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РЕЗЮМЕ

Створення адекватних in vitro та in vivo моделей пошкодження нервової тканини є необхідним для оцінки терапевтичного ефекту 
фармакологічних засобів та регенеративного потенціалу різних типів стовбурових клітин при захворюваннях центральної нервової 
системи.

МЕТА РОБОТИ. Створити моделі ураження білої речовини головного мозку – перивентрикулярної лейкомаляції (ПВЛ) – на органотипо-
вій культурі зрізів головного мозку миші.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ. Моделювання ПВЛ здійснювали шляхом киснево-глюкозної депривації (КГД) органотипової культури зрізів 
головного мозку мишей та додавання ендотоксину ліпополісахариду (ЛПС) у культуральне середовище. Для аналізу ступеня пошко-
дження нервової тканини після моделювання ПВЛ використовували спектрофотометричний метод визначення цитозольного фермен-
ту лактатдегідрогенази (ЛДГ) у культуральному середовищі та імуногістохімічний аналіз культивованих зрізів із використанням антитіл 
до Rip, GFAP та Iba-1, які є маркерами олігодендроцитів, астроглії та мікроглії відповідно.

РЕЗУЛЬТАТИ. Було показано, що сумісна дія КГД та ЛПС призводила до значного вивільнення цитозольного ферменту ЛДГ у культу-
ральне середовище, зменшувала Rip-імунореактивність та спричиняла виражений реактивний астро- та мікрогліоз в органотиповій 
культурі зрізів головного мозку миші.

ВИСНОВКИ. Дана модель ПВЛ на органотипових зрізах головного мозку мишей є новим і перспективним засобом  для дослідження  
патогенетичних механізмів ураження білої речовини головного мозку, а також шляхів нейропротекції при цій патології, зокрема  
перспективних фармакологічних засобів та трансплантації стовбурових клітин.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: перивентрикулярна лейкомаляція; ліпополісахариди; киснево-глюкозна депривація; органотипова культура зрізів 
головного мозку

ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

При моделюванні ПВЛ in vivo найчастіше використовують гіпок-
сично-ішемічну модель ураження білої речовини головного мозку 
новонароджених гризунів [3, 14]. Було показано, що найбільш чут-
ливими клітинами, які пошкоджуються при ПВЛ, є олігодендроци-
ти. Тому в більшості випадків, як in vitro модель перивентрикулярної 
лейкомаляції, використовується дисоційована культура олігодендро-
цитів або попередників олігодендроцитів із додаванням ендотоксину 
ліпополісахариду (ЛПС) – індуктора нейрозапалення – у культуральне 
середовище [12, 13, 16].

Для проведення багатьох нейробіологічних досліджень in vitro 
крім культури дисоційованої клітин також використовуються гострі 

Однією з найбільш актуальних медико-соціальних проблем су-
часної неврології та педіатрії залишаються перинатальні ураження 
ЦНС, зокрема ураження білої речовини півкуль головного мозку  
у недоношених новонароджених – перивентрикулярна лейкомаляція 
(ПВЛ). ПВЛ призводить до різноманітних неврологічних розладів,  
у тому числі моторних та когнітивних порушень, і майже у 90 % ви-
падків стає причиною розвитку дитячого церебрального паралічу [1]. 
Для вивчення патогенетичних механізмів розвитку перивентрику-
лярної лейкомаляції, а також шляхів нейропротекції головного моз-
ку, створені різноманітні in vivo та in vitro експериментальні моделі  
[7, 8, 11, 18, 20]. 

http://transplantology.org/en/2016-4-2-en/article-3/


183 

www.transplantology.org 

Клітинна та органна трансплантологія    Том 4, № 2, листопад 2016

тканинні зрізи або органотипові культури. Кожна з цих in vitro мо-
делей має свої переваги та недоліки. Перші дослідження на гострих 
зрізах мозку, які інкубували в сольовому розчині, були виконані ще  
у 1924 році [25]. Було показано, що такі зрізи in vitro зберігають свою 
життєздатність, а їх метаболічні та електрофізіологічні характерис-
тики збігаються з аналогічними характеристиками тканини інтак-
тного мозку [9]. Але треба зауважити, що гострі зрізи швидко втра-
чають свою життєздатність, тому мають дуже обмежений час для  
досліджень.

Перевагами дисоційованої культури клітин є можливість виділен-
ня «чистої» культури, яка містить певний тип клітин, та спостережен-
ня за змінами морфологічних і електрофізіологічних характеристик 
у окремій клітині. Такі властивості дисоційованої культури особливо 
цінні для вивчення механізмів певних процесів. Недоліками такої 
культури є те, що клітини більше не є складовою частиною первинної 
нейрональної мережі, змінюються їх морфологія, метаболізм та ре-
акції на різноманітні впливи [19].

Найбільш прийнятними для моделювання патологічних процесів 
in vitro та розробки стратегій їх корекції є органотипові культури [5, 
26]. Органотипова культура зрізів головного мозку дедалі частіше 
стає альтернативою експериментам in vivo. В органотиповій культурі 
головного мозку зберігаються цитоархітектоніка, типи клітин та ша-
рів, первинні міжклітинні зв’язки, синаптична організація, розташу-
вання рецепторів тощо [15]. До переваг такої культури також нале-
жить можливість локальної електричної чи хімічної стимуляції певних 
частин нейронів (тіла, аксону, дендритів); тонкої хірургічної маніпуля-
ції зі зрізом (ізоляція окремих частин, розсічення аферентних шля-
хів, відділення відростків від тіл клітин). Крім того, в органотиповій 
культурі присутній прямий доступ до позаклітинного простору, що 
дозволяє, з одного боку, легко контролювати умови життєдіяльності 
тканини, а з іншого – надає можливість прямого впливу на тканину 
різноманітними речовинами в необхідній концентрації [10].

Тому такі переваги органотипової культури є привабливими для 
моделювання різних патологічних станів нервової тканини, зокрема 
ПВЛ. Раніше органотипова культура гіпокампа використовувалася 
для моделювання ПВЛ in vitro [8]. Але відомо, що при перивентрику-
лярній лейкомаляції найбільше пошкоджуються мієлінізовані нервові 
волокна мозолистого тіла, яке відсутнє у гіпокампальній органотипо-
вій культурі [6]. Тому ми вирішили для моделювання ПВЛ in vitro ви-
користовувати органотипову культуру зрізів головного мозку, в яких 
зберігається мозолисте тіло.

Останнім часом все більше уваги приділяється дослідженню 
можливості використання стовбурових клітин у комплексному лі-
куванні та реабілітації пацієнтів з захворюваннями ЦНС. Вважають, 
що в патогенезі перинатальних уражень головного мозку суттєву 
роль відіграє дисфункція резидентних прогеніторів, при активації 
або заміщенні яких можна сподіватись на позитивний терапевтичний 
ефект [2, 4, 21, 23, 24]. Тому органотипові культури зрізів головно-
го мозку можуть бути корисними моделями для дослідження впливу 
трансплантації стовбурових клітин різного ґенезу на стан нервової 
тканини при моделюванні багатьох захворювань ЦНС, зокрема пери-
вентрикулярної лейкомаляції. Така експериментальна система може 
стати в пригоді під час досліджень контактної і безконтактної (гумо-
ральної) взаємодії трансплантованих стовбурових клітин з тканиною 
реципієнта.

Отже метою роботи була розробка моделі перивентрикулярної 
лейкомаляції на органотиповій культурі зрізів головного мозку миші.

Усі експерименти на тваринах виконані з дотриманням міжнарод-
них принципів Європейської конвенції про захист хребетних тварин, 
що використовуються в експериментальних та інших наукових цілях 
(European convention, Strasburg, 1986), статті 26 Закону України «Про 
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захист тварин від жорстокого поводження» (від 21.02.2006), а також 
усіх норм біоетики та біологічної безпеки. В дослідженні використа-
но мишей лінії FVB «дикого» типу, які утримувались в стандартних 
умовах на базі експериментальної клініки ДУ «Інститут генетичної та 
регенеративної медицини» з вільним доступом до води та їжі.

Органотипова культура зрізів головного мозку новонароджених 
мишей. Органотипову культуру зрізів головного мозку отримували з 
мишей 7-денного віку. Після швидкої декапітації виділяли мозок, роз-
діляли його на дві частини по серединній лінії та за допомогою автома-
тичного чоппера (McIllwain, Великобританія) нарізали зрізи завтовшки 
350 мкм. Зрізи культивували у 6-лункових планшетах при темпера-
турі +35 0С на пористих напівпроникних нітроцелюлозних мембранах 
Millicell-CM (Millipore, США), розміщених у СО2-інкубаторі на межі газо-
вого (суміш атмосферного повітря з 5 % СО2) та рідкого середовища, 
що містило 50 % МЕМ, 25 % збалансованого сольового розчину Хенк-
са, 25 % інактивованої кінської сироватки, 10 мM Трис, 2 мM NaHCO3, 
12,5 мM HEPES, 15 мM глюкози, 100 од/мл пеніциліну, 100 мкг/мл 
стрептоміцину (все – Sigma-Aldrich, США) з рН 7,2. Середовище куль-
тивування змінювали на другий день інкубації та далі двічі на тиждень. 

Моделювання перивентрикулярної лейкомаляції на органоти-
повій культурі зрізів головного мозку мишей лінії FVB. Перивен-
трикулярну лейкомаляцію моделювали шляхом киснево-глюкозної 
депривації (КГД) зрізів головного мозку з подальшим додаванням  
у культуральне середовище ендотоксину ліпополісахариду для імі-
тації процесу запалення. КГД створювалась у спеціальній камері, де 
газове середовище містило 95 % азоту і 5 % СО2, а рідке середови-
ще – фосфатно-сольовий буфер, 12,5 ммоль Hepes з додаванням 
15 ммоль D-сахарози замість глюкози. Тривалість КГД становила 30 
хвилин, після чого зрізи двічі відмивали і повертали до нормальних 
умов культивування (нормоксична реоксигенація протягом 24 та 48 
годин). Після КГД у культуральне середовище додавали ЛПС L4130 
(Sigma-Aldrich, США). Перед додаванням ЛПС досліджували залеж-
ність впливу різного вмісту ліпополісахаридів на стан нервової ткани-
ни органотипових зрізів мозку. Для цього використовували три різні 
концентрації ЛПС: 10, 100 та 1000 нг/мл.

Кількісна оцінка цитозольного ферменту лактатдегідрогенази 
(ЛДГ) у культуральному середовищі. Визначення змін відносної кіль-
кості ЛДГ у культуральному середовищі проводилося колориметрич-
ним методом за допомогою тест-системи CytoTox Non-Radioactive 
Cytotoxicity Assay (Promega, США). Після проведення експеримен-
тів на органотипових зрізах мозку  із впливом різних концентрацій  
ЛПС у комбінації з КГД або без неї відбирали 200 мкл культурально-
го середовища в 24-лунковий планшет. У кожну лунку додавали 200 
мкл субстрату для визначення ЛДГ. Проби інкубували при кімнатній 
температурі в темряві протягом 30 хв. Потім додавали 200 мкл роз-
чину, що зупиняв реакцію. 

Оптичну щільність проб вимірювали за допомогою спектрофото-
метру uniSPEC 2 (LLG, Німеччина) у мікрокюветах при довжині хвилі 
492 нм. Проби відбирали через 24 та 48 годин після експерименталь-
них впливів у дублях та визначали середнє значень для кожної лунки. 
Як контроль використовували: 1 – середовище культивування з лун-
ки, де не було органотипової культури (значення оптичної щільності 
якого віднімалося від показників, отриманих з експериментальних 
лунок); 2 – середовище культивування з лунки, де знаходилися куль-
тури без впливу ЛПС та КГД. Зміни відносної кількості ЛДГ у культу-
ральному середовищі виражали в умовних одиницях, що відповіда-
ли одиницям оптичної щільності розчину, нормалізованим до площі 
тканини у відповідній лунці. 

Імуногістохімічне фарбування органотипової культури зрізів 
головного мозку. Оцінку стану різних типів гліальних клітин у куль-
тивованих зрізах головного мозку за умов моделювання ПВЛ було 
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рахунок середнього значення сірого у межах порога вимірювання. 
Результати виражали в умовних одиницях як інтегральну щільність  
флуоресценції, що дорівнює добутку інтенсивності та площі флуорес-
ценції (у тому числі інтегральну щільність фонової флуоресценції).

Статистичний аналіз. Статистичний аналіз проводили за допомо-
гою програмного забезпечення Origin Pro 8.5 (OriginLab Corp., США). 
Вибірка даних включала результати, отримані з трьох експериментів. 
Результати наведені у вигляді середнього арифметичного з 4 зна-
чень (n = 4) у кожній експериментальній групі ± стандартна похибка 
середнього (SEM). Дані характеризувалися нормальним розподілом, 
статистична вірогідність різниць визначалась парним t-критерієм 
Стьюдента, відмінності вважалися достовірними при р < 0,05. 

Після виділення у мишей 7-денного віку головного мозку, його 
розділяли на дві частини по серединній лінії та нарізали фронтальні 
зрізи (350 мкм) у передньо-задньому (anterior-posterior) напрямі: від 
брегма 1.10 до брегма -0.10 (рис. 1-А). 

Зрізи, отримані з відповідної зони кожної півкулі мозку (рис. 1-Б), 
переносили для культивування на пористі напівпроникні мембрани 
(рис. 1-В). Враховуючи, що при ПВЛ найбільше пошкоджуються мі-
єлінізовані нервові волокна мозолистого тіла [6], ми аналізували 
імуногістохімічне забарвлення саме у зоні бокових шлуночків із мо-
золистим тілом (рис. 1-Б, позначено квадратом). 

ОЦІНКА ЖИТТЄЗДАТНОСТІ ЗРІЗІВ ПО ЛДГ
У нашій попередній роботі [22] ми показали, що для моделюван-

ня перивентрикулярної лейкомаляції in vivo крім гіпоксично-ішеміч-
ного ушкодження нервової тканини додатково потрібно моделювання  
нейрозапалення. Саме тому при моделюванні ПВЛ in vitro ми, крім КГД, 
також додавали ендотоксин ЛПС для створення умов, що імітують  
нейрозапалення. 

Були проведені пілотні дослідження впливу декількох концентра-
цій ліпополісахариду на органотипову культуру зрізів головного мозку  
(10, 100, 1000 нг/мл). Доза ЛПС 10 нг/мл мала слабкий вплив на віднос-
ну кількість ЛДГ у культуральному середовищі порівняно із контролем, 
а дози 100 і 1000 нг/мл мали подібний ефект на життєздатність культур 
(дані не представлено). У подальших дослідженнях ми використову-
вали дозу 100 нг/мл. Таким чином, аналізували такі варіанти впливів  

проведено методом імуногістохімії. Органотипову культуру зрізів го-
ловного мозку мишей фіксували 4 % розчином параформальдегіду 
на 0.1 М фосфатному буфері. Зафіксовані зрізи утримували у бло-
куючому неспецифічне зв’язування білків розчині, який містив: 0,1 М 
фосфатного буферу (рН 7,4), 0,5 % бичачого сироваткового альбу-
міну та 0,3 % Тритон Х-100 (Sigma-Aldrich, США). Інкубацію зрізів у 
розчині первинних антитіл робили протягом 12 годин при +4 0С. Були 
використані такі первинні антитіла: анти-GFAP (маркер астроцитів), 
1:1500 (Dako Cytomation, Данія), анти-Iba-1 (маркер мікроглії), 1:1000 
(Wako, Японія), анти-Rip (маркер олігодендроцитів), 1:200 (Abcam, 
США). Первинні антитіла візуалізували відповідними вторинними 
антитілами, кон’югованими з флуорохромом AlexaFluor (Invitrogen, 
США). Пофарбовану органотипову культуру зрізів головного мозку 
покривали середовищем Immu-MOUNT (Thermo Scientific, США). За-
барвлену культуру досліджували за допомогою конфокального ска-
нуючого мікроскопа FV1000-BX61WI (Olympus, Японія). 

Кількісний аналіз зображень проводили за допомогою програми 
ImageJ (National Institutes of Health, USA). Вимірювали інтенсивність та 
площу флуоресценції відповідних маркерів через автоматичний роз-

ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Рис. 1. Отримання органотипової культури зрізів головного мозку мишей. А – фото головного мозку миші. Переривчастою лінією показано 
ділянки, з яких виготовляли фронтальні зрізи для органотипової культури головного мозку. Б – фото половини фронтального зрізу. Квадратом 
позначена зона, яку брали для імуногістохімічного аналізу. В – фото культивованих зрізів головного мозку на напівпроникній мембрані.

Рис. 2. Відносна кількість ферменту ЛДГ у культуральному 
середовищі органотипових зрізів через 24 та 48 годин після КГД,  
додавання ЛПС або сумісної дії КГД і ЛПС.

Примітка: * – статистично достовірна відмінність порівняно  
з контролем (p < 0,05).
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на органотипову культуру зрізів головного мозку миші: КГД, ЛПС (100 
нг/мл) та сумісна дія КГД і ЛПС. 

Дослідження змін відносної кількості ЛДГ у культуральному се-
редовищі проводили колориметричним методом через 24 та 48 годин 
після впливу, коли ефекти на життєздатність клітин у зрізі були достат-
ньо виражені. Цитозольний фермент ЛДГ при пошкодженні клітинної 
мембрани вивільняється у культуральне середовище та характеризує 
ступінь ушкодження клітин. Інтенсивність забарвлення прямо пропор-
ційна кількості ферменту ЛДГ у середовищі культивування та обернено 
пропорційна життєздатності клітин у культурі. 

Спектрофотометричний аналіз показав, що через 24 години піс-
ля додавання ЛПС у культуральне середовище відносна кількість ЛДГ 
збільшувалася і становила 0,76 ± 0,05 у. о. порівняно із контролем – 
0,430 ± 0,04 у. о. (рис. 2, див. с. 184). 

 КГД спричиняла більш виражений пошкоджуючий ефект на тка-
нину культивованих зрізів і відносна кількість ЛДГ у культуральному 
середовищі становила 0,929 ± 0,03 у. о. Сумісна дія КГД і ЛПС при-
зводила до ще більшого зростання відносної кількості ЛДГ і через  
24 години вона сягала значення 1,299 ± 0,07 у. о.

Через 48 годин показники кількості ферменту ЛДГ значно збіль-
шувалися і становили 1,050 ± 0,14 у.о. після додавання ЛПС, 1,253 ± 
0,20 у. о. – після КГД і 2,164 ± 0,49 у. о. – після сумісної дії КГД і ЛПС.

Таким чином, результати спектрофотометричного аналізу проде-
монстрували, що після сумісної дії КГД та ЛПС пошкоджуючий вплив 
на органотипові зрізи суттєво більший, ніж при їх окремому викорис-
танні. Ефекти були виражені через 24 години і посилювалися через  
48 годин.

ОЦІНКА ЕКСПРЕСІЇ RIP
Основною ознакою перивентрикулярної лейкомаляції є ураження 

білої речовини головного мозку біля бокових шлуночків. Тому на-
ступним етапом нашого дослідження був імуногістохімічний аналіз 
олігодендроцитів в органотиповій культурі зрізів головного мозку.

Імуногістохімічний аналіз проводили через 48 годин після впли-
вів, коли ефекти на життєздатність (за результатами визначення ЛДГ) 
були найбільш вираженими. Виявлено, що додавання ендотоксину 
ЛПС у культуральне середовище зменшувало Rip-імунореактивність 
зрізів мозку порівняно із контролем (5,92 ± 1,05 у. о.) до 2,67 ±  
0,28 у. о. (рис. 3). 

Дія КГД також мала негативний вплив на стан нервової тканини, 
інтегральна щільність флуоресценції за маркером Rip дорівнювала 
2,93 ± 0,53 у. о.

Rip-імунореактивність зрізів мозку була найнижчою в умовах 
сумісної дії КГД/ЛПС та становила 1,90 ± 0,35 у. о., що відповідає 
суттєвому пошкодженню білої речовини головного мозку при моде-
люванні перивентрикулярної лейкомаляції.

ОЦІНКА РЕАКТИВНОГО ГЛІОЗУ В ОРГАНОТИПОВІЙ КУЛЬТУРІ 
ЗРІЗІВ ГОЛОВНОГО МОЗКУ МИШІ
Реактивний гліоз – це неспецифічні реактивні зміни гліальних 

клітин (астроцитів і мікроглії) у відповідь на пошкодження нерво-
вої тканини, які зазвичай характеризуються проліферацією і/або  
гіпертрофією гліальних клітин [17]. На моделі in vivo нами було пока-
зано, що ПВЛ супроводжується вираженим реактивним гліозом [22]. 
Тому для оцінки реактивного гліозу на моделі ПВЛ in vitro ми провели 

Рис. 3. Результати імуногістохімічного аналізу олігодендроцитів в органотиповій культурі зрізів головного мозку миші. Конфокальні зображення 
зрізів у контролі (А) та через 48 год після впливу КГД/ЛПС (Б). Імуноцитохімічне фарбування на маркер олігодендроцитів Rip (зелене забарвлення), 
шкала – 500 мкм. В – гістограма інтегральної щільності флуоресценції. 

Примітка: * – статистично достовірна відмінність порівняно з контролем (p < 0,05).
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Рис. 4. Результати імуногістохімічного аналізу астроцитів в органотиповій культурі зрізів головного мозку миші. Конфокальні зображення зрізів  
у контролі (А) та через 48 год після впливу КГД/ЛПС (Б). Імуноцитохімічне фарбування на маркер астроцитів GFAP (червоне забарвлення),  
шкала – 500 мкм. В – гістограма інтегральної щільності флуоресценції. 

Примітка: * – статистично достовірна відмінність порівняно з контролем (p < 0,05).
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групою, ймовірно, було пов’язане з гіпертрофією соми астроцитів  
та їх відростків, а також за рахунок проліферації астроцитів.

Імуногістохімічний аналіз зрізів мозку на наявність маркеру 
мікроглії Iba-1, показав, що після додавання ЛПС або дії КГД від-
бувалося збільшення інтенсивності забарвлення Iba-1-позитивних 
мікро-гліальних клітин. Інтегральна щільність флуоресценції стано-
вила 11,93 ± 0,91 та 9,74 ± 1,28 у. о. відповідно (рис. 5) у порівнянні  
із контрольною групою (5,53 ± 0,93 у. о.).

Сумісна дія КГД та ендотоксину ЛПС збільшувала реактивний мі-
крогліоз, при цьому інтегральна щільність флуоресценції становила 
18,59 ± 1,07 у. о. (рис. 5).

імуногістохімічне дослідження зрізів мозку з використанням марке-
рів астроцитів (GFAP) та мікрогліальних клітин (Iba-1).

Імуногістохімічне дослідження органотипової культури зрізів 
мозку показало, що після додавання ЛПС або дії КГД відбувалося 
збільшення інтенсивності забарвлення GFAP-позитивних астроцитів 
у порівняні із контрольною групою (5,82 ± 0,65 у. о.) і інтегральна 
щільність флуоресценції становила 9,33 ± 1,25 та 10,86 ± 1,20 у. о. 
відповідно (рис. 4, див. с. 185). 

Сумісна дія КГД та ЛПС призводила до ще більшого реактив-
ного астрогліозу і інтегральна щільність флуоресценції становила  
15,81 ± 0,74 у. о. (рис. 4, див. с. 185). Збільшення інтенсивності за-
барвлення GFAP-позитивних астроцитів у порівнянні із контрольною 

ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

ВИСНОВКИ

Було розроблено модель перивентрикулярної лейкомаляції на органотиповій культурі зрізів головного мозку миші. Показано, що сумісна 
дія КГД та ЛПС мала найбільш пошкоджуючий вплив на нервову тканину порівняно з кожним із цих чинників окремо. Сумісна дія КГД та 
ЛПС призводила до значного вивільнення цитозольного ферменту ЛДГ у культуральне середовище, зменшувала Rip-імунореактивність, 
що свідчить про пошкодження білої речовини головного мозку, та спричиняла виражений реактивний гліоз в органотиповій культурі зрізів 
головного мозку. 

Створену in vitro модель ПВЛ можна використовувати під час дослідження патогенетичних механізмів розвитку перивентрикулярної лей-
комаляції, а також шляхів нейропротекції головного мозку при цій патології, зокрема за допомогою перспективних фармакологічних 
агентів та трансплантації стовбурових клітин.
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