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Локальная терапевтическая гипотермия (ЛТГ) является одним из перспективных ме-
тодов нейропротекции при ишемии коры головного мозга. Однако эффективность 
поверхностной ЛТГ в клинически релевантных временных пределах после начала 
ишемической атаки остается малоизученной. В настоящей работе исследовались 
нейропротекторные эффекты ЛТГ в модели фокальной ишемии, вызываемой эпи-
пиальной аппликацией вазоконстриктора эндотелина-1 в области соматосенcорной 
коры головного мозга крыс. Нейропротекторные эффекты ЛТГ оценивались по 
уровню спонтанной и сенсорно-вызванной электрической активности на различных 
глубинах коры с использованием линейных погружных матриц электродов. Было об-
наружено, что охлаждение поверхности коры до 28°С с помощью элемента Пельтье 
с задержкой 0, 10 и 60 мин после аппликации эндотелина-1 вызывает значительное 
уменьшение степени подавления электрической активности в ишемическом очаге по 
прошествии 3 ч после аппликации эндотелина-1. Нейропротекторные эффекты ЛТГ 
проявлялись в виде большего уровня частоты спонтанных потенциалов действия 
нейронов, большей мощности осцилляций полевого потенциала в тета-, альфа- и бе-
та-диапазонах, а также в виде большей амплитуды полевого потенциала и частоты 
потенциалов действия во время сенсорно-вызванных ответов. Нейропротекторные 
эффекты ЛТГ обратно коррелировали с задержкой начала ЛТГ и были наиболее вы-
ражены при ЛТГ, начатой с минимальной (0 и 10 мин) задержкой после апплика-
ции эндотелина-1. Также было обнаружено, что лишь ЛТГ, начатая одновременно 
с аппликацией эндотелина-1, задерживает развитие волн распространяющейся де-
поляризации и что ЛТГ не влияет на амплитуду негативных ультрамедленных по-
тенциалов, вызванных эндотелином-1. В совокупности результаты электрофизиоло-
гического анализа указывают на нейропротекторные эффекты поверхностной ЛТГ, 
особенно выраженные при минимальной задержке ЛТГ после начала ишемического 
процесса в модели фокальной ишемии, вызываемой эндотелином-1. 
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ВВЕДЕНИЕ

Ишемия головного мозга является одной из наиболее значимых проблем современ-
ного здравоохранения [1, 2]. Восстановление кровотока в тромбированных сосудах яв-
ляется эффективным методом лечения острого инсульта, но при условии, что оно про-
водится в рамках довольно узкого терапевтического окна [3–5]. Действительно, время 
начала реперфузионной терапии при остром ишемическом инсульте является основ-
ным фактором, определяющим смертность и долгосрочную инвалидизацию пациен-
тов. Первый час от начала инсульта считается "золотым часом", в течение которого ле-
чение обладает наибольшей эффективностью и наименьшими побочными эффектами 
[6–8]. Однако в клинической практике задержки в транспортировке и маршрутизации 
пациентов, а также трудности с доступом к компьютерной томографии часто приводят 
к задержке начала лечения. В связи с этим актуальными являются реалистичные мето-
ды ранней нейропротекции, которые позволили бы продлить временное окно "золото-
го часа" от момента начала ишемии до применения реперфузионной терапии. 

Терапевтическая гипотермия (ТГ) является одним из перспективных методов ней-
ропротекции при острой ишемии головного мозга. Охлаждение влияет на многие ас-
пекты патофизиологии головного мозга и регулирует почти все пути, участвующие 
в развитии ишемического инсульта, что способствует выраженному нейропротек-
торному эффекту гипотермии [9]. Основным свойством нейропротекторного эффек-
та ТГ является снижение метаболических потребностей головного мозга. Считается, 
что снижение температуры на 1°С уменьшает метаболические потребности мозга от 
5–6 до 10%, а при достижении температуры 33°С уровень метаболизма снижается 
на 25–40% [10]. На сегодняшний день ТГ показала себя как перспективный метод ран-
ней нейропротекции. Эффективное использование ТГ является повседневной практи-
кой для лечения гипоксически-ишемической энцефалопатии у новорожденных и для 
предотвращения гипоксического повреждения головного мозга при остановке сердца 
в кардиохирургии [11, 12]. Применение методик ТГ как с целью защиты зоны пенум-
бры, так и при проведении реканализации являются перспективными и при фокальном 
ишемическом инсульте [13]. Локальная терапевтическая гипотермия (ЛТГ) является 
одним из вариантов ТГ, при которой избирательно охлаждается лишь поврежденный 
участок головного мозга путем локального охлаждения поверхности мозга или охла-
ждения в локальном кровотоке [14, 15]. ЛТГ позволяет избежать системного охлажде-
ния и сопутствующих ему побочных эффектов, а ее поверхностный вариант привле-
кателен своей относительной доступностью на самом раннем этапе ишемического 
процесса [16, 17]. В связи с этим нами была исследована эффективность поверхностной 
ЛТГ при фокальной ишемии, вызываемой в соматосенсорной коре вазоконстриктором 
эндотелином-1 (ЭТ1). Целью данной работы являлось изучение нейропротекторного 
эффекта по функциональным электрофизиологическим параметрам активности коры 
головного мозга, а в сопутствующей работе представлены результаты морфологиче-
ского анализа ишемических очагов. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Подготовка животных
В исследовании использовались крысы Wistar обоих полов в возрасте 1.5–2 меся-

цев. Хирургическая операция для подготовки животного к эксперименту проводилась 
под изофлурановой анестезией (4% для индукции, 2% для поддержания). Непосред-
ственно перед операцией внутрибрюшинно вводился ксилазин (10 мг/кг). Далее кожа 
над черепом и надкостница удалялись, поверхность черепа тщательно промывалась 
0.9%-ным раствором NaCl, а затем просушивалась. Затем доза изофлурана снижалась 
до 1% и животным вводился уретан (1.25 г/кг, внутрибрюшинно). Далее животное пе-
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ремещалось в экспериментальную установку и располагалось на термостатируемом 
коврике (37°С), голова крысы крепилась к стереотаксической раме (Narishige, Япония) 
для регистрации в условиях фиксированного положения головы. Для снижения мозго-
вого давления и пульсаций вскрывался четвертый желудочек. Над левым полушарием 
высверливалось черепное окно размером ~ 6 × 5 мм, а твердая мозговая оболочка ак-
куратно рассекалась в области бочонковой коры с помощью острой иглы и удалялась. 
В качестве электрода сравнения использовался хлорсеребряный электрод (Ag/AgCl), 
помещенный в мозжечок. 

Запись электрической активности
Запись внеклеточных электрических сигналов проводилась с помощью 16-каналь-

ной линейной матрицы иридиевых электродов на кремниевой подложке (далее – зонд) 
с расстоянием 100 мкм между соседними электродами (Neuranexus, США). Зонд вво-
дили на глубину 1.6–1.8 мм перпендикулярно поверхности бочонковой коры, которая 
получает сенсорный вход от лицевых вибрисс. В каждом эксперименте определялась 
основная вибрисса, механическая стимуляция которой вызывала ответы с минималь-
ной задержкой в таламореципиентном 4-м слое и на границе между 5-м и 6-м слоями 
соматосенсорной коры. Стимуляция проводилась прямоугольными импульсами дли-
тельностью 200 мс с интервалом 5 с. Спонтанная активность анализировалась в про-
межутках между стимулами. 

Анализ электрофизиологических данных
Электрические сигналы в полосе частот от 0 до 9 кГц регистрировали с помощью 

усилителя DigitalLynx (Neuralynx, Bozeman, MT, США) в режиме постоянного тока 
(диапазон входного сигнала ± 131 мВ) либо с частичным подавлением низкочастотной 
составляющей R-RC фильтром и с последующим восстановлением полночастотного 
сигнала, как описано ранее [18]. Сигналы оцифровывались с частотой 32 кГц и со-
хранялись на компьютере для последующего анализа с помощью пользовательских 
функций в MATLAB (MathWorks, Natick, MA, США). Детекция множественных по-
тенциалов действия (МПД) осуществлялась на исходных записях с частотой дискрети-
зации 32 кГц, для чего сигналы фильтровались в диапазоне частот 300–5000 Гц. За по-
тенциалы действия принимались отрицательно полярные события с амплитудой выше 
4 стандартных отклонений. Стандартное отклонение рассчитывалось для наиболее 
спокойного сегмента отфильтрованного сигнала длительностью 1 с. Фильтрация с ча-
стотами среза выше 2 Гц осуществлялась с помощью цифрового фильтра Чебышева 
II типа (функция cheby2). Для фильтрации с частотами среза менее 2 Гц использовался 
цифровой RC-фильтр. 

В качестве локального полевого потенциала (ЛПП) анализировались сигналы, ре-
дуцированные до частоты дискретизации 1 кГц (функция resample). Мощность ЛПП 
рассчитывалась как средняя спектральная мощность сигнала в следующих диапазонах 
частот: дельта (0.5–4 Гц), тета (4–7 Гц), альфа (7–15 Гц), бета (15–30 Гц), гамма (30–
90 Гц), быстрая гамма (90–200 Гц) и сверхбыстрая гамма (200–500 Гц). Спектральный 
анализ проводился с помощью программы Chronux Toolbox [19]. Анализ ЛПП и пара-
метров возникновения ПД проводился с помощью программы Eview [20], разработан-
ной с применением базовых программ MATLAB и Chronux toolbox. Оценка плотно-
сти источников тока (ПИТ) проводилась для локализации сенсорных синаптических 
входов. ПИТ вычислялась путем решения обратной задачи электростатики в модели 
тонких дисковых источников [21]. Количество отдельных потенциалов действия во 
время сенсорно-вызванного потенциала (СВП) было подсчитано в отрезке 0–30 мс от 
начала СВП. При анализе параметров вызванной и спонтанной электрической актив-
ности после трех часов действия ЭТ1 производили нормирование значений относи-



81НЕЙРОПРОТЕКТОРНЫЕ ЭФФЕКТЫ ЛОКАЛЬНОЙ ПОВЕРХНОСТНОЙ

тельно контрольных уровней, которые вычисляли как медианы в 15-минутном отрезке 
до начала воздействия. Детекция и анализ распространяющихся деполяризаций (РД) 
проводили как описано ранее [22]. За начало РД принималось время максимальной 
скорости деполяризации на фронте РД. 

Охлаждение коры головного мозга крысы
Для поддержания температуры коры головного мозга на определенном значении 

использовалась U-образная металлическая пластина с элементом Пельтье [23, 24]. 
Металлическая пластина располагалась вблизи поверхности коры головного мозга 
(рис. 1, a, b) и заливалась агаром (4%-ный раствор в физиологическом растворе), по-
крывая пластину и всю область черепного окна для предотвращения высыхания коры. 
Для контроля температуры к концу металлической пластины прикреплялся датчик 
с помощью теплопроводящего клея. Температура пластины поддерживалась с помо-
щью элемента Пельтье на уровне 39°C в контроле и 28°C во время охлаждения. 

Схема эксперимента
Каждый эксперимент длился 4 ч, его схема представлена на рис. 1, c. В течение 

первого часа эксперимента (контроль) температура коры поддерживалась на уровне 
39°С и регистрировались контрольные значения спонтанной и сенсорно-вызванной 
активности в коре. Затем ЭТ1 (1 мкМ) апплицировался эпипиально на поверхность 
коры с помощью микроинъектора под слой агара (9 мкл в течение 2 мин), а тем-
пературу либо поддерживали без изменений на уровне 39°С до конца эксперимен-
та (группа нормотермия, НТ), либо снижали до 28°С в момент аппликации ЭТ1 
(группа гипотермия – 0’, ГТ-0’) или с задержкой 10 мин (группа гипотермия – 10’, 
ГТ-10’) для воспроизведения клинически релевантной ситуации быстрой детекции 
начала ишемии и оперативного начала гипотермического лечения, либо снижали 
до 28°С через один час после аппликации ЭТ1 (группа гипотермия – 60’, ГТ-60’; 
в случае задержанной детекции ишемии и ее гипотермического лечения). Следует 
отметить, что ЭТ1 в данных экспериментальных условиях не отмывался в отличие 
от ранее опубликованного исследования с эпипиальной аппликацией ЭТ1 в супер-
фузионную ванночку [25]. После эксперимента мозг крысы извлекался, с помощью 
вибратома нарезался на срезы толщиной 0.4 мм, которые окрашивались 2,3,5-трифе-
нилтетразолий хлоридом (TTC), и рассчитывался объем вызванного ишемией очага 
по размерам поражения в серийных срезах (методические детали и результаты пред-
ставлены в сопутствующей статье).

Статистический анализ данных
Статистический анализ проводился с использованием программных инструмен-

тов MATLAB Statistics. Для множественного сравнения выборок использовался тест 
Краскела–Уоллиса (функция kruskalwallis), апостериорную оценку достоверности раз-
личий между парами выборок производили с помощью теста Данна. Степень отличия 
экспериментальных выборок от контрольного уровня оценивалась ранговым тестом 
Уилкоксона (функция signrank). Значимыми считали различия с уровнем вероятности 
p < 0.05. Корреляции рассчитывались как коэффициент корреляции Спирмена (функ-
ция corr). Объединенные данные представлены в виде медианы и 25-го и 75-го пер-
центилей, которые организованы в виде ромбов, горизонтальная диагональ которых 
обозначает медиану, верхний и нижний угол – 75-й и 25-й квартили соответственно. 
Вертикальными линиями обозначены пределы выборки, вычисляемые через значения 
трех квартилей: Q3 + 1.5*(Q3 – Q1) и Q1 – 1.5*(Q3 – Q1).
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(a) (b)

( )с

Рис. 1. Схема эксперимента. (a) – схема расположения металлической пластины с элементом Пельтье (metal 
plate with Peltier element) и зонда (silicon probe) в бочонковой коре (barrel cortex) крысы. Стрелкой показа-
на стимуляция вибриссы. На вставке справа – соответствующая микрофотография (до нанесения агара); 
(b) – 16-канальный линейный электрод вводился вертикально в центр черепного окна для регистрации элек-
трической активности всех слоев (L1–L6; L – layer, слой) бочонковой коры. Эпипиальная аппликация ЭТ1 
осуществлялась с помощью микроинъектора (microinjector). Металлическая пластина с элементом Пельтье 
располагалась вблизи поверхности коры мозга и заливалась агаром; (c) – временной план эксперимента в 4 
группах животных.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе исследовалось влияние ЛТГ на спонтанную и сенсорно-вызван-
ную электрическую активность в соматосенсорной бочонковой коре головного мозга 
крыс в острой фазе фокальной ишемии, вызываемой эпипиальной аппликацией ЭТ1. 
На рис. 2 представлены примеры записи спонтанных ЛПП и МПД в различных слоях 
коры в контрольных условиях и по прошествии 3 ч после аппликации ЭТ1 в условиях 
нормотермии, а также в условиях ЛТГ, начатой одновременно с аппликацией ЭТ1 или 
с задержкой в 10 и 60 мин. Активность до аппликации ЭТ1 в контрольных условиях 
характеризовалась медленно-волновыми дельта-осцилляциями, сопровождавшими-
ся переходами между UP-состояниями, которые группировали высокочастотные ос-
цилляции в тета-, альфа-, бета- и гамма-диапазонах и ассоциировались со вспышками 
МПД и DOWN-состояниями, которые сопровождались практически полным подав-
лением активности коры. Наряду с дельта-волновой активностью также наблюдались 
эпизоды активности в альфа-частотном диапазоне, которые по своим характеристикам 
соответствуют паттерну сонных веретен. В ишемическом очаге, сформировавшемся 
через 3 ч после эпипиальной аппликации ЭТ1 в нормотермических условиях, наблюда-
лось снижение общего уровня ЛПП активности и частоты МПД по всей глубине коры 
(рис. 2, b), что согласуется с предыдущими данными [25]. В случаях поверхностного 
охлаждения коры, начатого либо одновременно с аппликацией ЭТ1, либо с задержкой 
в 10 мин после аппликации ЭТ1, спонтанная электрическая активность в ишемическом 
очаге в значительной мере сохранялась (рис. 2, c, d). Если же охлаждение коры начина-
лось через 1 ч после аппликации ЭТ1, то электрическая активность в очаге оставалась 
в значительной степени подавленной к 3-му часу после аппликации ЭТ1 (рис. 2, e). 
В соответствии с этими наблюдениями количественный анализ мощности ЛПП ак-
тивности в различных диапазонах ЭЭГ частот выявил достоверно больший уровень 
мощности ЛПП в тета-, бета- и гамма- частотных диапазонах в ишемических очагах 
в случаях ранней ЛТГ по сравнению с нормотермическими условиями (табл. 1). 

Далее нами был проведен анализ степени снижения частоты МПД в ишемических 
очагах, формирующихся после 3 ч аппликации ЭТ1 (рис. 3, а). Снижение частоты МПД 
во многом отражает уменьшение количества нейронов, способных генерировать ПД 
из-за необратимой потери мембранного потенциала и гибели нейронов в ишемическом 
очаге [26]. Для глобальной оценки нарушений в спайковой активности нейронов был 
произведен расчет суммарной частоты спонтанных МПД во всех слоях кортикальной 
колонки (∑МПД, ∑MUA) относительно контрольного уровня. Как было показано ранее, 
данный параметр является одним из наиболее достоверных маркеров функционального 
поражения в ишемическом очаге [25]. В нормотермических условиях ∑МПД в ишеми-
ческом очаге снижался до уровня 0.0 [0.0–0.9]% от контрольных значений, что свиде-
тельствует об очень глубокой степени функционального поражения (рис. 3, b). ЛТГ до-
стоверно уменьшала степень падения ∑МПД в очаге (рис. 3, b). Так, охлаждение коры, 
начатое одновременно с аппликацией ЭТ1, приводило к увеличению уровня ∑МПД 
до 30.1 [2.0–128.7]%, а в группе ГТ-10’ – до 23.6 [5.3–44.6]% от контрольных значений. 
Уровень ∑МПД при охлаждении коры с задержкой в 1 ч после аппликации ЭТ1 (ГТ-60’) 
составил 3.1 [0.0–26.7]% от контрольных значений, что также было выше уровня ∑МПД 
в нормотермических условиях (рис. 3, b). Таким образом, судя по параметру ∑МПД, ох-
лаждение коры оказывает нейропротекторный эффект, который наиболее выражен при 
минимальных задержках ЛТГ после аппликации ЭТ1. Поэтому далее была проанализи-
рована зависимость уровня ∑МПД в ишемическом очаге от задержки охлаждения коры 
относительно аппликации ЭТ1. В данном анализе, учитывая 3-часовую длительность 
экспозиции ЭТ1, которая заканчивалась эвтаназией животного и приготовлением срезов 
мозга для последующего гистологического анализа, условию нормотермии было при-
дано значение времени 180 мин задержки гипотермии от начала аппликации ЭТ1. В ре-
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Рис. 2. Влияние локальной гипотермии на спонтанную электрическую активность коры мозга в ишемиче-
ском очаге, вызванном ЭТ1. (a) – спонтанная электрическая активность до аппликации ЭТ1 при температуре 
39°C (контрольные условия). Показаны ЛПП (LFP) в диапазоне частот 0.2–1000 Гц (черные линии) и МПД 
(MUA; красные вертикальные отрезки) на различных глубинах коры; (b) – спонтанная электрическая актив-
ность через 3 ч после аппликации ЭТ-1 при температуре 39°C. (c, d, e) – примеры электрической активности 
в условиях охлаждения поверхности мозга до 28°C одновременно (с), через 10 мин (d) и 60 мин (е) после 
аппликации ЭТ-1. NT – нормотермия, HT – гипотермия.
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зультате этого корреляционного анализа также было обнаружено значительное умень-
шение уровня ∑МПД в ишемическом очаге от задержки ЛТГ от времени аппликации 
ЭТ1 (рис. 3, с). В дополнение к анализу глобальной нейрональной активности по всей 
колонке нами также был проведен анализ частоты МПД отдельно по поверхностным 
(L2/3), гранулярному (L4) и глубоким (L5/6) слоям коры в ишемическом очаге (рис. 3, d). 
Было обнаружено, что при ЛТГ, начатой одновременно с аппликацией ЭТ1, уровень ча-
стоты МПД в 4-м слое бочонковой коры был достоверно выше, чем в нормотермических 
условиях. Следует отметить, что в группе нормотермии активность была более сильно 
подавлена в поверхностных слоях 2/3 (0.0 [0.0–0.3]%) и в 4-м слое (0.0 [0.0–0.1]%) по 
сравнению с глубокими слоями (3.6 [0.0–13.4]%), что согласуется с вертикальным гра-
диентом ишемического поражения, вызываемого эпипиальной аппликацией ЭТ1 [25].

Наряду с анализом спонтанной активности нами также сравнивалась степень подав-
ления сенсорных ответов в ишемическом очаге при нормотермических условиях и при 
охлаждении коры, поскольку этот параметр также является высокоинформативным мар-
кером степени ишемического поражения, вызываемого ЭТ1 в соматосенсорной коре [25]. 
В контрольных условиях сенсорно-вызванные потенциалы (СВП, SEP), вызываемые 
отклонением основной вибриссы, имели характерные глубинные профили ЛПП и ПИТ 
(рис. 4, а), а также соответствующий профиль сенсорно-вызванных МПД (рис. 5, а) [24, 
25, 27]. В ишемическом очаге, сформированном в течение 3 ч после аппликации ЭТ1, 
в нормотермических условиях наблюдалось глубокое подавление амплитуды СВП в кор-

Таблица 1. Эффекты локальной гипотермии на мощность осцилляторной ЛПП 
активности в различных диапазонах частот в очаге ишемии, вызванном аппликацией ЭТ1, 
в соматосенсорной коре крыс

Параметр Процент восстановления, 
медиана [Q1–Q3] %

Вероятность
(значение p) n

θ (4–7 Hz), С2/3, НТ 8.3 [1.7–18.4]
0.047

5
θ (4–7 Hz), С2/3, ГТ-0’ 37.5 [20.0–41.7] 5
α (7–15 Hz), С4, ГТ-0’ 12.0 [8.5–49.4]

0.044
5

α (7–15 Hz), С4, ГТ-60’ 4.5 [0.6–8.4] 6
α (7–15 Hz), С5, НТ 4.5 [2.1–7 .1]

0.047
5

α (7–15 Hz), С5, ГТ-0’ 19.1 [12.9–21.5]
0.028

5
α (7–15 Hz), С5, ГТ-60’ 4.6 [1.6–9.4] 6

γ (30–90 Hz), С5, НТ 16.0 [8.6–24.4]
0.047

5
γ (30–90 Hz), С5, ГТ-0’ 40.0 [30.8–43.8] 5

fast γ (90–200 Hz), С5, НТ 25.7 [18.5–32.6]
0.016

5
fast γ (90–200 Hz), С5, ГТ-0’ 56.7 [41.2–111.2] 5
ultrafast γ (200–500 Hz), С5

ГТ-10’ 80.0 [59.5–183.4]
0.016

5

ultrafast γ (200–500 Hz), С5, НТ 20.9 [17.5–31.6]

0.044

5

ultrafast γ (200–500 Hz), С5
ГТ-60’ 47.3 [32.9–60.7] 6

При сравнении медиан с уровнем 100% (контроль) применялся ранговый тест Краскела–Уоллиса (непараме-
трический ANOVA). НТ – нормотермия, ГТ – гипотермия.
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тикальной колонке (рис. 4, а, b), а также вертикальный градиент с наибольшим подавле-
нием в поверхностных слоях коры (рис. 4, d), что согласуется с данными предыдущего 
исследования [25]. Локальное охлаждение коры, начатое со всеми исследованными за-
держками от аппликации ЭТ1 (0, 10 и 60 мин), значительно снижало степень подавле-
ния СВП в ишемическом очаге в сравнении с нормотермическими условиями (рис. 4, b). 
Корреляционный анализ также выявил значительное уменьшение уровня СВП в ишеми-
ческом очаге с увеличением задержки ЛТГ от времени аппликации ЭТ1 (рис. 4, c). По-
слойный анализ выявил большую степень подавления амплитуды СВП в поверхностных 

(a) (b)

(d)

(c)

n = 2805

n = 215

n = 2738

n = 1053

n = 180

KW = 0.1787p KW = 0.0329p KW = 0.0755p

KW = 6e-5p

p = 0.0002 p = 0.0002 p = 0.0035p = 0.0400

R = –0.446
p = 0.0558

R = –0.581
p = 0.0073

R = –0.582
p = 0.0057

R = –0.487
p = 4e-6

Рис. 3. Влияние локальной гипотермии на частоту МПД в ишемическом очаге, вызванном ЭТ1. (а) – МПД 
(MUA) нейронов 5-го слоя (индивидуальные потенциалы действия – серые линии и усредненные – черные 
линии). Показаны примеры для всех температурных режимов. (b) – частота спонтанных МПД, рассчитанная по 
всем электродам в кортикальной колонке (∑MUA), после 3 ч действия ЭТ1 (1 мкМ) в условиях нормотермии 
(39°С) и при охлаждении до температуры 28°С, начатом одновременно, через 10 мин и через 1 ч после аппли-
кации ЭТ1. Данные нормализованы к контрольному уровню до аппликации ЭТ1. Вверху показаны вероятности 
статистических отличий групп от контроля (от уровня 100%) по тесту ранговых сумм для парных выборок (ве-
личина p), вероятности различий между группами по тесту Краскела–Уоллиса (KW p) и достоверные различия 
между группами по тесту Данна (звездочки); (с) – зависимость ∑MUA в ишемическом очаге от времени начала 
охлаждения. Нормотермические эксперименты учтены с временем задержки 180 мин. Черной пунктирной ли-
нией показана линейная аппроксимация. В рамке показан коэффициент корреляции Спирмена и соответствую-
щий уровень достоверности; (d) – уровень частоты МПД относительно контрольных значений в ишемическом 
очаге при различных температурных условиях в различных слоях кортикальной колонки. Уровень достоверно-
сти отличия группы от контроля (от уровня 100%, как на панели b) по тесту ранговых сумм для парных выборок 
показан над боксами. В рамках показаны коэффициенты корреляции Спирмена параметра от времени включе-
ния охлаждения и соответствующие уровни достоверности. NT – нормотермия, HT – гипотермия.
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Рис. 4. Влияние локальной гипотермии на сенсорно-вызванные потенциалы в ишемическом очаге, вызванном 
ЭТ1. (а) – примеры усредненных сенсорно-вызванных потенциалов (SEP) на различных глубинах кортикальной 
колонки (ЛПП, черные линии) на фоне кодированных цветом карт ПИТ в контрольных условиях и в ишемиче-
ских очагах, вызванных аппликацией ЭТ1 при различных задержках ЛТГ; (b) – амплитуда СВП, рассчитанная 
по всем электродам в кортикальной колонке (∑SEP), после 3 ч действия ЭТ1 в условиях нормотермии (39°С) 
и при охлаждении до температуры 28°С, начатом одновременно, через 10 мин и через 1 ч после аппликации 
ЭТ1. Данные нормализованы к контрольному уровню до аппликации ЭТ1. Вверху показаны вероятности стати-
стических отличий групп от контроля (от уровня 100%) по тесту ранговых сумм для парных выборок (величина 
p), вероятности различий между группами по тесту Краскела–Уоллиса (KW p) и достоверные различия между 
группами по тесту Данна (звездочки); (с) – зависимость ∑SEP в ишемическом очаге от времени начала охла-
ждения. Нормотермические эксперименты учтены с временем задержки 180 мин. Черной пунктирной линией 
показана линейная аппроксимация. В рамке показан коэффициент корреляции Спирмена и соответствующий 
уровень достоверности; (d) – уровень амплитуды СВП относительно контрольных значений в ишемическом 
очаге при различных температурных условиях в различных слоях кортикальной колонки. Уровень достоверно-
сти отличия группы от контроля (от уровня 100%, как на панели b) по тесту ранговых сумм для парных выборок 
показан под боксами. В рамках показаны коэффициенты корреляции Спирмена параметра от времени включе-
ния охлаждения и соответствующие уровни достоверности. NT – нормотермия, HT – гипотермия.
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Рис. 5. Влияние локальной гипотермии на сенсорно-вызванные МПД в ишемическом очаге, вызванном ЭТ1. 
(а) – примеры графиков частоты сенсорно-вызванных МПД (SE-MUA) на различных глубинах кортикальной 
колонки (белые линии) на фоне кодированных цветом карт плотности МПД в контрольных условиях и в ише-
мических очагах, вызванных аппликацией ЭТ1 при различных задержках ЛТГ; (b) – частота МПД, рассчитан-
ная по всем электродам в кортикальной колонке (∑MUA during SEP), временном окне 0–30 мс от начала СВП, 
после 3 ч действия ЭТ1 в условиях нормотермии (39°С) и при охлаждении до температуры 28°С, начатом 
одновременно, через 10 мин и через 1 ч после аппликации ЭТ1. Данные нормализованы к контрольному уров-
ню до аппликации ЭТ1. Вверху показаны вероятности статистических отличий групп от контроля (от уровня 
100%) по тесту ранговых сумм для парных выборок (величина p), вероятности различий между группами 
по тесту Краскела–Уоллиса (KW p) и достоверные различия между группами по тесту Данна (звездочки);  
(с) – корреляция степени восстановления сенсорно-вызванных МПД от времени начала охлаждения. Нор-
мотермические эксперименты учтены с временем задержки 180 мин. Черной пунктирной линией показана 
линейная аппроксимация. В рамке показан коэффициент корреляции Спирмена и соответствующий уровень 
достоверности; (d) – уровень частоты сенсорно-вызванных МПД относительно контрольных значений в ише-
мическом очаге при различных температурных условиях в различных слоях кортикальной колонки. Уровень 
достоверности отличия группы от контроля (от уровня 100%, как на панели b) по тесту ранговых сумм для пар-
ных выборок показан под боксами. В рамках показаны коэффициенты корреляции Спирмена параметра от вре-
мени включения охлаждения и соответствующие уровни достоверности. NT – нормотермия, HT – гипотермия.
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слоях коры, а также более выраженные эффекты охлаждения в глубоких слоях (рис. 4, d). 
Аналогичный анализ сенсорно-вызванных МПД выявил еще большую степень нейро-
протекторных эффектов охлаждения, наиболее выраженных для охлаждения коры, ко-
торое начиналось с минимальной задержкой от аппликации ЭТ1 (0 и 10 мин) (рис. 5). 

Помимо подавления физиологических паттернов спонтанной и сенсорно-вызван-
ной активности ишемическое поражение также характеризуется двумя патофизиологи-
ческими паттернами – волнами распространяющейся деполяризации (РД, SD) и нега-
тивными ультрамедленными потенциалами (НУП, NUP) [25, 28]. Волны РД возникали 
после аппликации ЭТ1 как при нормотермии, так и у животных с охлаждением коры 
(рис. 6). Поскольку РД обычно возникает в течение нескольких первых минут после 
начала ишемического процесса, запускаемого ЭТ1, нами не было обнаружено разли-
чий в задержке РД от момента аппликации ЭТ1 между группами нормотермии и ги-
потермии – 10’ и 60’; однако в группе гипотермии – 0’ РД возникала со значительно 
большей задержкой (рис. 6, a, b). Эти данные, с одной стороны, свидетельствуют о до-

(a) (b)

KW = 0.0132p

R = –0.535
= 0.0328p

Рис. 6. Влияние локальной гипотермии на волны распространяющейся деполяризации, вызванной ЭТ1. (а) – 
примеры волн распространяющейся деполяризации (SD) на глубине 4-го слоя коры, возникающих в течение 
первых минут после аппликации ЭТ1 для разных экспериментальных групп ЛТГ; (b) – время задержки волн 
распространяющейся деполяризации (SD delay) от момента аппликации ЭТ1 в зависимости от времени на-
чала ЛТГ. В рамке показан коэффициент корреляции Спирмена и соответствующий уровень достоверности. 
NT – нормотермия, HT – гипотермия.
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вольно быстром охлаждении коры после начала поверхностной гипотермии, а с другой 
стороны, вкупе с изложенными выше данными об активности в ишемических очагах, 
свидетельствуют об эффективности нейропротекторных эффектов гипотермии даже 
после возникновения волн РД. Как и волны РД, НУП также наблюдались как при нор-
мотермии, так и в экспериментах с охлаждением коры (рис. 7, а). При этом сравни-
тельный анализ не выявил каких-либо достоверных различий в амплитуде НУП между 
группами нормо- и гипотермии (рис. 7, b). Поскольку амплитуда НУП в значительной 
степени определяется электрохимическими процессами на электродах из благородных 
металлов (иридий в данном исследовании) [29, 30], то можно предполагать, что нейро-
протекторные эффекты гипотермии, выявленные в данном исследовании, связаны не 
столько с уменьшением степени ишемии, сколько с уменьшением ее повреждающего 

KW = 0.2569p

R = –0.082
= 0.7297p

Рис. 7. Влияние локальной гипотермии на негативные ультрамедленные потенциалы, вызванные ЭТ1. (a) – 
примеры негативных ультрамедленных потенциалов (NUP) (0–1000 Гц), зарегистрированных на глубине 
4-го слоя коры в условиях нормотермии и при различных задержках ЛТГ. Черными стрелками отмечены 
волны РД; (b) – усредненная по всем слоям коры амплитуда сверхмедленных негативных потенциалов при 
различных задержках ЛТГ. В рамке показан коэффициент корреляции Спирмена и соответствующий уро-
вень достоверности. NT – нормотермия, HT – гипотермия.
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воздействия на кору головного мозга. Другими словами, если считать, что НУП явля-
ется признаком наступившей ишемии, то данное наблюдение указывает на то, что во 
всех экспериментальных группах степень ишемии была сопоставимой, а гипотермия 
уменьшает негативные последствия нарушения кровоснабжения участка мозга.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Основным выводом настоящего исследования является то, что ранняя поверхност-
ная ЛТГ значительно уменьшает степень функциональных нарушений в коре головного 
мозга крыс в модели фокальной ишемии, вызываемой эпипиальной аппликацией ЭТ1. 
Так, нами было обнаружено, что степень подавления спонтанной активности и сенсор-
но-вызванных ответов (как локальных потенциалов, так и частоты МПД) в ишемических 
очагах, сформированных в течение 3 ч после аппликации ЭТ1, значительно снижается 
в условиях локальной гипотермии. Также было обнаружено, что степень нейропротек-
торных эффектов ЛТГ наиболее выражена, если охлаждение начинается с минимальной 
задержкой после аппликации ЭТ1 (0 и 10 мин), и существенно снижается при увеличе-
нии этой задержки до 1 ч. Эти результаты в значительной мере согласуются с данными, 
полученными в других моделях ишемии коры и с применением других гипотермических 
методик, в том числе с данными о минимальной эффективности ЛТГ при значительных 
временных задержках начала ее применения после начала ишемической атаки [10–17]. 
Данные параллельного гистологического анализа ишемических очагов, формирующих-
ся в условиях нормо- и гипотермии, полностью согласуются с данными электрофизио-
логического анализа и изложены в параллельной работе. В совокупности полученные 
данные свидетельствуют в пользу гипотезы о том, что ЛТГ, начатая с короткой задер-
жкой после начала ишемической атаки, является эффективным методом нейропротекции 
в самой ранней фазе ишемии головного мозга. Учитывая доступность ЛТГ на доклини-
ческом этапе ведения пациента, данный метод является перспективным для продления 
критического окна «золотого часа» перед реперфузией ишемического участка. 
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Neuroprotective Effects of Local Surface Hypothermia during Endothelin-1-Induced 
Focal Ischemia in Rat Cerebral Cortex. I. Electrophysiological Analysis

G. F. Zakirovaa, К. A. Chernovaa, R. N. Khazipova, b, *, and А. V. Zakharova, c
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Local therapeutic hypothermia (LTH) is one of the most promising methods for 
neuroprotection in cerebral ischemia. However, the efficacy of superficial LTH at clinically 
relevant delays after the onset of ischemic attack remains poorly understood. In the present 
study, we investigated the neuroprotective effects of LTH in a model of focal ischemia 
induced by epipial application of the vasoconstrictor Endothelin-1 in the somatosensory 
cortex region of the rat brain. The neuroprotective effects of LTH were assessed by the 
level of spontaneous and sensory-evoked electrical activity at different cortical depths 
using linear electrode arrays. We found that cooling the cortical surface to 28°C using 
a Peltier element starting from 0, 10, and 60 minutes after Endothelin-1 application caused 
a significant reduction in the degree of suppression of electrical activity in the ischemic focus 
formed in the cerebral cortex 3 hours after Endothelin-1 application. The neuroprotective 
effects of LTH were manifested by a higher level of spontaneous multinit activity, higher 
power of the local field potential oscillations in theta, alpha and beta bands, as well in 
a greater amplitude and higher multiunit activity during sensory evoked responses. The 
neuroprotective effects of LTH were inversely correlated with the delay of LTH onset 
and were most pronounced with LTH initiated with minimal (0 and 10 minutes) delay 
after Endothelin-1 application. We also found that only LTH initiated simultaneously with 
Endothelin-1 application delayed the onsets of spreading depolarization waves and that 
LTH did not affect the amplitude of negative ultraslow potentials evoked by Endothelin-1. 
Taken together, the results of the electrophysiological analysis suggest neuroprotective 
effects of surface LTH, which are particularly pronounced when LTH is minimally delayed 
from the onset of the ischemic insult in the Endothelin-1-induced focal ischemia model. 

Keywords: stroke, cerebral ischemia, electroencephalography, local potentials, 
neuroprotection, hypothermia


