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Целью работы было изучение внутриядрышкового распределения нуклеофосмина (В23), коилина (р80),
AgNOR-белков и негемового железа в нейронах черного вещества головного мозга человека. Материалом
для исследования служили фрагменты среднего мозга человека (n = 10) с верифицированным отсутствием
признаков нейродегенерации. Материал был фиксирован в цинк-этанол-формальдегиде – специальном
фиксаторе, который обеспечивает высокую сохранность антигенных детерминант и тканевых структур.
Результатом представленной работы стало получение новых данных о молекулярной и структурной орга-
низации ядрышек нейронов черного вещества головного мозга человека. Было установлено, что в ядрах
нейронов черной субстанции присутствует только одно крупное (от 4.2 ± 0.4 до 6.2 ± 0.6 мкм в диаметре)
ядрышко. Нуклеофосмин сосредоточен исключительно в ядрышке и распределен в нем неравномерно.
Тельца Кахаля, обнаруженные в ядрах большинства нейронов черного вещества головного мозга чело-
века, представляют собой коилинсодержащие структуры, характеризующиеся округлой или овальной
формой и размерами около 1 мкм. Накопление коилина отмечено также в многочисленных внутриядер-
ных микроструктурах, которые по локализации и морфологическим характеристикам существенно от-
личаются от типичных телец Кахаля. Было показано присутствие в ядрышках нейронов черной субстан-
ции AgNOR-белков, распределение которых характеризуется значительной вариабельностью. В ядрыш-
ках отдельных нейронов черной субстанции было выявлено негемовое железо, которое в ряде случаев
было сконцентрировано в пределах особого компартмента ядрышка – гигантского фибриллярного центра
(GFC). Полученные данные будут способствовать прояснению роли ядрышковых белков в функциониро-
вании дофаминергических нейронов мозга человека и определению молекулярных сенсоров нуклеоляр-
ного стресса, наблюдающегося при нейроденерации.
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Ядрышко – эволюционно-консервативный и
наиболее крупный структурный домен клеточного
ядра, присутствующий в подавляющем большинстве
клеток эукариот. Основной функцией этого ядерно-
го компартмента является формирование субъеди-
ниц рибосом. В клетках млекопитающих ядрышко
включает три основных структурных компонента –
фибриллярные центры (ФЦ, FCs), плотный фиб-
риллярный компонент (ПФК, DFC) и гранулярный
компонент (ГК, GC) (Raška et al., 2006; Farley et al.,
2015). По современным представлениям, в FCs лока-

лизованы гены, кодирующие рРНК и некоторые
белки, необходимые для транскрипции генов РНК –
РНК полимераза I и ее специфический кофактор
UBF, а также топоизомераза I. DFC является местом
синтеза рРНК и локализации первичных тран-
скриптов пре-рРНК, и содержит такие белки, как
С23 (нуклеолин) и основной белок snoРНП – фиб-
рилларин, который обеспечивает ранний процес-
синг и метилирование пре-рРНК. В GC локализова-
ны процессирующиеся молекулы пре-рРНК и фор-
мирующиеся субъединицы рибосом, а также белки,
участвующие в транспорте и созревании рибосом –
основной фактор сборки рибосомных частиц белок
нуклеофосмин (В23), белок Р52 и нуклеолин (С23),
участвующий как в транскрипции рДНК, так и в
сборке рибосом (Raška et al., 2006; Sirri et al., 2008).

В настоящее время в составе ядрышек выделяют
более 700 белков, и это количество продолжает расти
(Andersen et al., 2005). Исследования взаимодействия

Принятые сокращения: ДОФА – L-диоксифенилаланин; DFC –
плотный фибриллярный компонент ядрышка (dense fibrillar
component); FC – фибриллярный центр ядрышка (fibrillar cen-
ter); GC – гранулярный компонент ядрышка (granular compo-
nent); GFC – гигантский фибриллярный центр ядрышка (giant
fibrillar center); snРНК – малые ядерные РНК (small nuclear
RNA); snoРНП – малые ядрышковые рибонуклеопротеиды
(small nucleolar RNP); UBF – ядрышковый транскрипцион-
ный фактор (upstream binding factor).
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ядрышковых белков осложняются тем, что ядрышки
являются динамическими структурами, в которых в за-
висимости от функционального состояния клетки раз-
личные белки постоянно перераспределяются между
компонентами ядрышка, а также между ядрышком и
другими компартментами ядра (Phair, Misteli, 2000).
Динамичное изменение молекулярной организации
свойственно ядрышку разных клеток как в норме, так
и в условиях клеточного стресса. Характерное измене-
ние ядрышковой организации, сопровождающееся
передислокацией ядрышковых белков, снижением
транскрипции пре-РНК и увеличением уровня р53 с
возможной последующей индукцией апоптоза в от-
вет на воздействие повреждающих факторов извест-
но под названием “нуклеолярный стресс” (Boulon et
al., 2010). На сегодняшний день накоплено большое
количество данных, свидетельствующих о роли нук-
леолярного стресса в развитии нейродегенератив-
ных заболеваний, таких как болезнь Альцгеймера,
болезнь Паркинсона, болезнь Хантингтона, боковой
амиотрофический склероз (Hetman, Pietrzak, 2012).
Так, при моделировании болезни Паркинсона у
крыс было показано существенное изменение мор-
фологии ядрышка нейронов черного вещества, что,
по мнению исследователей, может служить индика-
тором нейродегенерации при данном заболевании
(Healy-Stoffel et al., 2012). При этом структура и мо-
лекулярный состав ядрышек нейронов черного ве-
щества остаются недостаточно охарактеризованны-
ми, в отличие от ядрышек других крупных нейронов
(например, клеток коры мозжечка или нейронов
спинальных ганглиев) (Casafont et al., 2007; Плеша-
кова и др., 2018). В связи с этим изучение молекуляр-
ной и структурной организации ядрышек нейронов
черного вещества, незатронутого нейродегенерацией,
представляется важной задачей современной нейро-
биологии.

Целью данной работы стало изучение внутрияд-
рышкового распределения белков В23 (нуклеофос-
мина), р80 (коилина), AgNOR-белков и негемового
железа в ядрышках нейронов черного вещества го-
ловного мозга человека.

Выбор маркеров, анализируемых в рамках пред-
ставленной работы, был обусловлен рядом причин.
Так, белок В23, согласно литературным данным, яв-
ляется главным маркером ядрышек и высоко экс-
прессирован в нервных клетках (Pfister, D’Mello,
2015), в том числе в ядрышках катехоламинергиче-
ских нейронов черного вещества (Коржевский и др.,
2017). При этом В23 является основным аргенто-
фильным белком, определяющим окрашивание яд-
рышек при использовании метода импрегнации се-
ребром (AgNOR-метод). В связи с этим важным
представляется сопоставление результатов окраши-
вания ядрышек нейронов черного вещества, полу-
ченных при использовании метода AgNOR, с харак-
тером распределения продукта иммуноцитохимиче-
ской реакции при использовании антител к белку
В23. Изучение распределения коилина в ядрах нерв-

ных клеток представляется интересным в связи с
имеющимися в литературе данными о высокой гете-
рогенности коилинсодержащих структур и возмож-
ной локализации коилина не только в классических
тельцах Кахаля, но и в тельцах гистоновых локусов,
неканонических тельцах Кахаля (Ходюченко, Краси-
кова, 2014; Боголюбов, 2017; Боголюбова, 2017), а также
в ядрышках некоторых типов клеток (Pena et al., 2001;
Tapia et al., 2010). Наконец, ранее нами были получе-
ны данные о концентрации железа в ядрышках кле-
ток Пуркинье мозжечка и нейронов черного веще-
ства головного мозга крысы и человека (Сухорукова
и др., 2013). Предположительно, наблюдаемое нами
в ядре нейронов железо является составной частью
некоего железосодержащего белка, возможно, ассо-
циированного с белками ядрышкового организато-
ра. Для подтверждения или опровержения данного
предположения важным является проведение срав-
нительного исследования распределения в ядрыш-
ках нейронов железа и некоторых белков, таких как
В23 и AgNOR-белков.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Материалом для исследования служили фрагмен-
ты среднего мозга человека (мужчин и женщин в
возрасте от 25 до 87 лет, n = 10), причина смерти ко-
торых не была связана с заболеваниями и поврежде-
ниями головного мозга, а при детальном гистологи-
ческом исследовании не были выявлены признаки
нейродегенерации. Материал был получен из архива
отдела общей и частной морфологии Института экс-
периментальной медицины. Программа исследова-
ний имеет положительное заключение Локального
этического комитета ФГБНУ “ИЭМ”. Материал
был фиксирован в цинк-этанол-формальдегиде –
специальном фиксаторе, который обеспечивает вы-
сокую сохранность антигенных детерминант при
проведении иммуногистохимической реакции (Kor-
zhevskii et al., 2015) и залит в парафин по общеприня-
той методике. С парафиновых блоков изготавливали
срезы толщиной 5, 7 и 12 мкм, которые наклеивали
на предметные стекла с адгезивным покрытием
Polysine, SuperFrost Plus Gold (Menzel, Германия)
или Histobond (Marienfeld, Германия). Выявление не-
гемового железа (Fe2+ и Fe3+) осуществляли по методу
Перлса с последующим усилением продукта реакции
диаминобензидином (SpringBioscience, США) в соот-
ветствии с опубликованным протоколом (Григорьев
и др., 2016). Гистохимическое выявление AgNOR-
белков осуществляли с помощью модифицирован-
ного метода импрегнации серебром (Коржевский,
1990). Иммуногистохимическое выявление коилина
осуществляли с помощью мышиных моноклональ-
ных антител (клон F-7, разведение 1 : 150, Santa Cruz
Biotech, США), нуклеофосмина (B23) – с помощью
мышиных моноклональных антител (клон FC82291,
разведение 1 : 200, Sigma-Aldrich, США). В случае
использования световой микроскопии в качестве
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вторичных реагентов в обоих случаях применяли
MACH 2 Universal HRP Polymer (Biocare Medical,
США). Визуализацию продукта реакции в данном
случае проводили с помощью хромогена DAB (Spring
Bioscience, США). Часть срезов после постановки им-
муноцитохимической реакции подкрашивали крези-
ловым фиолетовым или астровым синим (Merck, Гер-
мания). В качестве положительного контроля антиге-
на при постановке иммуногистохимических реакций
на белок В23 и коилин были использованы препараты
головного мозга половозрелых крыс-самцов породы
Вистар. Отрицательным контролем антител служил
один из срезов обрабатываемой серии препаратов, на
который вместо раствора первичных антител наноси-
ли блокировочный раствор Protein Block (Spring Bio-
science, США).

После постановки иммуноцитохимической реак-
ции на белок В23 была проведена количественная
оценка размера ядрышек нейронов черного веще-
ства. Диаметр ядрышка измеряли с использованием
компьютерной программы LAS EZ (Leica, Германия).
Данные представляли в виде Х ± σ (среднее значение
± стандартное отклонение). Доля нейронов, имею-
щих гигантский фибриллярный центр (GFC), опреде-
ляли при изучении ядрышка 25 случайно выбранных
нервных клеток (для каждого исследованного случая),
в которых ядрышко целиком попадало в срез при уве-
личении объектива ×100 (масляная иммерсия). Ре-
зультат выражали в процентах (%). В анализ брали
только те нейроны, в цитоплазме которых четко
просматривались гранулы нейромеланина (т.е. до-
фаминергические нейроны). Полученные количе-
ственные данные обрабатывали в программе Excel
(Microsoft, США).

Для исследования нуклеофосмина и коилина с по-
мощью метода конфокальной лазерной микроскопии
в обоих случаях после обработки срезов первичными
антителами применяли моновалетный Fab-фрагмент
антимышиного иммуноглобулина осла, меченный
биотином (Jackson ImmunoResearch, США), и конъ-
югат стрептавидина с флуорохромом Cy2 (Jackson
ImmunoResearch, США), после чего препараты без
предварительного обезвоживания заключали в во-
дорастворимую среду Fluorescence Mounting Medi-
um (Agilent, США). Анализ полученных препаратов
проводили, используя световой микроскоп Leica
DM750 и конфокальный лазерный микроскоп
LSM710 (Zeiss, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ препаратов после проведения иммуноци-
тохимической реакции на нуклеофосмин (B23) по-
казал, что все выявляемые нейроны черного вещества
головного мозга человека характеризуются наличием
одного крупного ядрышка (рис. 1а, стрелка). При
этом для разных лиц из изученной выборки была ха-
рактерна определенная вариабельность в диаметре яд-

рышек, который менялся от 4.2 ± 0.4 до 6.2 ± 0.6 мкм.
Присутствие в ядрах нейронов черного вещества до-
бавочных ядрышек отмечено не было. Выявляемые
при постановке иммуноцитохимической реакции на
В23 ядрышки характеризовались четкостью контуров
и преимущественно округлой формой и были интен-
сивно окрашены. В 75–100% проанализированных
нейронов в составе ядрышка четко просматривалась
слабо окрашенная область гигантского фибрилляр-
ного центра (giant fibrillar center, GFC). Данная струк-
тура характеризовалась округлой формой, преиму-
щественной локализацией на периферии ядрышка и
размерами 1–2 мкм в диаметре (рис. 1а).

Изучение распределения белка В23 в ядрышке с
применением метода конфокальной микроскопии
(рис. 1б) позволило исключить возможность ложно-
го увеличения размеров ядрышка за счет диффузии
хромогена и подтвердило точность измерений. Зона
GFC характеризовалась слабой флуоресценцией при
реакции на белок B23. Была отмечена неравномер-
ность в распределении белка В23 в пределах ядрышка,
при которой более интенсивная флуоресценция на-
блюдалась по периферии данной структуры. Важ-
ным наблюдением стало то, что в пределах GFC не-
которых нейронов было отмечено присутствие ярко
флуоресцирующей гранулы (рис. 1б, стрелка). Дан-
ная структура, концентрирующая белок В23, была
локализована, как правило, в периферической части
GFC. В одном из исследованных случаев в пределах
GFC наблюдались две В23-иммунопозитивные гра-
нулы (рис. 1б, стрелка).

Для селективного выявления ядрышек в ядрах
нейронов был применен также классический метод
импрегнации серебром аргентофильных (AgNOR)
белков, ассоциированных с ядрышковым организа-
тором (рис. 1в, г). При анализе препаратов, обрабо-
танных импрегнационным методом, для нейронов
черного вещества была отмечена выраженная гете-
рогенность в интенсивности и распределении окра-
шивания в пределах ядрышка. Так, в ядрах одних
нейронов ядрышко характеризовалось слабым об-
щим окрашиванием с четким контуром (рис. 1в,
стрелка). При этом в одних клетках ядрышко было
окрашено равномерно, в то время как в других (со-
седних) нейронах в его пределах четко просматри-
вался GFC, который в данном случае выглядел как
практически неокрашенная область округлой фор-
мы, локализованная (в большинстве случаев) на пе-
риферии слабо окрашенного ядрышка. Иногда GFC
имел четко очерченный контур, сопоставимый по
интенсивности окрашивания с контуром ядрышка.
Для части нейронов, на фоне слабой интенсивности
реакции в ядрышке в целом, была отмечена интен-
сивная реакция в области GFC (рис. 1г). Наконец,
присутствовали нейроны, у которых ядрышко харак-
теризовалось не только интенсивным окрашиванием
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GFC, но и присутствием многочисленных аргенто-
фильных структур, выглядящих как точечные вкрап-
ления, локализованные в пределах ядрышка вне
GFC. В ряде случаев было выявлено присутствие ин-
тенсивно окрашенных структур, лежащих в пределах
нуклеоплазмы вне ядрышка. Данные структуры ха-
рактеризовались разнообразной формой (округлой,
овальной, палочковидной и др.) и линейными разме-
рами 1–2 мкм. Часть из них была ассоциирована с яд-
рышком, а часть – удалена от него.

Изучение препаратов после проведения иммуно-
цитохимической реакции на коилин показало, что в
ядрах большинства нейронов черного вещества го-
ловного мозга человека присутствуют коилинсодер-
жащие структуры, которые по форме, размерам и
локализации соответствуют классическим тельцам
Кахаля. Данные структуры имеют преимущественно
округлую или овальную форму и диаметр около
1 мкм (рис. 1д, короткая стрелка). В большинстве
случаев их количество в пределах одного ядра варьи-
рует от 1 до 3. При этом хотя бы одно из выявляемых
телец ассоциировано с ядрышком. Интересно от-
метить, что хотя в большинстве случаев ядрышки
нейронов черного вещества характеризуются отсут-
ствием коилина, в единичных случаях ядрышко
оказывается иммунопозитивным по данному мар-
керу (рис. 1д, стрелка), причем интенсивность реак-
ции в данном случае слабее по сравнению с таковой,
отмеченной для телец Кахаля. В иммунопозитивном
по коилину ядрышке четко просматривается неокра-
шенная область GFC. Наконец, помимо типичных
телец Кахаля в ядрах нейронов черного вещества бы-
ло показано присутствие структур, также характери-
зующихся интенсивной реакцией на коилин, но при
этом существенно отличающихся от типичных телец
Кахаля. Данные структуры характеризуются меньши-
ми (по сравнению с тельцами Кахаля) размерами (ме-

нее 0.5 мкм) и в виде многочисленных иммунопози-
тивных точек равномерно распределены по всему
объему ядра без видимой приуроченности к ядрыш-
ку или типичным тельцам Кахаля (рис. 1д). Окрас-
ка нейромеланина (НМ), присутствующая на
рис. 1д, не является специфической иммуногисто-
химической окраской и обусловлена тем, что НМ –
это пигмент, сходный с меланином кожи. Он ха-
рактеризуется наличием собственной коричнево-
черной окраски, которая в данном случае (рис. 1д)
совпадает с цветом продукта иммуногистохимиче-
ской реакции. Изучение распределения коилина с
применением метода конфокальной микроскопии
(рис. 1е) подтвердило данные, полученные при ис-
пользовании световой микроскопии. В частности,
было отмечено наличие коилина не только в тельцах
Кахаля (рис. 1е, стрелка), но и в ядрышках единич-
ных нейронов, а также в многочисленных внутри-
ядерных микроструктурах (рис. 1е). НМ не обладает
способностью к автофлуоресценции, поэтому не
выявляется на препаратах, полученных с помощью
конфокальной лазерной микроскопии.

Как и в случае использования метода серебрения,
высокая гетерогенность в окрашивании ядрышек
была отмечена при проведении реакции на железо
по Перлсу (рис. 1ж, з). В ядрах одних нейронов яд-
рышко характеризовалось отсутствием окрашива-
ния, в ядрах других – равномерно слабым окрашива-
нием. В части нейронов на фоне умеренно окрашен-
ного ядрышка выделялась более светло окрашенная
область GFC (рис. 1ж), которая иногда была отгра-
ничена от других компартментов ядрышка интенсив-
но окрашенной пограничной зоной. При этом в пре-
делах GFC могли присутствовать единичные (1–2)
ярко окрашенные гранулы. В части клеток все ядрыш-
ко было интенсивно окрашено (равномерно или с бо-
лее интенсивно окрашенным контуром). В ядрышках

Рис. 1. Распределение белка В23 (а, б), AgNOR-белков (в, г), коилина (д, е) и негемового железа (ж, з) в нейронах черного
вещества головного мозга человека. а – Иммуноцитохимическая реакция на белок B23 с подкраской астровым синим. Стрел-
ка указывает на ярко окрашенное ядрышко, содержащее слабо окрашенный гигантский фибриллярный центр на периферии.
НМ – нейромеланин. Объектив Plan 100×/1.25 Oil (масляная иммерсия). б – Иммуноцитохимическая реакция на белок B23,
визуализация с помощью флуорохрома Cy2 (зеленый цвет). Стрелка указывает на иммунопозитивную гранулу, локализован-
ную в области гигантского фибриллярного центра. Конфокальная лазерная микроскопия. Последовательные одиночные оп-
тические срезы, выполненные с интервалом 0.4 мкм. Объектив Plan-Apochromat 100×/1.40 Oil DIC M27 (масляная иммер-
сия). в, г – Выявление аргентофильных белков методом AgNOR с подкраской астровым синим. Стрелка указывает на ядрыш-
ко: в – слабо окрашенное ядрышко с четким контуром, в его пределах просматривается практически неокрашенная область
гигантского фибриллярного центра; г – слабо окрашенное ядрышко с интенсивно окрашенным гигантским фибриллярным
центром. НМ – нейромеланин. Объектив Plan 100×/1.25 Oil (масляная иммерсия). д, е – Иммуноцитохимическая реакция на
коилин. Стрелка указывает на слабо иммунопозитивное ядрышко с неокрашенной областью гигантского фибриллярного
центра, короткая стрелка – на типичные тельца Кахаля. Иммунопозитивную реакцию на коилин дают также точечные мик-
роструктуры, распределенные по всему объему ядра. НМ – нейромеланин. д – Микроскопия в проходящем свете. Объектив
Plan 100×/1.25 Oil (масляная иммерсия). е – Конфокальная лазерная микроскопия (визуализация с помощью флуорохрома
Cy2, зеленый цвет). Изображение является суперпозицией 35 оптических срезов, выполненных с интервалом 0.2 мкм. Объек-
тив Plan-Apochromat 100×/1.40 Oil DIC M27 (масляная иммерсия). ж, з – Выявление негемового железа по методу Перлса с
последующим усилением продукта реакции диаминобензидином. Стрелка указывает на ядрышко со слабо окрашенным (ж)
и интенсивно (неравномерно) окрашенным (з) гигантским фибриллярным центром. Объектив Plan 100×/1.25 Oil (масляная
иммерсия).
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некоторых клеток, на фоне общей интенсивной
окраски, четко выявлялся (в виде слабо окрашенного
участка округлой формы) GFC. Наконец, присутство-

вали клетки, в ядрах которых, наоборот, область GFC
была интенсивно окрашена, в то время как все осталь-
ное ядрышко характеризовалось слабой окраской
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(рис. 1з). Кроме того, в нескольких случаях было отме-
чено присутствие в ядрах нейронов мелких (менее
1 мкм) интенсивно окрашенных структур (округлой
формы, в виде точек), лежащих вне ядрышка, но
иногда ассоциированных с ним.

ОБСУЖДЕНИЕ

Дофаминергические нейроны черного вещества
головного мозга в настоящее время являются объек-
том пристального внимания со стороны исследова-
телей. Это обусловлено тем, что массовая гибель
этих нейронов наблюдается при таком распростра-
ненном нейродегенеративном заболевании, как бо-
лезнь Паркинсона. На сегодняшний день известно,
что нейроны черной субстанции имеют ряд характер-
ных особенностей, таких как наличие тирозингид-
роксилазы, присутствие в цитоплазме гранул нейро-
меланина, низкий уровень экспрессии общенейро-
нальных маркеров – белка NeuN, белка PGP 9.5 и
нейронспецифической енолазы (Сухорукова и др.,
2014; Korzhevskii et al., 2019). При этом организация
ядрышка нейронов черной субстанции, особенно у
человека, остается малоизученной, несмотря на то,
что в литературе имеются данные, свидетельствую-
щие о возможной роли нуклеолярного стресса в па-
тогенезе болезни Паркинсона (Parlato, Liss, 2014).
Это обуславливает возрастающий интерес исследо-
вателей к ядрышку нейронов черной субстанции.

При изучении ядрышек дофаминергических ней-
ронов в рамках представленной работы нами было
отмечено, что при постановке иммуногистохимиче-
ской реакции на белок В23 в большинстве ядрышек
присутствует слабоокрашенная область – структура,
ранее известная как ядрышковая вакуоль (Оксова,
1972). В настоящее время показано, что эта структу-
ра, часто выявляемая в ядрышках крупных нейронах
при окраске основными анилиновыми красителя-
ми, в действительности представляет собой гигант-
ский фибриллярный центр (GFC) (Casafont et al.,
2007). На протяжении длительного времени присут-
ствие в ядрышках GFC считалось признаком сни-
женной метаболической и транскрипционной актив-
ности клеток (Lafarga et al., 1989, 1991; Koberna et al.,
2002; Raška et al., 2006). Однако впоследствии было
показано, что GFC в норме присутствует в сенсор-
ных нейронах ганглиев – клетках, для которых ха-
рактерна высокая активность биогенеза рибосом
(Casafont et al., 2007). По данным ультраструктурных
исследований, представленным в указанной работе,
GFC представляет собой область диаметром 1–2 мкм,
которая характеризуется фибриллярной структурой
и низкой электронной плотностью. Иммуноцитохи-
мическое исследование показало высокое содержание
в GFC фактора UBF, который, по мнению авторов,
может выступать в качестве маркера этого ядрышко-
вого субкомпартмента. Также, было продемонстриро-
вано присутствие в составе GFC РНК-полимеразы I,

ДНК-топоизомеразы I, белков SUMO-1 и Ubc9 (Casa-
font et al., 2007).

Нами было показано присутствие GFC в ядрыш-
ках большинства нейронов (75–100%) черного ве-
щества головного мозга человека. Обособление GFC
в данном случае не является следствием сегрегации
ядрышковых компонентов, на что указывают боль-
шие размеры ядрышек нейронов. Учитывая имею-
щиеся в литературе данные (Casafont et al., 2007),
можно предположить, что, как и в случае клеток
нервных ганглиев, формирование GFC в ядрышках
нейронов черной субстанции является следствием
интенсивного синтеза в этих клетках рРНК. Нами
было отмечено, что зона GFC в ядрышках нейронов
черного вещества головного мозга человека характе-
ризуется слабой флуоресценцией при реакции на бе-
лок B23, что свидетельствует о пониженной концен-
трации (но не об отсутствии) этого белка в данном
ядрышковом компартменте. Важной находкой стала
также идентификация в пределах GFC некоторых
нейронов В23-иммунопозитивных гранул. Вопрос о
функциональном значении подобного распределе-
ния данного белка в ядрышке нейронов остается от-
крытым. Возможно, наблюдаемая морфологическая
картина является следствием проекции участков
плотного фибриллярного компонента ядрышка в
область GFC, что было показано с помощью метода
электронной микроскопии (Casafont et al., 2007). Со-
гласно данным литературы, белок В23 может при-
сутствовать в плотном фибриллярном компоненте
ядрышка (DFC) (Raška, Dundr, 1993), поэтому в случае
проецирования участков DFC в область GFC такие
участки могут выглядеть как “гранулы”, лежащие в
пределах GFC (при использовании метода иммуноги-
стохимии и конфокальной микроскопии). Дальней-
шие исследования с применением методов иммуно-
электронной микроскопии позволят прояснить этот
вопрос.

Применение метода серебрения в рамках прове-
денного исследования позволило показать высокую
гетерогенность в интенсивности и распределении
окрашивания в пределах ядрышек отдельных нейро-
нов. Согласно данным литературы, основными ар-
гентофильными белками, определяющими характер
окраски при постановке реакции AgNOR, являются
нуклеолин (С23) и нуклеофосмин (В23) (Daskal et al.,
1980; Derenzini et al., 2006). Полученные нами дан-
ные лишь частично согласуются с этим утверждени-
ем, так как при проведении иммуногистохимиче-
ской реакции на В23 в большинстве нейронов рас-
пределение продукта реакции было единообразно, в
то время как при постановке реакции AgNOR при-
сутствовало множество различных вариантов распре-
деления окрашивания. Кроме того, не было выявлено
наличия гранул внутри GFC ни в одном из исследо-
ванных случаев. Такие различия в распределении
окрашивания при постановке реакции AgNOR и им-
муногистохимической реакции на В23 могут быть
обусловлены тем, что помимо В23 аргентофильны-
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ми являются и другие ядрышковые белки, такие как
РНК-полимераза I, C23, pp135 и др. (Vandelaer et al.,
1999). В этом случае открытым остается вопрос о том,
какие белки импрегнируются в тех случаях, когда ин-
тенсивно окрашивается фибриллярный центр, так
как концентрация В23 в пределах GFC низкая. Отсут-
ствие гранул в области GFC при постановке реакции
AgNOR может быть объяснено большей чувстви-
тельностью иммуногистохимической реакции по
сравнению с импрегнационным методом.

Как и в случае использования метода серебрения,
при постановке реакции на железо по Перлсу была
отмечена высокая гетерогенность в окрашивании
ядрышек. Ранее нами было показано присутствие
железа в ядрышке нервных клеток крысы и человека
(Сухорукова и др., 2013). При этом остается не до
конца понятным, в какой форме железо накапливает-
ся в ядрышке. Несомненно, это негемовое железо (ис-
ходя из принципа использованной гистохимической
реакции), поэтому оно не может присутствовать в со-
ставе таких железосодержащих белков, как нейрогло-
бин и цитоглобин, один из которых определяется в яд-
ре нервной клетки (Geuens et al., 2003). Согласно по-
следним данным (Reinert et al., 2019), одним из
возможных железосодержащих белков в составе яд-
рышек нейронов может быть ферритин. Кроме того,
железо обладает способностью связываться непосред-
ственно с РНК, причем связывающая способность с
рРНК выше, чем с мРНК или тРНК, что приводит к
более высокому содержанию железа в ядрышке по
сравнению с другими субкомпартментами ядер нерв-
ных клеток (Reinert et al., 2019).

Интересной находкой стала также идентифика-
ция нейронов, в ядрышках которых GFC был ин-
тенсивно окрашен при реакции на железо (на фоне
слабой общей окраски ядрышка), что может быть
свидетельством накопления негемового железа в
гигантском фибриллярном центре ядрышка нейро-
нов черной субстанции. Функциональное значение
такого концентрирования железа в нейронах чер-
ного вещества головного мозга человека остается
не ясным. Дальнейшее изучение данного вопроса
имеет важное значение в связи с тем, что ионы желе-
за, как показано, способны участвовать в процессах
образования свободных радикалов, неконтролируе-
мый синтез которых приводит к повреждению кле-
точных макромолекул и гибели клеток (Emerit et al.,
2001). Известно, что ионы железа участвуют в пато-
генезе нейродегенеративных заболеваний, включая
болезнь Паркинсона, которая сопровождается деге-
нерацией нейронов черного вещества (Youdim et al.,
2004).

Изучение распределения коилина в нейронах
черного вещества показало, что этот белок сконцен-
трирован в пределах классических телец Кахаля, для
которых он является маркерным белком. Однако,
наряду с тельцами Кахаля, нами были выявлены
другие коилинсодержащие точечные микрострукту-

ры, которые по морфологическим характеристикам
и локализации отличались от типичных телец Каха-
ля. Так, размер обнаруженных микроструктур визу-
ально был меньше 0.5 мкм, в то время как, согласно
данным Лафарга с соавторами (Lafarga et al., 2017),
размер типичных телец Кахаля у нейронов варьирует
от 0.5 до 1.5 мкм в диаметре. Количество обнаружен-
ных микроструктур иногда превышало 30 шт/кл.,
что значительно выше среднего количества телец
Кахаля в крупных нейронах ганглиев человека, где
оно составляет 13.4 шт/кл (Lafarga et al., 2017). Нако-
нец, описанные микроструктуры были равномерно
распределены по всему объему нуклеоплазмы, что
не характерно для типичных телец Кахаля, которые,
как правило, ассоциированы с ядрышком.

Функциональное значение обнаруженных кои-
линсодержащих микроструктур остается не ясным.
Возможно, их присутствие в ядрах нейронов черной
субстанции связано с высокой синтетической актив-
ностью этих клеток. Так, известно, что дофаминерги-
ческие нейроны нигростриальной системы, состав-
ляющие менее 1% от общего количества нервных кле-
ток, синтезируют 80% дофамина головного мозга
(Chinta, Andersen, 2005; Finkelstein, 2011). Конститу-
тивный синтез такого количества дофамина, который
осуществляется с помощью двух ферментов – тиро-
зингидроксилазы и ДОФА-декарбоксилазы, пред-
полагает хорошее развитие в этих клетках соответ-
ствующей молекулярной машинерии, в том числе
высокий уровень синтеза snРНК и snoРНК, которые
необходимы для сплайсинга пре-мРНК и биогенеза
рибосом. Так как тельца Кахаля играют важную роль в
биогенезе snРНК и snoРНК, можно предположить, что
появление в нейронах черного вещества дополнитель-
ных коилинсодержащих структур является морфоло-
гическим проявлением высокой транскрипционной
активности этих клеток. Принадлежность выявленных
микроструктур к тельцам гистоновых локусов – струк-
турам, функцией которых является участие в динами-
ке и сборке факторов процессинга пре-мРНК генов
гистонов (Ходюченко, Красикова, 2014) – кажется
маловероятным, учитывая тот факт, что зрелые ней-
роны находятся вне митотического цикла и актив-
ный синтез белков-гистонов для них не характерен.

Таким образом, представленная работа является
первым комплексным исследованием молекуляр-
ной организации ядрышка нейронов черного веще-
ства головного мозга человека. Полученные резуль-
таты вносят дополнение в имеющиеся представле-
ния о структуре и молекулярном составе ядрышка
дофаминергических нейронов. Дальнейшие иссле-
дования в этой области могут способствовать опре-
делению взаимосвязи между конкретными струк-
турно-молекулярными характеристиками и функ-
циональной активностью ядрышка нервных клеток,
что позволит объективизировать использование яд-
рышковых маркеров при оценке функционального
статуса нейронов, в том числе при определении ран-
них признаков нейродегенерации.
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NUCLEOPHOSMIN, COILIN, AND ARGENTOPHILIC (AgNOR) PROTEINS 
OF THE NEURONS

OF THE HUMAN SUBSTANTIA NIGRA
V. V. Guselnikovaa, *, D. A. Sufievaa, and D. E. Korzhevskiia

aInstitute of Experimental Medicine, St. Petersburg, 197376 Russia
*e-meil: Guselnicova.Valeriia@yandex.ru

The aim of the study was to investigate the intranucleolar distribution of nucleophosmin (B23), coilin (p80), Ag-
NOR proteins, and non-heme iron in the human substantia nigra neurons. The study was carried out using frag-
ments of the human midbrain (n = 10) from persons with the verified absence of neurodegeneration signs. Material
was fixed in the zinc-ethanol-formaldehyde, a fixative providing high preservation of antigenic determinants. The
study presents new data on the molecular and structural organization of the nucleolus of neurons of the human sub-
stantia nigra. It has been found that the nucleus of the nigral has only one large (from 4.2 ± 0.4 to 6.2 ± 0.6 μm in
diameter) nucleolus. Nucleophosmin is concentrated in the nucleolus and distributed unevenly. Cajal bodies found
in the nucleus of the majority of neurons of the substantia nigra represent coilin-containing structures which are
characterized by a round or oval shape and size around 1 μm. Accumulation of coilin is found also in numerous in-
tranuclear microstructures looking significantly different from the typical Cajal bodies according to their localiza-
tion and morphological characteristics. AgNOR proteins were demonstrated in the nucleolus of the nigral neurons,
distribution of which is characterized by strong variability. Non-heme iron was revealed in the nucleolus of some
neurons of the substantia nigra, which in some cases has been concentrated within the GFC. The obtained data will
contribute to a clearer understanding of the role of nucleolar proteins in the functioning of the human brain’s dopa-
minergic neurons and in definition of molecular sensors of nucleolar stress which is observed in neurodegeneration.

Keywords: nucleolus, brain, substantia nigra, human, nucleolar stress, nucleophosmin, coilin, AgNOR proteins,
non-heme iron, immunohistochemistry
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