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Одной из особенностей развития супрахиазматического ядра (СХЯ) – “биологических часов” орга-
низма является ранняя экспрессия рецепторов к дофамину (ДА) в отсутствиe дофаминергических
нейронов как источника ДА. Только недавно нами было показано, что ДА в СХЯ синтезируется сов-
местно нервными волокнами, содержащими только тирозингидроксилазу (ТГ), и нейронами, со-
держащими только декарбоксилазу ароматических L-аминокислот (ДАА). Целью данной работы
явился анализ особенностей фенотипа ТГ-волокон в онтогенезе. Для этого было проведено ПЦР и
иммуногистохимический анализ экспрессии таких генов и белков, как ТГ, ДАА, везикулярный мо-
ноаминовый транспортер (ВМАТ), рецепторы к ДА (Д1, Д2). В СХЯ у молодых и взрослых крыс об-
наружены многочисленные ТГ-иммунореактивные волокна. В некоторых ТГ-волокнах обнаружен
ВМАТ, что предполагает везикулярное запасание L-ДОФА. Учитывая ключевую роль ТГ-волокон
в кооперативном синтезе ДА, нами предполагалось наличие их дофаминовой регуляции. С помо-
щью двойного иммуномечения показано, что в ТГ-волокнах у взрослых крыс присутствуют Д1 и Д2,
а у молодых – только Д1. По данным ПЦР, Д1 и Д2 также экспрессируются в нейронах СХЯ у взрос-
лых крыс и только Д1 у молодых. Таким образом, впервые показано, что в СХЯ у молодых и взрос-
лых крыс в нервных волокнах, содержащих ТГ и синтезирующих L-ДОФА, ко-экспрессируют
ВМАТ и Д1 рецепторы, а у взрослых крыс еще и Д2 рецепторы, что предполагает соответственно ве-
зикулярное запасание и дофаминовую регуляцию секреции L-ДОФА.
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Развитию супрахиазматического ядра (СХЯ)
уделяется большое внимание, поскольку оно уже
внутриутробно начинает функционировать как
“биологические часы”, обеспечивающие у взрос-
лых животных регуляцию многих функций в со-
ответствии с циркадными ритмами [1–4]. Одной
из важных характеристик развития СХЯ является
высокий уровень экспрессии рецепторов к дофа-
мину (ДА) особенно в перинатальном периоде
[5–7]. Вызывает удивление то, что это происхо-
дит в отсутствие в СХЯ дофаминергических ней-
ронов ДА (тел или волокон) как источника [8, 9].

Нами недавно было показано, что ДА в СХЯ
так же, как и в аркуатном ядре, синтезируется
совместно недофаминергическими нейронами,

содержащими по одному из комплементарных
ферментов его синтеза – тирозингидроксилазу
(ТГ) или декарбоксилазу ароматических L-ами-
нокислот (ДАА) [10]. Эти структуры представле-
ны вазопрессинергическими нейронами, ко-экс-
прессирующими ДАА [11], и некатехоламинерги-
ческими волокнами, содержащими ТГ и
лишенными ДАА [9]. Впервые наличие коопера-
тивного синтеза ДА было продемонстрировано
при изучении медиобазального гипоталамуса. В
этом случае было показано, что L-диоксифенил-
аланин (L-ДОФА), синтезирующийся в ТГ-со-
держащих нейронах (телах и отростках), секрети-
руется в межклеточные щели и захватывается с
помощью мембранного транспортера ароматиче-
ских L-аминокислот в нейроны, содержащие
ДАА, где и происходит синтез ДА [12].

Учитывая ключевую роль некатехоламинерги-
ческих ТГ-содержащих волокон в СХЯ в синтезе
L-ДОФА как нейротрансмиттера и предшествен-
ника синтеза ДА в ДАА-содержащих нейронах,
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представлялось целесообразным оценить особен-
ности их фенотипа, отражающие специфику
функционирования.

Работу проводили на самцах крыс Вистар на
10-й и 60-й постнатальные дни (П). День рожде-
ния крысят считали П1. Животных содержали в
стандартных условиях вивария при свободном
доступе к пище и воде и 12-часовом режиме день–
ночь. Все манипуляции с животными были про-
ведены в соответствии с национальными и между-
народными требованиями и правилами, утвер-
жденными комитетом по охране животных ФГБУН
Института биологии развития им. Н.К. Кольцова
РАН.

В первой серии экспериментов крыс под нар-
козом изофлураном декапитировали, выделяли
мозг, вырезали блок с областью СХЯ, который за-
мораживали в парах азота. На криостате Leica
CM1950 (“Leica”, Германия) делали серийные
фронтальные срезы толщиной 12 мкм и монтиро-
вали на POL-мембраны (FrameSlides, “Leica”,
Германия). Срезы на мембранах фиксировали
ацетоном 5 мин при 4°С, окрашивали 1%-м толу-
идиновым синим и высушивали 70%-м спиртом.
Затем проводили лазерную микродиссекцию
каждого из билатеральных СХЯ, которые собира-
ли в фиксатор IntactRNA (“Евроген”). В одну
пробу собирали СХЯ от шести крыс на П10 и трёх
крыс на П60. Тотальную РНК выделяли с ис-
пользованием RNeasy Micro Kit (“QIAGEN”,
Германия) согласно протоколу производителя.
Библиотеки кДНК синтезировали при помощи
набора реактивов RevertAid™ H MinusFirstStrand-
cDNASynthesisKit (“ThermoScientific”, США),
используя рандомные гексаолигонуклеотиды и
всю выделенную на первом этапе РНК в качестве
матрицы. Продукты ПЦР анализировали с помо-
щью агарозного гель-электрофореза и системы
видеорегистрации Chemidoc Touch (“BioRad”,
США). Специфические олигонуклеотиды для
проведения ПЦР (табл. 1) подбирали с помощью
сервиса NCBI Primer-BLAST с учетом экзон-ин-
тронной структуры генов.

Во второй серии экспериментов проводили
моно и двойное иммуногистохимическое мече-
ние на срезах СХЯ ТГ, ДАТ, ВМАТ2, Д1 и Д2. Вы-
деление мозга и приготовление замороженных

фронтальных срезов СХЯ толщиной 20 мкм про-
водили по ранее описанной методике [13]. Для
двойного иммуномечения использовали: 1) анти-
тела овцы к ТГ (1 : 700) (“Chemicon”, США),
2) кроличьи антитела к ВМАТ2 (1 : 100) (“Chemi-
con”, США), к рецептору Д1 (1 : 200) (“Abcam”,
США) и к рецептору Д2 (1 : 200) (“Chemicon”,
США), 3) козьи антитела к иммуноглобулинам
кролика Cy3 (1 : 800) (“Sigma”, США) и овцы Al-
exa Fluor 488 (1 : 1000) (“Thermo Fisher Scientific,
США). Инкубации проводили в соответствии с
рекомендациями производителей. Срезы изучали
с помощью флуоресцентного микроскопа Zeiss
Observer Z1 (“Zeiss”, Германия) и конфокального
микроскопа Leica TCS SP5 (“Leica”, Германия)
при увеличении объектива 40×. Целостное изоб-
ражение СХЯ воссоздавали с помощью модуля
MosaiX Axio Vision (“Zeiss”, Германия).

В данной работе, как и в предыдущих исследо-
ваниях [8, 9], в СХЯ у молодых крыс (П10) были
обнаружены многочисленные ТГ-иммунореак-
тивные волокна, образующие плотное сплетение
в вентромедиальной области ядра. Более того,
было показано, что это немоноаминергические
волокна, поскольку в них отсутствует ДАА – вто-
рой фермент синтеза моноаминов [8]. Многочис-
ленные ТГ-иммунореактивные волокна нами бы-
ли выявлены в СХЯ не только у молодых (П10),
но и у взрослых (П60) крыс (рис. 1). Важно отме-
тить, что тела ТГ-иммунореактивных нейронов,
которым принадлежат описанные волокна, по
данным иммуноцитохимического анализа, рас-
полагаются не в самом СХЯ, а по его границе и
поблизости от ядра [13]. Однако с помощью ПЦР
в СХЯ нами была выявлена мРНК ТГ (рис. 2). Ве-
роятно, несмотря на то, что для выделения СХЯ
использовали лазерную микродиссекцию, в не-
которые образцы для анализа попали ТГ-экс-
прессирующие нейроны, расположенные вдоль
границы СХЯ.

Недавно нами было впервые показано, что ко-
нечным секреторным продуктом в монофермент-
ных ТГ-содержащих волокнах СХЯ у молодых и
взрослых крыс является L-ДОФА [10]. При этом вы-
делившийся из ТГ-содержащих волокон L-ДОФА
превращается в ДА в ДАА-содержащих структу-
рах [11], хотя L-ДОФА может играть и самостоя-
тельную роль нейротрансмиттера. Данные лите-

Таблица 1. Специфические гексоолигонуклеотиды

Ген 5'-3' смысловой 5'-3' антисмысловой

TH CTGTCCGCCCGTGATTTT GAGGCCCCCAGAGATG
AADC CCCCAGGAGCCAGAAACA AGCCCAGGAGAAGCCAATG
VMAT2 TATAACCGCGCAGTCACAGG AGCAGCAGCGCAAGGAAC
D1R CAACTGGGGCTGAACAAGAAG GGAAACAGGCCGTGAGGAT
D2R CAGACAGGCCCCACTACAACTA ACAACCCACGGCATTACCA



46

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 490  2020

ПРОНИНА и др.

ратуры о наличии в СХЯ ДАА-содержащих ней-
ронов [12], в которых может синтезироваться ДА
из L-ДОФА, подтверждаются нашими данными
об экспрессии гена ДАА как у молодых, так и у
взрослых крыс (рис. 2).

Уже более десяти лет назад нами при изучении
медиомазального гипоталамуса впервые были
получены доказательства того, что конечным сек-
реторным продуктом в моноферментных ТГ-со-
держащих нейронах является L-ДОФА [13], однако
до сих пор непонятно, выделяется ли L-ДОФА из
моноферментных ТГ-нейронов сразу же после
синтеза в цитозоле или существует механизм его
депонирования и выделения в ответ на опреде-
ленный сигнал. Вопрос о возможности внутри-
нейронального депонирования L-ДОФА до сих
пор вообще не стоял, поскольку в катехоламинер-

гических нейронах L-ДОФА быстро превращает-
ся в ДА.

Одним из гипотетических механизмов депо-
нирования L-ДОФА в моноферментных ТГ-ней-
ронах может быть его захват везикулами с помо-
щью мембранного моноаминового транспортера
(ВМАТ), участвующего в везикулярном запаса-
нии моноаминов в моноаминергических нейро-
нах [15]. Действительно, нам удалось выявить у
молодых и взрослых крыс в СХЯ в монофермент-
ных ТГ-содержащих волокнах ко-локализацию
ТГ и ВМАТ2 (рис. 1), что позволяет предполо-
жить наличие везикулярного запасания L-ДОФА.
Однако в большинстве ТГ-содержащих волокон
ВМАТ2 отсутствует (рис. 1). Это может означать,
что в ТГ-содержащих волокнах в СХЯ: (а) L-ДОФА
не депонируется, (б) механизм депонирования
L-ДОФА отличается от депонирования моноами-
нов в моноаминергических нейронах, (в) содер-
жание ВМАТ2 незначительно и находится за пре-
делами разрешения иммуногистохимии. Нельзя
также исключить, что наряду с подавляющим
большинством моноферментных ТГ-содержащих
волокон в СХЯ присутствуют единичные дофа-
минергические волокна. Однако это маловероят-
но, поскольку в СХЯ в ТГ-содержащих волокнах
отсутствует ДАА и ДАТ [8, 9].

Функциональная роль нейрональных элемен-
тов, включая моноферментные ТГ-волокна в

Рис. 1. Двойное иммуномечение на тирозингидрок-
силазу (ТГ) (зеленый цвет) и везикулярный моноами-
новый транспортер 2-го типа (ВМАТ2) (красный
цвет) в супрахиазматическом ядре у крыс на 10-й (а) и
60-й (б) постнатальные дни. Стрелки – мономечен-
ные волокна и их варикозные расширения; овал – ко-
локализация ТГ и ВМАТ2 (желтый цвет).

20 мкм

20 мкм

(а)

(б)

Рис. 2. Экспрессия мРНК генов тирозингидроксила-
зы (ТГ), декарбоксилазы ароматических L-амино-
кислот (ДАА), везикулярного транспортера моно-
аминов 2-го типа (ВМАТ2), рецепторов к дофамину
1-го (Д1) и 2-го (Д2) типа в супрахиазматическом ядре
у крыс на 10-й постнатальный день (П10) и на П60.

П10

ТГ

ДАА

Д1

Д2

ВМАТ2

П60
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СХЯ, определяется не только секреторной актив-
ностью, но и её регуляцией. Показателем такой
регуляции может служить наличие в нейронах ре-
цепторов к химическим сигналам. Учитывая уча-
стие ТГ-содержащих волокон в СХЯ в коопера-
тивном синтезе ДА, мы предполагали существо-
вание дофаминовой регуляции этого первого
скоростьлимитирующего этапа синтеза. Прове-
денное нами для проверки этого предположения
двойное иммуномечение, с одной стороны, ТГ, а
с другой – одного из рецепторов к ДА–Д1 или Д2
показало, что в СХЯ оба рецептора присутствуют
в ТГ-волокнах у взрослых крыс (П60) и только Д1
рецептор у молодых крыс (П10). Полученные
данные свидетельствуют о том, что в постнаталь-
ном периоде формируется дофаминовый кон-
троль моноферментных ТГ-волокон.

Вполне возможно, что дофаминовая регуля-
ция в СХЯ не ограничивается ТГ-содержащими
волокнами, а распространяется и на другие ней-
роны, включая моноферментные ДАА-содержа-
щие нейроны, участвующие в кооперативном
синтезе дофамина. Действительно, как показано
в данной работе с помощью ПЦР, в СХЯ у моло-
дых крыс (П10) экспрессируется ген Д1 рецепто-
ра, а у взрослых крыс не только Д1, но и Д2 рецеп-
торы (рис. 2). В будущей работе следует проверить
с помощью двойного иммуномечения наше пред-
положение о том, что эти рецепторы могут экс-
прессироваться в ДАА-содержащих нейронах,
участвуя в регуляции кооперативного синтеза до-
фамина.

Таким образом, впервые показано, что в СХЯ у
молодых и взрослых крыс в нервных волокнах,
содержащих только ТГ и синтезирующих L-ДОФА,
могут ко-экспрессироваться ВМАТ2 и Д1 рецеп-
торы, а у взрослых крыс еще и Д2 рецепторы, что
предполагает соответственно везикулярное запа-
сание L-ДОФА и формирование дофаминовой
регуляции секреции L-ДОФА в онтогенезе.
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ПРОНИНА и др.

CHARACTERISTIC OF DOPAMINE-PRODUCING SYSTEM 
AND DOPAMINE RECEPTORS IN THE SUPRACHIASMATIC NUCLEUS 

IN RATS IN ONTOGENESIS
T. S. Proninaa,#, A. A. Kolachevaa, L. K. Dil’muhametovaa, Yu. O. Nikishinaa,

K. K. Suhinich a, and Academician of the RAS M. V. Ugrumova

a Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
#e-mail: tatiana.pronina@mail.ru

One of the features of the developing suprachiasmatic nucleus (SCN), the “biological clock” of the body, is
the early expression of dopamine (DA) receptors in the absence of dopaminergic neurons as a source of DA.
Only recently we showed that DA in SCN is synthesized together by nerve fibers containing only tyrosine hy-
droxylase (TH) and neurons containing only aromatic L-amino acid decarboxylase (AADC). This study was
aimed to assess specific characteristics of the phenotype of TH-fibers in ontogenesis. For this, PCR and im-
munohistochemical analysis of the expression of such genes and proteins as: TH, AADC, vesicular mono-
amine transporter (BMAT), receptors for DA (D1, D2) was performed. We have detected numerous TH-im-
munoreactive fibers in SCN of young and adult rats. VMAT was observed in some of them, which suggests
vesicular storage of L-DOPA. Considering the key role of TH-fibers in cooperative synthesis of DA, we as-
sumed the presence of their dopamine regulation. Using double immunolabeling, it was shown that D1 and
D2 are present in TH-fibers in adult rats, and only D1 in young rats. According to PCR, D1 and D2 are also
expressed in neurons of SCN in adult rats and only D1 in young rats. Thus, it was shown for the first time that
VMAT and D1 are co-expressed in TH-fibers synthesizing L-DOPA in SCN in young and adult rats, and
also D2 receptors in adult rats, which suggests vesicular storage and dopamine regulation of L-DOPA secre-
tion, respectively.

Keywords: suprachiasmatic nucleus, laser microdissection, PCR, tyrosine hydroxylase, immunohistochem-
istry
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