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Супрахиазматическое ядро (СХЯ) обеспечивает регуляцию функций в соответствии с циркадными
ритмами благодаря содержащимся в нем нейронам-пейсмейкерам и модулирующим их активность
афферентам. Одним из афферентов являются нервные волокна, содержащие только тирозингид-
роксилазу (ТГ) и секретирующие (L-диоксифенилаланин) L-ДОФА. Целью данной работы явилась
проверка гипотезы о том, что L-ДОФА, поступает из ТГ-содержащих волокон в нейроны, содержа-
щие только декарбоксилазу ароматических L-аминокислот (ДАА), где происходит синтез дофами-
на. Синтез дофамина оценивали по его содержанию в СХЯ у интактных крыс на 10-й постнаталь-
ный день (П10) и на П60, а также по суммарному содержанию дофамина в СХЯ и в инкубационной
среде после инкубации этого ядра в среде с L-ДОФА или без него. Было показано, что у интактных
крыс в СХЯ содержится дофамин, в одинаковой концентрации на П10 и П60. Часть экспериментов
с инкубацией срезов СХЯ проводили на крысах, которым вводили нейротоксины моноаминергиче-
ских нейронов, чтобы исключить синтез дофамина из L-ДОФА в монаминергических структурах.
На П10 при инкубации СХЯ в среде с L-ДОФА наблюдалось увеличение синтеза дофамина в равной
степени у животных в контроле (норма) и после воздействия нейротоксинов, что свидетельствует о
синтезе дофамина только в моноферментных ДАА-содержащих нейронах. В аналогичном опыте на
П60 введение L-ДОФА в инкубационную среду также приводило к увеличению синтеза дофамина,
однако у животных, подвергшихся воздействию нейротоксинов, в меньшей степени, чем в контро-
ле. Это означает, что у взрослых животных дофамин синтезируется в СХЯ в основном в монофер-
ментных ДАА-содержащих нейронах и в меньшей степени в моноаминергических структурах. Та-
ким образом, показано, что дофамин в СХЯ синтезируется в моноферментных ДАА-содержащих
нейронах из L-ДОФА, секретируемого моноферментными ТГ-содержащими волокнами.
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ВВЕДЕНИЕ
Супрахиазматическое ядро (СХЯ) гипоталаму-

са – “биологические часы”, играющие ключевую
роль в регуляции большинства функций организ-
ма в соответствии с циркадными ритмами [1–3].
Несмотря на то, что генерация циркадных ритмов
в этом ядре, обеспечиваемая нейронами-пейсмей-
керами, детерминирована генетически, их функ-

циональная активность может модулироваться
афферентными входами. К ним относятся аксо-
ны нейропептид-Y-продуцирующих нейронов
коленчатого тела, серотонинергических нейро-
нов ядра шва и нейронов сетчатки [4, 5]. Наряду с
упомянутыми тремя афферентными входами су-
ществует и четвертый, представленный нервными
волокнами, содержащими тирозингидроксилазу
(ТГ) – первый скорость-лимитирующий фермент
синтеза катехоламинов [6]. Однако в этих волок-
нах отсутствуют декарбоксилаза ароматических
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L-аминокислот (ДАА), транспортер дофамина и
серотонин [7, 8].

На основе приведенных выше фактов возни-
кает вопрос, каково функциональное значение в
СХЯ L-диоксифенилаланина (L-ДОФА), секре-
тируемого из моноферментных ТГ-содержащих
нервных волокон в межклеточное пространство.
Теоретически существуют две возможности. Во-
первых, как показано ранее, L-ДОФА может иг-
рать роль нейротрансмиттера, действуя на специ-
фические рецепторы, либо роль нейромодулятора,
действуя на адренорецепторы [9, 10]. Во-вторых,
в наших предыдущих работах при изучении ме-
диобазального гипоталамуса и стриатума полу-
чены доказательства того, что L-ДОФА, секре-
тируемый моноферментными ТГ-содержащими
нейронами, поступает в моноферментные ДАА-
содержащие нейроны, где он превращается в до-
фамин [11, 12]. В СХЯ также присутствуют моно-
ферментные ДАА-содержащие нейроны, ко-экс-
прессирующие вазопрессин [13].

Несмотря на то, что уже давно предполагается,
что кооперативный синтез дофамина недофами-
нергическими моноферментными нейронами,
происходит в СХЯ [14], до сих пор это не удалось
доказать. Тем не менее, в нашем недавно прове-
денном исследовании показано, что монофер-
ментные ТГ-содержащие нервные волокна СХЯ
являются источником L-ДОФА, причем эффек-
тивность этого синтеза у крыс в раннем постна-
тальном периоде, гораздо выше, чем у взрослых
животных [15]. Исходя из приведенных рассужде-
ний, целью данной работы явилась проверка наше-
го предположения о том, что в СХЯ L-ДОФА, сек-
ретируемый моноферментными ТГ-содержащими
нервными волокнами, превращается в дофамин в
моноферментных ДАА-содержащих вазопресси-
нергических нейронах, причем эффективность та-
кого синтеза в раннем постнатальном периоде
выше, чем у взрослых животных.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Животные, эксперименты. Работу проводили
на самцах крыс линии Вистар на 10-й постнаталь-
ный день (П10) и П60. День рождения крысят
считали П1. Животных содержали в стандартных
условиях вивария при свободном доступе к пище
и воде и 12-часовом режиме день–ночь. Все манипу-
ляции с животными были проведены в соответствии
с национальными и международными требования-
ми и правилами, утвержденными комитетом по
охране животных ФГБУН Института биологии
развития им. Н.К. Кольцова РАН.

Определение дофамина в супрахиазматическом
ядре. Крыс на П60 (n = 25) и П10 (n = 35) под нар-
козом изофлураном декапитировали, и затем вы-
деляли мозг. Далее на вибратоме (Vibratome 1000

plus Sectioning system, Германия) в растворе Кребса–
Рингера (мМ: NaCl 120, KCl 4.8; CaCl2 2; MgSO4 1.3;
NaHCO3 25; d-глюкоза 10; HEPES 20; аскорбино-
вая кислота 0.1; pH 7,4; 4°C) приготавливали сре-
зы мозга на уровне СХЯ толщиной 300 мкм: на
П10 в соответствии с атласом Ashwell and Paxinos
[16] и на П60 в соответствии с атласом Paxinos and
Watson [17]. Далее под контролем бинокулярной
лупы при 4°C из фронтальных срезов мозга выре-
зали каждое из билатеральных СХЯ. В одну пробу
брали ткань: (а) оба билатеральных СХЯ от 7-ми
животных на П10; (б) оба билатеральных СХЯ от
5-ти животных на П60. Пробы замораживали в
жидком азоте и хранили при –70°C до определе-
ния дофамина.

Стереотаксические операции. Крысам на П8
(n = 8) под наркозом изофлураном стереотакси-
чески в боковые желудочки мозга вводили по 70
мкг 6-гидроксидофамина (6ГДА) (Sigma, США) и
30 мкг 5,7-дигидрокситриптамина (ДГТ) (Sigma,
США) в 5 мкл 0.9% NaCl с 0.1% аскорбиновой
кислотой. Крысам на П58 (n = 8) под наркозом
изофлураном стереотаксически в боковые желу-
дочки мозга вводили по 200 мкг 6ГДА и 100 мкг
ДГТ в 10 мкл 0.9% NaCl с 0.1% аскорбиновой кис-
лотой. В контроле крысам вводили 0.9% NaCl с
0.1% аскорбиновой кислотой в объеме: 5 мкл на
П8 (n = 8) и 10 мкл на П58 (n = 8). Дозы токсинов
были подобраны так, что бы они вызывали мини-
мальную летальность у крыс в соответствующем
возрасте.

Инкубация срезов с L-ДОФА. Крыс через 48 ч
после внутрижелудочкового введения смеси ней-
ротоксинов на П60 (n = 16) и П10 (n = 16) под нар-
козом изофлураном декапитировали, и затем вы-
деляли мозг. Далее на вибратоме в буфере Кребса–
Рингера (при 4°C) приготавливали фронтальные
срезы мозга толщиной 300 мкм на уровне СХЯ: на
П10 в соответствии с атласом Ashwell and Paxinos
[17] и на П60 в соответствии с атласом Paxinos and
Watson [18]. Далее под контролем бинокулярной
лупы при 4°C из фронтальных срезов мозга выре-
зали каждое из билатеральных СХЯ. Оба билате-
ральных СХЯ от одного животного помещали в
термостатируемые (37°С) непроточные камеры
объемом 1000 мкл в качестве одной пробы. В по-
ловину исследуемых камер добавляли буфер
Кребса–Рингера, содержащий 0.1 мМ толкапона
(Sigma, США) – ингибитора катехол-о-метил-
трансферазы (фермента деградации катехолами-
нов и L-ДОФА), 1 мМ паргилина (Sigma, США) –
ингибитора моноаминоксидазы (фермента дегра-
дации катехоламинов) и 0.2 мкМ L-ДОФА (Sigma,
США), а в оставшиеся камеры – буфер Кребса–
Рингера с толкапоном и паргилином в конечной
концентрации 0.1 и 1 мМ соответственно (рис. 1).
Затем срезы инкубировали в течение 2-х ч. После
окончания инкубации пробы центрифугировали
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10 минут при 1000 g при 4°C и разделяли осадок
(ткань СХЯ) и супернатант (инкубационную сре-
ду). Осадок замораживали в жидком азоте. В со-
бранный супернатант добавляли по 100 мкл 1 М
HClO4 и по 2 пмоль/мл 3,4-дигидроксибензил-
амина в качестве внутреннего стандарта для вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии с
электрохимической детекцией. После этого су-
пернатант так же замораживали в жидком азоте.
Замороженные образцы хранили при –70°C до
определения дофамина.

Высокоэффективная жидкостная хроматогра-
фия с электрохимической детекцией. Содержание
дофамина определяли с помощью высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии с электрохи-
мической детекцией в пробах ткани (СХЯ) без
инкубации и после инкубации, а также в инкуба-
ционной среде после инкубации. Перед проведе-
нием высокоэффективной жидкостной хромато-
графии с электрохимической детекцией образцы
с замороженными неинкубированными пробами
СХЯ и пробы с замороженным осадком (ткань
СХЯ после инкубации) гомогенизировали с по-
мощью ультразвукового гомогенизатора в 50 мкл
0.1 М HClO4 с 25 пмоль/мл 3,4-дигидроксибен-
зиламина. Полученные гомогенаты центрифуги-
ровали 20 мин при 20000 g при 4°C, и собирали су-
пернатант, в котором затем определяли содержание
дофамина. Определение проводили на обращенно-
фазовой колонке (100 × 4 mm ReproSil-Pur C18,
3 μm) (Dr. Maisch, Германия). Подвижной фазой
служил 0,1 М цитратно-фосфатный буфер, содер-
жащий 0.25 мМ октансульфоната натрия, 0.1 М
ЭДТА и 9% ацетонитрила (pH 2.5). Потенциал ве-
ществ выходящих из колонки определяли с помо-
щью электрохимического детектора DECADE II
(Antec Leyden, Нидерланды) (+0.8 B, чувстви-
тельность детектора 1 нА). Регистрацию и обра-
ботку данных проводили с помощью программы
LabSolutions Analysis Data System (Shimadzu, Япо-
ния). Во всех пробах ткани определяли содержание
общего белка с помощью набора “BCA Protein Assay
Kit” в соответствии с инструкцией производителя
(The Thermo Scientific Pierce, США). Содержание
дофамина в образцах, включающих билатераль-
ные СХЯ от нескольких животных пересчитыва-
ли на билатеральные СХЯ от одного животного.

Статистика. Статистический анализ данных
выполняли с использованием GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, США). Нормальность дан-
ных проверяли с помощью критерия Шапиро-
Вилка. Для статистического сравнения выбран-
ных групп использовали t-тест Стьюдента для па-
раметрических данных и U-тест Манна–Уитни
для непараметрических данных. Данные пред-
ставлены как среднее ± стандартная ошибка
среднего (SEM). Значение p <0.05 считалось ста-
тистически значимым.

Используя данные по содержанию дофамина в
ткани и в среде после инкубации СХЯ с ДОФА и
без него была рассчитана эффективность синтеза
дофамина в процессе инкубации СХЯ.

Коэффициент эффективности синтеза дофа-
мина нейронами, содержащими ДАА, в СХЯ рас-
считывали как:

СТ– – содержание дофамина в ткани билате-
ральных СХЯ от одного животного после инкуба-
ции без добавления L-ДОФА,

СС– – содержание дофамина в инкубационной
среде после инкубации билатеральных СХЯ от
одного животного без добавления L-ДОФА,

СТ+ – содержание дофамина в билатеральных
СХЯ от одного животного после инкубации с до-
бавлением L-ДОФА,

СС+ – содержание дофамина в инкубационной
среде после инкубации билатеральных СХЯ от
одного животного с добавлением L-ДОФА,

m – масса белка билатеральных СХЯ от одного
животного.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Дофамин в супрахиазматическом ядре. Содержа-
ние дофамина в СХЯ на П10 (10.8 ± 1.6 пг) в 3.3 раза
меньше, чем на П60 (35.9 ± 3.6 пг) (рис. 2). При этом
концентрация дофамина на П60 (1.87 ± 0.37 пг/мкг
белка) такая же, как на П10 (1.8 ± 0.36 пг/мкг белка)
(рис. 2).

( ) ( )[ ]ДА Т+ С+ Т– С– , гдеK С С С С m= + − +

Рис. 1. Схема экспериментов: введение в боковые же-
лудочки мозга смеси 6-гидроксидофамина (6ГДА) и
5,7-дигидрокситриптамина (ДГТ), а в контроле 0.9%
NaCl (NaCl) с последующим (через 48 ч) выделением
срезов супрахиазматического ядра (СХЯ) крыс для
инкубации в буфере Кребса–Рингера (БКР) с толка-
поном (Тол) и паргилином (Пар) при добавлении
L-диоксифенилаланина (L-ДОФА) или без него на
10-й постнатальный день (П10) и П60. ВЭЖХ-ЭД,
высокоэффективная хроматография с электорхими-
ческой детекцией, ДА, дофамин.
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Суммарное содержание дофамина в супрахиаз-
матическом ядре и в инкубационной среде после ин-
кубации срезов с L-ДОФА и без L-ДОФА. На П10
при инкубации срезов билатеральных ядер СХЯ от
одного животного в буфере Кребса–Рингера с тол-
капоном и паргилином без добавления L-ДОФА
содержание дофамина в ткани и инкубационной
среде не определялось в большинстве проб (3 из
4-х). На П10 в контроле суммарное содержание
дофамина в СХЯ и инкубационной среде после
инкубации срезов с L-ДОФА (117.4 ± 23.1 пг) воз-
растало по сравнению с содержанием дофамина в
СХЯ и инкубационной среде после инкубации
срезов без L-ДОФА (рис. 3). В группах после вве-
дения смеси 6ГДА и ДГТ содержание дофамина в
СХЯ и инкубационной среде после инкубации
срезов с L-ДОФА (107.9 ± 15.3 пг) возрастало по
сравнению с содержанием дофамина в СХЯ и ин-
кубационной среде после инкубации срезов без
L-ДОФА (рис. 3). При этом после инкубации
срезов с L-ДОФА содержание дофамина в СХЯ и
инкубационной среде в группе после инъекций
токсинов не изменялось по сравнению с кон-
трольной группой.

На П60 при инкубации билатеральных ядер
СХЯ от одного животного в буфере Кребса–Рин-
гера с толкапоном и паргилином без добавления
L-ДОФА содержание дофамина в ткани было ни-
же разрешающих способностей метода высоко-
эффективной жидкостной хроматографии с элек-
трохимической детекцией, а в инкубационной
среде не определялось. На П60 в контроле сум-
марное содержание дофамина в СХЯ и инкубаци-
онной среде после инкубации срезов с L-ДОФА
(181.9 ± 24.1 пг) возрастало по сравнению с содер-
жанием дофамина в СХЯ и инкубационной среде
после инкубации срезов без L-ДОФА (рис. 3). В
группах после введения смеси 6ГДА и ДГТ содер-
жание дофамина в СХЯ и инкубационной среде

после инкубации срезов с L-ДОФА (98.4 ± 12.8 пг)
возрастало по сравнению с содержанием дофами-
на в СХЯ и инкубационной среде после инкуба-
ции срезов без L-ДОФА (рис. 3). При этом после
инкубации срезов с L-ДОФА содержание дофа-
мина в СХЯ и инкубационной среде в группе по-
сле инъекций токсинов снижалось в 2 раза по
сравнению с контрольной группой.

Синтез дофамина из L-ДОФА в супрахиазмати-
ческом ядре на П10 и П60. На П10 коэффициенты
эффективности синтеза дофамина, учитывающие
содержание белка в СХЯ, не различались в СХЯ в
контрольной группе и после введения смеси ток-
синов (рис. 4). На П60 коэффициент эффектив-
ности синтеза дофамина из экзогенной L-ДОФА,
учитывающий содержание белка в СХЯ, в кон-
трольной группе был в 1.8 раза больше, чем в
группе после введения смеси токсинов (рис. 4).

Коэффициент эффективности синтеза дофа-
мина из экзогенной L-ДОФА в контрольной
группе на П10 был в 2.3 раза больше, чем в кон-
трольной группе на П60, а на П10 в группе после
введения токсинов – был в 3.5 раза больше, чем
на П60 (рис. 4).

Рис. 2. Содержание и концентрация дофамина в би-
латеральных супрахиазматических ядрах у крыс на
10-й постнатальный день (П10) и на П60. *р < 0.05,
при сравнении групп на П10 и П60.

0

10

20

30

40

50

0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

П10
П60

*

С
од

ер
ж

ан
ие

 д
оф

ам
ин

а,
 п

г

К
он

це
нт

ац
ия

 д
оф

ам
ин

а,
пг

/м
кг

 б
ел

ка

Рис. 3. Суммарное содержание дофамина в билате-
ральных супрахиазматических ядрах (СХЯ) и в инку-
бационной среде после инкубации срезов СХЯ в бу-
фере Кребса–Рингера с толкапоном и паргилином
при добавлении L-диоксифенилаланина на 10-й пост-
натальный день (П10) и на П60. СХЯ для инкубации
были получены через 48 часов после введения в боко-
вые желудочки мозга смеси 6-гидроксидофамина и
5,7-дигидрокситриптамина (6ГДА/ДГТ), а в контро-
ле – 0.9% NaCl (NaCl). *р < 0.05, при сравнении групп
после введения токсинов (6ГДА/ДГТ) и контроля
(NaCl), **р < 0.05, при сравнении групп на П10 и П60.
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В системах нервной и нейроэндокринной ре-
гуляций функций организма важное место зани-
мает СХЯ, которое обеспечивает модуляцию этих
функций в соответствии с циркадными ритмами
[1–3]. Поскольку способность СХЯ выполнять роль
биологических часов детерминирована генетически
на уровне уникальных нейронов-пейсмейкеров, она
проявляется уже в эмбриональном периоде разви-
тия [18]. Тем не менее, можно предположить, что в
процессе дальнейшего развития, особенно в крити-
ческом периоде морфогенеза – у грызунов в пери-
натальном периоде, на формирование СХЯ влияют
и эпигенетические факторы, синтезирующиеся в
самом ядре или поступающие по афферентным
нервным волокнам.

Несмотря на то, что роль эпигенетических
факторов в регуляции развитии СХЯ практически
не изучена, существуют факты, которые косвен-
но указывают на возможность участия в этой ре-
гуляции дофамина. Так, уже более двадцати лет на-
зад было показано, что в СХЯ у грызунов в перина-
тальном периоде высокий уровень экспрессии
рецепторов к дофамину [19]. По данным одних ав-
торов, экспрессия рецепторов к дофамину пре-
кращается к препубертатному периоды [20], а по
данным других она сохраняется и у взрослых жи-
вотных, но на гораздо более низком уровне [21].
Первоначально экспрессия рецепторов к дофа-
мину рассматривалась как “случайная”, не имею-
щая физиологического смысла, поскольку в СХЯ
практически отсутствуют источники дофамина –
дофаминергические нейроны или их отростки [7,
8]. Только много лет спустя появилось предполо-
жение о том, что практически в отсутствие в СХЯ
дофаминергических нейронов (тел и отростков ней-
ронов) дофамин в раннем постнатальном периоде
может синтезироваться совместно монофермент-
ными нейронами, содержащими по одному из фер-
ментов – ТГ или ДАА [14]. Возможность синтеза
дофамина недофаминергическими монофер-
ментными нейронами была ранее нами доказана
при изучении медиобазального гипоталамуса и
стриатума [11, 12].

В раннем постнатальном периоде монофер-
ментные нейроны представлены в СХЯ у грызу-
нов обширным сплетением ТГ-содержащих во-
локон и вазопрессинергическими нейронами,
экспрессирующими ДАА [8, 13]. При этом L-ДОФА,
синтезированный в ТГ-содержащих волокнах мо-
жет играть роль нейротрансмиттера оказывая влия-
ние на специфические рецепторы [9, 10] и/или, как
мы предполагаем, в качестве промежуточного
продукта участвовать в кооперативном синтезе
дофамина. В случае кооперативного синтеза в
СХЯ L-ДОФА, синтезируемый в моноферментных

ТГ-содержащих нейронах, переносится в монофер-
ментные нейроны, содержащие ДАА, где и происхо-
дит синтез дофамина. При этом захват L-ДОФА в
ДАА-содержащие нейроны происходит с помо-
щью мембранного транспортера больших ней-
тральных L-аминокислот и L-ДОФА [14, 22].

Доказательства кооперативного синтеза дофа-
мина недофаминергическими нейронами в медио-
базальном гипоталамусе и в стриатуме удалось по-
лучить благодаря использованию оригинальной
методологии, при которой синтез дофамина оцени-
вали в слайсах мозга, содержащих монофермент-
ные нейроны, при их инкубации в среде с добавле-
нием конкурентного ингибитора мембранного
транспортера больших нейтральных L-амино-
кислот и без него (контроль) [23]. Величину син-
теза дофамина определяли как разницу между
суммарным содержанием дофамина в ткани и в
среде после инкубации без ингибитора мембран-
ного транспортера больших нейтральных L-ами-
нокислот и суммарным содержанием дофамина в
ткани и в среде после инкубации с ингибитором
мембранного транспортера больших нейтральных
L-аминокислот [14]. Наши попытки использовать
этот методический подход для доказательства нали-
чия кооперативного синтеза дофамина в СХЯ не
привели к успеху, поскольку СХЯ настолько ма-

Рис. 4. Коэффициент эффективности синтеза дофа-
мина в билатеральных супрахиазматических ядрах
(СХЯ) в процессе инкубации в буфере Кребса–Рин-
гера с толкапоном и паргилином при добавлении L-
диоксифенилаланина на 10-й постнатальный день
(П10) и на П60. СХЯ для инкубации были получены
через 48 часов после введения в боковые желудочки
мозга смеси 6-гидроксидофамина и 5,7-дигидрок-
ситриптамина (6ГДА/ДГТ), а в контроле – 0.9% NaCl
(NaCl). *р < 0.05, при сравнении групп после введе-
ния токсинов (6ГДА/ДГТ) и контроля (NaCl), ), ** р <
< 0.05, при сравнении групп на П10 и П60.
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ло, особенно в раннем постнатальном периоде,
что чувствительности высокоэффективной жид-
костной хроматографии с электрохимической де-
текцией не хватает для измерения моноаминов и
их метаболитов в билатеральных СХЯ, получен-
ных от одного животного. Поэтому для измере-
ния содержания дофамина в СХЯ у интактных
крыс в раннем постнатальном периоде и даже у
взрослых животных эти ядра пришлось пулиро-
вать от нескольких животных. Пулировать же
срезы СХЯ от нескольких животных для их двух-
часовой инкубации было невозможно, поскольку
эта процедура требовала времени, превышающего
время переживания нервной ткани ex vivo. Поэто-
му нами была проведена двухступенчатая экспери-
ментальная проверка нашей гипотезы о синтезе
дофамина в СХЯ моноферментными нейронами.
На первом этапе – в нашей предыдущей работе
было показано, что L-ДОФА синтезируется в мо-
ноферментных ТГ-содержащих нервных волок-
нах [15], а на втором этапе – в данной работе
предполагалось получить доказательство того,
что L-ДОФА превращается в дофамин в моно-
ферментных ДАА-содержащих вазопрессинерги-
ческих нейронах СХЯ.

В первой серии экспериментов, как и ожида-
лось, не удалось измерить содержание дофамина в
срезах СХЯ, полученных от одного животного на
П10. Так, общее содержание дофамина в срезах
СХЯ и в среде после двухчасовой инкубации было
на грани разрешающей способности высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии с элек-
трохимической детекцией или за его пределами.
На П60, хотя дофамин и определялся, но на весь-
ма низком уровне и только в ткани. Поэтому во
второй серии экспериментов при инкубации сре-
зов СХЯ, полученных у крыс на П10 и П60 в среду
вводили одинаковое количество L-ДОФА. Это
привело к значительному увеличению общего со-
держания дофамина в срезах СХЯ и в среде после
инкубации, причем на П60 в большей степени,
чем на П10.

Данные, полученные во второй серии экспери-
ментов, с высокой вероятностью свидетельствуют
о синтезе дофамина из L-ДОФА в монофермент-

ных ДАА-содержащих вазопрессинергических
нейронах, хотя и не могут рассматриваться как
прямое доказательство (рис. 5). Так, при инкуба-
ции срезов СХЯ нельзя исключить, что дофамин
синтезируется из L-ДОФА не только в монофер-
ментных ДАА-содержащих нейронах, но и в серо-
тонинергических волокнах этого ядра. Кроме того,
учитывая данные литературы о высоком содержа-
нии в СХЯ у взрослых животных норадреналина и
дофамина [24], нельзя исключить, что в этом ядре
и/или окружающей его нервной ткани, которая
также попадает в инкубируемые срезы СХЯ, суще-
ствуют катехоламинергические структуры. Дей-
ствительно, по данным ряда авторов в СХЯ и осо-
бенно по его границе содержатся нейроны, экс-
прессирующие ТГ [7, 25].

Для получения прямого доказательства синтеза
дофамина из L-ДОФА в моноферментных ДАА-со-
держащих нейронах СХЯ, этот синтез оценивали в
процессе инкубации слайсов СХЯ животных, ко-
торым за двое суток до этого в желудочки мозга
вводили в максимально высокой дозе смесь ней-
ротоксинов – 6ГДА и ДГТ, вызывающих дегене-
рацию, соответственно, катехоламинергических
и серотонинергических нейронов. Согласно по-
лученным данным, уровень синтеза дофамина в
СХЯ, определяемый как общее содержание дофа-
мина в слайсах СХЯ и в среде после инкубации с
L-ДОФА, не отличался у нормальных (контроль-
ных) крыс на П10 и у крыс после предварительно-
го внутрижелудочкового введения нейротокси-
нов. Эти данные являются доказательством того,
что у крыс на П10 дофамин синтезируется в СХЯ
только в моноферментных ДАА-содержащих ней-
ронах из L-ДОФА, секретируемого монофермент-
ными ТГ-содержащими нервными волокнами.
При проведении аналогичного эксперимента на
крысах на П60 оказалось, что уровень синтеза до-
фамина из экзогенного L-ДОФА в СХЯ у крыс
после предварительного внутрижелудочкового
введения смеси нейротоксинов был примерно в
2 раза ниже, чем в СХЯ у нормальных (контроль-
ных) животных. Отсюда следует, что у взрослых
крыс, в отличие от молодых, дофамин синтезиру-
ется в СХЯ не только в моноферментных ДАА-со-
держащих нейронах, но и в ДАА-содержащих мо-
ноаминергических структурах, однако в меньшей
степени.

Особого внимания заслуживает тот факт, что
эффективность кооперативного синтеза дофами-
на из L-ДОФА в моноферментных нейронах в
СХЯ, т.е. синтез на единицу массы белка этого яд-
ра, на П10 выше, чем на П60. Очевидно, это обу-
словлено тем, что в СХЯ на П10 плотность спле-
тения моноферментных ТГ-содержащих нервных
волокон, которые являются основным источни-

Рис. 5. Схема синтеза дофамина недофаминергиче-
скими нейронами, содержащими только тирозингид-
роксилазу (ТГ) и только декарбоксилазу ароматиче-
ских L-аминокислот (ДАА). L-ДОФА, L-диоксифе-
нилаланин; ТБА, транспортер больших нейтральных
аминокислот.
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ком L-ДОФА – субстратом для синтеза дофамина
в моноферментных ДАА-содержащих нейронах,
гораздо выше, чем на П60.

ВЫВОДЫ
Получены доказательства того, что в СХЯ из

L-ДОФА, продуцируемого в моноферментных
ТГ-содержащих нервных волокнах, в монофер-
ментных нейронах, экспрессирующих ДАА, син-
тезируется дофамин (рис. 5), причем эффектив-
ность этого синтеза в раннем постнатальном пе-
риоде выше, чем у взрослых крыс.
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Synthesis of Dopamine by Non-Dopaminergic Neurons That Contain Aromatic Amino 
Acid Decarboxylase in the Rat Suprachiasmatic Nucleus in Ontogeny

Т. S. Proninaa, L. K. Dilmukhametovaa, Yu. O. Nikishinaa,
A. R. Murtazinaa, and M. V. Ugryumova, b

aLaboratory of Nervous and Neuroendocrine Regulation, Koltsov Institute of Developmental Biology,
Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

bDepartment of Psychology, Faculty of Social Sciences, National Research University Higher School of Economics, Moscow, 
Russia

The suprachiasmatic nucleus (SCN) regulates functions in accordance with circadian rhythms thanks to the
pacemaker neurons present in it and afferents that modulate their activity. One of the afferents is nerve fibers
that contain only tyrosine hydroxylase (TH) and secrete (L-dioxyphenylalanine) L-DOPA. The aim of this
study was to test the hypothesis that L-DOPA comes from TH-containing fibers into neurons containing only



НЕЙРОХИМИЯ  том 37  № 2  2020

СИНТЕЗ ДОФАМИНА НЕДОФАМИНЕРГИЧЕСКИМИ НЕЙРОНАМИ 139

aromatic L-amino acid decarboxylase (AADC), where dopamine is synthesized. The synthesis of dopamine
was evaluated by its content in SCN in intact rats at the 10th postnatal day (P10) and at P60, as well as by the
total dopamine content in SCN and in the incubation medium after incubation of this nucleus in the medium
with or without L-DOPA. It was shown that SCN of intact rats contains dopamine, at the same concentration
at P10 and P60. Part of the experiments with incubation of SCN slices was performed with rats injected with
neurotoxins of monoaminergic neurons to exclude the synthesis of dopamine from L-DOPA in monoamin-
ergic structures. At P10, during incubation of SCN with L-DOPA, an increase in dopamine synthesis was
observed equally in animals in the control (normal) and after exposure to neurotoxins, which indicates the
synthesis of dopamine only in monoenzymatic AADC-containing neurons. In a similar experiment at P60,
the administration of L-DOPA into the incubation medium also led to an increase in the synthesis of dopa-
mine, however, in animals exposed to neurotoxins, to a lesser extent than in the control. This means that in adult
animals, dopamine is synthesized in SCN mainly in monoenzymatic AADC-containing neurons and to a lesser
extent in monoaminergic structures. Thus, it was shown that dopamine in SCN is synthesized in monoenzy-
matic AADC-containing neurons from L-DOPA secreted by monoenzymatic TH-containing fibers.

Keywords: ontogeny, suprachiasmatic nucleus, dopamine, L-dioxyphenylalanine (L-DOPA), aromatic L-amino ac-
id decarboxylase, high performance liquid chromatography
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