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Îïòèìèçàöèÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà äîôàìèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ

Ïðîãðåññèâíàÿ äåãåíåðàöèÿ äîôàìèíåðãè÷åñêèõ (ÄÀ-åðãè÷åñêèõ) íåéðîíîâ êîìïàêòíîé ÷àñòè ÷åð-
íîé ñóáñòàíöèè (ê×Ñ) ó ÷åëîâåêà ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ áîëåçíè Ïàðêèíñîíà (ÁÏ), ÷òî â ýêñïåðèìåíòå íà
ìûøàõ ìîäåëèðóåòñÿ ïóòåì ââåäåíèÿ ïðåäøåñòâåííèêà íåéðîòîêñèíà 1-ìåòèë-4-ôåíèë-1, 2, 3, 6-òåòðà-
ãèäðîïèðèäèíà (ÌÔÒÏ). Îäíèì èç âàæíåéøèõ ïîêàçàòåëåé ýôôåêòèâíîñòè äåéñòâèÿ íåéðîòîêñèíà ÿâ-
ëÿåòñÿ óìåíüøåíèå ÷èñëà ÄÀ-åðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ â ê×Ñ. Èñïîëüçóåìàÿ íàìè â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìåòî-
äèêà ïîäñ÷åòà ÄÀ-åðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ íà ñåðèéíûõ ñðåçàõ ÿâëÿåòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî òðóäîåìêîé è äîðîãî-
ñòîÿùåé, ÷òî îãðàíè÷èâàåò åå èñïîëüçîâàíèå äëÿ ñêðèíèíãîâîãî àíàëèçà áîëüøîãî ìàòåðèàëà, îäíàêî
îíà îáëàäàåò íàèáîëüøåé òî÷íîñòüþ ïîäñ÷åòà. Øèðîêî èçâåñòíàÿ ôîðìóëà Êîíèãñìàðêà (ÔÊ) ïîçâîëÿåò
èñïîëüçîâàòü äëÿ ïîäñ÷åòà íå âñå ñåðèéíûå ñðåçû ñ îáëàñòè, à òîëüêî âûáðàííûå ñ îïðåäåëåííûì èíòåð-
âàëîì ñðåçû. Íî åå òî÷íîñòü ñíèæàåòñÿ ñ óâåëè÷åíèåì ýòîãî èíòåðâàëà è ðÿäà äðóãèõ ïàðàìåòðîâ. Â äàí-
íîé ðàáîòå ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà ðàçðàáîòàòü ìàòåìàòè÷åñêèé ìåòîä àïïðîêñèìàöèè (ÌÀ) ïóòåì óñî-
âåðøåíñòâîâàíèÿ ÔÊ, ÷òî ïîçâîëèò ñîêðàòèòü âðåìåíí *ûå è ìàòåðèàëüíûå çàòðàòû íà îáðàáîòêó è àíàëèç
ìàòåðèàëà, ñîõðàíÿÿ íåîáõîäèìóþ òî÷íîñòü ïîäñ÷åòà. Ìîäåëèðîâàíèå ÁÏ îñóùåñòâëÿëè íà ìûøàõ
C56/BL ñ ïîìîùüþ ââåäåíèÿ íåéðîòîêñèíà ÌÔÒÏ ïî äâóì ïðîòîêîëàì. Äåãåíåðàöèÿ íåéðîíîâ ïðîèñõî-
äèëà ïðåèìóùåñòâåííî â ñðåäíåé ÷àñòè ê×Ñ â ðîñòðî-êàóäàëüíîì íàïðàâëåíèè, ïðè÷åì â áîëüøåé ñòåïå-
íè â ãðóïïå, ïîäâåðæåííîé äåéñòâèþ áîëåå âûñîêîé ñóììàðíîé äîçû íåéðîòîêñèíà. Îáðàçîâàâøèåñÿ
ðåçêèå ïåðåïàäû â ÷èñëå íåéðîíîâ îò ñðåçà ê ñðåçó çíà÷èòåëüíî óìåíüøèëè òî÷íîñòü ïîäñ÷åòà ñ ïîìî-
ùüþ ÔÊ (îøèáêà ñîñòàâèëà 6 % ïðè ïîäñ÷åòå íåéðîíîâ óæå íà êàæäîì ïÿòîì ñðåçå). Ïðè èñïîëüçîâàíèè
ÌÀ îøèáêà íå ïðåâûøàëà 4 % äàæå ïðè ïîäñ÷åòå íåéðîíîâ íà êàæäîì ñåäüìîì ñðåçå ê×Ñ. Òàêèì îáðà-
çîì, íàìè ðàçðàáîòàí ÌÀ, êîòîðûé ïîçâîëÿåò ñíèçèòü âðåìåíí *ûå è ìàòåðèàëüíûå çàòðàòû íà îöåíêó èç-
ìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÀ-åðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ â ê×Ñ ïðè ýêñïåðèìåíòàëüíîì ìîäåëèðîâàíèè ÁÏ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåòîä Êîíèãñìàðêà, ÷åðíàÿ ñóáñòàíöèÿ, äîôàìèíåðãè÷åñêèé íåéðîí, íåéðî-
òîêñèí, ìàòåìàòè÷åñêèé àíàëèç, ïàðêèíñîíèçì, òèðîçèíãèäðîêñèëàçà, ìûøè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÏ — áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, ÄÀ — äîôàìèí, ÈÐ — èììóíîðåàêòèâ-
íûé, ÌÀ — ìåòîä àïïðîêñèìàöèè, ÌÔÒÏ — 1-ìåòèë-4-ôåíèë-1, 2, 3, 6-òåòðàãèäðîïèðèäèí, ÒÃ — òèðî-
çèíãèäðîêñèëàçà, ÔÊ — ôîðìóëà Êîíèãñìàðêà, ×Ñ — ÷åðíàÿ ñóáñòàíöèÿ, ê×Ñ — êîìïàêòíàÿ ÷àñòü ×Ñ.

Äîôàìèíåðãè÷åñêèå (ÄÀ-åðãè÷åñêèå) íåéðîíû ÷åð-
íîé ñóáñòàíöèè (×Ñ), ïðîåöèðóþùèå àêñîíû â ñòðèàòóì,
ÿâëÿþòñÿ êëþ÷åâûì çâåíîì ðåãóëÿöèè ìîòîðíîãî ïîâåäå-
íèÿ (Alexander et al., 1990; Wichmann et al., 1996). Ïðî-
ãðåññèâíàÿ äåãåíåðàöèÿ ýòèõ íåéðîíîâ ó ÷åëîâåêà ïðèâî-
äèò ê ðàçâèòèþ áîëåçíè Ïàðêèíñîíà (ÁÏ), ïðè÷åì ïåðâûå
ñèìïòîìû ïðîÿâëÿþòñÿ ÷åðåç 20—30 ëåò ïîñëå íà÷àëà çà-
áîëåâàíèÿ ïðè äåãåíåðàöèè 70—80 % íåéðîíîâ. Ïîñëå
ýòîãî çàáîëåâàíèå áûñòðî ïðîãðåññèðóåò, ÷òî ïðèâîäèò ê
èíâàëèäèçàöèè è ãèáåëè áîëüíîãî. Äëÿ óãëóáëåííîãî ïî-
íèìàíèÿ ïàòîãåíåçà, ðàçðàáîòêè äèàãíîñòèêè è ëå÷åíèÿ
ÁÏ áîëüøîå çíà÷åíèå èìååò åå ýêñïåðèìåíòàëüíîå ìîäå-
ëèðîâàíèå, îñóùåñòâëÿåìîå ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ
íåéðîòîêñèíîâ, âûçûâàþùèõ äåãåíåðàöèþ ÄÀ-åðãè÷å-
ñêèõ íåéðîíîâ (Ogawa et al., 1987; Bezard et al., 1997;

Kryzhanovsky et al., 1997; Strome et al., 2007). Íàïðèìåð,
1-ìåòèë-4-ôåíèëïèðèäèí ñïîñîáåí âûçûâàòü ãèáåëü
ÄÀ-åðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ ê×Ñ. Åãî ïðåäøåñòâåííèê 1-ìå-
òèë-4-ôåíèë-1, 2, 3, 6-òåòðàãèäðîïèðèäèí (ÌÔÒÏ) çàõâà-
òûâàåòñÿ àñòðîöèòàìè è ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòà ìîíîàìè-
íîêñèäàçû Â ïðåâðàùàåòñÿ â 1-ìåòèë-4-ôåíèë-äèãèäðîê-
ñèïèðèäèí. 1-ìåòèë-4-ôåíèë-äèãèäðîêñèïèðèäèí çàòåì
ñïîíòàííî îêèñëÿåòñÿ ñ îáðàçîâàíèåì 1-ìåòèë-4-ôåíèë-
ïèðèäèíà, êîòîðûé âûñâîáîæäàåòñÿ èç ãëèàëüíûõ êëåòîê
â ìåæêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî. Çàòåì 1-ìåòèë-4-ôåíèë-
ïèðèäèí çàõâàòûâàåòñÿ ìåìáðàííûì òðàíñïîðòåðîì ìî-
íîàìèíîâ, â ÷àñòíîñòè òðàíñïîðòåðîì äîôàìèíà (ÄÀ), â
ÄÀ-åðãè÷åñêèå íåéðîíû (Tipton et al., 1993). Â ÄÀ-åðãè-
÷åñêèõ íåéðîíàõ âíóòðèêëåòî÷íûé 1-ìåòèë-4-ôåíèëïèðè-
äèí ñ ïîìîùüþ âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòåðà ìîíîàìèíîâ

423

2 0 1 0 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 52, ¹ 6



(VMAT2) çàêëþ÷àåòñÿ â äîôàìèíñîäåðæàùèå ñåêðåòîð-
íûå ãðàíóëû èëè æå ïîñòóïàåò â ìèòîõîíäðèè. Â ìèòî-
õîíäðèÿõ 1-ìåòèë-4-ôåíèëïèðèäèí ñâÿçûâàåòñÿ ñ êîìïî-
íåíòàìè I êîìïëåêñà äûõàòåëüíîé öåïè, ðàçîáùàÿ ïðî-
öåññ îêèñëèòåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê
ãèáåëè êëåòêè (Nakahara et al., 2001; Schmidt et al., 2001).

Ðàçðàáîòêà ìîäåëåé ðàçëè÷íûõ ñòàäèé ÁÏ ïðåäïîëà-
ãàåò ñêðèíèíãîâûé àíàëèç êàê ìèíèìóì ìîòîðíîãî ïîâå-
äåíèÿ, à òàêæå ìåòàáîëèçìà äîôàìèíà è ñîäåðæàíèÿ òè-
ðîçèíãèäðîêñèëàçà-èììóíîðåàêòèâíûõ (ÒÃ-ÈÐ) (ÄÀ-åð-
ãè÷åñêèõ) íåéðîíîâ â íèãðîñòðèàòíîé ñèñòåìå ïðè
ðàçëè÷íûõ ñõåìàõ ïðèìåíåíèÿ íåéðîòîêñèíîâ. Îäíèì èç
âàæíåéøèõ ïîêàçàòåëåé ýôôåêòèâíîñòè äåéñòâèÿ íåéðî-
òîêñèíà ÿâëÿåòñÿ óìåíüøåíèå ÷èñëà ÒÃ-ÈÐ íåéðîíîâ
êîìïàêòíîé ÷àñòè ×Ñ (ê×Ñ) â ðåçóëüòàòå èõ äåãåíåðàöèè.
Îöåíêà ýòîãî ïîêàçàòåëÿ ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå òðóäîåìêîé è
äîðîãîñòîÿùåé, ïîñêîëüêó â ñêðèíèíãîâîì èññëåäîâàíèè
èñïîëüçóåòñÿ ìàòåðèàë îò ñîòåí æèâîòíûõ, â îñíîâíîì
ãðûçóíîâ. Äëÿ óïðîùåíèÿ ýòîé ïðîöåäóðû èñïîëüçóåòñÿ
ôîðìóëà Êîíèãñìàðêà (ÔÊ), êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò áðàòü äëÿ
ïîäñ÷åòà íå âñå ñåðèéíûå ñðåçû ñ îáëàñòè, à òîëüêî âû-
áðàííûå ñ îïðåäåëåííûì èíòåðâàëîì ñðåçû. Íî åå òî÷-
íîñòü ñíèæàåòñÿ ñ óâåëè÷åíèåì ýòîãî èíòåðâàëà è, êàê
îêàçàëîñü, çàâèñèò îò íàëè÷èÿ ðåçêèõ ïåðåïàäîâ â ÷èñëå
íåéðîíîâ îò ñðåçà ê ñðåçó, êîòîðûå âîçíèêàþò ïðè äåãåíå-
ðàöèè ê×Ñ. Â äàííîé ðàáîòå ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà ðàçðà-
áîòàòü ìàòåìàòè÷åñêèé ìåòîä àïïðîêñèìàöèè (ÌÀ) ïó-
òåì óñîâåðøåíñòâîâàíèÿ ÔÊ, ÷òî ïîçâîëèò ñîêðàòèòü âðå-
ìåíí*ûå è ìàòåðèàëüíûå çàòðàòû íà îáðàáîòêó è àíàëèç
ìàòåðèàëà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û è ì à ò å ð è à ë û. Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçî-
âàíû: ÌÔÒÏ (Sigma, ÑØÀ), áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáó-
ìèí (Sigma, ÑØÀ), Triton X-100 (Sigma, ÑØÀ), êðîëè÷üè
àíòèòåëà ê òèðîçèíãèäðîêñèëàçå (ÒÃ) (ïðåäîñòàâëåíû
ä-ðîì Tibault, Ôðàíöèÿ), áèîòèíèëèðîâàííûå êîçüè àíòè-
òåëà ê g-ãëîáóëèíàì êðîëèêà (Vector Laboratories, ÑØÀ),
àâèäèí-áèîòèíîâûé êîìïëåêñ (Vector Laboratories,
ÑØÀ), 3,3R-äèàìèíîáåíçèäèíòåòðîãèäðîõëîðèä (Sigma,
ÑØÀ), H2O2 (Sigma, ÑØÀ), ñðåäà äëÿ çàêëþ÷åíèÿ ñðåçîâ
DePeX (SERVA, ÑØÀ).

Æ è â î ò í û å. Ðàáîòà ïðîâåäåíà íà ñàìöàõ ìûøåé ëè-
íèè C56/BL â âîçðàñòå 2.5 ìåñ è ìàññîé 22—24 ã.

Ì î ä å ë è ð î â à í è å Á Ï. Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå
ãðóïïû æèâîòíûõ: îäíó èíòàêòíóþ (n = 4), äâå êîíòðîëü-
íûå è äâå îïûòíûå ãðóïïû ïî ïÿòü æèâîòíûõ â êàæäîé.
Äàííûå, ïîëó÷åííûå íà èíòàêòíîé ãðóïïå æèâîòíûõ, èñ-
ïîëüçîâàëè äëÿ ðàçðàáîòêè ÌÀ, êîòîðûé ïðèìåíÿëè íà-
ðÿäó ñ ÔÊ äëÿ îöåíêè ñòåïåíè äåãåíåðàöèè â ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ ãðóïïàõ.

Â îïûòå æèâîòíûì ïîäêîæíî ââîäèëè ÌÔÒÏ â ôèç-
ðàñòâîðå 2 ðàçà ñ 7-ñóòî÷íûì èíòåðâàëîì â äîçå 8 ìã/êã
èëè 4 ðàçà ñ 2-÷àñîâûì èíòåðâàëîì ïî 12 ìã/êã. Êîíòðîëü-
íûì æèâîòíûì ïîäêîæíî ââîäèëè ôèçðàñòâîð ïî òåì æå
ñõåìàì. ×åðåç 1 íåä ïîñëå ïîñëåäíåé èíúåêöèè ÌÔÒÏ
èëè ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà æèâîòíûõ äåêàïèòèðîâà-
ëè, à âûäåëåííûé ìîçã ñàãèòòàëüíî ðàçðåçàëè íà äâå ïî-
ëîâèíû. Ëåâóþ ïîëîâèíó ìîçãà ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì
ïàðàôîðìàëüäåãèäå íà 0.1 Ì ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñ-
òâîðå 12 ÷, èíêóáèðîâàëè â 20%-íîì ðàñòâîðå ñàõàðîçû
íà ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðíîì ðàñòâîðå (ÔÑÁ) 48 ÷ è çà-
ìîðàæèâàëè â ãåêñàíå ïðè –35 °Ñ. Çàìîðîæåííûå ìîçãè

äî äàëüíåéøåé îáðàáîòêè õðàíèëè ïðè –80 °Ñ, íî íå
áîëåå 2 íåä. Âñå ìàíèïóëÿöèè ñ æèâîòíûìè áûëè ïðîâå-
äåíû â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì, óòâåðæäåííûì êîìè-
òåòîì ïî îõðàíå æèâîòíûõ Èíñòèòóòà áèîëîãèè ðàçâèòèÿ
ÐÀÍ.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÿ. Ñ ïîìîùüþ êðèîñòàòà (Lei-
ca-CM1850, Ãåðìàíèÿ) ïðèãîòàâëèâàëè ñåðèéíûå ôðîí-
òàëüíûå ñðåçû ëåâîé ïîëîâèíû ìîçãà òîëùèíîé 20 ìêì è
ìîíòèðîâàëè èõ íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà. Íà êàæäîå ñòåêëî
ïîìåùàëè ñðåçû îò îäíîãî êîíòðîëüíîãî è îäíîãî îïûò-
íîãî æèâîòíîãî, ïðè÷åì ñðåçû íà âñåõ ñòåêëàõ èíêóáèðî-
âàëè ïðè îäèíàêîâûõ óñëîâèÿõ. Ñðåçû ïîñëåäîâàòåëüíî
èíêóáèðîâàëè â ÔÑÁ ñ äîáàâëåíèåì: à) 0.015%-íîé H2O2,
3%-íîãî áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà è 0.3%-íîãî
Triton X-100 â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 20 °Ñ; á) 1%-ãî áû÷üå-
ãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà, 0.1%-íîãî Triton X-100 è
êðîëè÷üèõ àíòèòåë ê ÒÃ â ðàçâåäåíèè 1 : 2000 (Arluison et
al., 1984) â òå÷åíèå 40 ÷ ïðè 4 °Ñ; â) áèîòèíèëèðîâàííûõ
àíòèòåë êîçû ê g-ãëîáóëèíàì êðîëèêà â ðàçâåäåíèè 1 : 200
â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 20 °Ñ; ã) àâèäèí-áèîòèíîâîãî êîìïëåêñà
â ðàçâåäåíèè 1:100 â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 20 °Ñ. Ïåðîêñèäàçó
àâèäèí-áèîòèíîâîãî êîìïëåêñà âûÿâëÿëè ïóòåì èíêóáà-
öèè ñðåçîâ ñ 0.5%-íûì 3, 3R-äèàìèíîáåíçèäèíòåòðàãèä-
ðîõëîðèäîì è 0.02%-íîé H2O2 íà PBS ïðè 20 °Ñ. Ïîñëå
ýòîãî ñðåçû îáåçâîæèâàëè â ñïèðòàõ âîçðàñòàþùåé êîí-
öåíòðàöèè è çàêëþ÷àëè â ñðåäó DePeX.

Ïðåïàðàòû èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà
Olympus BX51 (Olympus, ßïîíèÿ), îñíàùåííîãî öèôðî-
âîé êàìåðîé Olympus DP70, ïðè óâåëè÷åíèè îáúåêòèâà
10�. Ñåðèéíûå èçîáðàæåíèÿ ôðîíòàëüíûõ ñðåçîâ ê×Ñ çà-
ïèñûâàëè â ïàìÿòü ïåðñîíàëüíîãî êîìïüþòåðà äëÿ ïîñëå-
äóþùåãî êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà. Ñ ïîìîùüþ ïðîãðàì-
ìû Analysis 5.0. (Olympus, ßïîíèÿ) íà êàæäîì ñðåçå îáâî-
äèëè îáëàñòü ê×Ñ (ðèñ. 1) â ñîîòâåòñòâèè ñ àòëàñîì
(Paxinos et al., 2001) ïî ìåòîäó Íåëüñîíà (Nelson et al.,
1996) è ïîñëå ýòîãî ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî íåéðîíîâ, îòìå-
÷àÿ èõ ìàíèïóëÿòîðîì êîìïüþòåðíîé ìûøè (òîëüêî êëåò-
êè ñ âèäèìûì ÿäðîì).

Ì à ò å ì à ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Ñíà÷àëà äàííûå, ïî-
ëó÷åííûå ïðè ïîäñ÷åòå îáùåãî ÷èñëà íåéðîíîâ â ê×Ñ íà
ñåðèéíûõ ñðåçàõ ó èíòàêòíûõ æèâîòíûõ, èñïîëüçîâàëè
äëÿ ðàçðàáîòêè ÌÀ, ïîçâîëÿþùåãî êîëè÷åñòâåííî îïè-
ñàòü ðàñïðåäåëåíèå íåéðîíîâ â ýòîé îáëàñòè ìîçãà íà
âñåì åå ïðîòÿæåíèè â ðîñòðî-êàóäàëüíîì íàïðàâëåíèè,
èñïîëüçóÿ âûáîðî÷íûå ñðåçû.

Ïîñëå ýòîãî îñóùåñòâëÿëè ïîäñ÷åò íåéðîíîâ â ê×Ñ ó
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïï æèâîòíûõ ñ ïîìîùüþ ôîðìó-
ëû Êîíèãñìàðêà (Konigsmark, 1970). Ýòà ôîðìóëà ïîçâî-
ëÿåò èñïîëüçîâàòü äëÿ ïîäñ÷åòà íå âñå ñåðèéíûå ñðåçû ñ
îáëàñòè, à òîëüêî âûáðàííûå ñ îïðåäåëåííûì èíòåðâàëîì
ñðåçû. Çàòåì, èñïîëüçóÿ ñóììó ïîäñ÷èòàííûõ íåéðîíîâ
íà îòîáðàííûõ ñðåçàõ, ðàññ÷èòûâàþò îáùåå êîëè÷åñòâî
íåéðîíîâ âî âñåé îáëàñòè:

~ ,N N
S

SS

t

s

=

ãäå
~
N — îáùåå ÷èñëî íåéðîíîâ íà ñåðèéíûõ ñðåçàõ,~ ~N nS S= ∑ — îáùåå ÷èñëî íåéðîíîâ íà ñðåçàõ, îòîáðàí-

íûõ äëÿ àíàëèçà, S t — îáùåå ÷èñëî ñåðèéíûõ ñðåçîâ,
S s — ÷èñëî ñðåçîâ, îòîáðàííûõ äëÿ àíàëèçà. Ïîäñ÷åò îá-
ùåãî ÷èñëà íåéðîíîâ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ïàêåòà
ïðîãðàìì MatLab 7.0.4. (The MathWorks, ÑØÀ).

Äàëåå ó òåõ æå æèâîòíûõ îöåíèâàëè îáùåå ÷èñëî
íåéðîíîâ â ê×Ñ ñ ïîìîùüþ ïðåäëîæåííîãî íàìè ÌÀ.
Îñîáîå âíèìàíèå áûëî óäåëåíî ïðîâåðêå òî÷íîñòè ðàáî-
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òû ÌÀ íà êðèâûõ, ïîëó÷åííûõ íà æèâîòíûõ â îïûòå, êî-
òîðûå îòëè÷àëèñü îò êðèâûõ, ïîëó÷åííûõ íà èíòàêòíûõ è
êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ. Ïîýòîìó ïðè èñïîëüçîâàíèè
îáîèõ ìàòåìàòè÷åñêèõ ïîäõîäîâ îöåíèâàëè àáñîëþòíóþ
îøèáêó ïîäñ÷åòà îáùåãî ÷èñëà íåéðîíîâ â ê×Ñ, ò. å. ïðî-
öåíòíóþ ðàçíèöó ìåæäó îáùèì ÷èñëîì íåéðîíîâ, ïîä-
ñ÷èòàííûì íà ñåðèéíûõ ñðåçàõ, è îáùèì ÷èñëîì íåéðî-
íîâ, ðàññ÷èòàííûì ìàòåìàòè÷åñêè ïî ÔÊ è ÌÀ, èñõîäÿ
èç ïîäñ÷åòà íåéðîíîâ íà îòîáðàííûõ ñðåçàõ.

Äëÿ èñêëþ÷åíèÿ äâîéíîãî ïîäñ÷åòà íåéðîíîâ, ðàñïî-
ëîæåííûõ íà ñîñåäíèõ ñðåçàõ, èñïîëüçîâàëè ìåòîä Àáåð-
êðîìáè (Abercrombie, 1946):

~ ,n n
ds =

+
Δ

Δ

ãäå ~ns — îáùåå ÷èñëî êëåòîê â ñëîå s, ns — ÷èñëî ïîä-
ñ÷èòàííûõ êëåòîê â ñëîå s, Δ — òîëùèíà ñðåçà, d — äèà-
ìåòð êëåòêè.

Ñ ò à ò è ñ ò è ê à. Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëèçà èñïîëü-
çîâàëè ìåòîäû îïèñàòåëüíîé ñòàòèñòèêè è t-òåñò.

Ðåçóëüòàòû

Î ö å í ê à î á ù å ã î ÷ è ñ ë à Ò Ã - È Ð í å é ð î í îâ
ï ó ò å ì ï î ä ñ ÷ å ò à í å é ð î í î â í à ñ å ð è é í û õ ñ ð å-
ç à õ â ê×Ñ. Äëÿ âñåõ ãðóïï æèâîòíûõ áûëî ïîäñ÷èòàíî
÷èñëî ÒÃ-ÈÐ íåéðîíîâ íà êàæäîì èç ñåðèéíûõ ñðåçîâ è
ïîñòðîåíû êðèâûå èõ ðàñïðåäåëåíèÿ â ê×Ñ. Ïðè ýòîì
ïðîòÿæåííîñòü ê×Ñ â ðîñòðî-êàóäàëüíîì íàïðàâëåíèè
ñîñòàâëÿëà 1400 ìêì, ìàêñèìóì ÷èñëà íåéðîíîâ ñîäåð-
æàëñÿ â ñðåçàõ íà óðîâíå 400 ìêì îò íà÷àëà ê×Ñ (ðèñ. 2).
Ñðåäíåå ÷èñëî íåéðîíîâ â êîíòðîëüíîé è îïûòíîé ãðóï-
ïàõ ïðè äîçå ÌÔÒÏ 2�8 ìã/êã ñ 1-íåäåëüíûì èíòåðâàëîì
ñîñòàâèëî ñîîòâåòñòâåííî 2073 ± 53 è 1638 ± 131 (P =
= 0.015 < 0.05) (ðèñ. 3, à). Ïðè äîçå ÌÔÒÏ 4�12 ìã/êã ñ
2-÷àñîâûì èíòåðâàëîì ñðåäíåå ÷èñëî íåéðîíîâ â êîíòðîëü-
íîé è îïûòíîé ãðóïïàõ ñîñòàâèëî 2073 ± 33 è 1283 ± 69
ñîîòâåòñòâåííî (P < 0.0001) (ðèñ. 3, á). Â îáîèõ ñëó÷àÿõ
íàéäåíû äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ. Õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ
ÒÃ-ÈÐ íåéðîíîâ â îïûòå è â êîíòðîëå îòëè÷àåòñÿ îò òàêî-
âîãî â îïûòå — îñíîâíîå ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ íåéðîíîâ
ïîñëå äåéñòâèÿ íåéðîòîêñèíà íàáëþäàåòñÿ â ñðåäíåì îò-
äåëå ê×Ñ â ðîñòðî-êàóäàëüíîì íàïðàâëåíèè (ðèñ. 2).

Ð å ã ð å ñ ñ è î í í à ÿ ì î ä å ë ü ð à ñ ï ð å ä å ë å í è ÿ
í å é ð î í î â è â û ÷ è ñ ë å í è å î á ù å ã î ÷ è ñ ë à í å é ð î -
í î â. Äàííûå, ïîëó÷åííûå ïðè ïîäñ÷åòå îáùåãî ÷èñëà
íåéðîíîâ â ê×Ñ íà ñåðèéíûõ ñðåçàõ ó èíòàêòíîé ãðóïïû
æèâîòíûõ, èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîèñêà àïïðîêñèìèðóþùåé
ôîðìóëû, ïîçâîëÿþùåé êîëè÷åñòâåííî îïèñàòü ðàñïðåäå-
ëåíèå íåéðîíîâ â ýòîé îáëàñòè ìîçãà íà âñåì åå ïðîòÿæå-
íèè â ðîñòðî-êàóäàëüíîì íàïðàâëåíèè.

Â ðåçóëüòàòå íàìè ïîëó÷åíà ôîðìóëà äëÿ ðàñ÷åòà ÷èñ-
ëà íåéðîíîâ, óòî÷íÿþùàÿ ÔÊ, â íåé âåëè÷èíà Ns âìåñòî
ïðîñòîé ñóììû n ns1

+ +� ÷èñåë íåéðîíîâ â àíàëèçèðóå-
ìûõ ñðåçàõ s = Σl âû÷èñëÿåòñÿ â âèäå ñêîððåêòèðîâàííîé
ñóììû íåéðîíîâ:

~ ~ ~N G n G nl l= + +
1 1

� , (1)

ãäå G Gl1
,... , — âû÷èñëåííûå íà îñíîâå ðåãðåññèîííîãî

àíàëèçà êîýôôèöèåíòû, èõ âåëè÷èíû ïîðÿäêà åäèíèöû
(Fox, 1997).
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Ðèñ. 1. Âûÿâëåíèå òèðîçèíãèäðîêñèëàçà-èììóíîðåàêòèâíûõ íåéðîíîâ â êîìïàêòíîé ÷àñòè ÷åðíîé ñóáñòàíöèè (îáâåäåíà øòðèõî-
âîé ëèíèåé) ñ ïîìîùüþ àâèäèí-áèîòèí-ïåðîêñèäàçíîãî ìåòîäà.

à — èíòàêòíàÿ ìûøü, á — ïîñëå ââåäåíèÿ ïðåäøåñòâåííèêà íåéðîòîêñèíà ÌÔÒÏ (4 ðàçà ñ 2-÷àñîâûì èíòåðâàëîì). Îá. 10�.

Ðèñ. 2. Ïðèìåð ðàñïðåäåëåíèÿ òèðîçèíãèäðîêñèëàçà-èììó-
íîðåàêòèâíûõ íåéðîíîâ â êîìïàêòíîé ÷àñòè ÷åðíîé ñóáñòàí-
öèè â ðîñòðî-êàóäàëüíîì íàïðàâëåíèè ó æèâîòíûõ â îïûòå è

êîíòðîëå.

1 — èíòàêòíàÿ ìûøü, 2 — ïîñëå ââåäåíèÿ ÌÔÒÏ (4 ðàçà ñ 2-÷àñîâûì èí-
òåðâàëîì).



Ââèäó òîãî îáñòîÿòåëüñòâà, ÷òî ó ðåàëüíûõ îáðàçöîâ
ðàñïðåäåëåíèå íåéðîíîâ â ê×Ñ â ðîñòðî-êàóäàëüíîì íà-
ïðàâëåíèè íà ïðîòÿæåíèè äëèíû â 5—7 ñðåçîâ ìîæåò ñó-
ùåñòâåííî èçìåíÿòüñÿ, ïîäõîä, ïðåäëîæåííûé Êîíèãñ-
ìàðêîì, ïðåäïîëàãàþùèé ïîñòîÿíñòâî ïëîòíîñòè íåéðî-
íîâ íà äëèíå ýòîãî èíòåðâàëà, îêàçûâàåòñÿ îòíîñèòåëüíî
íåòî÷íûì. Äëÿ ïðåîäîëåíèÿ ýòîãî íåäîñòàòêà ìîæíî èñ-
ïîëüçîâàòü ðåãðåññèîííóþ àïïðîêñèìàöèþ ðàñïðåäåëå-
íèÿ íåéðîíîâ, êîòîðàÿ ïðè ïîäõîäÿùåì âûáîðå ðåãðåññî-
ðîâ áîëåå òî÷íî ïðèáëèæàåò ðàñïðåäåëåíèå â ïðåäåëàõ
êàæäîãî èíòåðâàëà âûáðàííîãî ìàñøòàáà (÷èñëà ñðåçîâ).
Äëÿ êàæäîãî îáðàçöà ðàñïðåäåëåíèå íåéðîíîâ ïðè âûáîðå
îñè x â ðîñòðî-êàóäàëüíîì íàïðàâëåíèè àïïðîêñèìèðóåòñÿ
â ðàìêàõ ëèíåéíîé ðåãðåññèè ñëåäóþùèì âûðàæåíèåì:

n x A x A x A xk k( ) ( ) ( ) ( )= + + +
1 1 2 2
ϕ ϕ ϕ� , (2)

ãäå n x( ) — ðàñïðåäåëåíèå ïëîòíîñòè ÷èñëà íåéðîíîâ
ïî ñå÷åíèÿì âäîëü îñè x, 0≤ ≤x L (n(x) ñâÿçàíî ñ ÷èñ-
ëàìè ïîäñ÷èòàííûõ íåéðîíîâ ~( )n x ñîîòíîøåíèåì
n x n x( )~ ~( ) Δ , ãäå ~( )n x — ÷èñëî íåéðîíîâ â ñëîå òîëùè-
íû Δ ñå÷åíèÿ â òî÷êå x), L — îáùàÿ äëèíà îáðàçöà,
ϕ ϕ ϕ

1 2
( ), ( ),... , ( )x x xk — áàçèñ ðåãðåññîðîâ — ôèêñèðî-

âàííûé íàáîð ïðèáëèæàþùèõ ôóíêöèé (äëÿ âñåõ îáðàç-
öîâ), k — ïàðàìåòðè÷åñêàÿ ðàçìåðíîñòü àïïðîêñèìàöèè,
A A Ak1 2

, ,... , — ïàðàìåòðû ðåãðåññèè — ñâîè äëÿ
êàæäîãî îáðàçöà. Â ñîîòâåòñòâèè ñ îáùèìè ïðåäñòàâëå-
íèÿìè î ïîâåäåíèè ðàñïðåäåëåíèÿ ïëîòíîñòè, íàïðèìåð
îá îáðàùåíèè åå â íóëü íà êîíöàõ èíòåðâàëà x = 0 è x L= ,
íàëè÷èåì ìàêñèìóìîâ/ìèíèìóìîâ âíóòðè èíòåðâàëà è
ò. ä., âûáîð ðåãðåññîðîâ áûë îñóùåñòâëåí â âèäå ïîëèíî-
ìîâ ñòåïåíè 2k ñëåäóþùåãî âèäà:

ϕ i i

a i b i

x C
x

L

x

L
( ) – ,

–

= ⎛
⎝
⎜ ⎞

⎠
⎟ ⎛

⎝
⎜ ⎞

⎠
⎟

+

1 i k= 1,... , , (3)

ãäå a k k= − 2, b k k= + 2, a b k+ = 2 , Ci =
= + + −( )! [( )!( )!]2 1k a i b i — òàêàÿ íîðìèðîâî÷íàÿ ïîñòî-

ÿííàÿ, ÷òî äëÿ âñåõ i ϕ i

L

x dx L( ) =∫
0

. Ïîñòîÿííûå a è b ïî-

äîáðàíû òàê, ÷òîáû ìàêñèìóìû ðåãðåññîðîâ ϕ i x( ) —
x L a i a bi = + +( ) ( ) ðàâíîìåðíî ðàñïîëàãàëèñü íà èíòåðâà-

ëå îò L 4 äî 3 4L — èíòåðâàëå íàèáîëüøåé ïëîòíîñòè
n x( ).

Ïîëíîå ÷èñëî íåéðîíîâ N îïðåäåëÿåòñÿ èíòåãðàëîì

ïî âñåìó èíòåðâàëó 0≤ ≤x Lîò ïëîòíîñòè: N n x dx

L

= ∫ ( )
0

.

Äëÿ àïïðîêñèìàöèè (2) ýòà âåëè÷èíà ââèäó íîðìèðîâêè
ðåãðåññîðîâ ϕ i x( ) ïðèíèìàåò âèä:

N A A A Lk= + + +(
1 2

� ) . (4)

Èìåþùèåñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå — ïîäñ÷è-
òàííûå ÷èñëà íåéðîíîâ ~ , ~ ~n n nl1 2

, ,� â l âûáðàííûõ ñëîÿõ
ðàñïîëîæåííûõ â ñå÷åíèÿõ x x xl1 2

, ,... , (íå îáÿçàòåëüíî
ðàñïîëîæåííûõ ýêâèäèñòàíòíî) — íàêëàäûâàþò íà àï-
ïðîêñèìàöèþ (2) ñëåäóþùèå ñâÿçè:

n A A Ai i i k k i i= + + + +( ) ,
, , ,1 1 2 2

ϕ ϕ ϕ ε� Δ i = 1, ..., l, (5)

ãäå ϕ ϕ ϕ ϕ
1 1, ,( ),... , ( ),

i i k i k ix x= = i = 1, ..., l — çíà÷åíèÿ

ðåãðåññîðîâ (3) â òî÷êàõ x x xl1 2
, ,... , , à ε i — íåçàâèñèìûå

îøèáêè ïîäñ÷åòà íåéðîíîâ, èìåþùèå íóëåâîå ñðåäíåå

ε i = 0 è äèñïåðñèþ (ñðåäíåêâàäðàòè÷íóþ îøèáêó)

ε σi

2 2= . Ââèäó òîãî ÷òî ñëó÷àéíûå ε i íåèçâåñòíû, ìû íå
ìîæåì íàéòè A A Ak1 2

, ,... , íåïîñðåäñòâåííî èç (5), à ìî-
æåì íà îñíîâå (5) ñòðîèòü ëèøü èõ îïòèìàëüíûå â òîì
èëè èíîì ñòàòèñòè÷åñêîì ñìûñëå îöåíêè. Îäíàêî âìåñòî
òîãî ÷òîáû ñòðîèòü îöåíêè A A Ak1 2

, ,... , , à ïîòîì íà èõ
îñíîâå âû÷èñëÿòü ïî (4) îáùåå ÷èñëî íåéðîíîâ N, ñðàçó
ïîñòðîèì ïî èìåþùèìñÿ äàííûì ~ , ~ ~n n nl1 2

, ,� íàèáîëåå
ïðîñòóþ — ëèíåéíóþ îöåíêó

~
N:

~ ~ ~N G n G nl l= + +
1 1

� (6)

è ðàññìîòðèì âîïðîñ îá îïòèìàëüíîì (â ñòàòèñòè÷åñêîì
ñìûñëå) âûáîðå êîýôôèöèåíòîâ G G Gl1 2

, ,... , . Îòìåòèì, ÷òî
ÔÊ ÿâëÿåòñÿ ÷àñòíûì ñëó÷àåì (6) ïðè ðàâíûõ G S Si t s= .

Òðåáîâàíèå íåñìåùåííîñòè îöåíêè
~
N (6) :

~
N N= (4),

ãäå
~
N ñðåäíåå îöåíêè ïî ñëó÷àéíûì ~ , ~ ~n n nl1 2

, ,� , ïðè-
âîäèò ê îãðàíè÷åíèÿì:

G G L S
i l i l t1 1

ϕ ϕ
, , ,+ + = =� Δ i k= 1,... , , (7)
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Ðèñ. 3. Ðåçóëüòàòû ïîäñ÷åòà îáùåãî êîëè÷åñòâà òèðîçèíãèäðîêñèëàçà-èììóíîðåàêòèâíûõ íåéðîíîâ â êîìïàêòíîé ÷àñòè ÷åðíîé
ñóáñòàíöèè â êîíòðîëå è â ýêñïåðèìåíòå ïîñëå äâóêðàòíîãî ââåäåíèÿ ÌÔÒÏ ïî 8 ìã/êã ñ 1-íåäåëüíûì èíòåðâàëîì (à) è ïîñëå ÷å-

òûðåõêðàòíîãî ââåäåíèÿ ÌÔÒÏ ïî 12 ìã/êã ñ 2-÷àñîâûì èíòåðâàëîì (á).

1 — ïîäñ÷åò íà ñåðèéíûõ ñðåçàõ, 2 — ïîäñ÷åò ñ ïîìîùüþ ìåòîäà àïïðîêñèìàöèè, 3 — ïîäñ÷åò ñ ïîìîùüþ ôîðìóëû Êîíèãñìàðêà. Âåðòèêàëüíûå îò-
ðåçêè — ñòàíäàðòíûå îøèáêè ñðåäíèõ çíà÷åíèé, çâåçäî÷êîé îòìå÷åíû äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó êîíòðîëüíîé è îïûòíîé ãðóïïàìè, P < 0.05.



ãäå S t , êàê è âûøå, — îáùåå ÷èñëî ñåðèéíûõ ñðåçîâ.
Ñðåäíåêâàäðàòè÷íûé ðàçáðîñ (äèñïåðñèÿ) îöåíêè

~
N (6)

îòíîñèòåëüíî ñðåäíåãî
~
N åñòü

( )D N N G G
N l l~

~
–

~
( )= = + + =

2

1 1

2ε ε�

= + +σ2

1

2 2( )G Gl� . (8)

Ïîëàãàÿ ñòàòèñòè÷åñêè îïòèìàëüíîé òàêóþ îöåíêó
~
N

(6), êîòîðàÿ îáåñïå÷èâàåò ìèíèìóì ñðåäíåãî ðàçáðîñà (8)
(ÌÄ — îöåíêà), ïîëó÷àåì, ÷òî äëÿ íàõîæäåíèÿ ñîîòâåòñò-
âóþùèõ âåñîâ Gi íåîáõîäèìî ðåøèòü çàäà÷ó óñëîâíîé
ìèíèìèçàöèè (8) ïðè îãðàíè÷åíèÿõ (7). Ýòà çàäà÷à ìîæåò
áûòü ðåøåíà ñòàíäàðòíûì ñïîñîáîì, èñïîëüçóÿ ìåòîä íå-
îïðåäåëåííûõ ìíîæèòåëåé Ëàãðàíæà. Îïóñêàÿ äåòàëè,
âûïèøåì îêîí÷àòåëüíûé ðåçóëüòàò: èñêîìûå âåñà äëÿ
îöåíêè îáùåãî ÷èñëà íåéðîíîâ

~
N (6) íàõîäÿòñÿ â ñîîòâåò-

ñòâèè ñ ïðèâåäåííîé íèæå ôîðìóëîé

Gi i k k i= + +λ ϕ λ ϕ
1 1, , ,� i l= 1,... , . (9)

Ïðè ýòîì âñïîìîãàòåëüíûå íåîïðåäåëåííûå ìíîæèòåëè
λ λ λ

1 2
, , ,� k ïðåäâàðèòåëüíî îïðåäåëÿþòñÿ èç ñèñòåìû

ëèíåéíûõ óðàâíåíèé

M
S

S
j kij i

t

si

k

λ = =
=
∑ , ,... , ,

1

1

(10)

M l i j kij i m j m
m

l

= =
=

∑ϕ ϕ, , , , ,... , .1
1

Â ñîîòíîøåíèÿõ (10) ââåäåíû áåçðàçìåðíûå ïàðàìåò-
ðû S ls = è S St s , äëÿ òîãî ÷òîáû ðàñ÷åòû ìîæíî áûëî
áû îñóùåñòâëÿòü â òåðìèíàõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ, íàïðè-
ìåð, ÔÊ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â ïðîñòåéøåì ñëó÷àå k = 1
è ϕ

1
1( )x = èç (10) è (9) ïîñëåäîâàòåëüíî ïîëó÷àåì: M

11
1= ,

λ
1

= S St s , G S Si t s= , ò. å. ïðèõîäèì ê ÔÊ.
Èòàê, ïðîöåäóðà âû÷èñëåíèÿ îáùåãî ÷èñëà íåéðîíîâ~

N ñâîäèòñÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ (6) ê âû÷èñëåíèþ âçâåøåí-
íîé ñóììû ïîäñ÷èòàííûõ ÷èñåë íåéðîíîâ ~ , ~ ~n n nl1 2

, ,� .
Ïðè âûáðàííîé âåëè÷èíå S ls = âåñà G G Gl1 2

, ,... , â ýòîé
ñóììå íàõîäÿòñÿ òîëüêî îäíàæäû è çàòåì èñïîëüçóþò-
ñÿ äëÿ âñåõ îáðàçöîâ. Ïðîöåäóðà íàõîæäåíèÿ âåñîâ îñó-

ùåñòâëÿåòñÿ â òðè ýòàïà: ñíà÷àëà âû÷èñëÿåòñÿ k k×
ìàòðèöà M ij (10), çàòåì èç ñèñòåìû (10) îïðåäåëÿþòñÿ âå-
ëè÷èíû λ λ λ

1 2
, , ,� k è îêîí÷àòåëüíî â ñîîòâåòñòâèè ñ (9)

ïî íèì ðàññ÷èòûâàþòñÿ âåñà G G Gl1 2
, ,... , .

Èç ñîîòíîøåíèé (9) è (10) ñëåäóåò, ÷òî âåñà G1,
G Gl2

,... , , òàê æå êàê â ÔÊ, ïðîïîðöèîíàëüíû îòíîøåíèþ
S St s , êîòîðîå ÿâëÿåòñÿ âíåøíèì ïàðàìåòðîì àïïðîêñè-
ìàöèè — îí, êàê îòìå÷åíî íèæå, îïðåäåëÿåòñÿ èç ñîîáðà-
æåíèé óìåíüøåíèÿ ðåñóðñîâ è çàòðàò íà ïîëó÷åíèå ïåð-
âè÷íûõ äàííûõ ~ , ~ ~n n nl1 2

, ,� . Äðóãîé ïàðàìåòð ìåòîäà —
ïàðàìåòðè÷åñêàÿ ðàçìåðíîñòü àïïðîêñèìàöèè k — ïîäáè-
ðàåòñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíî, íàïðèìåð èç ðåçóëüòàòîâ ñðàâ-
íåíèÿ îöåíîê

~
N è íåïîñðåäñòâåííîãî ïîäñ÷åòà ïî âñåì

ñåðèéíûì ñðåçàì ïîëíîãî ÷èñëà íåéðîíîâ N . Ïàðàìåòð k,
âîîáùå ãîâîðÿ, çàâèñèò îò S St s : ïðè ìàëûõ k è áîëüøèõ
S St s , òàêæå êàê è ÔÊ, àïïðîêñèìàöèÿ äàåò äîñòàòî÷íî
ãðóáûå ðåçóëüòàòû. Ïðè î÷åíü áîëüøèõ k îöåíêà

~
N ñòàíî-

âèòñÿ î÷åíü ÷óâñòâèòåëüíîé ê îøèáêàì ïîäñ÷åòîâ è òàê-
æå äàåò ïëîõèå ðåçóëüòàòû. Îïòèìàëüíîå çíà÷åíèå k íà-
õîäèòñÿ ìåæäó ýòèìè ïðåäåëüíûìè ñëó÷àÿìè, è, êàê îò-
ìå÷åíî âûøå, ëó÷øèé ñïîñîá åãî îïðåäåëåíèÿ —
ýêñïåðèìåíòàëüíûé. Â ÷àñòíîñòè, èç ïðîâåäåííûõ ýêñïå-
ðèìåíòîâ, â êîòîðûõ S St s âûáèðàëîñü â ðàéîíå 3 ~ 4,

Îïòèìèçàöèÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà äîôàìèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ 427

Ðèñ. 4. Ãðàôèê îòíîñèòåëüíûõ îøèáîê â çàâèñèìîñòè îò ïàðà-
ìåòðè÷åñêîé ðàçìåðíîñòè àïïðîêñèìàöèè.

k — ïàðàìåòðè÷åñêàÿ ðàçìåðíîñòü àïïðîêñèìàöèè.

Ðèñ. 5. Îøèáêà ïîäñ÷åòà îáùåãî ÷èñëà òèðîçèíãèäðîêñèëàçà-èììóíîðåàêòèâíûõ íåéðîíîâ â êîìïàêòíîé ÷àñòè ÷åðíîé ñóáñòàíöèè
â çàâèñèìîñòè îò ÷èñëà ïðîïóùåííûõ ñðåçîâ â ýêñïåðèìåíòå ïîñëå äâóêðàòíîãî ââåäåíèÿ ÌÔÒÏ ïî 8 ìã/êã ñ 1-íåäåëüíûì èíòåð-

âàëîì (à) è ïîñëå ÷åòûðåõêðàòíîãî ââåäåíèÿ ÌÔÒÏ ïî 12 ìã/êã (á).

ÌÀ — ìåòîä àïïðîêñèìàöèè, ÔÊ — ôîðìóëà Êîíèãñìàðêà.



íàèëó÷øàÿ ïàðàìåòðè÷åñêàÿ ðàçìåðíîñòü àïïðîêñèìàöèè
îêàçàëàñü k ~ 8 (ðèñ. 4).

Î ö å í ê à ò î ÷ í î ñ ò è ï î ä ñ ÷ å ò à î á ù å ã î ÷ è ñ ë à
Ò Ã - È Ð í å é ð î í î â â ê × Ñ ñ ï î ì î ù ü þ Ô Ê è Ì À
í à î ñ í î â å ï î ä ñ ÷ å ò à í å é ð î í î â í à î ò î á ð à í -
í û õ ñ ð å ç à õ . Ý ê ñ ï å ð è ì å í ò ñ ä î ç î é Ì Ô Ò Ï
2� 8 ì ã / ê ã ñ 1 - í å ä å ë ü í û ì è í ò å ð â à ë îì. Ïðè
ïîäñ÷åòå îáùåãî ÷èñëà ÒÃ-ÈÐ íåéðîíîâ â ê×Ñ ó æèâîò-
íûõ â îïûòå íà êàæäîì âòîðîì, òðåòüåì, ÷åòâåðòîì è ïÿ-
òîì ñðåçàõ îøèáêà îáîèõ ìåòîäîâ áûëà îäèíàêîâà è íå
ïðåâûøàëà 5 % (ðèñ. 5, à). Ïðè èñïîëüçîâàíèè êàæäîãî
ñåäüìîãî ñðåçà îøèáêà ïðè ïîäñ÷åòå ñ ïîìîùüþ ÌÀ íå
èçìåíèëàñü, à ïðè ïîäñ÷åòå ïî ÔÊ ðåçêî óâåëè÷èëàñü —
äî 11 % (ðèñ. 5, à). Ïðè ïîäñ÷åòå íåéðîíîâ íà êàæäîì
ñåäüìîì ñðåçå ñ èñïîëüçîâàíèåì ÌÀ áûëè îòìå÷åíû äî-
ñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ â îïûòå è êîíòðîëå (1597 ± 115 ïî
ñðàâíåíèþ ñ 2000 ± 51, P = 0.013 0.05) (ðèñ. 3, à). Ïðè
ïîäñ÷åòå ñ ïîìîùüþ ÔÊ äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ïî ÷èñëó
ÒÃ-ÈÐ íåéðîíîâ â ê×Ñ íàéäåíî íå áûëî (2104 ± 131 ïî
ñðàâíåíèþ ñ 1652 ± 151, P = 0.059 0.5) (ðèñ. 3, à).

Î ö å í ê à ò î ÷ í î ñ ò è ï î ä ñ ÷ å ò à î á ù å ã î ÷ è ñ ë à
Ò Ã - È Ð í å é ð î í î â â ê × Ñ ñ ï î ì î ù ü þ Ô Ê è Ì À
í à î ñ í î â å ï î ä ñ ÷ å ò à í å é ð î í î â í à î ò î á ð à í í û õ
ñ ð å ç à õ. Ý ê ñ ï å ð è ì å í ò ñ ä î ç î é Ì Ô Ò Ï
4� 1 2 ì ã / ê ã ñ 2 - ÷ à ñ î â û ì è í ò å ð â à ë î ì. Ïðè ïîä-
ñ÷åòå îáùåãî ÷èñëà ÒÃ-ÈÐ íåéðîíîâ ê×Ñ ó æèâîòíûõ â
îïûòå íà êàæäîì âòîðîì, òðåòüåì è ÷åòâåðòîì ñðåçàõ
îøèáêà îáîèõ ìåòîäîâ áûëà îäèíàêîâà è íå ïðåâûøàëà
5 % (ðèñ. 5, á). Ïðè èñïîëüçîâàíèè íà÷èíàÿ ñ êàæäîãî ïÿ-
òîãî ñðåçà îøèáêà ïðè ïîäñ÷åòå ïî ÌÀ íå èçìåíèëàñü, à
ïðè ïîäñ÷åòå ïî ÔÊ ñîñòàâèëà 6.4 % (ðèñ. 5, á). Ïðè ïîä-
ñ÷åòå îáùåãî ÷èñëà íåéðîíîâ íà êàæäîì ñåäüìîì ñðåçå ñ
èñïîëüçîâàíèåì ÌÀ áûëè îòìå÷åíû äîñòîâåðíûå ðàçëè-
÷èÿ â îïûòå è êîíòðîëå (1220 ± 85 ïî ñðàâíåíèþ ñ 2031 ±
� 53, P = 0.0001) (ðèñ. 3, á), êàê è ïðè ïîäñ÷åòå ñ ïîìî-
ùüþ ÔÊ (2137 ± 131 ïî ñðàâíåíèþ ñ 1419 ± 99, P = 0.025
0.5) (ðèñ. 3, á).

Îáñóæäåíèå

Âåäóùèì çâåíîì ïàòîãåíåçà õðîíè÷åñêèõ íåéðîäåãå-
íåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé, áîëåçíè Àëüöãåéìåðà, áîëåçíè
Ïàðêèíñîíà, ãèïåðîïðîëàêòèíåìèè è äð. ÿâëÿåòñÿ ïðî-

ãðåññèâíàÿ äåãåíåðàöèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ íåéðîíîâ, ÷òî ñî
âðåìåíåì ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ôóíêöèé, ðåãóëÿöèþ
êîòîðûõ îíè îáåñïå÷èâàþò (Bernheimer et al., 1973; Brun
et al., 1976; Chui et al., 1999). Òàê, äåãåíåðàöèÿ ÄÀ-åðãè÷å-
ñêèõ íåéðîíîâ íèãðîñòðèàòíîé ñèñòåìû ïðè ÁÏ ïðèâîäèò
ê íàðóøåíèþ ìîòîðíîãî ïîâåäåíèÿ (Êðûæàíîâñêèé è äð.,
2002). Ïîýòîìó âàæíåéøèì êîëè÷åñòâåííûì ïîêàçàòåëåì
ýôôåêòèâíîñòè ìîäåëèðîâàíèÿ ÁÏ íà æèâîòíûõ ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ðàçëè÷íûõ ñõåì ââåäåíèÿ ñïåöèôè÷åñêîãî
íåéðîòîêñèíà ÿâëÿåòñÿ óìåíüøåíèå ÷èñëà ÄÀ-åðãè÷åñêèõ
íåéðîíîâ â ê×Ñ çà ñ÷åò èõ äåãåíåðàöèè. Ïî òðóäîåìêîñòè
è ìàòåðèàëüíûì çàòðàòàì ýòî ìîðôîëîãè÷åñêîå èññëåäî-
âàíèå çíà÷èòåëüíî ïðåâîñõîäèò äðóãèå ïîäõîäû ê îöåíêå
ýôôåêòèâíîñòè ìîäåëè — îöåíêó èçìåíåíèÿ ìîòîðíîãî
ïîâåäåíèÿ (ôèçèîëîãèÿ) è ìåòàáîëèçìà ÄÀ â ðàçëè÷íûõ
îòäåëàõ íèãðîñòðèàòíîé ñèñòåìû — â ×Ñ — â îáëàñòè
ðàñïîëîæåíèÿ òåë ÄÀ-åðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ è â ñòðèàòó-
ìå — â îáëàñòè ïðîåêöèè àêñîíîâ ÄÀ-åðãè÷åñêèõ íåéðî-
íîâ (áèîõèìèÿ). Íàïðèìåð, â êàæäîì ñêðèíèíãîâîì îïû-
òå íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü íå ìåíåå 10 êîíòðîëüíûõ è
10 ïîäîïûòíûõ æèâîòíûõ. Îäèí âûñîêîêâàëèôèöè-
ðîâàííûé ñïåöèàëèñò-ìîðôîëîã â ñîñòîÿíèè îñóùåñòâèòü
îäíîâðåìåííî îáðàáîòêó ìàòåðèàëà òîëüêî îò äâóõ æè-
âîòíûõ ïî ñëåäóþùåé ñõåìå: à) ïðèãîòîâëåíèå 150 çàìî-
ðîæåííûõ ñðåçîâ íà êðèîñòàòå (5 ÷); á) èììóíîöèòîõèìè-
÷åñêîå âûÿâëåíèå ÄÀ-åðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ ïî ÒÃ — êëþ-
÷åâîìó ôåðìåíòó ñèíòåçà ÄÀ — è ïðèãîòîâëåíèå
ïðåïàðàòîâ (5 äíåé); â) ïåðåíîñ èçîáðàæåíèé ÒÃ-ÈÐ íåé-
ðîíîâ ñî ñðåçîâ â ïàìÿòü êîìïüþòåðà, îáâåäåíèå âðó÷íóþ
êîìïàêòíîé ÷àñòè ×Ñ è ïîäñ÷åò 2—3 òûñ. ÒÃ-ÈÐ íåéðî-
íîâ òîëüêî â îäíîé ïîëîâèíå ×Ñ (3 äíÿ). Îòñþäà ñëåäóåò,
÷òî íà îáðàáîòêó ìàòåðèàëà îò äâóõ æèâîòíûõ íåîáõî-
äèìî çàòðàòèòü 9 äíåé, à íà îáðàáîòêó ìàòåðèàëà îò
20 æèâîòíûõ â îäíîì îïûòå — 90 ðàáî÷èõ äíåé èëè ïî÷-
òè 4 êàëåíäàðíûõ ìåñÿöà. Ïîìèìî âûñîêîé òðóäîåìêîñòè
ðàáîòà òðåáóåò áîëüøèõ ìàòåðèàëüíûõ çàòðàò, ñêëàäûâà-
þùèõñÿ èç çàðïëàòû âûñîêîêâàëèôèöèðîâàííîãî èññëå-
äîâàòåëÿ, àìîðòèçàöèè äîðîãîñòîÿùåãî îáîðóäîâàíèÿ
(êðèîñòàò, ìèêðîñêîï, êîìïüþòåð) è ïîêóïêè äîðîãîñòîÿ-
ùèõ èìïîðòíûõ ðåàêòèâîâ, îñîáåííî àíòèòåë.

Èç âûøåèçëîæåííîãî ñëåäóåò, ÷òî ðàçðàáîòêà ìîäå-
ëåé ÁÏ ìîãëà áû ïðîäâèãàòüñÿ ãîðàçäî áûñòðåå è áûëà áû
ýêîíîìè÷åñêè ýôôåêòèâíåå ïðè ñíèæåíèè âðåìåíí*ûõ è

428 Â. Ã. Õàèíäðàâà, Ï. Â. Åðøîâ è äð.

Ðèñ. 6. Èëëþñòðàöèÿ ðàáîòû ìåòîäà àïïðîêñèìàöèè íà êðèâûõ ðàñïðåäåëåíèÿ òèðîçèíãèäðîêñèëàçà-èììóíîðåàêòèâíûõ íåéðîíîâ
â ðîñòðî-êàóäàëüíîì íàïðàâëåíèè â êîìïàêòíîé ÷àñòè ÷åðíîé ñóáñòàíöèè.

à — èíòàêòíàÿ ìûøü, á — ïîñëå ââåäåíèÿ ïðåäøåñòâåííèêà íåéðîòîêñèíà ÌÔÒÏ. Äëÿ ïîñòðîåíèÿ àïïðîêñèìèðóþùèõ êðèâûõ (1) èñïîëüçîâàëñÿ
êàæäûé ñåäüìîé ñðåç, 2 — êðèâûå ðàñïðåäåëåíèÿ òèðîçèíãèäðîêñèëàçà-èììóíîðåàêòèâíûõ íåéðîíîâ, ïîëó÷åííûå ïðè ïîäñ÷åòå íà ñåðèéíûõ ñðåçàõ.



ìàòåðèàëüíûõ çàòðàò íà ñêðèíèíãîâûå ìîðôîëîãè÷åñêèå
èññëåäîâàíèÿ, íàïðèìåð çà ñ÷åò îïòèìèçàöèè ïðîöåäóðû
îáðàáîòêè è àíàëèçà ìàòåðèàëà. Ðàçâèòèå ðàáîòû â ýòîì
íàïðàâëåíèè ïðåäïîëàãàåò ïîèñê ìàòåìàòè÷åñêèõ ïîäõî-
äîâ, ïîçâîëÿþùèõ ñîêðàòèòü îáúåì îáðàáàòûâàåìîãî è
àíàëèçèðóåìîãî ìàòåðèàëà, ïîëó÷àåìîãî îò êàæäîãî æè-
âîòíîãî. Ïðè ýòîì îáùåå ÷èñëî æèâîòíûõ, èñïîëüçóåìûõ
â îïûòå è â êîíòðîëå, íå ìîæåò ìåíÿòüñÿ.

Â äàííîé ðàáîòå ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà îïòèìèçèðî-
âàòü ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç äâóõ ìîäåëåé ÁÏ, ïîëó÷åí-
íûõ íàìè ïóòåì ðàçëè÷íûõ ñõåì ââåäåíèÿ íåéðîòîêñèíà
ÌÔÒÏ ìûøàì ëèíèè C57BL/6. Ïðîâåäåííûé ïîäñ÷åò
ÒÃ-ÈÐ íåéðîíîâ íà ñåðèéíûõ ñðåçàõ ×Ñ îò æèâîòíûõ ïî-
ñëå äâóêðàòíîãî ââåäåíèÿ ÌÔÒÏ â äîçå 2�8 ìã/êã ïîêà-
çàë, ÷òî ÷åðåç 1 íåä ïîñëå ïîñëåäíåé èíúåêöèè ÌÔÒÏ
÷èñëî íåéðîíîâ äîñòîâåðíî ñíèæàåòñÿ íà 20 %. Íåçíà÷è-
òåëüíûå ðàçëè÷èÿ â êîíòðîëüíîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ãðóïïàõ ïîçâîëÿþò îöåíèòü ÷óâñòâèòåëüíîñòü èñïîëüçóå-
ìûõ ìåòîäîâ îïòèìèçàöèè ìîðôîëîãè÷åñêîãî êîëè÷åñò-
âåííîãî àíàëèçà.

Óæå íà ïåðâîì ýòàïå äàííîé ðàáîòû áûëî ïîíÿòíî, ÷òî
îïòèìèçàöèÿ ìåòîäà îöåíêè îáùåãî ÷èñëà íåéðîíîâ â ×Ñ
äîëæíà áûòü ïîñòðîåíà íà ìàêñèìàëüíîì ñîêðàùåíèè ïî-
ëó÷àåìûõ è îáðàáàòûâàåìûõ ñðåçîâ â ñðàâíåíèè ñ îáùèì
÷èñëîì íåéðîíîâ, ïîäñ÷èòàííûõ íà ñåðèéíûõ ñðåçàõ. Ñ
ýòîé öåëüþ âíà÷àëå áûë ïðèìåíåí ìàòåìàòè÷åñêèé ìåòîä,
ïðåäëîæåííûé Êîíèãñìàðêîì (Konigsmark, 1970). Ýòîò
ïîäõîä ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü äëÿ ïîäñ÷åòà íå âñå ñå-
ðèéíûå ñðåçû ñ èçó÷àåìîé îáëàñòè, à òîëüêî âûáîðî÷íûå
ñðåçû, ïðè÷åì ïî ïîäñ÷èòàííîìó ÷èñëó ìèêðîñêîïè÷å-
ñêèõ ñòðóêòóð â âûáîðî÷íûõ ñðåçàõ îïðåäåëÿåòñÿ îáùåå
÷èñëî ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ñòðóêòóð âî âñåé àíàëèçèðóå-
ìîé îáëàñòè. Ñîãëàñíî äàííûì, ïîëó÷åííûì ïðè èññëå-
äîâàíèè æèâîòíûõ â îïûòå, ïðè ïîäñ÷åòå ÷èñëà íåéðîíîâ
â êàæäîì øåñòîì ñðåçå ê×Ñ îøèáêà ÔÊ íå ïðåâûøàåò 5 %,
îäíàêî ïðè ïðîïóñêå åùå îäíîãî — øåñòîãî — ñðåçà
îøèáêà ðåçêî âîçðàñòàåò äî 11 %. Òîò ôàêò, ÷òî ýôôåêòèâ-
íîñòü ýòîãî ïîäõîäà îêàçàëàñü îòíîñèòåëüíî íèçêîé ïðè
àíàëèçå îïûòíîãî ìàòåðèàëà, îáúÿñíÿåòñÿ èçìåíåíèåì õà-
ðàêòåðà ðàñïðåäåëåíèÿ íåéðîíîâ â ê×Ñ â ðîñòðî-êàó-
äàëüíîì íàïðàâëåíèè, íå ó÷èòûâàåìîì â ÔÊ. Ýòî ïîäòâåð-
æäàåòñÿ òåì, ÷òî â ýêñïåðèìåíòå ñ äîçîé ÌÔÒÏ 4�12 ìã/êã,
ãäå äåãåíåðàöèÿ ÄÀ-íåéðîíîâ ê×Ñ áîëåå âûðàæåíà, òî÷-
íîñòü ÔÊ îêàçàëàñü åùå íèæå. Òàê, óæå ïðè àíàëèçå êàæ-
äîãî ïÿòîãî ñðåçà îøèáêà äîñòèãàëà 6 %, ÷òî ñâÿçàíî ñ íà-
ëè÷èåì áîëåå ðåçêèõ ïåðåïàäîâ â ÷èñëå íåéðîíîâ îò ñðåçà
ê ñðåçó ïî ñðàâíåíèþ ñ ïåðâûì ýêñïåðèìåíòîì.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ÔÊ ïîçâîëÿåò â îïðåäåëåííûõ
ïðåäåëàõ îïòèìèçèðîâàòü ïîäñ÷åò íåéðîíîâ â ê×Ñ, íàìè
áûëà ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà ðàçðàáîòàòü íà åãî îñíîâå åùå
áîëåå ýôôåêòèâíûé ïîäõîä ê ðåøåíèþ äàííîé ïðîáëå-
ìû — ÌÀ. Ýòîò ìåòîä â îòëè÷èå îò ÔÊ ïîìèìî ñðàâíå-
íèÿ îáùåãî ÷èñëà ÒÃ-ÈÐ íåéðîíîâ â êîíòðîëå è â îïûòå
ó÷èòûâàåò ðàçëè÷èÿ â õàðàêòåðå ðàñïðåäåëåíèÿ íåéðîíîâ
â ê×Ñ â ðîñòðî-êàóäàëüíîì íàïðàâëåíèè. Äåéñòâèòåëüíî,
ÔÊ äàåò çíà÷åíèå îáùåãî ÷èñëà íåéðîíîâ â ãðóáîì ïðè-
áëèæåíèè èñõîäÿ èç ïðåäïîëîæåíèÿ î òîì, ÷òî ðàñïðåäå-
ëåíèå íåéðîíîâ ïî ñðåçàì ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî ïëàâíîé
ôóíêöèåé. Ýòî ìîæåò áûòü íå òàê, êîãäà ðàññòîÿíèå ìåæ-
äó àíàëèçèðóåìûìè ñðåçàìè ñòàíîâèòñÿ áîëüøå èëè êîã-
äà äåãåíåðàöèÿ íåéðîíîâ â îïûòå ïðîèñõîäèò ëîêàëüíî è,
ñëåäîâàòåëüíî, óâåëè÷èâàåòñÿ ðàçëè÷èå â ÷èñëå íåéðîíîâ,
íàõîäÿùèõñÿ íà äâóõ ñîñåäíèõ àíàëèçèðóåìûõ ñðåçàõ.
Â ýòîì îòíîøåíèè ðàñ÷åò ïî ïðåäëàãàåìîé íàìè ñêîððåê-
òèðîâàííîé «ðåãðåññèîííîé» ôîðìóëå áîëåå òî÷íî ó÷è-

òûâàåò îñîáåííîñòè õàðàêòåðà ðàñïðåäåëåíèÿ íåéðîíîâ.
Â ýòîì ñëó÷àå ðàñ÷åò îáùåãî ÷èñëà íåéðîíîâ ñ ó÷àñòèåì
êîýôôèöèåíòîâ k ks1

,... , ïîçâîëÿåò âû÷èñëèòü ÷èñëî íåé-
ðîíîâ â áîëåå âûñîêîì ïðèáëèæåíèè äàæå ïðè ðåçêèõ èç-
ìåíåíèÿõ èõ ðàñïðåäåëåíèÿ â ê×Ñ â ðîñòðî-êàóäàëüíîì
íàïðàâëåíèè. Äåéñòâèòåëüíî, àïïðîêñèìèðóþùàÿ êðèâàÿ
ïëàâíî îãèáàåò ïèêè êðèâûõ, ÷òî ïîçâîëÿåò ìàêñèìàëüíî
òî÷íî ïîäñ÷èòàòü îáùåå ÷èñëî íåéðîíîâ ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ìèíèìàëüíîãî ÷èñëà ñðåçîâ (ðèñ. 6).

Ïîëó÷åííûé â äàííûé ðàáîòå êîíòðîëüíûé è ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûé ìàòåðèàë áûë èñïîëüçîâàí äëÿ ïðîâåðêè
òî÷íîñòè è óíèâåðñàëüíîñòè ðàçðàáîòàííîãî íàìè ÌÀ.
Ïðè ýòîì áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äàæå ïðè ïîäñ÷åòå íåéðîíîâ
íà êàæäîì ñåäüìîì ñðåçå îøèáêà ìåòîäà àïïðîêñèìàöèè
íå ïðåâûøàåò 4 %. Êðîìå òîãî, îêàçàëîñü, ÷òî ÌÀ ïî òî÷-
íîñòè ïî÷òè íå óñòóïàåò ïîäñ÷åòó íà ñåðèéíûõ ñðåçàõ è
ïîçâîëÿåò íàéòè äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ â ÷èñëå íåéðîíîâ
óæå ïðè 20%-íîé äåãåíåðàöèè. Èñïîëüçîâàíèå ÔÊ â ñâîþ
î÷åðåäü íå ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü äîñòîâåðíûé ðåçóëüòàò íà
ýòîì ìàòåðèàëå èç-çà áîëåå øèðîêîãî ðàçáðîñà êîíå÷íûõ
äàííûõ. Òàêèì îáðàçîì, íàìè óñîâåðøåíñòâîâàíà ÔÊ è
ðàçðàáîòàí ÌÀ, êîòîðûé ïîçâîëÿåò â 7 ðàç ñíèçèòü âðå-
ìåíí*ûå è ìàòåðèàëüíûå çàòðàòû íà îöåíêó èçìåíåíèÿ ñî-
äåðæàíèÿ ÄÀ-åðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ â ×Ñ ïðè ýêñïåðèìåí-
òàëüíîì ìîäåëèðîâàíèè ÁÏ, ñîõðàíÿÿ ïðè ýòîì íåîáõîäè-
ìóþ òî÷íîñòü ïîäñ÷åòà.
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OPTIMIZATION OF COUNTING PROCESS OF DOPAMINERGIC NEURONS

IN SUBSTANTIA NIGRA OF PARKINSONIAN MICE
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1 P. K. Anokhin Institute of Normal Physiology RAMS, 2 Institute of Radiotechnics and Electronics RAS

and 3 N. K. Koltzov Institute of Developmental Biology RAS, Moscow;

* e-mail: khaindrava82@mail.ru

Parkinson’s disease (PD) results from degeneration of dopaminergic (DA-ergic) neurons of sunstantia nigra
pars compacta (SNc). In experimental studies, this condition is modelled by administration of neurotoxin’s pre-
cursor 1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine (MPTP). The followed degeneration of DA-ergic neu-
rons is estimated by cell counting. Cell counting with serial sections is exceedingly hard and expensive. There-
fore this method is not used extensively in spite of its high precision. Widely known Konigsmark’s formula
(KF) allows not to count cells in all serial section, but only in sections selected at regular interval. However, its
precision decreases with increasing the interval and other parameters. In given work we have developed mathe-
matical method of approximation (MA) by improving of KF. MA allows reducing the time and chemical pro-
ducts expenses for processing and analysis of the material with maintenance of necessary counting precision.
Two groups of C56/BL mice were used in this study. The first group received MPTP in a dose of 8 mg/kg with 1
week interval and showed 20 % decrease in DA-ergic neurons in SNc. The second group received MPTP in a
dose of 12 mg/kg four times with 2-h interval and showed 40 % decrease in DA-ergic neurons in SNc. Degene-
ration took place mostly in the middle part of SNc within rostra-caudal direction and led to rise of sharp diffe-
rences in the number of neurons from section to section. These differences substantially decreased precision of
FK (6 % error with counting in every 5th section), whereas precision of MA was sufficiently good (4 % error
with counting in every 7th section). Thus, we have developed MA, that allows us to decrease expenses of the ti-
me and chemicals for estimation of DA-ergic cells number in SNc of parkinsonian mice.

K e y w o r d s: Konigsmark’s formula, substantia nigra, dopaminergic neurons, neurotoxin, mathematical
analysis, parkinsonism, tyrosinhydroxilase, mice.
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