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Актуальность темы. Нейропластичность является новым термином, указывающим на
способность мозга нервной системы всех разновидностей изменяться структурно
функционально результате воздействия окружающей среды (Shaw et al., 2001). Наиболее

распространенными формами пластичности ЯВЛЯЮТСЯ обучение, память восстановление

от повреждений мозга. Множеством исследований установлено, что изменения
окружающей среды могут влиять на поведение и познавательную способность через
видоизменение связей между нейронами, a также с помощью нейрогенеза гиппокампе
(Hubel and Wiesel, 2008) других областях мозга, включая мозжечок (Ponti et al., 2008).
Нейропластичность имеет место процессе нормального развития мозга в качестве
адаптивного механизма случае повреждения мозга для компенсации потерянной
функции и/или для усиления сохранившихся функций. Нейропластичность характерна
ДЛЯ многих морфологических структур, В том числе нейронов, ГЛИИ сосудистых
элементов.

По данным литературы многочисленные факторы могут ВЛИЯТЬ на пластичность
мозга его поведение, включая пре- постнатальные переживания, лекарства, гормоны,
развитие и старение, болезни стресс. Выяснение ВЛИЯНИЯ этих факторов на организацию

функцию мозга важно не только ДЛЯ понимания нормального и аномального поведения,
но ДЛЯ проектирования ухода за поведением физиологческими расстройствами.

Защита нейронов от повреждения смерти при нейродегенеративных расстройствах,
таких как болезнь Альцгеймера (БА), ишемические инсульты, болезнь Паркинсона (БI)),
для нейробиологов является основной проблемой в 21-ом веке.

Ранее академику A. Галояну сотр. удалось изолировать из нейрогипофизарных
гранул быка ряд новых цитокинов нейросекреторного гипоталамуса, так называемых
пролином богатых полипептидов (proline-rich-polypeptide PRP). Исследования показали,
что ЭТИ пептиды синтезируются форме общего протеина предшественника (нейрофизин-
вазопрессин-ассоциированн гликопротеина) (Galoyan, А., 1997; Markossyan et al., 1999).
Из этих полипептидов наиболее изучен PRP-1 (Галармин), состоящий из 15
аминокислотных остатков
Val-Tyr). В биохимических, иммунологических физиологических исследованиях
раскрыт широкий спектр биологической активности PRP-1, включая
иммуномодуляторные и нейрозащитные свойства (Aprikian et al., 1999; Галоян, 2004;
Abrahamyan et al., 2004), установлен мощный протекторный эффект PRP-1 при
нейродегенерациях, вызванных как змеинными ядами, так и гемисекцией спинного мозга
(CM) (Galoyan, 2000; Galoyan et al., 2000; Galoyan et al., 2001), краш синдромом (Kevorkian
et al., 2001) при алюминиевой нейроинтоксикации (Шахламов и др., 2002) на модели
болезни Альцгеймера, индуцированной интрацеребровентрикулярны введением В-
амилоидного пептида (AB 25-35) (Galoyan et al., 2008).

Регенерация клеток или образование новых нейронов ВО взрослом мозге, известная
также как нейрогенез, была продемонстрирована у многих ВИДОВ животных, включая
грызунов. Происходящие из костного мозга СК способны самообновляться

дифференцироваться В клетки различных тканей, включая зрелые клетки крови, нервные
клетки как in vitro, так in vivo, a также стромальную и скелетную ткани (Grove et al.,
2004). Основной функцией взрослых СК является поддержание постоянного

функционирования клетки, гомеостаза и, несколько ограничено, замещение клеток,
погибших вследствие повреждения и болезней (Holtzer Н., 1978) в результате их миграции
В обонятельную луковицу. ЦНС взрослых грызунов содержит небольшое количество
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многопотенциальных клеток-предшественников, расположенных перивентрикулярной
зоне переднего мозга И В зоне, окружающей центральный канал спинного мозга (Canoll et
al., 1996; Powell et al., 1997; Zuo et al, 1998). Эти клетки экспрессируют маркеры
нейронных генов - филамент нестин маркер радиальных астроцитов глиальный
фибриллярный кислый протеин, GFAP (Zhao et al., 2002). Известно также, что
очень часто именно рост сосудов действует на интенсивность пролиферации,
дифференциации образования новых гистологических структур. Признание
существования нейрогенеза зрелом головном мозге млекопитающих человека привело
не только к пересмотру представлений о структуре деятельности ЦНС, но значительно
расширило терапевтические возможности клеточной терапии многих заболеваний
головного мозга (Шиханов и др., 2002).

Цель и задачи исследования. Целью исследования явилось изучение механизма
действия гипоталамического- нейропротекторного PRP-1 на восстановление нервных
структур и гематопоэтический процесс у крыс с различными нервными нарушениями.

Для достижения указанной цели была поставлена следующая задача: изучение
морфо-функционального состояния клеточных структур ЦНС и км крыс при различных
патофизиологических условиях. Для выполнения этой задачи проводились следующие
исследования:
в гистохимическое исследование морфо-функционального состояния клеточных

структур ЦНС (гипоталамические ядра, мозжечок, ствол мозга спинной мозг) крыс
на моделях следующих нейродегенераций: a) повреждение вестибулярного апарата
последством правосторонней лабиринтэктомии вибрации; б) иммобилизационный
(ИМО) стресс; в) внутриутробный ИМО стресс;
изучение протекторного действия PRP-1 на поврежденные нервные структуры;
иммуногистохимическое определение локализации PRP-1 В нейронах головного
спиннога мозга интактных крыс таковых с вышеотмеченными нервными
нарушениями, с использованием полученной нами поликлональной антисыворотки
против синтетического PRP-1;
иммуногистохимическое исследование нервных структур мозга крыс, внутриутробно
перенесших ИМО стресс, с использованием антисыворотки к PRP-1 и нейрональных
маркеров: нейроэпителиального маркера нестина, маркера радиальной астроглии -

глиального фибриллярного кислого протеина (GFAP), антисыворотки против
синаптических окончаний синаптофизина, антисыворотки против стволовых клеток
мышей, с целью изучения процессов, лежащих основе механизмов
нейропластичности при стресс-вызванных ответах в отсутствие и с помощью PRP-1;
гистохимическое иммуногистохимическое изучение структур костного мозга (КМ)
крыс при вышеуказанных стрессовых состояниях без- и с введеним PRP-1.
Научная новизна. Гистохимически, сравнении с интактными животными, В ядрах

гипоталамуса, мозжечке, стволе мозга и спинном мозге крыс, подвергнутых вибрации
односторонней лабиринтэктомии, выявлены дегенерирующие потерявшие отростки
нейроны с низкой фосфатазной активностью. у крыс, подвергнутых комплексному
(лабиринтэктомия с последующей вибрацией) воздействию, выявлена регенерация
нейронов с более высокой фосфатазной активностью сравнении с таковыми,
подвергнутых ТОЛЬКО вибрационному воздействию, с ДЛИННЫМИ дендритами, на
которых, как на соме, ВИДНЫ синапсы, свидетельствующие о повышении деятельности
мозга.у крыс на моделях вышеотмеченных нейродегенераций с введением PRP-1, выявлен
протекторный эффект PRP-1, обеспечивающий регенерацию выживаемость нейронов В
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определенных областях мозга, a также усиление метаболизма, частности фосфатазной
активности.

Установлено, что иммобилизационный стресс В течение одного часа вызывает
активацию реагирующих на стресс нейронов, особенно гипоталамическом
паравентрикулярном ядре, голубом пятне, мозжечке, ядрах шва, a также В оливах с
выявлением кислой фосфатазы (КФ), PRP-1 c-fos, (ген, продуцирующий одноименный
белок) В ядрах клеток, что служит морфологическим показателем стресс-вызванного
ответа. Мы допускаем, что PRP-I может контролировать транскрищию ДНК и
функционировать как транскрипционный фактор подобно c-fos.

Впервые по анализам результатов гистохимических исследований ЖИВОТНЫХ после
иммобилизационного стресса и воздействия PRP-1 обнаружено явление стресс-вызванного
гематопоэза В км как В строме, так и вокруг синусоидов. силу
иммуногистохимического обнаружения PRP-1 гематопоэтических клетках км и В

нервных волокнах близком контакте с клетками кровеносными сосудами у
инъецированных PRP-I подвергнутых иммобилизационному стрессу крыс,
предполагается синтез и стресс-вызванное высвобождение PRP-1 из гипоталамических
ядер и включение PRP-1 механизм гематопоэтического процесса в КМ.

В мозге крыс при пренатальном иммобилизационном стрессе, впервые, вследствие
иммуногистохимического обнаружения PRP-I промежуточных клетках-
предшественниках, иммунореактивных также ДЛЯ нестина (нейроэпителиального маркера
стволовой клетки) и GFAP (глиального кислого фибриллярного протеина, маркера
радиальных астроцитов), предполагается участие PRP-1 В процессах, лежащих основе
нейрогенеза. На основании же выявления нестин-, GFAP- и PRP-1-иммунореактивных
круглых по форме клеток В кровеносных сосудах предполагается, что они возможно
стволовые клетки, происходящие из костного мозга и циркулирующие крови.

На основании обнаружения PRP-1-иммунореактивных и КФ-позитивных капилляров
с темно окрашенными перицитами, которые, как известно, происходят от СК крови и
принимают участие процессе ангиогенеза поврежденной ткани, выявлены ангиогенные
свойства PRP-1 через его включение нейро-иммунг-мематопоэтич взаимодействия
при данных стрессовых состояних.

Практическое значение. Полученные гистохимические и иммуногистохимические
данные относительно восстановления PRP-I-иммунореактивных и КФ-позитивных
нервных волокон и нейронов на использованных нами моделях нейродегенераций без и с
участием PRP-1, подтверждают нейропротекторную эффективность гипоталамического
пролином богатого полипептида PRP-1 и возможное его включение В механизмы
восстановления и ремоделирования путем повышения выживаемости поврежденных
нейронов и участия В регулировании пластичности мозга через нейрогенез.

Вместе с тем выдвинуто предположение о синтезе и стресс-вызванном
высвобождении PRP-I из гипоталамических ядер и его включении механизм
гематопоэтического процесса КМ.

Полученные данные предусматривают возможноеть применения PRP-1
клинической практике В связи с его эффективной нейропротекцией при различных
нарушениях ЦНС и участием стресс-вызванных иммуномодуляторных ответах.

Апробация работы. Результаты и основные положения диссертации, вошедшие
работу, были представлены и обсуждены: Proceedings of Symposium <Actual Problems in

Neurochemistry and Neuroimmunology" (dedicated to the 100th birthday of Academician H.Kh.
Buniatian) (2008); International Symposium «Braine Imunne System: Neurochemical and
neuroendocrine Aspects" (dedicated to the 80th Anniversary of Academician A. Galoyan)
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(Yerevan, RA,October 6-8, 2009); 3-rd International Medical congress of Armenia (Yerevan,
RA, July 7-9, 2011); III Съезд Физиологов СНГ (Ялта, Украина, 1-6 октября, 2011). Работа
была апробирована на заседании ученого совета Института биохимии им.Г.Х Бунятяна
НАН РА (2011).

Публикации. По теме дисертации опубликовано 5 статьей и 4 тезиса.
Объем и _структура _работы. Дисертационная работа состоит из списка

использованных сокращении, введения, обзора литературы, использованных методов,
результатов собственных исследиваний и обсуждени, заключения, выводов списка
цитируемой литературы. Работа представлена на страницах русского текста, содержит
35 рисунков. Библиографический указатель включает 150 наименований литературных
источников на русском и англиском языках.

Место выполнения работы. Работа выполнена на кафедре физиологии человека и

ЖИВОТНЫХ биологического факультета ЕГУ, отделе Биохимии нейрогормонов
Института биохимии им. Г.Х.Бунятяна НАН РА.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Морфо-функциональные исследования клеточных структур головного и спиного
мозга (CM) проводились на полученных нами различных нейродегенеративных моделях.
Белые лабораторные крысы-самцы (200-250 г) были разделены на следующие группы:
1) интактные крысы (п ==6); крысы, подвергшиеся: 2) правосторонней лабиринтэктомии
(п =3); 3) однократно инъецированные PRP-1 (10 мкr/100 Г, в/м) на следующий день после
лабиринтэктомии (n=4); 4) вибрации (п=3); 5) инъецированные PRP-1 (10 мкг/100 в/м)
В первые 2 ДНЯ после вибрации (п=3)); 6) лабиринтэктомии с последующей вибрацией на

следующий день В течение 15 дней (п=2); 7) иммобилизационному (ИМО) стрессу с
помощью 2 часовой фиксации животного (п=3) 8) крысы (80-100r), подвергшиеся
пренатальному ИМО стрессу (n=4).

Провостороннюю лабиринтэктомию осушествляли методом Мокроусовой
(Мокраусова, 1980) электрокоагуляцией периферического вестибулярного аппарата,
постоянным током 8,0-8,5мА в течение двух минут.

Вибрацию осушествляли на вибростане с амплитудой 0,4мм ежедневно по два часа
током частотой 60 ГԱ в течение 15 дней.

После анестезии нембуталовым наркозом (40-50 мr/кr) интактные И

экспериментальные животные подвергались декапитации: во второй, третьей, четвертой,
пятой и шестой групах через 15 дней после нейродегенерации, седьмой группе -
через 2 часа после 2-часового ИМО стресса, a В восьмой группе - через 45 75 дней

после рождения крысят.
Головной, спинной костный мозг интактных и экспериментальных ЖИВОТНЫХ были

удалены зафиксированы 4% растворе параформальдегида, приготовленном на 0,1
фосфатном буфере (ФБ, рН -- 7,4) при температуре 40C течение 48 часов. Затем
ткани промывались В 0,1 M ФБ, содержащем 30% сахарозы течение 24 часов.В работе применяли гистохимический метод по определению активности Caz+-

зависимой кислой фосфатазы (Meliksetyan, 2007), ABC иммуногистохимический метод
(Hsu. Et al., 1981).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ ОБСУЖДЕНИЕ

1. Гистохимическое исследивание ядер мозга при односторонней
лабиринтэктомии и вибрации.

Целью настоящей работы было изучение клеточных структур мозга крыс после
односторонней лабиринтэктомии, a также вибрации. Для этого нами был выбран
гистохимический метод по выявлению активности кислой фосфатазы (КФ), который дает
возможность исследователям выявить все клеточные группы головного и спинного мозга.

Процессы вестибулярной компенсации, которые у животных разных ВИДОВ

характеризуются общими особенностями, представляют собой одно из проявлений
пластичности нервной системы.

Морфогистохимическое изучение нейронов ядра Дейтерса лабиринтэктомированных
крыс ВЫЯВИЛО комплекс реактивных защитных процессов, которые морфологически
проявляются структурными изменениями ослаблением метаболизма кислой фосфатазы
(Саркисян и др., 2007).

Морфо-гистохимический анализ данных, полученных на группе животных с
вибрацией, свидетельствуют морфофункциональных изменениях, характерных для
первичного раздражения нейронов, вызывающего тяжелые клеточные поражения.
Патологические сдвиги нейронах приводят к реакции сателлитной нейроглии, весьма
чувствительной к изменениям нервной ткани. Реакции сателлитной нейроглии играют
большую роль обменных процессах нервной ткани (Саркисян и др., 2010).

Мозжечок, участие которого вестибулярной компенсации является известным
фактом, может расцениваться как <ппррвая линия обороны>>, направленная против
дисбаланса активности ВЯ при лабиринтэктомии (Kitahara et al., 2002).

Так как иммуногистохимические исследования на крысах (Schuerger et al., 1993)
показали проекцию от голубого пятна (locus coeruleus, LC) к комплексу ВЯ, проходящую
по двум путям: 1) латеральный нисходящий адренергический пучок, включающий входы
от LC к SVN к улитковому ядру (n. cochlearis) и коре мозжечка 2) медиальный
нисходящий норадренергический пучок, включающий ВХОДЫ к вестибулярным ядрам, TO

перед нами ставилась задача исследовать вышеуказанные ядра.
В другой серии экспериментов проводились морфологические исследования ядер

мозга крыс, подвергнутых вибрации после правосторонней лабиринэктомии при котором
выявлась тенденция к нормализации клеток регенерация нейронов.

Основываясь на ЭТИ данные, объектами наших исследований стали гипоталамус
(SON и PVN), Locus Coeruelus (LC), гиппокамп (HP), Nucleus Hypoglossus (NH).
Результаты исследования серийных срезов приводятся ниже.

По нашим данным, почти во всех ядрах мозга интактных крыс нейроны имеют
отростки, центрально расположенные ядра нормальных размеров и высокую активность
КФ в цитоплазме клеток (рис. 1А,Б; 2А,Б; ЗА,Б; 4А,Б и 5А,Б). у травмированных крыс
после односторонней лабиринтэктомии (рис 1B,Г; 2B,Г; 3B,Г; 4B,Г и 5B,Г) вибрации
(рис.1Д,Е; 2Д,Е; ЗД,Е; 4Д,Е 5Д,Е), по сравнению с нормой, дегенеруюшие клетки

гипертрофированы и не имеют отростков с низкой активностью КФ.
В обоих случаях наблюдается дегенерация: сохранение малых количеств

синаптических окончаний на соме клеток, a также значительное число магноцеллюлярных
клеток с ядерой окраской. Среди гипертрофированных магноцеллюлярных клеток с
эктопированными ядрами выделяются ядра глиальных клеток SON, в основном у крыс
после лабиринтэктомии (рис. 1Г).
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(SON) у крыс после повреждения (PVN) у крыс после повреждения
вестибулярных ядер. вестибулярных ядер.

Таким образом, вышеотмеченные дегенеративные измененеия характерны для
неспецифической нейродегенерации. Однако, учитывая факт центрального расположения
ядер большинства нервных клеток, отсутствия явления хроматолиза клеток-теней, или
полного исчезновения реакции клеток наличия высокой активности КФ, можно
предположить, что при пятнадцатидневном сроке после вибрации данный патологический
процесс является обратимым.

Так, у подвергнутых комплексному (лабиринтэктомия и вибрация) воздействию
животных морфологическая картина улучшаетса: нейроны В SON, PVN, LC, НР HN хотя
и гипертрофированы, однако имеют отростки центрально расположенные ядра (рис.
1Ж,3; 2Ж,3; 3Ж,3; 4Ж,3 5Ж,3). Выявляются капилляры с сильно окрашенными
перицитами на стенках. По литературным данным перициты мозге у взрослых крыс
считаются СТВОЛОВЫМИ клетками, участвующими В процессе ангиогенеза (образования
новых кровяных сосудов). Клетки В HN (рис.5 3) гипертрофированы, но имеют длинные
дендриты, на которых, как и на соме, видны синапсы, что указывает на повышение
активности мозга через афферентные входы из различных отделов мозга. В этих клетках
сильно окрашен перикарион.

В можечке лабиринтэктомированных крыс после вибрации клетки Пуркинье и
гранулярные клетки обладают более высокой фосфатазной активностью.
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Рис.1.Клеточные структуры в ядре
подъязычного нерва (NH) у крыс после
повреждения вестибулярных ядер.

д:

Puc. 4.
гиппокампального
после повреждения

Анализ результатов ядер
гипоталамуса, гипокампа, мозжечка,
ствола мозга и спинного мозга крыс с
повреждением вестибулярных ядер с
помощью односторонней
лабиринтэктомии и вибрации
обнаружил дегенерирующие, потерявшие
отростки гипертрофированные клетки с
еле прослеживаюшими ядрами, или же
сморщенные клетки с низкой
фосфатазной активностью, вокруг
которых просматривается отек ткани,
отличие от интактных крыс, где
нейроны имеют отростки, центрально
расположенные ядра нормальных
размеров и высокую фосфатазную
активность.
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Клеточные структуры
комплекса (HP) у крыс
вестибулярных ядер.

© National Library of Armenia



Таким образом, у поврежденных лабиринтэктомией крыс после вибрации,
ядрах мозга связанными с вестибулярным аппаратом, нами выявлена регенерация
нейронов, a также тенденция к нормализации клеток, что больше напоминает картину,
полученную нами у интактных крыс. Клетки с более высокой фосфатазной активностью,
чем ядрах у интактных и вибрированных крыс, гипертрофированы, но имеют дендриты,
на которых, как на соме, ВИДНЫ синапсы, что указывает на повышение деятельности
мозга через афферентные входы из различных отделов мозга.

2. Гистохимическое исследование воздействия гипоталамического пролином богатого
полипептида PRP-I на морфо-функциональное состовние нервных структур
различных отделов мозга крыс, подвергнутых лабиринтокто и вибрации.

(рис. 6B,Г) LC (рис. 7B,Г), нейроны которых более уязвимы по отношению к стресс-
вызванным факторам. В нейронах ретикулярной формации очевидна перинуклеарная
окраска. В ядрах же подязычного и лицевого нервов, a также PVN (рис. 6Г) на соме

отросках пока еще гипертрафированных нейронов демонстрируются нервные окончания.
В другой серии экспериментов, с целью изучения морфо-функционального состояния

клеточных структур мозга крыс под воздействием PRP-1 В условиях вибрации, животные
инъецировались PRP-1 первые два ДНЯ В комбинации с ежедневней 2-х часовой
вибрацией с длительностью в 15 дней.

10um SON NH

В данной главе представлены результаты исследования воздействия PRP-1 на морфо-
функциональное состояние нервных структур всех, кроме ядер вестибулярного аппарата,
отделов мозга крыс условиях лабиринтэктомии и вибрации.В работе представленной Sarkisyan et al (2010) исследовалась возможность регуляции
функций ЦНС нейрогуморальными факторами, среди которых особое место занимают
гипоталамические обогащенные пролином пептиды (proline rich peptides, PRP). На фоне
введения PRP-1 наблюдалось сбалансированное проявление возбудительных и тормозных
постстимульных реакций; выявлены адаптационные изменения активности

нейромедиаторов и повышение уровня выживаемости нейронов ВВЯ условиях
длительной вибрации, сопровождающееся усилением активности кислой фосфатазы
ядрах нейронов. Результаты морфогистохимического анализа согласуются с
представлением о тесном взаимодействии между нейронами глиоцитами,
объединенными интегральную систему.

он SON

A LLbbbpPP-I
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Рис. 6. Клеточные структуры
супраоптического (SON) и
паравентрикулярного ядер (PVN) мозга у
лабиринтэктоморованных крыс после
воздействия PRP-1.

Морфогистохимический анализ
лабиринтэктоморованных крыс обнаружил
В результате действия PRP-1. Первое, что
активности во всех нейронах исследуемых

(рис. 7A, Б), LC (рис. 7B, Г), RF,
Активность КФ остается еще на высоком
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Puc. 7. Клеточные структуры гиппокампаа
(HP) и голубого пятна (LC) у
лабиринтэктоморованных крыс после
воздействия PRP-I.
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бросается глаза, это усиление фосфатазной
ядер мозга, включая SON и PVN (рис. 6Б, Г),
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Puc. 8. Клеточные структуры Puc. 9. Клеточные структуры в ядре
супраоптического (SON) и подъязычного нерва (NH) и ретикуляр
паравентрикулярного ядер (PVN) мозга у формации (RF) у вибрированных крыс после
вибрированных крыс после воздействия PRP-1. воздействия PRP-I.

В этой серии экспериментов выявлено усиление активности КФ в нейронах
исследуемых областей мозга. Хотя клетки еще гипертрофированы, однако ядра негативны

центрально расположены. нейронах некоторых ядер, включая гипоталамические ядра
SON (рис. 8 А,Б) и PVN (рис. 8 В,Г), можечковый ո. Dentatus, ո. Hypoglossus (рис. 9 А,Б),
нижные оливы настолько высока активность КФ, что субклеточные структуры не ВИДНЫ

из-за темной диффузной окраски, что ТИПИЧНО регенерирующим нейронам. В нейронах
ретикулярной формации (рис. 9 В,Г) крупно-глыбчатый осадок фосфата свинца окружает
клеточное ядро распространяется по цитоплазме. Необходимо отметить, что
обнаруженное В этих исследованиях неполное восстановление нейронов под
воздействием PRP-1, возможно, связано с однократным и кратковременным введением
PRP-1.

Таким образом, на моделях вышеотмеченных нейродегенераций комбинации с
введением PRP-1 у крыс выявлен протекторный эффект PRP-1, вследствие его воздействия
на усиление активности КФ, a также на регенерацию выживаемость нейронов
определенных областях мозга. Для полной регенерации поврежденных нейронов,
несомненно, необходимо своевренное вмешательство с системным введением PRP-1, как
было демонстрировано ВО многих проводимых нами ранее исследованиях на моделях
специфических неспецифических нейродегенераций.

3. Иммуногистохимическое выявление PRP-1 клеточных структур мозга крыс в

условиях односторонней лабиринтэктомии и вибрации.

По накопленным за последнее десятилетие результатам исследований

относительно выяснения физиологической роли гипоталамических пролином богатых
полипептидов, частности PRP-1, раскрыт широкий спектр его биологической
активности, включая иммуномодуляторные нейрозащитные свойства.

10 11
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Полученные нами результаты иммуногистохимических исследований В некоторых
областях мозга демонстрируют PRP-1-иммунореактивные (PRP-1-Ir) дегенерирующие
нейроны у травмированных крыс с односторонней лабиринэктомией и вибрацией по
сравнению с интактными. Примичательно, что PRP-1 обнаруживается ядрах нейронов
мозга крыс В условиях нейродегенерации отличии от цитоплазматической локализации

PRP-1 обнаруженной у интактных животных.
Так, у крыс с лабиринтэктомией PRP-1-Ir пыльцевидный осадок равномерно

рассеян цитоплазме магноцеллюлярных клеток супраоптического ядра (рис. 10Б)
голубого пятна (рис. 10Г), с сильно PRP-1-Ir ядрами. В других же участках мозга
дифузно окрашенном перикарионе сильно отличаются PRP-1- Ir ядра клетках, особенно,

ядрах одиночного нерва (рис. 116), ядра шва (рис. 11B) и сетчатой формации (рис. 11Г).
Сравнительно слабая окраска в клетках зубчатого ядра В мозжечке. Клетки ядре
подъязычного нерва демонстрируют позитивность к PRP-1 В перинуклеарной зоне (рис.
11A). Надо отметить, что от лабиринтэктомии больше всех пострадали нейроны В
гипокампальном комплексе с единичными клетками , содержащими PRP-1.
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c-fos.

Olives 25 աղ

lib,

25 um < 25 wim

в В
Puc. 12. PRP-1-Ir ядра в нейронах различных
отделов мозга у вибрированных крыс.Нейрон (А)с
двумя ядрами (стрелка) и (В) в стадии деления

локализации PRP-1 В нейронах
стрессом В результате лабиринтэктомии

новой серии иммуногистохимических
нейронов мозга течение 30-60 МИН после

с использованием антисыворотки противу интактных крыс единичные клетки с
c-fos-Ir ядрами выявлены нейронах
МНОГИХ клеточных группах мозга,
включая магноцелюлярные клетки
SON икатехоламинэргические клетки В
LC. у подвергшихся имо стрессу крыс
демонстрировано увеличенное число
клеток с c-fos-Ir ядрами определенных
участках мозга, со значительным
преимуществом SON LC. Это
указывает на то, что именно эти участки
мозга ответственны за воздействие ИМО
стресса ДЛЯ c-fos.
На моделях с вибрацией и
лабиринтэктомией Саркисяном и
соавторами (2010) выявлена усиленная
фосфатазная активность ядрах
нейронов многих отделов мозга,
включая верхнее вестибулярное ядро.

в orme Lab
Puc. 10. PRP-1-Ir перикарион в SON (A) и
LC (B) y интактных крыс; PRP-1-Ir ядра в
нейронах SON (Б) и LC (Г)y
лабиринтэктомориванных крыс.

Изучалась также локализация PRP-1
нормальных физиологических условиях при
вибрации В 15-идневний срок. у интактных
локализация PRP-1 во всех исследуемых ядрах
локализации PRP-1 В нейронах мозга крыс
сильно иммунореактивных к PRP-1 ядер,
ОЛИВЫ (рис. 12A), ядро подъязычного нерва
гранулярный слой мозжечка, задний por спинного
зубчатом ядре мозжечка (рис. 12B) выявлены
зафиксирована, на наш взгляд, уникальная
сильной окраской с PRP-1-антисывороткой.
гранулы разбросаны вокруг негативных ядер

Известно, что при стрессовых состояниях
химических веществ, и т.д.) у крыс обнаружена
c-Fos и c-Jun. Транскрищия c-fos гена вызывается

12

Puc. 11. PRP-1-Ir ядра в нейронах ядер
подьязычного (NH) и одиночного (NST)нервов,
ядер шва (Rafe) и ретикулярной формации (RF)
улабиринтэктомированных крыс. .

клеточных структурах мозга крыс
нервных расстройствах у крыс после

крыс обнаружена цитоплазматическая
мозга. Стресс-вызванное изменение

после вибрации выражалось обнаружением
включая полиморфный слой головного мозга,

(рис.12Б), зубчатое ядро (рис. 12B)
мозга (рис. 12Г). В оливах (рис. 12A) и

клетки с двумя ядрами, a последнем
картина деляйщейся клетки ЦНС с очень

Однако, гипоталамическом SON PRP-1-Ir
цитоплазме магноцеллюлярных клеток.

(воздействие облучения, температуры,
ядерная локализация протеинов, таких как

быстро и кратковременно.

Таким образом, на выше отмеченных моделях с повреждением ЦНС
иммуногистохимически показана ядерная локализация PRP-1 поврежденных нейронах
гипоталамическом паравентрикулярном ядре, голубом пятне, ядре подъязычного нерва,
мозжечке, ядрах шва, a также оливах. Установлено также, что ИМО стресс В течение
одного часа вызывает активацию реагирующих на стресс нейронов этих же отделах
мозга с выявлением КФ, PRP-1 c-fos, ядрах клеток, что служит морфологическим
показателем стресс-вызванного ответа. Мы допускаем, что PRP-1 с участием КФ может
контролировать транскрипцию ДНК функционировать как транскрипционный фактор
подобно c-fos.

4. Иммуногистохимическое исследование клеточных структур мозга крыс при
пренатальном иммобилизационном стрессе.

Регенерация клеток во взрослом мозге, известная также как нейрогенез, была
продемонстрирована у многих ВИДОВ животных, включая грызунов. Нейрогенез во
взрослом организме является процессом образования новых нейронов.

целью изучения нейрогенеза В патофизиологических условиях нами проводились
гистохимические иммуногистохимические исследования клеточных структур ЦНС и км
крыс, внутриутробно перенесших ИМО стресс.

В ответ на внутриутробный имо стресс, сильно окрашенные клетки разных
размеров и форм гистохимически обнаружены в белом веществе мозга крыс возрасте 45
дней (рис. 13). В мозжечке демонстрируются клетки, напоминающие мезенхимные клетки
(рис. 13Б), a также много круглых клеток кровеносных сосудах (рис. 13Г).
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Многочисленные клетки, скорее всего перикапиллярные перициты, окружают
капилляры находятся периваскулярной области (рис. 13Д E). По полученным
данным, среди стресс-вызванных ответах, наблюдаемых В различных отделов мозга
подвергнутых пренатальному ИМО стрессу крыс, очевиден процесс образования новых
сосудов. В иммуногистохимических

исследованиях использовались
են այս 10 թո антисыворотки против нейрональных

маркеров: нейроэпителиального маркера
нестина, маркера радиальной астроглии -
глиального фибриллярного кислого протеина

Carebellurn Cerebellum (GFAP), антисыворотки против- синаптических окончаний - синаптофизина,
антисыворотки против СТВОЛОВЫХ клеток
мышей, a также против PRP-1.
Нами обнаружены GFAP-Ir мелкие клетки,

в .Cerebellum Cerebellan напоминающие радиальные астроциты, со
многими извилистыми отростками
непосредственной близости от артериол
капилляров тех клеточно-структурных
зонах, где, обычно, определяется их

Cerebellum Cerebellung небольшая популяция: субгранулярная зона
Puc. 13. Гистохимически выявление зубчатой фасции гиппокампа, спинной мозг
клеточные структуры в можечке у крыс (рис. 14 А-Б) и мозжечок (рис. 14Г-Ж),
под воздействием пренатального ИМО

околожелудочковая зона взрослого мозга,
обонятельная система, область под мягкой
мозговой оболочкой, субэпендимальная зона
(Gage.et al., 1995).

se

-

Рис 14. GFAP-Ir клеточные структуры в Рис 15. Нестин-Ir клеточные структуры в
мозге крыс, подвергнутых воздействию спинном мозге (SC) и можечке у подвергнутых
пренатального ИМО стресса. воздействию пренатального имо стресса.

В различных отделах мозга ВЫЯВЛЯЮТЦЯ ряд нестин-Ir клеток разных размеров
форм (рис. 15А-Д) выявляются В различных областях мозга: треугольные (рис. 15A),

14

(рис. 15Д) клетки с очень короткими аксонами негативными ядрами (рис.
круглые
15Б), веретенообразные клетки (рис. 15 В,Г) ядре лицевого нерва, a также клетки с
одним аксоном И окрашенными эктопированными ядрами (рис. 15A) В переднем pore

СМ.
Новые нейроны генерируются на протяжении всей жизни от популяции делящихся

клеток, известных как нейрональные стволовые клетки-предшественники (НСК), которые

могут дифференцировать три основные ТИПИ клеток нервной системы (нейроны,

астроциты олигодендроциты) при культивировании in vitro.

В настоящем исследовании мы демонстрируем ряд клеток, находяшихся стадии

пролиферации (рис. 16 А,В,Д) мелкие клетки с длинными и извилистыми отростками

(рис. 16 Г,Е), иммунореактивными для маркера изолированных из мышей стволовых

клеток. Обнаружено PRP-1-Ir варикозные волокона и варикозности вокруг клеток (рис.

17A) и капилляров (рис. 17Б) почти ВО всех областях мозга, ТОМ числе улитковом

ядре (n.Cochlearis) (рис. 17A) и СМ (рис. 176). В СМ кругловатые клетки артериолах

(рис.17B), a также многочисленные клетки, расположенные ОДИН ряд В периваскулярной

зоне В можечке (рис. 17Г), оказались также иммунореакивными для PRP-1.

soun I
25 pim

в ebellum ևո՛ւ
Рис 16. Иммунореактивность против 17. PRP-1-Ir структуры в (А)улитковом

стволовых клеток мышей в мозге крыс, ядре (n.Coch.) ,(Б) спинном мозге(SC) и (В,Г)
подвергшихся пренатальному имо стрессу, можечке (cerebellum) у подвергнутых
(А-Д) клетки в стадии деления (стрелки). пренатальному ИМО стрессу крыс.

Как можно убедиться на приведенных выше рисунках, круглые по морфологии

клетки, обнаруженные кровеносных сосудах, основном белом веществе,

демонстрируют иммунореактивность почти ДЛЯ всех используемых антисывороток (рис.

14 A, Б; 15Д; 17B) сильную активность КФ.
По литературным данным установлено, что изменения окружающей среды может

изменить поведение и познание, путем изменений существующих связей между

нейронами, a также через нейрогенез гиппокампе других областьях мозга, том числе

в СМ мозжечке (Ponti et al., 2008).
В серии экспериментов с целью изучения синаптических окончаний условиях

пренатального стресса крыс, нами были обнаружены синаптофизин-Ir варикозные

нервные волокна вокруг негативных нейронов ո. Facialis (рис. 18A, Б), ո. Cochlearis (рис.

18B и Г) и можечок (рис. 18Д и Е) возрасте 75 дней.
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fac. Выявлялись также PRP-1-Ir В ո. Facialis
(рис. 19A, Б), ո. Cochlearis (рис. 19B, Г),
зубчатой фасции гиппокампального комплекса

оливах (рис. 19Д и Е) у этих же крыс. Во
всех приведенных здесь отделах выявлены PRP-
1-Ir варикозные нервные волокна и капилляры.

Coch Кроме того, были демонстрированы
синаптофизин-Ir (рис. 20A В) и PRP-1-Ir (рис.
20Б Г) варикозные нервные волокна,
сопровождающие кровеносные сосуды
различных калибров. По всей поверхности

ebellum белого вещества разбросаны синаптические
окончания нервных волокона
иммунореактивные против синаптофизина
PRP-1.

Приведенные данныее указывают на
пластичность взрослых СК В ответ на ИМО

18. Синаптофизин -1-Ir стресс с помощью нейрогенеза возможное
структуры у крыс, подвергнутых участие PRP-1 В процессах, лежащих
воздействию пренатального ИМО механизме нейрогенеза.

Ու Fac

Olives Dile

В мозге этих же крыс гистохимически
показано, что при выявлении активности
Caz+ - зависимой КФ наибольшие изменения
наблюдаются в коре больших полушарий,
гиппокампе, миндалевидном ядре, LC, a
также мозжечке. На срезах мозжечка
среди зернистых клеток реагируют темно-

MI окрашенные мелкие отростчатые клетки с
Cereballum IMO Cerebellum 1MO светлыми ядрами (рис. 21 Г,Д).

По морфологическим признакам, их
можно рассматривать как радиальную
глию, обнаруженную некоторых
цитоархитектонических зонах мозга, том
числе мозжечке (Gage, 2002).

использованием антисыворотки
PRP-1էր it Cerebellum - против нами проводились также

Puc 21. Клеточные структуры мозга и иммуногистохимические исследования с
костного мозга у иммобилизированных крыс. целью выявления иммунореактивности

против PRP-1 структурах км интактных крыс, подвергнутых ИМО стрессу крыс
крыс, инъецированных PRP-1. у отмеченных экспериментальных крыс под
воздействием PRP-1 и ИМО стресса увеличиваетця число PRP-1-Ir гематопоетических
клеток строме и синусоидных капилярах, a также каличество PRP-1-Ir варикозностей
и варикозных нервных ВОЛОКОН.

Таким образом, результаты гистохимических исследований крыс после ИМО стресса
и воздействия PRP-1 обнаружил явление стресс-вызванного гематопоэза КМ.
Полученные результаты иммуногистохимихеских исследованиий инъецированных PRP-1
крыс, крыс, перенесших ИМО стресс, позволяют предполагать синтез стресс-
вызванное высвобождение PRP-1 из гипоталамических ядер и включение его механизм
гематопоэтического процесса КМ, силу обнаружения синаптофизина, варикозных
нервных волокнах, а также по выявлению PRP-1 В клетках иммунной системы и нервных
волокнах В близком контакте с клетками кровеносными сосудами разных калибров.

ВЫВОДЫ

Рис 19.. PRP-1-Ir структуры у крыс, Pис 20. Синаптофизин-Ir и PRP-1-Ir
подвергнутых воздействию варикозные нервные волокна.
пренатального ИМО стресса.

Нами проводилось серия гистохимического иммуногистохимического исследований
было изучение морфо-функционального состояния структур костного мозга
интактных, инъецированных гипоталамическим PRP-1 подвергнутых воздействию
иммобилизационного (ИМО) стресса крыс.

На некоторых препаратах подвергших иммобилизационному стрессу крыс на
фоне общей зернистости, среди форменных элементов крови, гистохимически
ВЫЯВЛЯЮТСЯ клетки с очень сильно окрашенными ядрами и короткими отростками (рис. 21
А-В). По морфологическим признакам они очень напоминают мезенхимные клетки.

1.

2.

3.

4.

5.

6.

Вестибулярные расстройства, вызванные односторонней лабиринтэктомией
вибрацией у подопытных животных сопровождаются развитием дегенеративных
нарушений нервных образований снижением НИХ фосфатазной активности.
На модели лабиринтэктомии с последующей вибрацией обнаружено увеличение
числа выживаемых нейронов синаптических окончаний.
На моделях нейродегенерации при введении PRP-1, выявлен его протекторный
эффект вследствие воздействия на усиление фосфатазной активности, a также на
регенерацию выживаемость нейронов.
Иммуногистохимически показана роль PRP-1 активировании нейронов и
контролировании транскрипции ДНК.
Установлено участие PRP-1 процессах лежаших В механизме пластичности мозга
через нейрогенез в результате обнаружения промежуточных нервных стволовых
клетках-предшествиниках при пренатальном иммобилизационного стрессе.

Выявлены также ангиогенные свойства PRP-1 условиях различных стрессов.
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ԱՄՓՈՓՈՒՄ

Ակադեմիկոս Ա. Ա. Գալոյանի և աշխատակիցների կողմից խոշոր եղջերավոր
կենդանիների նեյրոհիպոֆիզի նեյրոսեկրետորային հատիկներից անջատվել է
հիպոթալամուսի ցիտոկինների պրոլինով հարուստ պոլիպեպտիդների ընտանիք
(PRP-1), որը սինթեզվում է ընդհանուր նախորդող պրոտեինի՝ նեյրոֆիզին-
վազոպրեսինի հետ զուգորդված գլիկոպրոտեինի ձևով: Վերջին տասնամյակում
սպեցիֆիկ և ոչ-սպեցիֆիկ նյարդադեզեներատիվ մոդելների (ողնուղեղի
միակողմանի վնասվածք, բետա-ամիլոիդային պեպտիդով կամ ալյումինով դրդված
նյարդաթունավորում) վրա կատարված հետազոտությունների արդյունքում
կուտակվել են զգալի տվյալներ 15 ամինոթթվային մնացորդներից բաղկացած PRP-
1-ի (Գալարմին) նյարդապաշտպանիչ ազդեցության վերաբերյալ:

Նյարդապլաստիկությունը նոր գիտական տերմին է, որը վերագրվում է
արտաքին շրջապատի ազդեցության տակ ուղեղի և նյարդային համակարգի
անատոմիապես և ֆիզիոլոգիապես փոփոխվելու ընդւնակությանը:

Վերջին տվյալների համաձայն կաթնասունների ուղեղի սահմանափակ
շրջաններում ողջ կյանքի ընթացքում նյարդային ցողունային բջիջներից
շարունակաբար նոր գործող նեյրոններ են առաջանում: Այս հայտնագործությամբ
էնդոգեն նյարդային ցողունային բջիջներին մոբիլիզացվելու և մահացած բջիջներին
փոխարինելու հավանականություն է տրվում հասուն ԿնՀ-ում:

Տվյալ հետազոտության նպատակն է եղել ուսումնասիրել նյարդային
կառուցվածքների վերականգնման և հեմատոպոետիկ պրոցեսների վրա PRP-1-ի
նյարդապաշտպանիչ ազդեցության մեխանիզմների բացահայտումը տարբեր
նյարդային խանգարումներով առնետների մոտ:

Կիրառվել են հիստոքիմիական և իմունահիստոքիմիական մեթոդներ ԿՆՀ
բջջային կառուցվածքների մորֆո-ֆունկցիոնալ վիճակի ուսումնասիրության համար
տարբեր ախտաբանական պայմաններում վեստիբուլյար կորիզների վնասվածք
միակողմանի լաբիրինթէկտոմիայի և վիբրացիայի միջոցով, իմոբիլիզացիոն (ԻՄՈ,
էմոցիոնալ) սթրես, և ներարգանդային ԻՄՈ սթրես:

Ստացված տվյալների համաձայն, լաբիրինթէկտոմիայի և վիբրացիայի
ենթարկված առնետների ուղեղի տարբեր բաժիններում հիստոքիմիապես
բացահայտվել է նյարդադեգեներացիա, որն արտահայտվել է գերաճ կամ
կնճռոտված, ելուստներից զուրկ, նեգատիվ կորիջներով, ֆոսֆատազային ցածր
ակտիվությամբ օժտված և հյուսվածքային այտուցով շրջապատված բջիջների
հայտնագործմամբ:

Նշված նյարդային խանգարումների պայմաններում, առնետների ուղեղի նույն
կորիջներում հայտնաբերվել է սթրեսից փրկված, սակայն դեռևս ապրելունակ
դեգեներացված նեյրոնների վերականգնում և դրանց քանակի ավելացում PRP-1-ի
ներմկանային ներարկման պայմաններում:

Իմունահիստոքիմիական տվյալների համաձայն, այդ առնետների, ինչպես
նաև ԻՄՈ սթրեսի ենթարկված առնետների ուղեղի որոշակի սթրես-կախյալ
բաժիններում վնասված բջիջների կորիջները ցուցաբերում են
իմունառեակտիվություն PRP-1-ի, ինչպես նաև անհապաղ և վաղ հայտնաբերվող
գենի՝ c-fos-ի նկատմամբ: Սա սթրեսից դրդված նեյրոնների ակտիվացման վառ
ապացույց է: Ենթադրվում է, որ PRP-1-ը կարող է կառավարել ԴՆԹ-ի
տրանսկրիպցիան և հանդես գալ որպես տրանսկրիպցիոն գործոն, ինչպես c-fos-ը:
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Հետագա հիստոքիմիական, ինչպես նաև իմունահիստոքիմիական
հետազոտությունները նյարդային ցողունային բջիջների մարկերների
(նեյրոէպիթելային ցողունային բջիջների մարկեր նեստինի, ռադիալ աստրոցիտների
մարկեր գլիալ ֆիբրիլյար թթու պրոտեինի GFAP, գործող սինապսների մարկեր
սինապտոֆիզինի) և մեր կողմից PRP-1-ի դեմ ստացված հակաշիճուկի
օգտագործմամբ, ուղղված էին ուսումնասիրելու PRP-1-ի մասնակցությունը
նեյրոգենեզի պրոցեսներում ներարգանդային ԻՄՈ սթրեսի ենթարկված նորածին
առնետների մոտ: GFAP-, նեստին- և PRP-1-իմւնառեակտիվ (Ir) տարբեր չափի
բջջային կառուցվածքների և աստրոցիտների հայտնաբերումը ուղեղի սթրես-կախյալ
բաժիններում ենթադրում է, որ նրանք կարող են հանդիսանալ միջանկյալ նյարդային
նախածին բջիջներ և, որ PRP-1-ը կարող է մասնակցել նոր, ֆունկցիոնալ նեյրոնների
առաջացման պրոցեսում: Ենթադրվում է նաև, որ նորաստեղծ նեյրոնները կարող են
գեներացվել ոսկրածուծում առաջացած և արյան մեջ շրջանառվող ցողունային
բջիջներից, որոնք վերաբնակեցվում են ուղեղում, որոնք և հայտնաբերվում են մեր
կողմից տարբեր տրամագծի արյունատար անոթներում GFAP-Ir; նեստին- Ir և PRP-
1-Ir կլորաձև բջջային կառուցվածքների տեսքով:

Հիստոքիմիական և իմունահիստոքիմիական հետազոտությունների
արդյունքների վերլուծությունը հայտնաբերել է ԻՄՈ սթրեսից և PRP-1-ի
ազդեցությունից դրդված հեմատոպոէզ ոսկրածուծում, որի մասին է վկայում
ոսկրածուծի ստրոմայում և սինուսոիդներում ու նրանց շուրջը հեմատոպոետիկ
բջիջների քանակի ավելացումը: PRP-1-ի և սինապտոֆիզինի հայտնաբերումը
բազմաթիվ վարիկոզային նյարդաթելերում PRP-1-Ir բջիջների հետ սերտ
հարևանությամբ ենթադրում է PRP-1-ի սինթեզն ու սթրեսից դրդված արտազատումը
հիպոթալամուսի կորիզներից և նրա մասնակցությունը հեմատոպեզի մեխանիզմի
հիմքում ընկած պրոցեսներում:
Հայտնաբերվել է նաև PRP-1-ի անգիոգեն հատկությունը, որն արտահայտվում է
PRP-1- Ir մազանոթների քանակի ավելացմամբ, որոնց վրա և շուրջը առկա են խիստ
ներկված պերիցիտներ: Հայտնի է, որ հատկապես վնասված հյուսվածքներում,
պերիցիտները առաջանում են արյան ցողունային բջիջներից և մասնակցում են
անգիոգենեզի պրոցեսին:

Վերոհիշյալ հետազոտությունները ապացուցում են PRP-1-ի մասնակցությունը
վերափոխման ու վերականգնման մեխանիզմներում մի կողմից սթրեսից փրկված
ապրելունակ նեյրոնների քանակի ավելացմամբ, մյուս կողմից նեյրոգենեզի
ճանապարհով:

Այս ամենը նախադրյալներ էստեղծում կլինիկական պրակտիկայում PRP-1-ի
կիրառման համար ԿՆՀ -ի տարբեր նյարդային խանգարումների ժամանակ նրա
ցուցաբերած էֆեկտիվ պաշտպանական հատկությունների շնորհիվ
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Summary

A new type of cytokines of the neurosecretory hypothalamus, the proline rich peptides,
isolated by prof. Galoyan and coworkers from bovine neurohypophysis neurosecretory
granules are synthesized in the form of a common precursor protein (neurophysin-
vasopressin associated glycoprotein).

In the past decade, we accumulated large data regarding the neuroprotective effect of
the PRP-1, (also known as galarmin), consisting of 15 amino acid residues. We studied its
effects on the brain plasticity in specific and non-specific neurodegenerative models: spinal
cord (SC) hemisection, beta-amyloid peptide- or aluminum-induced neurotoxicity.

Neuroplasticity is a new neuroscience term referring to the ability of the brain and

nervous system in all species to be changed structurally (anatomical) and functionally
(physiological) as a result of input from the environment. A great number of studies
determined that environmental changes could alter behavior and cognition by modifying
connections between existing neurons and via neurogenesis in the neurogenic and non-
neurogenic parts of the adult brain. Recent findings have demonstrated that in restricted
areas of the mammalian brain, new functional neurons are constantly generated from neural
stem cells throughout life. These findings raise the possibility that in the adult CNS, the
endogenous neural stem cells can be mobilized to replace dying neurons in
neurodegenerative diseases.

The aim of the present investigation was to study the mechanisms of PRP-1 action on
the nerve structures recovery and the hematopoietic process of rats with several neural
disturbances (injury).

In order to realize this plan we used histochemistry and immunohistochemistry to
investigate the morpho-functional state of CNS cell structures at the various
pathophysiological conditions: the vestibular nuclei injury induced by unilateral
labyrinthectomy and vibration, immobilization (psychogenic, IMO) stress and prenatal IMO
stress with and without PRP-1 action.

According to the obtained results, in the different brain regions including the nuclei of
the hypothalamus, cerebellum, brain stem and spinal cord of rats with the unilateral
labyrinthectomy and vibration, the neurodegeneration was histochemically revealed by the
detection of the hypertrophied or wrinkled cells with no processes, negative nuclei, low
phosphatase activity and tissue edema.

In the above mentioned neurodegenerative models, PRP-1 i/m administration resulted
in the regeneration and survival of neurons in the same brain regions suggesting a possible
neuroprotective effect of PRP-1.

In the distinct stress-related brain regions of rats under the labyrinthectomy, vibration
and IMO stress, the stress-induced activation of neurons was found out by detection of the
increased number of cell nuclei demonstrating an elevated phosphatase activity, as well as
immunoreactivity against the PRP-1 and immediate early gene c-fos. We assume that PRP-
1 can control the DNA transcription and function as a transcription factor similar to c-fos.
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Histochemical study, as well as immunohistochemical investigation was carried out

using markers against the neural progenitor stem cells: nestin (neuroepithelial stem cell 1 5 05. 2014
marker), GFAP (glial acidic fibrillar protein, a marker of the radial astrocytes),
synaptophisine (a marker for the functional synapses), against the mouse stem cells and
PRP-1 aiming to examine the possible participation of PRP-1 in the neurogenesis processes
in newborn rats exposed to the prenatal IMO stress.

Taking into account the obtained results regarding the detection of GFAP-, nestin- and
PRP-1-immunoreactive radial astrocytes and cell structures of different sizes and forms, we

suggest that they could be the intermediate neural progenitor cells and that PRP-1 could

participate in the generation of new functional neurons following the injury. As for GFAP -,
nestin- and PRP-1-immunoreactive roundish cell structures observed in the blood vessels of
different diameters, we suggest that the process of generating new neurons oc in this
injured brains proceeding, most probably, from BM-derived stem cells that circulate in the

blood and migrate into brain and express neuronal marker genes mentioned above.

Analysis of the results of histochemical and immunohistochemcial studies under the
effect of PRP-1 and under immobilization stress revealed stress-induced hematopoiesis in
bone marrow, based on the increased number of hematopoietic cells in stroma, as well as in
and around synosoids. The detection of PRP-1 and synoptophysine in numerous varicosities
and varicose nerve fibers in close proximity to PRP-1-immunoreactive cells assumes the

synthesis and stress-induced release of PRP-1 from the hypothalamic nuclea and

participation of the latter in the mechanism of the hematopoietic process in the bone

marrow.
We have also revealed angiogenic properties of PRP-1 manifested through its

involvement in the neuro-immnnonhaemotopoiet interaction under the different stress
types studied by us. It was demonstrated by the detection of PRP-1-Ir and APh-positive

capillaries with densely stained pericytes, that are known to originate from the blood stem
cells and participate in the process of angiogenesis, mainly in damaged tissue.

All above mentioned studies demonstrate the possible participation of PRP-1 in the
mechanisms of recovery and remodeling by enhancing the survival of the damaged neurons
under labyrinthectomy, vibration, and immobilization stress, on one hand, and its
participation in the regulation of the brain plasticity of rats under prenatal immobilization
stress through the neurogenesis, on the other hand. The carried studies demonstrate the

potential of PRP-1 application in the clinical practice, due to its effective protective

properties under various CNS injuries.
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