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Дофамин (ДА), синтезируемый ДА-ергическими нейронами и так называемыми моноферментны-
ми нейронами, участвует в регуляции дифференцировки нейронов мозга в критический период
морфогенеза. Целью данной работы явилось изучение фенотипических особенностей ДА-продуци-
рующих нейронов в ряде отделов мозга (стриатум, супрахиазматическое ядро и аркуатное ядра) у
крыс в онтогенезе – с 18-го эмбрионального дня (Э18) до 60-го постнатального дня (П60). В каче-
стве маркеров функциональной активности этих нейронов использованы ферменты синтеза ДА –
тирозингидроксилаза (ТГ) и декарбоксилаза ароматических аминокислот (ДАА), везикулярные
транспортеры моноаминов (ВМАТ) и рецепторы к дофамину Д1 и Д2. Экспрессия данных маркеров
была исследована с помощью двойного иммуногистохимического мечения на ТГ и ДАА, а также с
помощью ПЦР генов ТГ, ДАА, ВМАТ1, ВМАТ2 и рецепторов к ДА – Д1 и Д2. В стриатуме, несмотря
на то, что мРНК всех перечисленных маркеров выявляется на протяжении всего исследуемого пе-
риода онтогенеза, иммунопозитивные на ТГ и ДАА биферментные нейроны обнаружены только на
Э18, а моноферментные ТГ или ДАА-содержащие нейроны – только на П60. В супрахиазматиче-
ском ядре в раннем постнатальном периоде (П10), наряду с моноферментными ДАА-нейронами,
присутствует моноферментные ТГ-иммунореактивные волокна, иннервирующие вентральную об-
ласть ядра. В супрахиазматическом ядре на П10 отсутствует экспрессия генов ТГ, ВМАТ1 и ВМАТ2,
однако обнаружены транскрипты генов Д1 и Д2. В аркуатном ядре у плодов крыс в конце пренаталь-
ного периода (Э21) содержатся только моноферментные нейроны: ТГ-нейроны – в вентролатераль-
ной области ядра, и ДАА-нейроны – в дорсомедиальной области. При этом было показано, что
мРНК ТГ, ДАА, ВМАТ2, Д1 и Д2 экспрессируется в обеих областях аркуатного ядра. Таким обра-
зом, в стриатуме, супрахиазматическом и аркутном ядрах у крыс в онтогенезе присутствуют недо-
фаминергические нейроны, содержащие по одному из ферментов – ТГ или ДАА, что позволяет
предположить наличие в этих отделах мозга кооперативного синтеза дофамина.
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ВВЕДЕНИЕ
Биогенные моноамины, в частности дофамин

(ДА), в развивающемся мозге играют роль морфоге-
нетических факторов, обеспечивающих аутокрин-
ную и паракринную регуляцию дифференцировки
нейронов-мишеней (Gaspar et al., 2003; Pronina
et al., 2003; Izvolskaya et al., 2005). В наших предыду-
щих исследованиях показано, что ДА синтезируется
не только в дофаминергических нейронах, экспрес-
сирующих оба фермента синтеза ДА – тирозингид-
роксилазу (ТГ) и декарбоксилазу ароматических

L-аминокислот (ДАА), но и в недофаминергиче-
ских, так называемых моноферментных нейро-
нах, содержащих по одному из указанных фер-
ментов (Ugrumov et al., 2004, 2013; Kozina et al.,
2017). В отличие от ДА-ергических нейронов, в ко-
торых реализуются все этапы синтеза ДА из L-тиро-
зина – аминокислоты-предшественницы, моно-
ферментные нейроны производят этот нейротранс-
миттер в тандеме по конвейерному принципу. При
этом в нейронах, экспрессирующих только ТГ,
L-тирозин превращается в L-диоксифенилала-
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нин (L-ДОФА), который выделяется из этих ней-
ронов и захватывается близлежащими нейрона-
ми, содержащими ДАА, где и происходит синтез
ДА (Ugrumov, 2013). Несмотря на то, что коопера-
тивный синтез ДА моноферментными нейронами
доказан, особенности фенотипа, отражающие мо-
лекулярные механизмы функционирования этих
нейронов мало изучены. Так, остается невыяснен-
ным экспрессируют ли моноферментные нейроны
гены “везикулярных моноаминовых транспорте-
ров 1 и 2” (ВМАТ1 и ВМАТ2), обеспечивающих
захват ДА из цитозоля в везикулы (Hoffman et al.,
1998).

Особый интерес представляет судьба монофер-
ментных нейронов в онтогенезе. Так, предполагает-
ся, что ТГ-иммунореактивные нейроны, иннерви-
рующие супрахиазматическое ядро (СХЯ) в раннем
постнатальном периоде, позднее либо перестают
экспрессировать ТГ, либо погибают (Beltramo et al.,
1994; Ugrumov, 2009). В отличие от СХЯ, в аркуат-
ном ядре (АЯ) моноферментные нейроны сохраня-
ются в течение всей жизни, причем в постнаталь-
ном периоде в части этих нейронов ко-экспресси-
руется по второму комплементарному ферменту
синтеза ДА. Эти биферментые нейроны можно
считать дофаминергическими, хотя в них низкий
уровень экспрессии мембранного переносчика
ДА, третьего обязательного атрибута дофаминер-
гических нейрнов (Ershov et al., 2002).

Целью данной работы явилось изучение фе-
нотипических особенностей ДА-продуцирую-
щих нейронов, характеризующих молекулярные
механизмы секреции и регуляции, в мозге у крыс
в онтогенезе. В качестве объектов исследования
были выбраны АЯ, СХЯ и стриатум – те отделы
мозга, в которых, по нашим предыдущим дан-
ным и данным литературы, на определенных
этапах онтогенеза доминируют монофермент-
ные нейроны (Beltramo et al., 1994; Ershov et al.,
2002, Buscetti et al., 2012).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена на самцах крыс линии Wis-
tar на 18-й день эмбрионального периода (Э18),
Э21, 5-й день постнатального периода (П5), П10 и
П60. День обнаружения сперматозоидов в ваги-
нальном мазке считали первым эмбриональным
днем, а день рождения крысят – первым постна-
тальным днем. Все манипуляции с животными
были проведены согласно протоколу, утвержден-
ным комиссией по биоэтике Института биологии
развития им. Н.К. Кольцова РАН, и находящему-
ся в соответствии с национальными и междуна-
родными требованиями.

Иммуногистохимия. Животных (беременных
самок и самцов) предварительно анестезировали
хлоралгидратом (Sigma, USA) в дозе 400 мг/кг, а

затем перфузировали через сердце сначала 0.02 М
фосфатно-солевым буфером (ФСБ) (рН 7.2–7.4) в
течение 10–15 мин при 37°С, а затем охлажден-
ным (4°С) 4% параформальдегидом на 0.2 М ФСБ
(рН 7.2–7.4) в течение 15 мин. После декапитации
выделяли мозг и проводили постфиксацию в 4%
параформальдегиде в течение 12 часов при 4°C.
Затем мозг промывали в 0.02 М ФСБ 3 раза по
15 мин, инкубировали в 20% сахарозе в течение
24 ч при 4°С, замораживали в гексане при –40°С
и хранили при –70°С. Мозг был получен от четы-
рех животных каждого возраста – Э18, Э21, П5,
П10 и П60.

На криостате LeicaCM1950 (“Leica”, Герма-
ния) приготавливали серийные фронтальные
срезы мозга крыс толщиной 10 мкм на уровне
стриатума на Э18, Э21, П5, П10 и П60, АЯ на Э21
и СХЯ на П10. Для двойного иммуномечения ТГ
и ДАА срезы на стеклах последовательно инкуби-
ровали в растворах на основе ФСБ: а) с 3% бы-
чьим сывороточным альбумином (Sigma, США) и
0.3% Triton Х-100 (Sigma, США) в течение 30 мин
при 20°С; б) с 1% лаурилсульфатом натрия (SDS,
Sigma, США) в течение 3-х мин при 20°С; в) с по-
ликлональными антителами овцы к ТГ (1 : 700)
(Chemicon, США) и поликлональными антитела-
ми кролика к ДАА (1 : 300) (Abcam, США), 1% бы-
чьим сывороточным альбумином и 0.1% Triton
Х-100 в течение 24 ч при 20°С; г) с FITC-конъ-
югированными антителами осла против гамма-
глобулинов овцы (1 : 40) (FITC antisheep, Sigma,
США) и Су3-конъюгированными антителами козы
против гамма-глобулинов кролика (1 : 500) (CY3 an-
tirabbit, Sigma, США) в течение 2-х ч при 20°С.
После каждой инкубации, кроме последней, сре-
зы промывали в 0.02 М ФСБ 3 раза в течение
15 мин. После последней инкубации срезы про-
мывали в 0.02 М ФСБ в течение часа и заключали
в гидрофильную среду Mowiol (Calbiochem, Ger-
many). Срезы стриатума, АЯ и СХЯ изучали в
конфокальном микроскопе Leica TC SP5.

Полимеразно-цепная реакция (ПЦР). Крыс
под наркозом декапитировали и извлекали мозг.
Затем приготавливали фронтальные срезы стри-
атума, АЯ и СХЯ толщиной 300 мкм на вибрато-
ме Vibratome Series 1000 (“Intracel LTD”, Велико-
британия) в растворе Кребса–Рингера, содержа-
щем 120 мМ NaCl, 4.8 мМ KCl, 2 мМ CaCl2, 1.3 мМ
MgSO4, 25 мМ NaHCO3, 10 мМ D-глюкозы,
20 мМ HEPES, 0.1 мМ аскорбиновой кислоты
(pH 7.2–7.4; 4°С). Из полученных срезов на охла-
жденной пластине под контролем бинокуляра
выделяли стриатум (на Э18, Э21, П5, П10, П60),
АЯ (на Э21) и СХЯ (на П10). При этом АЯ разде-
ляли на дорсомедиальную и вентролатеральную
области, которые собирали в отдельные пробир-
ки. В одной пробе пулировали АЯ от четырех жи-
вотных, а СХЯ от шести животных. В случае стри-
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атума одна проба включала материал от одного
животного. Всего было собрано по 4 пробы из
каждой области мозга. Полученные образцы
ткани замораживали в жидком азоте и хранили
при –70°С.

Из описанных выше проб выделяли тотальную
РНК с помощью TRI Reagent (Sigma, США) со-
гласно протоколу производителя. Для удаления
примеси геномной ДНК выделенную РНК обра-
батывали ДНКазой (Fermentas, США). РНК пе-
реосаждали в 4 М растворе хлорида лития, кон-
центрацию обработанной РНК измеряли на
спектрофотометре Nanodrop 8000 (Thermo Scien-
tific, США). Синтез кДНК проводили с использо-
ванием обратной транскриптазы M-MLV и ран-
домных гексануклеотидов (Fermentas, США).

В СХЯ и АЯ с помощью ПЦР определяли экс-
прессию генов ТГ, ДАА, ВМАТ1, ВМАТ2, а также
генов рецепторов к ДА – Д1 и Д2. В стриатуме с по-
мощью ПЦР определяли мРНК ВМАТ1 и ВМАТ2.
ПЦР проводили на амплификаторе IQ5 Cycler
(Biorad, США) c использованием смеси Screen-
Mix-HS (“Евроген”, Россия) и специфических
праймеров для генов ТГ, ДАА, ВМАТ1, ВМАТ2,
Д1, Д2 и “гена домашнего хозяйства” GAPDH
(“Евроген”, Россия) (табл. 1). Электрофоретиче-
ское разделение ПЦР-продуктов проводили в 1%
агарозном геле, интенсивность свечения полос
детектировали в системе визуализации гелей и
мембран Chemi Docтм Touch Imaging System
(BioRad Laborarories, США).

В стриатуме на Э18, Э21, П5, П10 и П60 также
определяли содержание мРНК ТГ и ДАА с помо-
щью ПЦР в реальном времени. Реакцию прово-
дили с помощью автоматического амплификато-
ра 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
США) с использованием смеси qPCRmix-HS
SYBR + ROX (Fermentas, США) и специфиче-
ских праймеров для генов ТГ и ДАА (“Евроген”)
(табл. 1). Значения, полученные для каждого об-
разца, нормировали на экспрессию “гена домаш-
него хозяйства” 18S рРНК и выражали в условных
единицах. Расчет относительной экспрессии гена

проводили методом ΔΔCt с учетом эффективности
ПЦР. За единицу брали экспрессию гена на П60,
как наиболее стабильную. Эффективность ПЦР
определяли методом построения стандартных
кривых (Bookout et al., 2006). Полученные данные
обрабатывали в программе GraphPad Prism6.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Стриатум. При использовании двойного им-
муномечения нейроны, иммунореактивные на ТГ
и ДАА (биферментные), были обнаружены в
стриатуме у крыс только на Э18 (рис. 1а–1в). На
Э21, П5 и П10 нейроны, иммунореактивные на
ТГ и/или ДАА, не были обнаружены. На П60 в
стриатуме были выявлены моноферментные ней-
роны, иммунореактивные на ДАА или ТГ (рис. 1).

С помощью ПЦР в стриатуме у крыс всех изу-
ченных возрастов (Э18, Э21, П5, П10, П60) выяв-
лена мРНК ТГ и ДАА. При использовании ПЦР в
реальном времени показано, что уровень мРНК
ТГ максимален на Э18, затем многократно сни-
жается к Э21 и после этого не изменяется до П60
(рис. 2а). Уровень мРНК ДАА не изменяется в те-
чение всего изученного периода онтогенеза – с
Э18 до П60 (рис. 2б).

С помощью ПЦР в стриатуме у крыс были вы-
явлена мРНК ВМАТ1 на всех исследованных сро-
ках развития – Э18, Э21, П5, П10, П60, тогда как
мРНК ВМАТ2 была обнаружена только в прена-
тальном периоде – на Э18 и Э21 (рис. 3).

Супрахиазматическое ядро. С помощью двой-
ного иммуномечения ТГ и ДАА у крыс на П10 в вен-
тральной области СХЯ выявлены многочисленные
моноферментные ТГ-иммунореактивные нервные
волокна, образующие сплетение (рис. 4а). В дор-
сальной части ядра присутствуют монофермент-
ные ДАА-иммунореактивные нейроны (рис. 4а).

Анализ экспрессии генов с помощью ПЦР по-
казал, что в СХЯ на П10 присутствует мРНК ДАА,
Д1 и Д2 рецепторов. При этом не была обнаруже-
на мРНК ТГ и ВМАТ2 (рис. 4б).

Таблица 1. Специфические гексоолигонуклеотиды

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

TH CTGTCCGCCCGTGATTTT GAGGCCCCCAGAGATG
AADC CCCCAGGAGCCAGAAACA AGCCCAGGAGAAGCCAATG
VMAT1 CATCTACTGGGGGTGTTATCGT TGTGGGCTTCTGGACTGTGT
VMAT2 TATAACCGCGCAGTCACAGG AGCAGCAGCGCAAGGAAC
D1R CAACTGGGGCTGAACAAGAAG GGAAACAGGCCGTGAGGAT
D2R CAGACAGGCCCCACTACAACTA ACAACCCACGGCATTACCA

18S rRNA2 ACGGACCAGAGCGAAAGCAT TGTCAATCCTGTCCGTGTCC

GAPDH CTGACATGCCGCCTGGAGAAA TGGAAGAATGGGAGTTGCTGTTGA
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Аркуатное ядро. Двойное иммуномечение ТГ и
ДАА показало, что в АЯ на Э21 практически все
нейроны, иммунореактивные на ТГ и ДАА, явля-
ются моноферментными (рис. 5а). Действитель-
но, при анализе серийных срезов АЯ пяти плодов
крыс был обнаружен только один биферментный
нейрон (рис. 5а). Моноферментные ТГ-иммуно-
реактивные нейроны локализованы в вентрола-
теральной области ядра, а моноферментные
ДАА-иммунореактивные нейроны – в дорсоме-
диальной области ядра (рис. 5а).

Анализ экспрессии генов ферментов синтеза
ДА на Э21 показал, что мРНК ТГ и ДАА присут-
ствует как в вентролатеральной, так и в дорсомеди-
альной областях АЯ (рис. 5б). Также в обеих обла-
стях АЯ на Э21 обнаружена мРНК ВМАТ2, Д1 и Д2
рецепторов (рис. 5б).

ОБСУЖДЕНИЕ
В данном исследовании показано, что нейро-

ны, содержащие ферменты синтеза ДА, в иссле-
дованных отделах мозга – в стриатуме, в СХЯ и в

Рис. 1. Двойное иммуномечение нейронов, экспрессирующих ферменты синтеза дофамина в стриатуме у крыс в он-
тогенезе. Масштаб – 30 мкм, ТГ – тирозингидроксилаза, ДАА – декарбоксилаза ароматических аминокислот, Э18 –
18-ый эмбриональный день, П60 – 60-ый постнатальный день; стрелки – иммунореактивные нейроны.

ТГ ДАА ТГ + ДАА

Э18

П60

Рис. 2. ПЦР в реальном времени мРНК тирозингидроксилазы (ТГ) (а) и декарбоксилазы ароматических L-аминокис-
лот (ДАА) (б) в стриатуме у крыс на 18-й эмбриональный день (Э18), Э21, 5-й постнатальный день (П5), П10 и П60.
M ± m, n = 4 (в каждой возрастной группе), * p < 0.05, сравнение с Э18.
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АЯ, различаются как по протеомному фенотипу,
так и по экспрессии специфических генов. Так, в
стриатуме у крыс на разных стадиях онтогенеза
выявлены два типа нейронов, характеризующие-
ся различными признаками ДА-ергического фе-
нотипа. Нейроны первого типа, выявленные на
Э18, содержат оба фермента синтеза ДА. В этих
же нейронах вероятно экспрессируется ген белка
ВМАТ2, обеспечивающего запасание моноами-
нов в центральных моноаминергических нейро-
нах, включая ДА-ергические нейроны черной
субстанции. Захват моноаминов в гранулы из ме-
ста их синтеза в цитозоле защищает их от фермен-
тов деградации и предотвращает токсическое
действие моноаминов при их избыточном накоп-
лении в цитозоле (Schafer et al., 2013). В совокуп-
ности приведенные данные позволяют предполо-
жить, что в стриатуме у крыс на Э18 содержатся
ДА-ергические нейроны, хотя для утверждения
этого в дальнейших исследованиях следует убедить-
ся в экспрессии в них гена мембранного транспор-
тера ДА.

Нейроны второго типа, содержащиеся в стри-
атуме, причем только у взрослых крыс (П60), но
отсутствующие в перинатальном периоде (Э21–
П10), являются моноферментными, содержащи-
ми либо ТГ, либо ДАА. Полученные нами данные
согласуются с результатами, полученными в ра-
боте Mura с коллегами (Mura et al., 1995), в кото-
рой показаны моноферментные нейроны, содер-
жащие либо ТГ, либо ДАА в стриатуме у взрослых
крыс после 6-гидроксидофамин-индуцированной
односторонней дофаминергической денервации
стриатума. Более того, по данным Ibáñez-Sandoval
с коллегами и Xenias с коллегами в стриатуме у

взрослых мышей коэкспрессия ТГ выявляется в
ГАМК-ергических нейронах (Ibáñez-Sandoval
et al., 2010; Xenias et al., 2015).

В отличие от типичных центральных моно-
аминергических нейронов, нейроны стриатума
во все изученные сроки постнатального периода
от П5 до П60, вместо гена ВМАТ2 экспрессируют
ген ВМАТ1. Считается, что для ЦНС характерна
экспрессия гена ВМАТ2, а ВМАТ1 экспрессиру-
ется в основном на периферии. Тем не менее,
Hansson с коллегами (Hansson et al., 1998) показы-
вает, что мРНК ВМАТ1 обнаруживается в мозге у
крыс в различные периоды онтогенеза, что под-
тверждает полученные нами результаты. Однако
работы, в которых, помимо экспрессии гена
ВМАТ1, был бы обнаружен соответствующий бе-
лок, отсутствуют, поэтому данный вопрос требует
дальнейшего изучения. Учитывая то, что, в отли-
чие от стриатума, куда проецируются ДА-ергиче-
ские аксоны, в черной субстанции, содержащей
тела этих нейронов, экспрессируется ген ВМАТ2,
можно предположить наличие различных меха-
низмов запасания моноаминов в указанных отде-
лах нигростриатной системы мозга.

Несмотря на то, что в перинатальном периоде
(Э21–П10) в стриатуме у крыс иммуногистохи-
мически не были обнаружены нейроны, содержа-
щие ферменты синтеза ДА, в нейронах стриатума
экспрессируются гены ТГ и ДАА. Это означает,
что в перинатальном периоде либо не происходит
трансляции ферментов синтеза дофамина, либо
трансляция идет, но на таком низком уровне, что
не выявляется иммуногистохимически. В литера-
туре в раннем постнатальном периоде монофер-
ментные ТГ-нейроны описаны в стриатуме толь-

Рис. 3. Экспрессия генов ВМАТ1 и ВМАТ2 в стриатуме у крыс на 18-й эмбриональный день (Э18), Э21, 5-й постна-
тальный день (П5), П10 и П60. Данные нормированы на “ген домашнего хозяйства” (GAPDH). ВМАТ1 и ВМАТ2 –
везикулярный транспортер моноаминов первого и второго типов.

Э18

BMAT1

GABDH

Э21 П5 П10 П60

100 bp

200 bp

200 bp

100 bp

Э18

BMAT2

GABDH

Э21 П5 П10 П60

100 bp

200 bp

200 bp

100 bp



ОНТОГЕНЕЗ  том 51  № 1  2020

ДОФАМИН-ПРОДУЦИРУЮЩИЕ НЕЙРОНЫ В ОНТОГЕНЕЗЕ 69

ко у мышей (Buscetti et al., 2012; Bupesh et al.,
2014). По-видимому, у мышей и крыс существуют
различия в экспрессии ТГ в стриатуме. Уровень
мРНК ДАА в стриатуме сохранялся постоянным
на всех исследованных сроках, хотя нейроны, со-
держащие ДАА, выявлялись только на Э18. По
представлениям Mura и коллег, ДАА-нейроны в
интактном стриатуме могут маскироваться плот-
ной сетью ДАА-волокон, что не позволяет визуа-
лизировать нейроны (Mura et al., 1995). С другой
стороны, очень часто отсутствует корреляция
между транскрипцией и трансляцией (Kozina
et al., 2014), что объясняется различными меха-
низмами регуляции этих процессов.

В отличие от стриатума, в СХЯ отсутствует
экспрессия гена ТГ, однако вентральная область
этого ядра, причем только в раннем постнаталь-
ном периоде, заполнена сетью моноферментных
ТГ-иммунореактивных нервных волокон (см.
Результаты). Наличие такой транзиторной сети
ТГ-иммунореактивных волокон в СХЯ было по-
казано в нашем предыдущем исследовании (Bel-
tramo et al., 1994) и подтверждено в данной рабо-
те. Более того, нами было ранее показано, эти во-
локна принадлежат моноферментным нейронам,

расположенным за пределами СХЯ, хотя и неда-
леко от него (Mirochnik et al., 2002).

Обнаружение у взрослых грызунов в СХЯ вазо-
прессинергических нейронов, ко-экспрессирущих
ДАА (Jaeger et al., 1983), позволило нам предполо-
жить, что ТГ-содержащие волокна и вазопресси-
нергические нейроны, ко-экспрессирующие ДАА,
могут участвовать в кооперативном синтезе ДА.
Выявленная в данном исследовании экспрессия ге-
на ДАА в СХЯ у крыс на П10 является важным ар-
гументом в пользу этого предположения. Допол-
нительный анализ показал, что в этих нейронах
СХЯ в этот период развития отсутствует экспрес-
сия мРНК ВМАТ2, что указывает на неспособ-
ность моноферментных вазопрессинергических
нейронов депонировать синтезированный из
L-ДОФА ДА в секреторных гранулах, как это про-
исходит в моноаминергических нейронах.

Крайне интересно и важно то, что в СХЯ сов-
падают по времени (ранний постнатальный пери-
од) два транзиторных события. С одной стороны,
это – высокое содержание ТГ в нервных волокнах,
что при наличии в СХЯ ДАА в вазопрессинергиче-
ских нейронах предполагает наличие кооператив-

Рис. 4. Нейроны, экспрессирующие маркеры дофаминергического фенотипа в супрахиазматическом ядре (пунктир-
ная линия) у крыс на 10-й постнатальный день: сплетение моноферментных ТГ-иммунореактивных нервных волокон
(головки стрелок), моноферментные ДАА-иммунореактивные нейроны (тонкие стрелки) (двойное иммуномечение),
мРНК ТГ, ДАА, ВМАТ2, Д1 и Д2 рецепторов (ПЦР, нормирование по “гену домашнего хозяйства” – GAPDH) (б).
Масштаб рис. а – 40 мкм. OX – оптическая хиазма, III – 3-й желудочек мозга, ТГ – тирозингидроксилаза, ДАА – де-
карбоксилаза ароматических аминокислот, ВМАТ2 – везикулярный транспортер моноаминов второго типа, Д1 и
Д2 – рецепторы к дофамину 1 и 2-ого типов.
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ного синтеза ДА. С другой стороны, это – экспрес-
сия рецепторов к ДА – Д1 и Д2, при отсутствии
дофаминергических нейронов в СХЯ и его бли-
жайшем окружении. В этом отношении наши
данные хорошо согласуются с предыдущими ис-
следованиями, в которых показано, что рецепто-
ры к ДА экспрессируются в СХЯ у крыс в перина-
тальном периоде и отсутствуют у взрослых жи-
вотных (Duffield et al., 1999). Учитывая то, что
ранний постнатальный период является критиче-
ским периодом морфогенеза, нами предполагает-
ся, что транзиторный кооперативный синтез ДА
недофаминергическими нейронами и экспрессия
рецепторов к ДА в СХЯ именно в этот период он-
тогенеза обеспечивают дофаминовую регуляцию
развития этого ядра как “биологических часов”
(Ugrumov, 2009). Предположение о том, что ДА
через Д1 рецепторы обеспечивает созревание ме-
ханизма регуляции циркадных ритмов также бы-
ло высказано Gallardo с коллегами (Gallardo et al.,
2014). Однако, эти исследователи считают, что ДА
диффундирует в СХЯ из стриатума по градиенту

концентрации, что маловероятно ввиду большого
расстояния между ними.

Особое внимание в данной работе было уделе-
но оценке экспрессии маркеров ДА-ергических
нейронов в АЯ гипоталамуса – важнейшем цен-
тре нейроэндокринной регуляции. По данным ра-
нее проведенного исследования в АЯ в конце пре-
натального периода более 99% нейронов, экспрес-
сирующих ферменты синтеза ДА, представлены
моноферментными нейронами, причем ТГ-ней-
роны в основном локализованы в вентролатераль-
ной области ядра, а ДАА-нейроны – в дорсомеди-
альной области (Ershov et al., 2002). Эти данные
полностью подтвердились в нашем иммуногисто-
химическом исследовании: на серийных срезах АЯ
четырех плодов крыс на Э21 на фоне многочис-
ленных моноферментных ТГ-иммунореактивных
и ДАА-иммунореактивных нейронов был выяв-
лен только один биферментный нейрон в погра-
ничной зоне между вентролатеральной и дорсо-
медиальной областями АЯ.

Рис. 5. Нейроны, экспрессирующие маркеры дофаминергического фенотипа в аркуатном ядре (пунктирная линия) у
крыс на 21-й эмбриональный день: моноферментные ТГ-иммунореактивные нейроны в вентролатеральной области
(ВЛ) ядра (широкая стрелка) и моноферментные нейроны, иммунореактивные на ДАА в дорсомедиальной области
(ДМ) ядра (тонкая стрелка) (а, двойное иммуномечение), мРНК ТГ, ДАА, ВМАТ1, ВМАТ2, Д1 и Д2 рецепторов (б,
ПЦР, нормирование по “гену домашнего хозяйства” – GAPDH). Масштаб рис. а – 40 мкм. III – 3-й желудочек мозга,
СВ – срединное возвышение, головка стрелки – биферментный нейрон, ТГ – тирозингидроксилаза, ДАА – декарбок-
силаза ароматических аминокислот, ВМАТ1 и ВМАТ2 – везикулярный транспортер моноаминов первого и второго
типов, Д1 и Д2 – рецепторы к дофамину 1 и 2-ого типов.
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В данной работе впервые с помощью ПЦР про-
демонстрирована экспрессия генов ТГ и ДАА в АЯ,
причем как в дорсомедиальной области, так и вен-
тролатеральной области, что противоречит имму-
ноцитохимическим данным о зональности в рас-
пределении моноферментных нейронов. Топо-
графическое несоответствие в экспрессии генов и
локализации моноферментных нейронов, содер-
жащих ТГ или ДАА, можно объяснить наличием
нейронов, в которых экспрессируются гены обо-
их ферментов синтеза ДА, но только один из фер-
ментов синтезируется на уровне, достаточно вы-
соком для иммуноцитохимического выявления.
Аналогичная ситуация была описана выше для
стриатума неонатальных крыс, когда экспресси-
руются гены ТГ и ДАА, однако сами ферменты в
телах нейронов иммуногистохимически не выяв-
ляются. Нельзя также исключить, что ген ДАА в
вентролатеральной области АЯ экспрессируется
не столько в нейронах, сколько в эндотелиальных
клетках портальных сосудов, что характерно во-
обще для сосудов мозга (Berry et al., 1996).

Особый интерес представляет обнаруженная
нами экспрессия гена ВМАТ2 как в вентролате-
ральной, так и в дорсомедиальной областях АЯ у
плодов крыс на Э21. Если экспрессию гена
ВМАТ2 в моноферментных ДАА-нейронах дор-
сомедиальной области АЯ можно легко объяс-
нить участием этого транспортера в захвате ДА из
цитозоля в секреторные гранулы, то экспрессию
гена ВМАТ2 в вентролатеральной области АЯ
объяснить гораздо труднее. Действительно, в вен-
тролатеральной области АЯ локализованы преиму-
щественно моноферментные ТГ-нейроны, в кото-
рых осуществляется синтез L-ДОФА из L-тиро-
зина. До сих пор отсутствуют какие-либо сведения
о механизме внутринейронального запасания
L-ДОФА, если оно вообще существует. Не исклю-
чено, что в отличие от ДА-ергических нейронов, в
которых L-ДОФА содержится только в цитозоле, в
моноферментных нейронах он депонируется в
секреторных гранулах, что следует проверить в бу-
дущем с помощью электронномикроскопической
иммуноцитохимии. Приведенные выше данные в
совокупности позволяют предположить, что в мо-
ноферментных нейронах разных областей АЯ экс-
прессируется одинаковый набор генов, а особен-
ности их химического фенотипа определяются на
трансляционном уровне специфических синтезов.

Таким образом, в исследованных отделах мозга у
крыс в онтогенезе обнаружено несколько типов
нейронов, обладающих теми или иными характери-
стиками фенотипа ДА-ергических нейронов, что,
вероятно, позволяет им синтезировать ДА, оказы-
вающий аутокринное или паракринное морфогене-
тическое действие на нейроны-мишени.

Работа поддержана грантом РНФ 17-14-01422.
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A. I. Kurtova1, L. K. Dil’mukhametova1, T. S. Pronina1, E. P. Mingazov1, Y. O. Nikishina1,
K. K. Sukhinich1, and M. V. Ugrumov1, 2, *

1Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 26, Moscow, 119334 Russia
2Higher School of Economics, National Research University, ul. Myasnitskaya 20, Moscow, 101000 Russia

*e-mail: mugrumov@mail.ru
Received July 30, 2018; revised May 22, 2019; accepted June 20, 2019

Dopamine (DA) is synthesized by dopaminergic and so-called monoenzymatic neurons and is involved in
the regulation of neural differentiation during the critical period of morphogenesis. The goal of this study was
to investigate the phenotype of DA-producing neurons in different brain regions (striatum, suprachiasmatic
and arcuate nuclei) of developing rats – from 18 embryonic day (E18) until 60 postnatal day (P60). We have
chosen enzymes of DA synthesis – tyrosine hydroxylase (TH) and aromatic L-amino acid decarboxylase
(AADC), vesicular monoamine transporters (VMAT 1 and VMAT2) and D1 and D2 DA receptors as markers
of the DA-producing neurons functional activity. Expression of these markers was assayed with the double
staining immunohistochemistry for TH and AADC and with PCR of TH, AADC, VMAT1, VMAT2 and D1
and D2 DA receptor genes. In the striatum the mRNA of all of these genes was found at any time investigated,
however TH and AADC immunopositive bienzymatic neurons were revealed only at E18, while monoenzy-
matic TH or AADC-containing neurons – only at P60. In the suprachiasmatic nucleus monoenzymatic
AADC-neurons and monoenzymatic TH-immunoreactive fibers innervating ventral part of nucleus were
found in the early postnatal period (P10). The expression of TH, VMAT1 and VMAT2 genes wasn’t found in
the suprachiasmatic nucleus at P10, but there was an expression of D1 and D2 receptor genes. In the arcuate
nucleus there were only monoenzymatic neurons found in the end of prenatal period (E21) – TH-neurons in
the ventrolateral region and AADC-neurons – in the dorsomedial part. Thus striatum as well as suprachias-
matic and arcuate nuclei of developing rats contain non-dopaminergic neurons, that express one of the en-
zymes of DA synthesis – either TH or AADC, and this allows to suggest that there is cooperative synthesis of
DA in these brain regions.

Keywords brain, ontogenesis, dopamin, monoenzymatic neurons, tyrosine hydroxylase, aromatic L-amino
acid decarboxylase, arcuate nuclei, striatum, suprachiasmatic nuclei



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


