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Визначення ролі ендогенних нейротропних факторів в якості маркерів хронічної епілептичної активності дозволяє патогене-

тично обгрунтувати нові підходи до лікування епілепсії. Метою роботи було імуногістохімічне вивчення експресії фактору некроза 
пухлин-альфа (TNF-α) та ядерний фактор NF-κB в тканині дорсального гіпокампу у щурів з кіндлінговими судомами. Кіндлінг 
викликали у 15 щурів тритижневим застосуванням пентиленететразоля (ПТЗ) в дозі 35.0 мг/кг, в/очер. 20 щурам групи контролю 
вводили 0.9% фізіологічний розчин NaCl. У 10 щурів цієї групи проводили повне фарбування зрізів з використанням авідин-біо-
тинпероксидазного методу і ще у 10 щурів, які склали групу негативного контроля, проводили фарбування з використанням лише 
вторинних антитіл. Інтенсивність кольору зрізів мозку групи контролю та кіндлінгу порівнювали з колірністю зрізів мозку групи 
негативного контролю за допомогою програми «Image J», після чого експресію досліджуваних факторів визначали в умовних оди-
ницях (УО). У щурів з ПТЗ-кіндлінгом рівень TNF-α становив 17.86+0.83 УО і перевищував відповідний показник в групі контролю 
(4.78+0.14 УО), (p<0.001). Експресія NF-κB становила 5.24+0.61 проти 1.73+0.07 УО в контролі, (р<0.001). Визначення експресії 
TNF-α та NF-κB в лімбічних структурах можливо використовувати в якості маркерів ефективності експериментальних методів ліку-
вання хронічної епілепсії. 
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Determining the role of endogenous factors as markers of chronic epileptic activity allows pathogenetically justifying new approaches to 

treating epilepsy. The aim of the work was the immunohistochemical study of the expression of the tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) and 
nuclear factor p-NF-κB in the tissue of the dorsal parts of the hippocampus in rats with kindling seizures. Kindling was produced in 15 rats by 
three-week i.p. pentylenetetrazole (PTZ, 35.0 mg/kg) administration. 20 control group rats were injected with 0.9% NaCl solution. The avidin-
biotin-peroxidase method was used in 10 control group rats for staining. The rest ten rats composed the negative control group and stained 
using only secondary antibodies. The color intensity of the brain sections of the control and kindling groups was compared with the color of 
the brain sections of the negative control group using the "Image J" program. In rats with PTZ-kindling, the level of TNF-α was 17.86+0.83 
relative units (RU) and exceeded the corresponding indicator in the control group (4.78+0.14 RU), (p<0.001). The expression of p-NF-κB was 
5.24+0.61 against 1.73+0.07 RU in control (p<0.001). Determination of the expression of TNF-α and NF-κB in limbic structures can be used 
as markers of the effectiveness of experimental treatment methods for chronic epilepsy.
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Вступ. Нейроімунні порушення складають пато-
генетичну основу виникнення та розвитку епілепсії, 
в тому числі однієї із найважчих її форм, якою є резис-
тентна до фармакологічного лікування епілепсії [1].1 

1 Дослідження проведене за фінансової підтримки Міністерства Охо-
рони Здоровя України НДР «Підвищення ефективності контролю 
епілептичної активності застосуванням фармакологічних препаратів 
та неінвазивного подразнення структур мозку» (№ державної реє-
страції 0121U114510).

На сьогодні пошук більш ефективних підходів до фар-
макологічного контролю проявів захворювання вклю-
чає дослідження маркерів патогенезу епілептичного 
синдрому. Серед інших важливими виявляються про-
запальні цитокіни, а саме – фактор некрозу пухлин-
альфа (TNF-α), внутрішньоклітинний шлях контрольо-
ваний ядерним фактором каппа B (p-NF-κB), які тісно 
пов’язані із ключовим регулятором адаптації до гіпок-
сії – гіпоксія-індукованим фактором 1α (HIF-1α) [2; 3]. 

Гіпоксія головного відіграє значну роль у патоге-
незі хронічного епілептичного синдрома, в тому числі 
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як обов’язковий компонент нейроімунного запального 
процесу [1]. Найбільш суттєві зміни викликані гіпок-
сією – формування первинного епілептогенного вог-
нища спостерігається в структурах лімбічної системи, 
зокрема в гіпокампі [4; 5].

Двостороння взаємодія між HIF-1α і ядерним фак-
тором каппа B (NF-κB) є характерною за умов гіпок-
сії [2]. Також встановлено, що TNF-α відіграє певну 
роль у стимуляції NF-κB і його вивільнення також може 
збільшуватися при гіпоксії [3]. 

Взаємні регулюючі впливи TNF-α та HIF-1α можуть 
здійснюватись за рахунок численних внутрішньоклі-
тинних інформаційних шляхів, які включають NF-κB 
та залежні від нього фосфатидилінозітол-3 кіназні 
шляхи [3]. Встановлено, що активація p-NF-κB, викли-
кана TNF-α супроводжується зростанням експресії 
мРНК HIF-1α, що відбувається за відсутності первин-
ного впливу гіпоксичного чинника [6]. Подібні впливи 
відбуваються завдяки TNF-α індукованій здатності 

NF-κB активувати промоутер HIF-1α [7]. Встановлено, 
що розвиток післнападової депресії у кіндлінгових 
мишей відбувається на тлі гальмування NF-κB/TLR-4 
інформаційного шляху [8]. За умови гострого запа-
лення TNF-α може індукувати експресію HIF-1α макро-
фагами, а як наступний крок – здійснювати контроль 
експресії фактору росту ендотелію судин (VEGF) та 
індуцибельної синтази оксиду азоту (iNOS) через регу-
люючий вплив на головні HIF-залежні гени [8].

Мета дійсного дослідження полягала у дослідженні 
імунореактивності маркерів хронічного епілептоге-
незу, а саме TNF-α та p-NF-κB у дорсальному гіпокампі 
щурів із розвиненими ПТЗ-кіндлінговими судомами. 

Матеріал і методи дослідження.
Експериментальні тварини
Дослідження проводили на 35 самцях щурів Вістар 

віком 2-3 місяці, масою 180–220 г. Тварин утримували 
за стандартних умов температури (23±2°C), воло-
гості (60%) та 12-годинного циклу зміни освітлення 

Рис. 1. Репрезентативні зображення TNF-α і p-NF-kB в дорсальному гіпокампі  
у контрольних щурів і PTZ-кіндлінгових щурів. Знімки зроблені зі збільшенням х 200. 

Калібровка масштабу (правий нижній кут зображень – білий прямокутник): 50 мкм
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з вільним доступом до води та їжі. Усі процедури 
проводились у відповідності до рекомендацій Керів-
ництва з догляду та використання лабораторних тва-
рин, прийнятого Національними інститутами здоров’я 
(Бетесда, США) та Гельсінської декларації, а також від-
повідно до дозволу комісії з біоетики Одеського націо-
нального медичного університета (протокол за № 3 від 
14.03.2018)

Модель ПТЗ-викликаного кіндлінга
Модель епілепсії, викликаної пентиленететразолом 

(ПТЗ), була індукована, як описано раніше [5]. ПТЗ 
(P6500, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) розчиняли 
в 0.9% розчині NaCl ex tempore і вводили внутршіньоо-
черевинно (в/очер) в дозі 35.0 мг/кг на протязі 21 доби 
(n=15). У всіх включених до імуногістохімічних дослі-
джень щурів після кожного з трьох останніх введень 
ПТЗ спостерігались судоми тяжкістю 4-5 балів. Щурам 
групи контроля (n=20, з яких 10 склали групу негатив-
ного імуногістохімічного контроля – див.нижче) вво-
дили в/очер 0.9% фізіологічний розчин NaCl. 

Після кожної ін’єкції щурів поміщали наодинці 
в ізольовану прозору клітку з оргскла і оцінювали 
тяжкість судом на протязі 30 хв за шестибальною шка-
лою [5]. Тяжкість судом оцінювали за такою шкалою: 
0 – відсутність судом; 1 – завмирання, тремор і міокло-
нічні посмикування окремих груп м’язів; 2 – клонічні 

судоми всього тіла; 3 – клонічні нападові судоми пере-
дніх кінцівок тіла з підйомами на задні лапи; 4 – гене-
ралізовані клоніко-тонічні судоми з втратою рівноваги 
та падіннями; 5 – повторні напади, як на 4 стадії, або 
летальний результат в результаті нападів. 

Іммуногістохімічний аналіз
Тканини головного мозку фіксували в 10% фор-

мальдегіді і згодом парафінізували. З парафінізованих 
блоків виготовляли зрізи товщиною 5 мкм за допомо-
гою ротаційного мікротома, розміщували їх на пред-
метному склі, вкритих полі-L-лізином, для імуногісто-
хімічного аналізу [9]. 

Для визначення відмінностей у експресії TNF-α та 
p-NF-kB у тканині мозку використовували авідин-біо-
тинпероксидазний метод згідно з раніше описаною 
методикою (Рис. 1) [10].

Зображення отримували за допомогою світлового 
мікроскопа Olympus BX53 та аналізували за допо-
могою комп’ютерної програми «Image J» версії 1.46 
(Національний інститут охорони здоров’я, Бетесда, 
США). Дані оцінювали залежно від інтенсивності 
фарбування порівняно з контролем. Для відділення 
корисного сигналу від фону застосовували порогову 
функцію і середню інтенсивність сигналу вимірювали 
за допомогою функції «вимірювання» [11]. Середня 
інтенсивність фонового кольору зразків гіпокампу 

Рис. 2. Динаміка латентного періоду та тяжкості судом протягом 
розвитку пентиленететразол-індукованого кіндлінгу

Позначення: по вісі абсцис – період спостереження (доби). По вісі ординат – 
досліджувані показники. Результати представлені як М ± SEM.
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була отримана шляхом усереднення значень зображень 
негативного контроля – зразків тканини гіпокампу 
щурів групи контролю, які були оброблені лише вто-
ринними антитілами [9]. Значення рівня інтенсивності 
імуногістологічного фарбування досліджуваних зраз-
ків розраховували як середню інтенсивність сигналу 
відносно фонової колірності негативного контроля для 
10 зображень на одну експериментальну тварину груп 
контролю та кіндлінгу. Кількісну міру колірності вира-
жали в умовних одиницях (УО) [10].

Статистичні процедури 
Для проведення статистичної обробки отрима-

них результатів використовували SPSS програму для 
Windows (SPSS Inc., версія 24.0, Чикаго, США). Дані 
представляли як середні величини зі стандартною 
похибкою середньої величини (M+SEM). Для порів-
няння показників між групами контролю та ПТЗ-
викликаного кіндлінгу застосовували непарний дво-

сторонній t-тест Стюдента. Відмінності між групами 
приймали як достовірні при p<0.05. 

Результати та їх обговорення
Поведінкові характеристики кіндлінгових судом
Судоми почалися після другої-четвертої ін’єкції 

та мали прогресуючий розвиток протягом наступних 
2-3 введень ПТЗ до рівня міоклонусів мязів тулуба. 
Наступні 4-9 введень викликали підйом щурів на задні 
кінцівки з клонічними судомами передніх кінцівок 
щурів. Генералізовані клоніко-тонічні судомні напади 
виникали у піддослідних тварин після 8-17-ї ін’єкцій 
ПТЗ. Під час нападів щури втрачали рівновагу, падали 
на бік і демонстрували післянападову депресію. Про-
тягом тритижневого щодобового введення ПТЗ спо-
стерігалось характерне скорочення латентного періоду 
виникнення судом – до 65.4+7.1 с, а також посилення 
їх тяжкості – до 4.3+0.2 балів (Рис. 2). Щури, які було 
включено до подальшого імуногістохімічного дослі-

Рис. 3. Інтенсивність експресії TNF-α і p-NF-kB в тканині дорсального 
гіпокампу щурів із розвиненим ПТЗ-індукованим кіндлінгом

Позначки: по вісі абсцис – групи спостереження, по вісі ординат – досліджувані 
показники. Значення представлені як М ± SEM. 

### – P<0.001 у порівнянні до групи контролю (непарний двосторонній t-критерій 
Стьюдента).
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дження, демонстрували розвиток генералізованих 
судомних нападів у відповідь на кожне із трьох остан-
ніх введень епілептогену. 

Рівень TNF-α та p-NF-kB в дорсальному гіпо-
кампі

Порівняно з контрольною групою щури з розвине-
ними ПТЗ- індлінговими судомами демонстрували зна-
чне посилення експресії TNF-α і p-NF-kB в досліджу-
ваних зразках тканини гіпокампа (Рис. 3). 

Рівeнь TNF-α, який в групі контроля складав 4.78 ± 
0.14 УО підвищувалися до 17,86± 0,83 УО (p<0.001). 
Експресія p-NF-kB в тканині дорсального гіпокампу 
щурів групи контроля (1.73± 0.07 УО) зростала до 
5.24 ± 0.61 УО (p<0.001) (Рис. 3).

Таким чином, отримані результати засвідчили, 
що у щурів з модельованою методом ПТЗ-кіндлінга 
хронічною епілептичною активністю в структурах 
дорсального гіпокампу спостерігається збільшення 
експресії TNF-α та p-NF-kB, що засвідчує їх патогене-
тичну роль в механізмах кіндлінг-провокованих судом, 
а також коморбідних станів, зважаючи на роль структур 
гіпокампу в регуляції різних форм поведінки тварин.

TNF-α, як медіатор запалення, який впливає на 
численні внутрішньоклітинні сигнальні шляхи, 
також забезпечує тісну взаємодію з факторами адап-
тації до гіпоксії [3; 4]. Слід зазначити, що гіпоксія 
завжди супроводжує запалення яка відіграє провідну 
роль у виникненні хронічної епілептичної активності 
[1; 12]. Важливим є контроль механізмів адаптації 
до гіпоксії на рівні клітин завдяки активації HIF – 
залежних шляхів, які також є значущими для регуля-
ції імунної реактивності та запалення. Активація HIF 
супроводжується зростанням продукції прозапальних 
цитокинів, що доведено на багатьох типах клітин. 
Причому подібна активація вже не залежить від дії 
гіпоксії як первинного чинника. Важливим у цьому 
відношенні є встановлений механізм TNF-α регуля-
ції продукції HIF-1α на транскрипційному рівні через 
активування NF-κB. Можливі також впливи TNF-α 
на HIF-1α на посттрансркрипційні та тарансляцій-

ному рівнях, який більшою мірою може відбуватись 
за рахунок інших прозапальних цитокинів [7].

Слід зазначити, що активація NF-kB відбувається за 
умови реакції активації мікроглії, яка є важливою ланкою 
патогенезу хронічної епілепсії [12]. Крім того, значний 
спектр внутрішньоклітинних сигнальних шляхів вклю-
чаючи NF-kB, можуть бути активовані через залучення 
астроцитів та виникнення іктальних судормних напа-
дів [12]. Отримані в дійсному дослідженні результати, 
а саме – зростання експресії NF-κB в дорсальному гіпо-
кампі у щурів, які демонстрували виникнення генералі-
зованих іктальних проявів у відповідь на завершальні 
три введення ПТЗ, також вказують на критичну роль 
NF-κB сигнального шляху у виникненні саме іктальних 
судом. Підтвердженням цього припущення є дані щодо 
нейропротекторного ефекту інактивації клітин мікро-
глії та інгібування NF-kB на моделі генералізованої епі-
лепсії, спричиненої каїновою кислотою [13]. Надмірна 
експресія мікроРНК, яка інактивує сигнальний шлях 
NF-kB, зменшує пошкодження нейронів гіпокампу при 
епілепсії, зменшує реакцію активації мікроглії [14].

Вміст в тканині головного мозку щурів з амігдаляр-
ним кіндлінгом зростає, а застосування TNF-α провокує 
генералізовані судоми [4]. Подібні зміни мають місце 
і в мозку мишей з ПТЗ-індукованим кіндлінгом [15]. 
Отримані в дійсному дослідженні результати зрос-
тання імуногістохімічної експресії TNF-α в дорсаль-
ному гіпокампі свідчать, що можливою мішенню про-
епілептогенного впливу TNF-α можуть бути структури 
лімбічної системи. 

Висновок. Вміст TNF-α і p-NF-kB в дорсальному 
гіпокампі щурів із розвиненими ПТЗ-індукованими 
кіндлінговими судомами збільшується, що вказує на 
патогенетичну роль зазначених факторів у формуванні 
та розвитку хронічної епілептизації мозку.

Песрепективним є вивчення динаміки досліджених 
факторів в контролі ефективності фармакологічного 
лікування експериментального хронічного епілеп-
тичного синдрома, а також їх значення у формуванні 
коморбідних станів.
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