9,10]. 
На відміну від конститутивної ізоформи COX-1, що 
забезпечує базові фізіологічні функції, експресія 
COX-2 різко посилюється під впливом прозапальних 
стимулів і в нейронах, і в реактивній мікроглії [11]. 
Експериментальні дані свідчать, що ІЦВ введення 
колхіцину активує каскад, у якому інтенсивність 
нейродегенеративних зсувів і когнітивно-поведінко-
вих розладів чітко корелює за часом із наростанням 
активності COX-2 і гіперпродукцією прозапального ме-
діатора простагландину Е2. Важливість цього ензиму 
підтверджена тим, що застосування і неспецифічних, і 
селективних інгібіторів COX-2 сприяє зниженню рівня 
оксидативного й нітрозативного стресу, зменшенню 
вираженості хроматолізу та запобігає деструкції нер-
вової тканини [7,12].

Головним транскрипційним регулятором, що без-
посередньо контролює індукцію гена COX-2 за умов 
нейрозапалення, є NF-κB, зокрема його гетеродимер 
p50/p65. У фізіологічному стані NF-κB міститься в 
цитоплазмі у зв’язаному з інгібіторними білками (IκB) 
стані. Проте нейротоксична дія колхіцину, пов’язана з 
деполімеризацією мікротрубочок, колапсом аксоплазма-

тичного транспорту та генерацією активних форм кисню, 
ініціює фосфорилювання та деградацію IκB. Звільнений 
NF-κB транслокується в ядро клітини, де зв’язується зі 
специфічними промоторними ділянками ДНК, активуючи 
масивну транскрипцію не лише COX-2, але й інших 
прозапальних генів, медіаторів (індуцибельної синтази 
оксиду азоту, iNOS) та мікроРНК (мікроРНК-146а та 
мікроРНК-155), що підтримують запальний фенотип 
клітин [9,13].

Попри ключове значення каскаду NF-κB / COX-2 у 
розвитку нейроінтоксикації, просторово-топографічні 
особливості та кількісна динаміка їхньої експресії безпо-
середньо у структурі БМЯ за умов колхіцинової моделі 
деменції залишаються невідомими. Також недостатньо 
даних щодо ультраструктурних змін мікрооточення БМЯ, 
зокрема стану мієлінових оболонок та активації мікро-
гліоцитів із фагоцитарними включеннями, що безпосе-
редньо взаємодіють із холінергічними макронейронами 
під час запального процесу.

Мета роботи
Надати комплексну оцінку експресії COX-2, NF-κβ та уль-
траструктурних змін у базальному магноцелюлярному 
ядрі головного мозку щурів після інтрацеребровентри-
кулярного введення колхіцину.

Матеріали і методи дослідження
У дослідженні використали 30 самців щурів лінії Wistar 
віком 10–11 місяців і з масою 250–350 г. Тварин утриму-
вали за стандартних умов віварію Навчально-наукового 
медико-лабораторного центру з віварієм Запорізького 
державного медико-фармацевтичного університету. Ро-
боту виконано після отримання дозволу Комісії з питань 
біоетики при Запорізькому державному медико-фарма-
цевтичному університеті (протокол від 15 березня 2023 
року № 2) та відповідно до національних «Загальних 
етичних принципів роботи з лабораторними тваринами» 
(Україна, 2001), що відповідають Директиві ЄС 2010/63 
від 22.09.2010 щодо захисту тварин, використаних під 
час наукових досліджень. Матеріали, наведені у цій 
статті, були повторно розглянуті на засіданні локальної 
Комісії з питань біоетики, порушень не виявлено (про-
токол від 11 червня 2026 року № 9).

Групи експериментальних тварин. Щурів рандомно 
поділили на 3 експериментальні групи по 10 особин у 
кожній. До 1 групи залучили інтактних тварин, що не за-
знавали жодного впливу; до 2 групи – хибнооперованих 
тварин, яким ІЦВ вводили теплий (37 °С) фізіологічний 
розчин NaCl в об’ємі 3 мкл; до 3 групи – щурів з ІЦВ 
ін’єкцією колхіцину (15 мкг/3 мкл NaCl) (37 °С).

Маніпуляцію з ІЦВ введення колхіцину виконано 
в операційній Навчально-наукового медико-лабора-
торного центру з віварієм Запорізького державного 
медико-фармацевтичного університету, дотримуючись 
правил асептики. Анестезію забезпечували внутріш-
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ньоочеревинним введенням препарату «Телазол» 
(комбінація тілетаміну гідрохлориду та золазепаму 
гідрохлориду по 250 мг у флаконі) з розрахунку 0,1 мл 
на 100 г маси тіла.

Для операції ІЦВ введення застосовували цифровий 
стереотаксичний комплекс World Precision Instruments 
(США). У латеральний шлуночок мозку щурам вводили 
або фізіологічний розчин NaCl, або розчин колхіцину 
(залежно від групи) за такими координатами: 9,5 мм упе-
ред від міжвушної лінії, 1,5 мм праворуч від серединної 
площини, 6 мм у глибину.

Точно місце ін’єкції визначали з використанням 
стереотаксичної системи орієнтації, що ґрунтується 
на зовнішніх анатомічних орієнтирах черепа та їхній 
відповідності даним стереотаксичного атласу мозку 
щура [14].

Підготовка тканини мозку до імунофлуоресцентного 
дослідження. Виведення тварин з експерименту відбу-
валось через 14 днів після процедури ІЦВ з наступною 
швидкою екстракцією головного мозку. Після цього в 
ділянці вентромедіального палідуму виділяли фрагмен-
ти тканини розміром 3 × 3 × 3 мм. Отриманий матеріал 
піддавали стандартному гістологічному процесингу, який 
включав фіксацію, поетапну дегідратацію в серії етано-
лових розчинів із концентрацією, що збільшувалася. 
Надалі зразки обробили в сумішах абсолютного етанолу 
з хлороформом у співвідношеннях 2:1, 1:1 та 1:2, а також 
у чистому хлороформі й хлороформно-парапластовому 
середовищі. Після цього зразки інфільтрували та зали-
вали в парапласт (McCormick, США). Із виготовлених 
парапластових блоків на мікротомі Microm-325 (Microm 
Corp., Німеччина) отримували серійні зрізи головного 
мозку завтовшки 7 мкм. Анатомічну локалізацію зрізів, 
що відповідали БМЯ, визначали з використанням сте-
реотаксичного атласу мозку щура [14].

Експресію COX-2 і NF-kB у нейронах БМЯ аналізу-
вали методом імунофлуоресцентної мікроскопії. Гістоло-
гічні препарати попередньо піддавали депарафінуванню 
та регідратації; наступний етап передбачав демаскуван-
ня антигенів у модулі РТ (ThermoScientific, США) з вико-
ристанням цитратного буфера (рН 6,0) (ThermoScientific, 
США). Після підготовки зрізів на них наносили специ-
фічні мишачі моноклональні антитіла, кон’юговані з 
флуорофором FITC (Santa Cruz Biotechnology, США), 
відповідно до рекомендацій виробника [15].

Імунофлуоресцентну візуалізацію здійснили в уль-
трафіолетовому діапазоні за допомогою світлофільтра 
38НЕ з високою емісією на мікроскопі AxioImager-M2 
(«Carl Zeiss», Німеччина), що обладнаний камерою 
AxioCam-ERc 5s («Carl Zeiss», Німеччина). Отримані 
мікрофотознімки аналізували у програмі ImageJ, визна-
чаючи такі параметри:

– скоригована загальна клітинна флуоресценція 
(corrected total cell fluorescence, CTCF) – показник, що 
характеризує кількість імунореактивного матеріалу в 
клітині. Значення наводили в умовних одиницях іму-
нофлуоресценції (Одіф) та обчислювали за формулою: 
CTCF = ID1 – (S × IDо), де ID1 – інтегрована щільність 
сигналу від імунопозитивної клітини, визначена автома-
тично; S – площа клітини, що давала флуоресцентний 
сигнал; IDо − інтегрована щільність флуоресценції фону 
(клітин, що не проявляли специфічного світіння);

– щільність імунопозитивних клітин у площі кадру 
(кл/мм2) визначали як кількість імунопозитивних клітин 
на одиницю площі кадру (мм2);

– площа імунопозитивних клітин (AREA).
Підготовка тканини мозку до електронної мікроско-

пії та ультраструктурне дослідження головного мозку 
експериментальних тварин. Безпосередньо після зу-
пинки серця у тварин вилучали головний мозок. Перед 
початком відбору біоматеріалу зразки витримували за 
температури 25 °C у базовому фіксаторі для електронної 
мікроскопії. Цей розчин містив 2,5 % глутаральдегіду 
(виробництва Alfa Aesar, Thermo Fisher Scientific), 
приготованого на 0,1 М фосфатному буфері, pH = 7,4.

З ділянки вентромедіального палідуму виділяли 
фрагменти тканини, розмір яких не перевищував 
1 × 1× 1 мм. Далі блоки на 2 години поміщали у моди-
фікований сахарозою аналогічний фіксувальний розчин, 
підтримуючи температуру 4 °C. Надалі об’єкти фіксу-
вали протягом 2 годин за допомогою 1 % чотириокису 
осмію у фосфатному буфері (при t = 4 °C).

Процедура дегідратації тканин передбачала по-
слідовне проведення через серію розчинів етанолу 
з концентрацією, що підвищується (до 100  %). Кон-
трастування зразків здійснювали за температури 4 °C 
упродовж 2 годин, використовуючи для цього 2,5  % 
спиртовий розчин уранілацетату.

Після зневоднення матеріал піддавали інфільтрації 
через градієнтні суміші ацетону та смоли Epon-812 у 
пропорціях 2:1, 1:1 та 1:2 відповідно. Кінцеву заливку 
проводили в епоксидну смолу Epon-812 (від Sigma-
Aldrich Chemie, GmbH, Тауфкірхен, Німеччина). Процес 
полімеризації відбувався поетапно: спочатку при 36 °С 
протягом 12 годин, а потім – при 56 °C упродовж 24 
годин. Виготовлення напівтонких (завтовшки 1–2 мкм) 
та ультратонких (завтовшки 55–65 нм) зрізів здійсню-
вали на ультрамікротомі PowerTome RMC Boeckeler 
(виробництво США). Наступне контрастування трива-
ло 30 хвилин за температури 25 °C із застосуванням 
цитрату свинцю за методом Рейнольдса. Ультратонкі 
зрізи аналізували під напругою 65  кВ за допомогою 
трансмісійного електронного мікроскопа ПЕМ-100-01 
(«Selmi», м.  Суми, Україна). В отриманих у такий 
спосіб препаратах оцінювали наявність активованих 
мікрогліоцитів із фагоцитарними включеннями, нейро-
деструкції та ознак пошкодження мієлінової оболонки 
нервових волокон.

Статистичний аналіз отриманих результатів здійс-
нили з використанням пакета прикладних програм 
Statistica (ліцензія № JPZ804I382130ARCN10-J). Для 
перевірки типу розподілу кількісних значень застосовано 
критерії нормальності Шапіро–Вілка та Колмогорова–
Смирнова (з поправкою Лілієфорса). Дані з нормальним 
розподілом наведено як середнє арифметичне значення 
та стандартна помилка середнього (M ± m); якщо роз-
поділ значень не відповідав критеріям нормальності, то 
дані наводили як медіану з інтерквартильним розмахом 
(Me [Q1; Q3]). Оцінювання міжгрупових відмінностей і 
порівняння кількох груп одночасно виконали за допомо-
гою однофакторного дисперсійного аналізу (One-Way 
ANOVA) з наступним застосуванням критерію Тьюкі для 
даних із нормальним розподілом або непараметричного 
аналізу Краскела–Волліса з критерієм Данна, коли роз-
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поділ не відповідав закону нормальності, для попарних 
post-hoc порівнянь і мінімізації помилки першого роду 
при множинних зіставленнях. Для встановлення харак-
теру зв’язку між площею клітин (AREA) та інтегральною 
інтенсивністю їхнього світіння (CTCF) здійснили окремий 
для кожної експериментальної групи кореляційний ана-
ліз з обчисленням коефіцієнтів Пірсона (r) та Кендала 
(τ). Візуалізацію та оцінювання лінійної залежності пара-
метрів виконали шляхом побудови двовимірних графіків 
розсіювання (2D Scatterplots) з накладанням лінійних ре-
гресійних моделей. Для остаточного нівелювання супут-
нього конфундувального впливу морфометричних змін 
на підсумкову інтенсивність флуоресценції застосовано 
одновимірний коваріаційний аналіз (ANCOVA) у межах 
загальних лінійних моделей (GLM). У побудованій моделі 
показник CTCF – залежна змінна, експериментальна 
група – категоріальний фактор (Predictor), а площа 
клітини (AREA) – безперервна коваріанта (Covariate). 
Критичний рівень статистичної значущості при перевірці 
нульових гіпотез встановлено як p < 0,05.

Результати
Через 14 днів після ІЦВ введення колхіцину в резуль-
таті флуоресцентного аналізу експресії COX-2 і NF-κB 
встановлено чітку залежність морфометричних (площа 
імунопозитивних клітин) та оптичних (CTCF) параметрів 
експресії досліджуваних прозапальних цитокінів у БМЯ 
від характеру експериментального впливу.

При аналізі площі імунопозитивних до COX-2 клітин 
БМЯ виявлено, що у тварин з ІЦВ цей ензим експресу-
ється у клітинах зі статистично вірогідно меншою пло-
щею, ніж у тварин з інтактної та хибнооперованої груп. 
Так, середня площа імунопозитивних клітин у групі з ІЦВ 
введенням колхіцину характеризувалася статистично 
вірогідним зниженням на 38,3 % щодо групи інтактного 
контролю та на 41,5 % порівняно з групою хибнооперо-
ваних тварин. Своєю чергою, між показниками інтактних і 
хибнооперованих щурів статистично значущі відмінності 
не встановлені.

Кількісний аналіз накопичення імунореактивного ма-
теріалу в клітинах показав групоспецифічні відмінності.. 
Найвищий рівень CTCF зафіксовано у хибнооперованих 
щурів, де цей показник на 35,7 % перевищував значення 
інтактної групи. Проте в групі тварин з експерименталь-
ною нейродеструкцією цей параметр майже відповідав 
рівню інтактного контролю, але при цьому статистично 
вірогідно знизився (на 25,0 %) щодо групи хибнооперо-
ваних тварин.

Найсуттєвіші зміни під впливом колхіцинової ней-
ротоксичності зафіксовано щодо кількості COX-2-по-
зитивних клітин на одиницю площі БМЯ. У щурів, яким 
виконано ІЦВ ін’єкцію колхіцину, щільність імунопози-
тивних елементів порівняно з інтактними тваринами 
збільшилася на 228,6 % (більш ніж у 3,2 раза), а порів-
няно з хибнооперованими – на 203,8 % (утричі). Разом із 
тим, різниця між групами інтактних та хибнооперованих 
тварин за цим параметром статистично не вірогідна 
(табл. 1).

Аналіз кореляційної залежності між площею клітини 
та інтегральною інтенсивністю флуоресценції ЦОГ-2 
(CTCF) дав змогу виявити статистично достовірний 

(р < 0,05) позитивний зв’язок в інтактних тварин (r = 0,3), 
хибнооперованих (r = 0,60), та в щурів з ІЦВ введенням 
колхіцину (r = 0,71). Зі збільшенням площі клітин ви-
значали тенденцію до підвищення значень CTCF, що 
підтверджено позитивним нахилом ліній регресії. При 
цьому в колхіциновій групі зв’язок більш виражений, про 
що свідчить вищий коефіцієнт кореляції та більш чітке 
групування точок уздовж регресійної прямої. Крім того, у 
цій групі визначено більшу варіабельність значень CTCF, 
особливо серед клітин із великою площею (рис. 1).

Оскільки між площею клітини та інтенсивністю 
флуоресценції COX-2 виявлено позитивний кореляцій-
ний зв’язок, для усунення можливого конфундувального 
впливу морфометричних змін здійснили коваріаційний 
аналіз (ANCOVA), де CTCF – залежна змінна, експе-
риментальна група – фіксований фактор, а площа 
клітини – коваріанта. Результати аналізу показали, що 
площа клітини є значущим предиктором рівня CTCF 
(F = 166,93, p < 0,001). Після корекції на площу клітини 
вплив експериментальної групи також залишався ста-
тистично значущим (F = 10,73, p = 0,000029). Отримані 
дані свідчать, що відмінності інтенсивності флуорес-
ценції COX-2 між групами дослідження не можуть бути 
пояснені лише морфометричними змінами клітин і є 
наслідком самостійного ефекту експериментального 
впливу.

Аналіз імунофлуоресцентного маркування NF-κB 
у структурі БМЯ щурів дав змогу виявити істотні 
топографічні та кількісні перебудови експресії цього 
транскрипційного регулятора під впливом експеримен-
тальної патології.

Оцінювання морфометричних параметрів NF-κB-по-
зитивних клітин БМЯ показало тенденцію до залежності 
розмірів клітинних тіл від характеру втручання. У групі 
хибнооперованих тварин середня площа клітин вірогід-
но знизилася на 14,5 % щодо рівня інтактного контролю. 
Найбільш виражені зміни цього параметра зафіксовано 
за умов колхіцинової нейротоксичності – зменшення на 
42,0 % порівняно з інтактною групою та на 32,2 % щодо 
групи хибнооперованого контролю. Аналіз накопичення 
імунореактивного матеріалу NF-κB в окремих клітинах 
показав, що максимальний рівень експресії транскрип-
ційного фактора зафіксовано в групі з ІЦВ введенням 
колхіцину, у котрій показник CTCF статистично вірогідно 
більший на 29,1 % щодо інтактних тварин. При цьому 
порівняно з групою хибнооперованого контролю пара-
метр CTCF статистично не відрізнявся.

Найбільш суттєві зміни виявлено у результаті обра-
хунку кількості NF-κB-позитивних елементів на одиницю 
площі дослідженої зони БМЯ. Між групами інтактних 
і хибнооперованих тварин значущих відмінностей не 
виявлено. Введення колхіцину призводило до стрімкого 
збільшення щільності імунопозитивних клітин. У групі 
колхіцину цей показник збільшився на 214,1 % (у 3,1 
раза) щодо інтактних щурів та на 237,9 % (у 3,4 раза) 
порівняно з хибнооперованою групою (табл. 2).

Аналіз взаємозв’язку між морфометричними й 
оптичними параметрами експресії NF-κB у клітинах 
БМЯ за допомогою тау-кореляції Кендалла (τ) дав змогу 
виявити істотну перебудову регуляторних механізмів 
під впливом нейротоксичності. У групах інтактних і 
хибнооперованих тварин зафіксовано статистично 
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значущий прямий зв’язок помірної сили (τ  =  0,23 та 
τ = 0,26 відповідно, p < 0,05), що вказує на збереження 
базової фізіологічної залежності, за якої більші нейрони 
мають дещо вищий інтегральний рівень флуоресценції. 
Проте за умов колхіцинової моделі деменції зафіксовано 
стрімке та значуще збільшення коефіцієнта кореляції до 
сильного прямого зв’язку (τ = 0,76; p < 0,05) на фоні різ-
кого зсуву хмари точок у зону мінімальних значень площі 
клітин. Встановлений високий показник кореляції у групі 
колхіцину свідчить про активацію елементів глії, у яких 
інтенсивність прозапального сигналу безпосередньо та 
лінійно пов’язана з морфологічною трансформацією під 
час нейрозапалення (рис. 2).

З огляду на наявність кореляційного зв’язку між 
площею клітини та інтенсивністю флуоресценції NF-κB, 
для виключення можливого конфундувального впливу 
морфометричних змін здійснили коваріаційний аналіз 
(ANCOVA) за умовами, що повторювали відповідний 
обрахунок COX-2. Результати аналізу показали, що 
площа клітини є статистично значущим предиктором 
рівня експресії NF-κB (F = 227,06, p < 0,001). Після ко-
рекції на вплив площі клітини ефект експериментальної 
групи залишався значущим (F = 40,20, p < 0,001). Ці дані 
свідчать, що зміни експресії NF-κB у групах дослідження 
не можуть бути пояснені лише морфометричними осо-
бливостями клітин і є наслідком самостійного впливу 
експериментального втручання.

На ультраструктурному рівні в тканині головного 
мозку щурів виявлено осередки виражених деструк-
тивних змін клітинних елементів і навколишнього ней-
ропіля. В нейронах визначено конденсацію хроматину, 
який утворював електроннощільні агрегати, втрачався 
рівномірний розподіл еухроматину з переважанням 
грубих гетерохроматинових мас. Цитоплазма нейронів 
магноцелюлярного ядра характеризувалася вираженою 
деструкцією внутрішньоклітинних органел. У складі 
цитоплазматичного матеріалу визначено численні 
фрагментовані мембранні структури, дрібнозернистий 
матрикс і профілі цистерн гранулярної ендоплазматич-
ної сітки, що почасти втрачала характерну паралельну 
орієнтацію, формуючи ділянки вакуолеподібної транс
формації цитоплазми (рис.  3А). Такі зміни супрово-
джувалися зменшенням кількості мембранозв’язаних 
рибосом, що свідчило про порушення білок-синтетичної 
функції нейронів в умовах токсичного ушкодження, 
індукованого колхіцином. У цитоплазмі між вакуолями 
різного діаметра розташовувалися окремі мітохондрії, 
більшість із них структурно збережені, але інша ча-
стина мала ознаки тяжкого ушкодження, з набряком, 
просвітленням матриксу, фрагментацією та частковим 
зникненням крист. Виявлено також поодинокі електро-
ннощільні лізосомоподібні тільця та мембранні концен-
тричні структури.

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Площа

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

9000

CT
CF

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Площа

-2000

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

CT
CF

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Площа

-2000

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

18000

CT
CF

Рис. 1. Діаграми залежності показника інтенсивності флуоресценції від площі COX-2+-пози-
тивних клітин у БМЯ щурів експериментальних груп. А: у щурів з інтактної групи; Б: у хибно-
оперованих тварин; В: у щурів після ІЦВ введення колхіцину.

Таблиця 1. Показники експресії COX-2 у структурі БМЯ головного мозку щурів з експериментальних груп, M ± m

Група Площа імунопозитивних клітин,  
мкм2

CTCF, Одіф Щільність імунопозитивних клітин 
у площі кадру, кл/мм2

Інтактна, n = 10 107,3 ± 7,4 3252,0 ± 191,5 49 ± 3
Хибнооперовані, n = 10 113,2 ± 6,9 4413,7 ± 307,91 53 ± 5
ІЦВ введення колхіцину, n = 10 66,2 ± 2,11,2 3310,7 ± 158,42 161 ± 141,2

1: вірогідні відмінності показників (p < 0,05) щодо групи інтактних тварин; 2: вірогідні відмінності показників (p < 0,05) щодо групи хибнооперованих тварин.
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Визначено виражену вакуолізацію нейропілю зі 
спонгіоформною трансформацією, що зумовлена 
набряком і дегенерацією нейрональних відростків, 
які мали нерівномірно розширені контури внаслідок 
наявності вакуолеподібних порожнин різного розміру та 
спустошення аксоплазми (рис. 3Б). У багатьох профілях 
відростків цитоплазма малоструктурована, зі зниженою 
електронною щільністю, із втратою характерної органі-
зації внутрішньоклітинних компонентів та утворенням 
численних мембранних уламків і дрібних везикул. У 
відростках визначено поодинокі мітохондрії, частина з 
них мала ознаки набухання та просвітлення матриксу. 
Подекуди виявлено фрагментацію цитоскелетних струк-
тур і зменшення кількості впорядковано розташованих 
мікротрубочок. Нейротоксична дія колхіцину поширю-
валася і на синаптичний апарат. Зокрема, виявлено 
ознаки дезорганізації пресинаптичних терміналей із 
формуванням вакуолеподібних порожнин, зміною 
розподілу синаптичних везикул та їхньою агрегацією.

Серед багатьох профілів клітинних відростків і глі-
альних елементів чималу частину поля зору займали 
численні поперечні та косі зрізи мієлінізованих аксонів 
різного діаметра, оточених багатошаровими мієліно-
вими оболонками. Мієлін, утворений концентричними 
електроннощільними ламелами, у більшості волокон 
зберігав характерну багатошарову структуру. Водночас 
у низці нервових волокон зафіксовано нерівномірність 
товщини мієлінових оболонок, локальні розшарування 
окремих ламел, а також появу світлих щілиноподібних 
просторів між шарами мієліну (рис.  3В). Аксоплазма 
більшості волокон мала низьку електронну щільність 
і містила дрібнозернистий матеріал. У просвітах окре-
мих аксонів визначено поодинокі органели, переважно 
мітохондрії овальної або видовженої форми. Подекуди 
зафіксовано нерівномірність контурів аксонів і появу 
невеликих внутрішньоаксональних вакуолеподібних 
ділянок.

Частина мієлінізованих нервових волокон характе-
ризувалася утворенням великих ділянок дезорганізації 
ламелярної структури мієліну. В таких аксонах зареє-
стровано виражені ознаки цитоскелетної дезорганізації, 
що визначені за редукцією та фрагментацією мікротру-
бочок, втратою їхнього впорядкованого розташування 
та порушенням структурної цілісності аксонального 
компартменту. Ці зміни супроводжувалися варикозною 
деформацією аксонів, накопиченням мембранних ве-
зикул, а також розвитком вакуолізації аксоплазми, що 
свідчило про тяжке порушення аксонального транспорту 
та прогресування нейродегенеративного процесу.

Окремі клітини містили електроннощільні структури, 
які характеризувалися високою осміофілією, нечіткими 
контурами та неоднорідною внутрішньою будовою. 
Вони розташовувалися безпосередньо біля каріолеми 
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Рис.  2. Діаграми залежності показника інтенсивності флуоресценції від площі NF-κB+-по-
зитивних клітин у БМЯ щурів з експериментальних груп. А: у щурів з інтактної групи; Б: у 
хибнооперованих тварин; В: у щурів після ІЦВ введення колхіцину.

Таблиця 2. Показники експресії NF-κB у структурі БМЯ головного мозку щурів з експериментальних груп, M ± m

Група Площа, мкм2 CTCF, Одіф Щільність імунопозитивних клітин 
у площі кадру, кл/мм2

Інтактна, n = 10 98,7 ± 3,8 2694,9 ± 173,1 71 ± 8
Хибнооперовані, n = 10 84,4 ± 3,21 3216,5 ± 204,7 66 ± 5
ІЦВ введення колхіцину, n = 10 57,2 ± 4,11,2 3479,2 ± 277,11 223 ± 241,2

1: вірогідні відмінності показників (p < 0,05) щодо групи інтактних тварин; 2: вірогідні відмінності показників (p < 0,05) щодо групи хибнооперованих тварин.
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і становили значну частину перинуклеарної цитоплазми 
(рис. 3Г). У їхньому складі розрізняли ущільнений грану-
лярний матеріал, окремі мембранні фрагменти та дрібні 
світлі включення. Поруч із ними визначено поодинокі 
вакуолі та дрібні везикули. Такі електроннощільні утво-
рення, ймовірно, відповідали скупченням деградованого 
цитоплазматичного матеріалу, вторинним лізосомам 
або залишковим тільцям, що формувалися внаслідок 
внутрішньоклітинних деструктивних процесів.

Обговорення
Результати дослідження свідчать, що колхіцин-індукова-
на модель нейродегенерації асоційована з вираженою 
активацією прозапальних процесів у БМЯ, що вияв-
ляють за перебудовою характеру експресії і COX-2, 
і NF-κB. Встановлене збільшення щільності COX-2- і 
NF-κB-позитивних клітин більш ніж утричі порівняно з 
контролем свідчить про масове залучення дрібноклі-
тинних елементів, як-от мікрогліальних, до реалізації 
запальної відповіді.

Ці дані збігаються з результатами експериментальних 
досліджень, де показано, що розвиток нейрозапалення 
супроводжувався накопиченням активованих гліальних 
клітин і посиленням експресії NF-κB у нервовій тканині. 
Так, H. Elsayed et al. виявили істотне збільшення кількості 
NF-κB-позитивних клітин у спинному мозку тварин за 
умов експериментальної патології, що поєднувалося з 
ознаками нейродегенерації та реактивного гліозу [16].

Це може пояснити встановлене у низці досліджень 
стрімке підвищення рівнів COX-2 і прозапальних цитокі-
нів (як-от TNF-α) у структурах головного мозку (зокрема 
в гіпокампі та корі) після введення колхіцину [7,11,12]. 
Втім, під час цих досліджень застосовано метод іму-
ноферментного аналізу (ELISA) або вестерн-блотингу 
(Western Blot) для цільного гомогенату тканини або 
визначено загальну оптичну щільність усього гістоло-
гічного зрізу.

Дослідження, яке ми здійснили, ґрунтується на 
поклітинній морфометрії та денситометрії кожного 
окремого об’єкта (single-cell analysis). Оскільки COX-2 
є downstream-геном, що безпосередньо регулюється 

	

	

Рис. 3. Електронограми головного мозку в ділянці БМЯ на 14 добу після ІЦВ введення колхіцину. А: фрагмент цитоплазми нейрона з ознаками ультраструктурної дезор-
ганізації, вакуолізації нейропілю та профілів нервових відростків; синя стрілка вказує на ділянки вираженої вакуолізації та дегенеративних змін нейропілю; трансмісійна 
електронна мікроскопія (ТЕМ), зб. ×3000. Б: вакуолізація та набряк нейрональних відростків, дезорганізація внутрішньоклітинних мембранних структур; втрата кількості 
мікротрубочок та утворення великих лакуноподібних порожнин, значне набухання мітохондрій із редукцією крист і навпаки – значне ущільнення матриксу мітохондрій у ден-
дритах; редукція синаптичних везикул в аксонних терміналях (жовті стрілки); ТЕМ, зб. ×6000. В: поперечні та косі зрізи мієлінізованих аксонів із локальним розшаруванням, 
деформацією мієлінових ламел і помірним просвітленням аксоплазми; редукція мікротрубочок у мієлінізованрому аксоні (біла стрілка), розшарування мієлінового волокна 
(біла стрілка); ТЕМ, зб. ×6000. Г: клітина мікрогліального типу з численними електроннощільними лізосомальними та фаголізосомальними включеннями; вакуолізація 
відростків і дезорганізація міжклітинного оточення; червоні стрілки вказують на електроннощільні фагосоми; ТЕМ, зб. ×3800.
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транскрипційним фактором NF-κB, тотальна активація 
NF-κB у відповідь на оксидативний і нітрозативний стрес 
активує каскад прозапальної транскрипції. Масивна 
інфільтрація БМЯ дрібними гліоцитами призводить до 
того, що сумарний вміст COX-2 у тканині ядра, як і за да-
ними досліджень, що здійснила група науковців на чолі з 
S. Sil et al., є надвисоким внаслідок збільшення кількості 
клітин-продуцентів. Втім, у перерахунку на поодиноку 
клітину (параметр CTCF) сигнал у нашому експерименті 
нівелювався через малий об’єм цитоплазми реактивної 
глії. Це підтверджує критичну важливість розрізнення 
понять тканинної експресії та індивідуального клітинного 
профілю при нейрозапаленні.

Графічно та математично це доводить перехід син-
тезу маркерів на реактивні елементи глії: чим сильніше 
трансформується гліальна клітина в ході активації, тим 
вищою стає концентрація прозапального сигналу в її 
тілі. На важливій ролі такого гліального «перемикання» 
сигнальних каскадів при нейродегенерації наголоси-
ли також E. Sun et al., описавши хронічну активацію 
системи NF-κB/COX-2 саме в реактивній мікроглії та 
астроцитах навколо осередків альтерації [17]. Разом із 
тим, застосований коваріаційний аналіз (ANCOVA) дово-
дить, що зафіксовані зміни флуоресценції є свідченням 
самостійного біохімічного ефекту патологічної індукції 
прозапальних систем, а не просто наслідком оптичного 
ущільнення сигналу у зменшеному об’ємі цитоплазми.

Розвиток дегенеративних змін нейронів із пошко-
дженням відростків та одночасне залучення до експресії 
прозапальних маркерів дрібних реактивних клітин глії 
збігається з даними електронномікроскопічного дослі-
дження, у результаті якого виявлено численні клітини 
з ознаками фагоцитарної активності, накопиченням 
фаголізосомальних структур і клітинного детриту, пору-
шенням ламілярної структури мієліну. Такі зміни описано 
і в моделях хронічного нейрозапалення, індукованого 
ліпополісахаридом, де активація мікроглії асоційована 
з розвитком виражених ультраструктурних перебудов 
нервової тканини [18]. Так, наприклад, O. Errea et al. 
встановили, що нейрозапалення порушує аксональний 
транспорт мітохондрій, спричиняючи їх пошкодження 
[19]. Демієлінізацію та пошкодження аксонів на культурі 
нейронів мозочка при впливі оксидативного стресу та про-
запальних цитокінів виявили також A. di Penta et al. [20].

Вакуолізація цитоплазми, локальне просвітлення 
нейропілю, зміни нейрональних відростків, дезорга-
нізація мембранних структур та ознаки пошкодження 
мітохондрій можуть бути оцінені як морфологічний 
еквівалент порушення аксонального і дендритного 
транспорту. За сучасними даними, дефекти аксональ-
ного транспорту є ранньою та важливою ознакою ней-
родегенеративного процесу, оскільки вони порушують 
переміщення мітохондрій, синаптичних везикул, білко-
вих комплексів і компонентів мембран до дистальних 
відділів нейрональних відростків [21]. У цьому контексті 
ультраструктурні зміни нейритів, зафіксовані у нашому 
дослідженні, можна інтерпретувати як прояв транспорт-
ної недостатності, спричиненої колхіцин-індукованою 
дезорганізацією мікротрубочкового цитоскелета.

На відміну від COX-2, експресія NF-κB характери-
зувалася не лише збільшенням щільності позитивних 
клітин, але й підвищенням інтенсивності флуоресценції. 

Оскільки NF-κB – один із ключових транскрипційних 
факторів, що регулює експресію численних прозапаль-
них генів, його активацію можна визначити як один із 
центральних механізмів розвитку запальної відповіді в 
умовах експериментальної нейродегенерації. Поєднан-
ня зменшення площі клітин і підвищення рівня NF-κB 
свідчить про формування популяції дрібних реактивних 
клітин із високою функціональною активністю.

Водночас виявлено певне підсилення експресії про-
запальних медіаторів у структурі БМЯ головного мозку 
хибнооперованих тварин, що мало локальний характер, 
оскільки не супроводжувалося збільшенням кількості 
імунопозитивних клітин. Такі зміни логічно пояснити 
механічним впливом під час процедури ІЦВ ін’єкції.

Висновки
1. У базальному магноцелюлярному ядрі щурів 

колхіцин-індукована нейродегенерація асоційована зі 
статистично значущим зменшенням площі COX-2- та 
NF-κB-позитивних клітин на фоні різкого збільшення 
їхньої щільності та перебудови рівня експресії дослі-
джених маркерів. Для COX-2 характерним є триразове 
збільшення кількості імунопозитивних клітин без збіль-
шення інтенсивності флуоресценції відносно інтактного 
контролю, а для NF-κB визначено і збільшення щільності 
позитивних клітин, і підвищення рівня CTCF.

2. У мозку хибнооперованих тварин зафіксовано 
ознаки активації прозапальних процесів, що виявлено за 
підвищенням інтенсивності флуоресценції COX-2 щодо 
інтактного контролю, зменшенням площі NF-κB-пози-
тивних клітин і посиленням кореляційного зв’язку між 
морфометричними й оптичними параметрами клітин. 
Відсутність значущих змін щільності імунопозитивних 
клітин і значно менша вираженість виявлених відхилень 
порівняно з колхіциновою групою свідчать про розвиток 
обмеженої реактивної запальної відповіді, що зумовлена 
хірургічним втручанням, без формування вираженого 
нейродегенеративно-запального процесу.

3. Між площею клітин базального магноцелюлярно-
го ядра й інтенсивністю флуоресценції COX-2 і NF-κB 
встановлено статистично значущий позитивний кореля-
ційний зв’язок, який посилювався в умовах колхіцинової 
нейротоксичності. Коваріаційний аналіз показав, що пло-
ща клітини – значущий предиктор рівня експресії обох 
маркерів, однак ефект введення експериментальної 
групи залишався статистично достовірним. Це свідчить 
про незалежний вплив колхіцинового ушкодження на 
експресію COX-2 та NF-κB, який не обмежується лише 
морфометричними змінами клітин.

4. Ультраструктурними ознаками реакції на вве-
дення колхіцину є вакуолізація цитоплазматичних 
структур, дезорганізація внутрішньоклітинних мембран, 
ушкодження мітохондрій, зміни нейритів і порушення 
ультраструктурної організації синаптичних контактів як 
наслідок порушення мікротрубочкового цитоскелета та 
пов’язаного з ним внутрішньоклітинного транспорту. В 
мікрогліоцитах та астроцитах через 2 тижні визначено 
накопичення вторинних лізосом та аутофагічних вакуо-
лей, що свідчить про активацію лізосомно-аутофагічного 
шляху у відповідь на пошкодження внутрішньоклітинних 
структур.
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