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Запропоновано модифікацію експериментальної моделі хвороби Паркінсона, що передбачає сте-
реотаксичну інфузію розчину ротенону за допомогою оригінального пристрою у центральну зону 
компактної частини чорної субстанції (ЧС) дорослих щурів лінії Вістар. Встановлено, що через 10 
діб щільність дофамінергічних (ДА) нейронів у ділянці інфузії нейротоксину зменшується майже в 
6 разів, до 20,2±3,2 нейронів/мм2 порівняно з відповідним показником у неушкодженій контралате-
ральній ЧС, 119,0±3,3 нейронів/мм2. Електронна мікроскопія виявила порушення ультраструктури 
мітохондрій нейронів ЧС у зоні інфузії, що переважно обмежувалися дезорганізацією крист у цих 
органелах. Відсутність загальної токсичності та селективність ураження тканини мозку свідчать 
про те, що запропонована модифікація моделі є адекватною та придатною для досліджень ефектів 
дегенерації ДА-нейронів, притаманної хворобі Паркінсона у людини. 
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ВСТУП

Дофамінергічні (ДА) нейрони середньо-
го мозку беруть безпосередню участь у 
контролі моторних і когнітивних функцій 
головного мозку, які забезпечують довільні 
рухи та робочу пам’ять. Найбільш численні 
популяції ДА-нейронів локалізовані у чорній 
субстанції (ЧС) та вентральній тегменталь-
ній ділянці середнього мозку. Незважаючи 
на те, що проекції ДА-нейронів дуже різно-
манітні, ці клітини мають подібні молеку-
лярні та електрофізіологічні характеристики 
[1]. Їх ураження у ЧС, що є типовою рисою 
хвороби Паркінсона, та його наслідки можна 
вивчати на тваринах в умовах експеримен-
тальних моделей. Такі моделі передбачають 
використання тварин генетично-модифікова-
них ліній [2], а також тварин, що були піддані 
дії таких нейротоксинів, як 6-оксидофамін 
[3, 4], 1-метил-4-фенілтетрагідропіридин [5], 
паракват [6] або ротенон [7, 8]. 

Ротенон – це флавоноїд, що пригнічує пе-

ренесення електронів з Fe/S-центрів НАДН-
дегідрогенази на убіхінон, чим перешкоджає 
виробленню АТФ внаслідок окисного фос-
форилювання. Водночас він не впливає на 
продукцію АТФ у процесах гліколізу [9]. При 
його дії ДА-нейрони гинуть через виник-
нення дефіциту енергетичного метаболізму. 
Цю речовину застосовували у попередніх 
дослідженнях для моделювання хвороби 
Паркінсона in vivo [7, 10] та in vitro [11, 12]. 

Більшість ротенонових моделей in vivo 
передбачає тривале системне введення цього 
нейротоксину у щурів [7, 8, 10, 13]. Основні 
недоліки такого підходу − недостатня селек-
тивність ураження структур головного мозку 
[7, 13] та небажана токсичність ротенону, 
наприклад, щодо кардіоваскулярної системи 
[10]. У таких умовах досить важко отримати 
групу дослідних тварин з однотиповими ура-
женнями головного мозку [7]. Зокрема, відо-
мі випадки, коли токсичний ефект ротенону, 
при його системному введенні, не призводив 
до дегенерації ДА-нейронів ЧС [13].
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Мета нашої роботи − спроба розроби-
ти експериментальну модель, яка б дала 
змогу отримувати прогнозовані ураження 
ДА-нейронів ЧС, не мала ефектів загальної 
токсичності та була зручною для досліджень 
морфологічних змін тканини головного моз-
ку, характерних для хвороби Паркінсона. За 
основу було взято модель, запропоновану 
Ксіонгом та співавт. [14], яка була модифіко-
вана для посилення ефекту дегенерації ДА-
нейронів у ЧС. 

МЕТОДИКА

Досліди проведені на 39 дорослих щурах-сам-
цях лінії Вістар масою 270−300 г. Зокрема, для 
імуногістохімічного аналізу використано 27 и 
для ультраструктурного – 12 тварин.  Усі екс-
перименти було виконано згідно з вимогами 
Європейської конвенції із захисту хребетних 
тварин (Страсбург, 1986). Ротенон („Sigma”, 
США) розчиняли у диметилсульфоксиді та 
вводили у дозах 6 або 12 мкг. Інфузію розчину 

здійснювали стереотаксично, в ліву половину 
головного мозку, у ділянку компактної части-
ни ЧС. Для введення ротенону було застосова-
но пристрій на основі мікропіпетки Pipetman 
(„Gilson”, Франція), що детально описаний у 
наступному розділі (рис. 1). 

Перед операцією щурів наркотизува-
ли ін’єкцією суміші кетаміну − 50 мг/кг 
(„Pfizer”, США) та ксилазіну гідрохлориду 
− 2 мг/кг („Interchemie”, Нідерланди). Після 
цього тварин фіксували у стереотаксичному 
апараті (див. рис. 1, а). Через розріз поверх-
невих тканин відкривали доступ до поверхні 
склепіння їх черепа. Орієнтуючись на по-
значки брегми та лямбди (див. рис. 1, б), на 
поверхні черепа знаходили точку, що відпо-
відала координатам AP 5,0 мм та L 2,0 мм за 
атласом [15], де робили отвір у кістці черепа. 
Голку інфузійного пристрою опускали через 
цей отвір, занурюючи її у тканину мозку на 
відповідну глибину (DV 7,0 мм за атласом 
[15]) і повільно виштовхували з наконечника 
розчин ротенону у загальному об’ємі 1 мкл. 

Рис. 1. Процедура проведення внутришньомозкової інфузії нейротоксину ротенону: а − загальний вигляд установки 
для внутришньомозкової інфузії ротенону; б − схема визначення стереотаксичних координат на поверхні черепа щура; 
в − наконечник мікропіпетки, що скомбінований зі стандартною голкою шприца 
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Через 5, 10, 15 діб, або у віддалені періо-
ди − 6, 10, 14 тиж після внутришньомозкової 
інфузії ротенону, під глибоким наркозом 
щурів транскардіально перфузували 4%-м 
формальдегідом на 0,1 моль/л фосфатному 
буфері (ФБ) (рН 7,4). Головний мозок кож-
ної тварини додатково фіксували у 4%-ному 
формальдегіді на 0,1 моль/л ФБ (рН 7,4) 
протягом однієї доби. Фронтальні зрізи го-
ловного мозку товщиною 50 мкм робили на 
вібратомі VT 1000 A („Leica”, Німеччина). 
Для ідентифікації нейронів і гліальних клітин 
використували подвійне імуногістохімічне 
пофарбування специфічними антитілами про-
ти маркера нейронів NeuN (мишачі монокло-
нальні, 1:1000, „Chemicon”, Великобританія), 
ключового ферменту ДА-нейронів тирозин-
гідроксилази (ТГ) (мишачі моноклональні, 
1:1000, „Sigma”, США) та маркера астроцитів 
GFAP (курячі поліклональні, 1:1500, „Dako”, 
Данія). Після промивання у 0,1 моль/л ФБ, 
зрізи обробляли вторинними антимишачими 
Alexa Fluor-555 (1:1000, „Invitrogen”, США), 
або антикурячими Alexa Fluor-647 (1:1000, 
„Invitrogen”, США) антитілами. Готові пре-
парати аналізували у конфокальному мікро-
скопі  FV 1000-BX 61 WI („Olympus”, США) 
з цифровою фотокамерою. 

Для потреб електронної мікроскопії від-
повідну кількість щурів, через 6, 10 або 14 
тиж після  інфузії ротенону у ЧС, піддавали 
транскардіальній перфузії 4%-м формальде-
гідом та 2,5%-м глютаральдегідом, розчине-
ними у 0,1 моль/л ФБ (рН 7,4). Фронтальні 
зрізи головного мозку (товщиною 200 мкм) 
були зроблені на вібратомі та дофіксовані 
1%-м розчином OsO4 на 0,1 моль/л ФБ (рН 
7,4). Далі зрізи зневоднювали та заключали у 
епоксидну смолу (Епон 812, „Sigma”, США). 
Тонкі зрізи тканини мозку товщиною 70 нм 
контрастували цитратом свинцю й уранілаце-
татом та аналізували у електронному мікро-
скопі JEМ 100-СХ („JEOL”, Японія). 

Кількість життєздатних ДА-нейронів 
оцінювали як щільність ТГ-позитивних пе-
рикаріонів у зоні компактної частини ЧС. Як 

контроль використовували тканину відповід-
них контралатеральних ділянок мозку тих 
самих тварин, а також тканину несправжньо 
оперованих тварин, тобто таких, що отриму-
вали ін’єкцію 1 мкл розчинника без ротенону. 

Ефективність операції контролювали за 
критерієм асиметричної поведінки тварин 
у Т-подібному лабіринті, що мав стінки з 
непрозорого матеріалу, через 2 тиж після 
операції. Реєстрували напрямок руху тварини 
в той чи іншій бік. Тест для кожної тварини 
повторювали 10 разів. Як контроль викори-
стовували несправжньо оперованих тварин.

Цифрові результати обробляли методами 
варіаційної статистики. Для порівняння ви-
бірок використовували двобічний непараме-
тричний критерій Колмогорова−Смирнова. 
Вірогідними вважали розбіжності при Р < 
0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Імуногістохімічне забарвлення проти ТГ дало 
змогу точно ідентифікувати ДА-нейрони. Ці 
клітини ми виявляли як перикаріони овоїдної, 
полігональної або веретеноподібної форми, 
з яких виходило 3−5 первинних дендрітів 
(див. рис. 2, а). Незважаючи на деякі варіа-
ції у діаметрі дендритів, більшість з них не 
були явно варикозними. На електронограмах 
нейрони компактної частини ЧС мали світлу 
цитоплазму з помірною кількістю мітохон-
дрій еліпсоїдної форми. Ядро цих клітин 
було овальної форми, а ядерна оболонка мала 
інвагінації (див. рис. 2, б).

Відомо, що в середньому мозку знахо-
дяться три з восьми груп ДА-нейронів, які 
ідентифіковані у межах головного мозку. Ці 
групи представлені взаємопов’язаними сму-
гами, межі яких визначити важко. Група А8 
вважається частиною ретикулярної формації 
середнього мозку та відома також як латераль-
на частина ЧС, в той час як група А9 повністю 
відповідає компактній частині ЧС. Еферентні 
проекції від клітин А8 та А9 груп завершу-
ються у хвостатому ядрі та блідій кулі. 
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Селективна втрата ДА-нейронів ЧС є ха-
рактерною для хвороби Паркінсона у людини. 
Для відтворення цієї ситуації у щурів ми за-
стосовували внутришньомозкову інфузію ро-
тенону. Пристрій для цього був розроблений 
на основі механо-пневматичної мікропіпетки 
Pipetman („Gilson”, Франція) з регульованим 
об’ємом 1−20 мкл, змінний наконечник якої 
був зкомбінований з голкою шприца G27 
(0,4 мм × 13 мм) (див. рис.1, в). Принцип 
дії мікропіпетки базується на всмоктуванні/
витисканні відповідної порції рідини, що 
здійснюється завдяки рухам плунжера у 
циліндрі. Мікропіпетка має вузол обмеження 
руху плунжера, який визначає робочий об’єм 
циліндра та, відповідно, кількість рідини, 
що всмоктується/витискається. Зменшення 
робочого об’єму за умови наявності рідини у 
наконечнику призводить до контрольованого 
(з ціною поділки у 0,1 мкл) витискання ріди-
ни з нього. У попередніх дослідженнях нами 
було обрано режим введення розчину роте-

нону у загальному об’ємі 1 мкл зі швидкістю 
0,2 мкл/хв. Перед проведенням серії інфузій 
наконечник заповнювали розчином ротенону 
у об’ємі близько 20 мкл. 

Для попередньої оцінки ефективності 
інфузії ротенону ми використали тест руху 
експериментальної тварини у Т-подібному 
лабіринті. Оскільки інфузія здійснювалась 
унілатерально, у ліву ЧС, вона могла вплину-
ти на симетрію рухових реакцій у оперованих 
тварин. Тест проводили через 14 діб після опе-
рації у щурів, які отримували 6 мкг ротенону. 
Показано, що оперовані щури у 62,7±3,1 % 
випадків повертали у лабіринті в напрямку, 
контролатеральному до боку інфузії, тобто 
праворуч (рис. 3). Контрольні тварини ро-
били аналогічний вибір лише у 53,0±2,5 %. 
Іншими словами, між двома групами щурів 
спостерігалися достовірні відмінності у сту-
пені просторово-моторної симетрії.

В окремій серії дослідів вивчали динаміку 
ротенонзалежної унілатеральної дегенерації 

Рис. 2. Дофамінергічні нейрони чорної субстанції головного мозку щура: а −  імуногістохімічне пофарбування на тиро-
зингідроксилазу; б − електронограма тіла нейрона чорної субстанції. Масштабні лінії 5 мкм
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ДА-нейронів у ЧС. Оскільки ротенон є спе-
цифічним інгібітором окиснення субстратів 
ферментом НАДН-дегідрогеназою, він спро
можний блокувати роботу електронно-транс-
портного ланцюга мітохондрій. Цей ефект ро-
тенону є особливо цікавим у контексті моде-
лювання геміпаркінсонізму у тварин тому, що 
порушення мітохондрій вважають спільною 
рисою широкого спектру нейродегенератив-
них захворювань, у тому числі і хвороби Пар-
кінсона [16]. Дефіцит енергетичного обміну, 
викликаний нейротоксином ротеноном, має 
призводити до загибелі ДА-нейронів. Однак 
невідомою залишалася часова динаміка та-
кої загибелі. Для з’ясування цього питання 
було досліджено тканину мозку відповідної 
кількісті тварин через 5, 10 або 15 діб після 
внутришньомозкової інфузії 6 мкг ротенону. 
На зрізах тканини мозку ДА-нейрони иден-
тифікували за ознакою імунопозитивності до 
ТГ – ключового ферменту обміну дофаміну. 
Відомо, що цей фермент каталізує реакцію 
перетворення амінокислоти тирозину у діок-
сифенілаланін, який і є в свою чергу попе-
редником дофаміну. Встановлено, що значна 
частка ДА-нейронів у зоні інфузії гине вже 

через 10 діб після внутрішньомозкової інфузії 
ротенону (рис. 4). Щільність ДА-нейронів у 
компактній частині ЧС зменшувалася майже 
в шість разів, до 20,2±3,2 клітин/мм2 порівня-
но з відповідним показником у неушкодженій 
контралатеральній зоні, 119,0±3,3 клітин/
мм2 (Р < 0,05). Порівняння мікрофотографій, 
наведених на рис. 4, а та б, дає змогу зробити 
попередній висновок про те, що внаслідок дії 
ротенону насамперед гинуть ДА-нейрони з 
перикаріонами великого розміру.  

Слід зазначити, що морфологічний фе-
нотип GFAP-позитивних клітин (астроцитів) 
у зоні інфузії ротенону через 10 діб після 
операції свідчить про їх підвищену актив-
ність. Астроцити мають більшу кількість 
відростків, які довші за такі у відповідних 
гліальних клітин у контролі. Зміни морфо-
логії астроцитів і посилення експресії ними 
GFAP вказують на активну участь цих клітин 
у процесах реорганізації тканини мозку після 
інфузії нейротоксину ротенону.

Середньострокову динаміку загибелі ДА-
нейронів вивчали у щурів, які отримували 
ротенон у дозах 6 або 12 мкг та були перфузо-
вані через 6, 10 та 14 тиж після операції. Нами 
встановлено, що значне зниження кількості 
ТГ-позитивних клітин у ЧС було обмежено 
зоною інфузії, розмір якої варіював. Не було 
виявлено прогресивної динаміки загибелі 
цих клітин у більш віддалені строки після 
операції. Так, відмінності в кількості ТГ-
позитивних перикаріонів у зоні інфузії ней-
ротоксину через 10 діб, 6, 10 та 14 тиж після 
операції були незначними. Крім того, не було 
виявлено дозозалежного ефекту ротенону. 
Таким чином, зона загибелі ДА-нейронів під 
впливом ротенону не розширюється з часом, 
а доза нейротоксину у 6 мкг є достатньою для 
загибелі більшості ДА-нейронів та активації 
глії у ділянці інфузії.  

У тварин, які отримували 12 мкг ротенону, 
вищезгадані зміни астроцитів у зоні інфузії 
нейротоксину через 6 тиж після операції були 
подібними до таких і через 10 діб. Але через 
10 або 14 тиж після операції, морфологія 

Рис. 3. Частота вибору напрямку руху (контралатерального 
щодо боку інфузії нейротоксину) у Т-подібному лабіринті 
через 14 діб після стереотаксичної інфузії 6 мкг ротенону. 
1 – контроль, 2 – унілатеральна інфузія нейротоксину 
ротенону у чорну субстанцію. *P < 0,05 
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астроцитів та рівень експресії ними GFAP у 
ділянці інфузії нейротоксину не відрізнялися 
від відповідних контрольних показників.  

Гістологічне дослідження виявило ознаки 
дегенерації нейронів у ЧС та вентральній тег-
ментальній ділянці після внутрішньомозкової 
інфузії ротенону, які були помітні вже через 6 
тиж після операції. Дегенерація ДА-нейронів 

посилювалась у більш віддалені строки (рис. 
5). Однак у ділянці гіпокампа ознаки нейро-
дегенерації не спостерігалися. 

Слід зазначити, що проведений електрон-
но-мікроскопічний аналіз виявив порушення 
ультраструктури мітохондрій нейронів ЧС, 
що переважно обмежувалися дезорганізацією 
крист у цих органелах.

Рис. 4. Тирозингідроксилаза-позитивні нейрони чорної субстанції через 10 діб після унілатеральної інфузії 6 мкг ней-
ротоксину ротенону: а − нейрони контрольної зони, що є контралатеральною до зони інфузії; б − нейрони у зоні інфузії 
ротенону. Масштабна лінія 100 мкм

Рис. 5. Тканина чорної субстанції через 10 тиж після унілатеральної інфузії 6 мкг ротенону: а − нейрони у зоні, що є 
контралатеральною до зони інфузії; б − нейрони у зоні інфузії ротенону (стрілки вказують на нервові клітини з ознаками 
дегенерації). Масштабна лінія 25 мкм 
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Переважна більшість ротенонових in vivo 
моделей хвороби Паркінсона передбачає 
тривале (від одного до декількох тижнів) си-
стемне введення токсину або за допомогою 
осмотичного мікронасоса, вживленого під 
шкіру [10], або через канюлю, під’єднану 
до шийної вени [13]. Технічно простіший 
варіант моделі використовує інтраперитоне-
альні ін’єкції ротенону (раз на добу) у дозі 
2,5−3,0 мг/кг і протягом тривалого періоду [7, 
8]. У разі використання осмотичного мікрона-
соса добову дозу нейротоксину підвищували 
до 12 мг/кг [10] або навіть до 18 мг/кг [13]. 

Незважаючи на те, що ці експериментальні 
моделі дали змогу отримати цікаві результати 
щодо розвитку дегенерації ДА-нейронів у 
головному мозку, було продемонстровано, що 
вони мають цілу низку обмежень. По-перше, си-
стемне введення ротенону не гарантує прогно-
зованого розподілу зон ураження у головному 
мозку. Так, втрати ДА-нейронів і гліозис можуть 
бути значними у строкатому тілі та блідій кулі, 
але не у ЧС [13]. Крім того, системне введення 
нейротоксина ротенона у великих дозах може 
призводити до небажаної токсичності [10].

У спостереженнях за оперованими твари-
нами не виявлено таких порушень поведінки, 
типових для ХП або для системного введення 
ротенону, як гіпокінезія та акінезія, ригідність, 
нестабільність пози [7, 8, 10]. Можливе пояс-
нення базується на тому, що в умовах конкрет-
ної ротенонової моделі гинуть ДА-нейрони 
компактної частини ЧС лише з одного боку, в 
той час як клітини парної контралатеральної 
структури залишаються неушкодженими. 

Відомо, що розвиток хвороби Паркінсона 
починається з появи агрегатів α-синуклеїну у 
відростках нейронів кишечника та мотоней-
ронів блукаючого нерва. Крім ЧС, тільця Леві 
також знаходять у блакитній плямі, ядрах 
шва, корі та інших структурах головного 
мозку [17]. Ми не змогли виявити відкла-
дення α-синуклеїну, що є характерними для 
хвороби Паркінсона. Однак слід зазначити, 
що такі відкладення у формі тілець та/або 
нейритів Леві з’являються на розвинутих 

стадіях хвороби, коли загибель значної кіль-
кості ДА-нейронів стає очевидним фактом. 
Аналіз літератури вказує на те, що при си-
стемному введенні ротенону внутришньо-
клітинні α-синуклеінові депозити виявляють 
не завжди [8, 10]. 

Отже, використана модель геміпаркін-
сонізму дає змогу відтворювати у щурів сут-
тєві нейродегенеративні зміни, притаманні 
хворобі Паркінсона. Модель, яка передбачає 
стереотаксичні інфузії невеликих доз ротенону 
у зону ЧС, демонструє відсутність периферич-
ної токсичності. Вона дає змогу відтворити 
повільну та специфічну втрату ДА-нейронів 
в обмеженій ділянці ЧС (pars compacta) та 
уможливлює імітацію окремих характеристик 
ідіопатичної ХП. Цей варіант ротенонової 
моделі відтворює такі зміни лише на боці 
інфузії нейротоксину ротенону. Електронна 
мікроскопія виявила також порушення уль-
траструктури мітохондрій нейронів ЧС у зоні 
інфузії ротенону, які переважно обмежувалися 
дезорганізацією крист у цих органелах. 

Л.П. Войтенко, А.Г. Никоненко

МОДИФИКАЦИЯ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬ-
НОЙ РОТЕНОНОВОЙ МОДЕЛИ БОЛЕЗНИ 
ПАРКИНСОНА

Предложена модификация экспериментальной модели 
болезни Паркинсона, которая предполагает стереотак-
сическую инфузию раствора ротенона с помощью ори-
гинального устройства в центральную зону компактной 
части черной субстанции (ЧС) взрослых крыс линии Ви-
стар. Установлено, что через 10 сут после такой инфузии 
плотность дофаминергических (ДА) нейронов в области 
инфузии нейротоксина уменьшается почти в 6 раз, до 20,2 
± 3,2 нейронов/мм2, в сравнении с соответствующим пока-
зателем в неповрежденной контролатеральной ЧС, 119,0 
± 3,3 нейронов/мм2. Электронная микроскопия выявила 
нарушения ультраструктуры митохондрий нейронов ЧС в 
зоне инфузии, которые ограничивались главным образом  
дезорганизацией крист в этих органеллах. Отсутствие 
общей токсичности и селективность нарушений ткани 
мозга свидетельствуют о том, что предложенная модель 
адекватна и может применяться в исследованиях эффектов 
дегенерации ДА-нейронов, присущей болезни Паркинсона 
у человека.
Ключевые слова: ротенон; модель in vivo; болезнь Пар-
кинсона.

Л.П.Войтенко, О.Г.Ніконенко



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 190

L.P. Voitenko, A.G. Nikonenko

MODIFICATION OF EXPERIMENTAL 
ROTENONE MODEL OF PARKINSON’S 
DISEASE

A modification of experimental model of Parkinson’s disease 
is proposed presuming the stereotaxic infusion of rotenone 
solution using a special device into the cental part of substantia 
nigra (SN) pars compacta of adult Wistar rats. It was shown 
that 10 days after infusion of the neurotoxin the density 
of dopaminergic (DA) neurons in the infusion area drops 
nearly six-fold, to 20.2±3.2 neurons/mm2, with respect to 
the corresponding value in non-affected controlateral SN, 
119.0±3.3 neurons/mm2. Electron microscopy has shown 
ultrastructural impairments in mitochondria of SN neurons in the 
infusion area displayed mainly as a cristae disarray. The absence 
of overall toxicity and selectivity of the brain tissue impairments 
provide an evidence that the proposed rotenone model 
modification is adequate and can be used to study the effects of 
DA neuronal degeneration typical of Parkinson’s disease.
Keywords: rotenone; in vivo model; Parkinson’s disease.
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