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У лабораторных млекопитающих (половозрелые крысы линии Вистар и Sprague-
Dawley, мыши С57Bl/6J) в нейронах различных отделов ретикулярного ядра та-
ламуса выявлены орексин-А и орексин-В, уровень иммунореактивности которых
значительно ниже, чем в нейронах перифорникальной области гипоталамуса.
У крыс Вистар в экспериментах с 6-часовой депривацией сна и 3-часовой иммо-
билизацией на спине выявлены разнонаправленные реакции орексин-иммуно-
позитивных нейронов в этих структурах мозга. Показано, что в ходе эмбриональ-
ного развития крыс Вистар в таламусе орексин-иммунопозитивные структуры
идентифицируются уже на стадии Е18, слабо развиты на стадии Р14 и форми-
руются к 30-му дню жизни, что совпадает с периодом становления цикла бодр-
ствование–сон у крыс. Полученные данные свидетельствуют о том, что орекси-
ны ретикулярного ядра таламуса также вовлечены в регуляцию цикла бодрство-
вание–сон.
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В 1998 г. две группы ученых, возглавляемых de Lecea и Sakuraia, независимо друг от
друга, открыли новое семейство нейропептидов – гипокретины или орексины [1, 2].
Название гипокретины было дано в связи с экспрессией мРНК в билатерально-
симметричной структуре заднего гипоталамуса (“специфический гипоталамиче-
ский транскрипт”) и с идентичностью в аминокислотной последовательности с
гормоном секретином. Второе название связано с участием в регуляции пищевого
поведения и произошло от греческого слова orexis – аппетит [2]. К семейству орек-
синов относятся два нейропептида: орексин-А (или гипокретин-1) и орексин-В
(или гипокретин-2), которые образуются в одном нейроне при протеолизе общего
прекурсора препро-орексина (препро-гипокретина). Действие орексинов осу-
ществляется через два типа G-протеин-связанных рецепторов: рецептор первого
типа, селективный только для орексина-А, и второго типа, через который осу-
ществляют действие обоих орексинов [1, 2].

В мозге млекопитающих мРНК препро-орексина и образующиеся из него
орексин-А и орексин-В описаны в нейронах перифорникальной области гипотала-
муса, что, по-видимому, зависело от чувствительности метода выявления мРНК.
Cтруктуры с меньшим уровнем мРНК препро-орексина не идентифицировались,
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поэтому функции орексинов в мозге связывают прежде всего с нейронами пери-
форникальной области гипоталамуса, а другие популяции орексин-содержащих
клеток мозга не рассматривались, что сужает представления о функциональной ро-
ли этих пептидов.

Известно, что орексины через взаимодействие с другими медиаторными систе-
мами принимают участие в регуляции двигательной активности [3] и работы ней-
роэндокринной оси, вовлечены в формирование мотивационного поведения и систе-
мы подкрепления, тревожности [4], принимают участие в регуляции стрессорного и
иммунного ответа организма [5–7]. Но значительное внимание исследователей, с
момента открытия и до сих пор, уделяется роли орексинов в регуляции пищевого
поведения, энергетического баланса и цикла бодрствование–сон [1, 2, 4, 8]. В кон-
троле цикла бодрствование–сон орексины являются звеном регуляции бодрство-
вания и пробуждения, а дефицит орексинов и нарушение гена Оx1r приводит к раз-
витию нарколепсии – патологии, характеризующейся приступами дневной сонли-
вости и резким падением мышечного тонуса [9–12]. Стоит отметить, что в
поддержании состояния бодрствования кроме орексинергических нейронов участ-
вуют и ГАМК-нейроны латерального гипоталамуса, оказывающие ингибирующее
влияние на ГАМК-нейроны ретикулярного ядра таламуса [13], которое относят к
пейсмекерам веретен сна [14]. Эта структура занимает ключевое положение для та-
ламокортикальных и кортикоталамических связей [15, 16], что определяет ее функ-
циональное значение.

В 1896 г. Kölliker описал область ретикулярного ядра таламуса как белое веще-
ство с пучками пересекающихся волокон [цит. по 16]. Позднее Munzer и Wiener да-
ли ему название ретикулярное ядро таламуса [цит. по 16]. Показано, что это ядро
представляет собой тонкую прослойку на границе дорзального таламуса с кортексом
между внутренней капсулой и наружной медуллярной пластинкой [16], которое в
процессе эмбриогенеза образуется из вентрального таламуса и далее мигрирует
дорсально, чтобы охватить главным образом переднюю и боковую части таламуса и
частично его дорсальную и вентральную части. Функционально ретикулярное ядро
таламуса – ингибиторное ядро, гетерогенное по морфологическим и функцио-
нальным характеристикам. Признаками морфологической классификации явля-
ются форма сомы, характер ветвления дендритов и локализация в ядре. В ретику-
лярном ядре таламуса выделяют 3 типа клеток: R-клетки (круглая сома, сильно
ветвистые дендриты, локализованные в передне-лимбическом секторе), F-клетки
(большие веретеновидные, локализованные по всем ядру), f-клетки (маленькие ве-
ретеновидные, локализованные в сенсорных секторах) [17]. В ретикулярном ядре та-
ламуса локализованы в основном ГАМКергические нейроны, которые равномерно
распределены по всем секторам [18]. В то же время нейроны, экспрессирующие
Ca2+-связывающие протеины калретинин и калбиндин, локализованы неравно-
мерно [19–21]. Также в ретикулярном ядре таламуса выявлены и такие пептиды,
как тиреотропин-рилизинг гормон, вазоактивный интестинальный пептид, про-
лактин-рилизинг пептид [22–24]. Гетерогенность в функциональном плане осно-
вана на разделении ретикулярного ядра таламуса по меньшей мере на 7 секторов:
5 сенсорных (слуховой, вкусовой, соматосенсорный, висцеральный и зритель-
ный), моторный и лимбический сектора. В зависимости от функционального зна-
чения в ретикулярном ядре таламуса выделяют три части: заднюю, среднюю и пе-
реднюю. Задняя часть участвует в модуляции зрительной [25], слуховой [26] и со-
матосенсорной информации [27], проекции из этой части идут в слуховую кору
головного мозга. В среднюю часть приходят проекции от вкусовых и висцеральных
структур, которые далее идут в сомато-сенсорную кору [27–29]. Проекции из мо-
торных и лимбических структур, вовлеченных в визуальное движение и внимание,
поступают в переднюю часть, а далее идут в префронтальную кору [29–31].
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Следует отметить, что гипоталамическая локализация орексинергических ней-
ронов прослеживается на всех этапах филогенеза позвоночных. Однако мРНК
препро-орексина в таламической области показана у хрящевых рыб [32], а у чело-
века в субталамическом ядре [2]. На основе этих данных, а также учитывая функ-
циональную взаимосвязь латерального гипоталамуса и ретикулярного ядра таламу-
са, целью настоящего исследования было оценить локализацию орексин-иммуно-
позитивных структур в таламусе, в частности в ретикулярном ядре таламуса у
разных линий крыс и мыши, а также оценить их развитие в ходе онтогенеза на при-
мере крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты выполнены согласно дизайну исследования, одобренному Этиче-
ским комитетом Института эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сече-
нова РАН, European Communities Council Directive 1986 (2010/63/EEC), согласно
правилам, изложенным в “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”. Экспе-
рименты начинали в утренние часы (10–11 ч). Перед декапитацией животных нар-
котизировали внутрибрюшинно хлоралгидратом (400 мг/кг).

Для исследования были использованы: крысы неинбридной линии Вистар (18-днев-
ные эмбрионы, 14- и 30-дневные крысята, половозрелые самцы и самки), содер-
жавшиеся в условиях вивария Института; половозрелые самцы крыс линии
Sprague-Dawley (220–250 г) были привезены из питомника Пущино Московской
области; самцы мыши С57Bl/6J (20–22 г) привезены из питомника Рапполово Ле-
нинградской области и адаптированы к условиям вивария Института. Животных
содержали в стандартных условиях вивария (12-часовой световой режим: 12 ч
свет/12 ч ночь, световой день начинался в 9.00, температура 23 ± 2°С) без ограниче-
ния доступа к воде и пище.

Эксперимент с депривацией сна был проведен согласно протоколу, подробно
описанному ранее [33]. В эксперименте использовали 3 группы самцов крыс Ви-
стар массой 220–250 г. Мозг контрольных животных (Контроль, n = 6) забирали в
период активного бодрствования в 10–11 ч. Экспериментальных животных с 10 до
15 ч лишали сна посредством мягкого прикосновения к вибриссам, не давая дре-
мать и застывать. Через 6 ч депривации сна часть животных декапитировали (ДС,
n = 6), а остальных крыс декапитировали через 2 ч после прекращения депривации
сна на фоне постдепривационного периода (ПДП, n = 6).

Эксперимент с иммобилизационным стрессом проводили на самцах крыс Вистар
массой 220–250 г. Контролем являлись интактные крысы (Контроль, n = 6), кото-
рых декапитировали с 10 до 11 ч. Экспериментальные крысы – группы (Imm, n = 6)
были подвергнуты жесткой иммобилизации на спине, путем фиксации конечно-
стей в течение 3 ч.

У самок крыс Вистар, отсаженных в отдельные клетки, брали мазки из влагали-
ща для отслеживания фаз эстрального цикла, как описано ранее [8]. При наступле-
нии фазы проэструса подсаживали самца, обнаружение сперматозоидов в мазке из
влагалища считали первым днем беременности.

На 18-й день беременности двух самок наркотизировали, декапитировали и у
эмбрионов (Е18, n = 5) фиксировали мозг с черепом [34]. Потомство оставшихся
самок декапитировали на 14-й (Р14, n = 5) и 30-й (Р30, n = 5) дни жизни.

У всех животных после декапитации мозг фиксировали погружением в раствор
4%-ного параформальдегида (рН 7.4), растворенного в 0.2 М PB, при 4°С, промы-
вали в нескольких порциях холодного 0.02 М фосфатно-солевого буфера (РВS),
помещали в 30%-ный раствор сахарозы, растворенной на PBS, при 4°С до погруже-
ния на дно посуды, после чего мозг замораживали с помощью изопентана (Sigma,
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США), охлажденном до –42°С и хранили при –80°С. С помощью криостата (Leica,
Германия) были изготовлены чередующиеся серии фронтальных срезов мозга
(толщина 20 мкм), которые монтировали на стекла Super Frost/plus (Menzel, Герма-
ния). Для анализа выбирали стекла со срезами, содержащими перифорникальную
областью гипоталамуса и таламическое ядро согласно атласами мозга крысы или
мыши [35, 36]. У эмбрионов верификацию областей мозга проводили согласно
данным R. Coggeshall [37].

Иммуногистохимические реакции проводили после демаскировки антигена ки-
пячением стекол со срезами в цитратном буфере (рН 6.0) согласно протоколу, ко-
торый подробно был описан ранее [8]. Для реакций были использованы первичные
антитела кролика к орексину-А (Sigma, США) или кролика к орексину-В (Sigma,
США) в разведении 1 : 1000. Инкубацию с первичными антителами проводили в
течение 48 ч при 4°С. После тщательной промывки срезы инкубировали 1 ч при
комнатной температуре со вторичными антителами, конъюгированными с биоти-
ном (Ig овцы против кролика, VectorLabs., США) в разведении 1 : 600 на PBS. По-
сле промывки в PBS срезы инкубировали 1 ч при комнатной температуре в растворе
стрептовидин-пероксидазы (BioLegend, США), разведенной на PBS в соотноше-
нии 1 : 700. Для визуализации реакции использовали 0.05%-ный раствор диамино-
бензидина (Sigma, США) на PBS с 0.03%-ной перекисью водорода. Реакцию кон-
тролировали с помощью бинокулярной лупы до появления фона и останавливали в
дистиллированной воде. Стекла подвергали стандартной гистологической обра-
ботке, заключали в прозрачную среду Bio-Mount (Bio-Optica, Италия).

Для двойного иммуномечения cтекла со срезами мозга крыс Вистар с областью
ретикулярного ядра таламуса после кипячения в цитратном буфере (pH 6.0) про-
мывали в PBS и PBS с 0.1% TRITON X-100 (PBST). После блокировки неспецифи-
ческого связывания в течение 30 мин в 100 мM глицине и в течение 1 ч в 8%-ном
блокирующем растворе (2% сыворотки козы, 2% сыворотки лошади, 4% сыворот-
ки цыпленка, разведенные на PBST) срезы инкубировали при комнатной темпера-
туре в течение ночи в смеси первичных антител мыши к орексину-А (R&Dsystems,
США; 1 : 1000) и кролика к орексину-В (Sigma, США; 1 : 500). После тщательной
промывки в трех порциях PBST срезы инкубировали 1 ч в смеси вторичных антител
(Ig овцы против мыши и цыпленка против кролика), конъюгированных с Alexa-568
и Alexa-488 (Invitrogen, США, в разведении 1 : 1000). После промывки в PBS срезы
заключали под покровное стекло в среду Mowiol (Sigma, США) и хранили при 4°С
до полимеризации.

Специфичность реакций проверяли негативным контролем (реакции без пер-
вичных антител).

Изображения изучаемых структур мозга с одиночным иммуномечением были
получены в проходящем свете на микроскопе Carl Zeiss Imager A1 (Германия) со
встроенной видеокамерой Axiocam 712, с програмным обеспечением для захвата
изображения Zen 3.4 (blue edition).

На снимках проводили визуальную оценку, а также с помощью программы Im-
age J (NIH, США) оценивали оптическую плотность иммунопозитивного вещества
в орексин-иммунопозитивных клетках перифорникальной области и таламическо-
го ядра в условных единицах (у. е.). На микрофотографиях, полученных из трех об-
ластей ретикулярного ядра таламуса контрольных крыс Вистар (n = 5), визуально
оценивали форму и размер клеток, по границе расположения иммунопозитивного
вещества измеряли два диаметра по большой и меньшей оси клетки, высчитывали
их средние значения. Анализ препаратов, докрашенных гематоксилином, свиде-
тельствует о том, что граница иммунопозитивного вещества в орексин-иммунопо-
зитивных клетках плотно прилегает к мембране клеток. Это дает основание пола-
гать, что наши измерения отражают размеры клеток.
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Анализ двойного флуоресцентного иммуномечения проводили с помощью мик-
роскопа DMI6000 и лазерной сканирующей конфокальной установки Leica TСS SР5
(Leiсa Microsystems, Германия). Было проведено последовательное сканирование с
помощью иммерсионного объектива х63 и лазеров с длиной волны возбуждения
488 и 568 нм.

Статистический анализ данных проводили в программе STATISTICA.10, при
уровне значимости p < 0.05. Оценку нормальности распределения данных проводили с
использованием теста D’Agostino–Pearson. В случае отклонения от нормального рас-
пределения сравнение двух независимых групп проводилось с помощью U-критерия
Манна–Уитни. Для сравнения 3 независимых групп использовали Н-критерий
Крускала–Уоллиса и последующий апостериорный анализ межгрупповых разли-
чий по U-критерию Манна–Уитни с поправкой Холма–Бонферрони. Результаты
анализа оптической плотности представлены как медиана (М) 50% данных с ин-
терквартильными размахами. Диаметр клеток представлен как среднее ± ошибка
среднего (mean ± sem).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ препаратов мозга половозрелых животных (крысы Вистар, крысы Sprague-
Dawley, мыши С57Bl/6J) демонстрирует присутствие иммунопозитивных клеток к
орексину-А и орексину-В как в перифорникальной области гипоталамуса, а также
и в таламусе в области ретикулярного ядра.

У крыс Вистар орексин-иммунопозитивные клетки выявляются приблизитель-
но на уровне от –1.88 до –3.14 мм от bregma [35] (рис. 1a, b). Результаты двойного
флуоресцентного иммуномечения подтверждают локализацию орексинов-А и В в
одной клетке (рис. 2).

В ростро-латеральной области ретикулярного ядра таламуса орексин-иммуно-
позитивные клетки в основном продолговатой формы (рис. 1b, 2а–с), в них от-
мечaется центрaльное рaсположение ядрa, расположение иммунопозитивного
мaтериaла по периферии сомы и в отросткaх (рис. 3а, b). Диаметры орексин-А им-
мунопозитивных клеток в этой области варьируют 11 ± 0.3 и 6 ± 0.2 мкм, 15.4 ± 0.4
и 10.6 ± 0.4 мкм.

Рис. 1. Область локализации ретикулярного ядра таламуса (черные прямоугольники) на фронтальном
срезе мозга крысы (а, по [36]); b – орексин-А иммунопозитивные клетки из этой области у крысы Ви-
стар. Стрелки укaзывaют нa телa иммунопозитивных клеток, мaсштaб: 100 мкм.

а b

Figure 31

Interaural 6.20 mm Bregma –2.80 mm
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В центральной области ретикулярного ядра таламуса клетки веретеновидной и
полигональной формы с несколькими отростками, отходящими от сомы (рис. 3с),
располагаются латерально, а медиально располагаются более мелкие клетки про-
долговатой формы (рис. 3d). Диаметры орексин-А иммунопозитивных клеток в
этой области составляют 23.4 ± 0.4 и 17.2 ± 0.3 мкм, 18.4 ± 0.4 и 11.5 ± 0.5 мкм,
10.2 ± 0.2 и 8.1 ± 0.3 мкм. В каудо-латеральной части ретикулярного ядра таламуса

Рис. 2. Двойное флуоресцентное иммуномечение орексина-А (a, зеленый) и орексина-В (b, красный) и
их совмещение (с, желтый) в нейронах ретикулярного ядра таламуса крысы Вистар. Масштаб: 25 мкм.

а b c

Рис. 3. Иммунопозитивные к орексину-А клетки, расположенные в ростральной (a, b), центральной (c, d)
или каудальной (e, f) областях ретикулярного ядра таламуса крысы Вистар. Мaсштaб: 50 мкм.

а b c

d e f
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располагаются клетки полигональной формы (рис. 3e), а в каудо-медиальной
(рис. 3f) клетки полигональной и вытянутой формы. В клетках каудальной области
ретикулярного ядра таламуса (рис. 3e, f) отмечается более слабый уровень иммуно-
реактивности по сравнению с другими областями этого ядра. Диаметры орексин-А
иммунопозитивных клеток в этой области составляют 20.5 ± 0.4 и 18.2 ± 0.3 мкм,
18.4 ± 0.4 и 13.6 ± 0.4 мкм.

В мозге мыши расположение ретикулярного ядра таламуса отмечается от –0.46
до –2.06 мм от bregma [36]. В ростральной области рассматриваемого ядра орек-
син-иммунопозитивные нейроны не формируют компактные группы, отдельные
клетки распределены по всей структуре, в них отмечается очень слабый уровень
иммунореактивности к орексину-А (рис. 4a) или B. В медиальной области ядра им-
мунопозитивные клетки расположены более компактно в основном в центральной

Рис. 4. Иммунопозитивные к орексину-А клетки, расположенные в ростральной (a), центральной (b) и
каудальной (с – дорзально, d – вентрально) областях ретикулярного ядра таламуса мыши C57Bl/6J.
Мaсштaб: 50 мкм.

а b
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части структуры и проявляют более интенсивную реакцию к орексинам (рис. 4b).
В каудальной части ядра выявляются группы клеток, расположенных в дорзальной
(рис. 4с) области или мелкие клетки с длинными отростками, расположенные в
вентральной области (рис. 4d). Следует отметить, что размер орексин-иммунопо-
зитивных клеток ретикулярного ядра таламуса мышей значительно меньше, чем у
крыс Вистар (рис. 3).

У всех исследованных животных визуально отмечается, что размер орексин-им-
мунопозитивных клеток ретикулярного ядра таламуса меньше, чем клеток пери-
форникальной области гипоталамуса, а интенсивность реaкции к орексину-А или
орексину-В в клеткaх ретикулярного ядра таламуса значительно слaбее.

Полученные данные свидетельствуют об экспрессии орексинов различными
клетками ретикулярного ядра таламуса у разных видов млекопитающих.

Анализ развивающегося мозга эмбрионов крысы Вистар Е18 свидетельствует о при-
сутствии иммунопозитивных к орексину-А или орексину-В скоплении мелких
клеток, которые выявляются в вентральной области развивающегося таламуса, рас-
полагающейся дорзо-латерально от полости 3-го желудочка мозга (рис. 5а, b). Клет-
ки округлой формы диаметром 6–7 мкм с короткими, слабо заметными 2–3 отрост-
ками. Иммунопозитивный материал выявляется в перикарионе в виде узкого обод-
ка, а также и с меньшей интенсивностью выявляется в отростках (рис. 5b).

У крысят Вистар Р14 в ретикулярном ядре таламуса выявляются одиночные сла-
бо-иммунопозитивные к орексину-А или -В клетки.

У крысят Вистар Р30 в ретикулярном ядре таламуса выявляется большое количе-
ство иммунопозитивных к орексину-А/орексину-В клеток, характер распределе-
ния которых соответствует этому ядру взрослой крысы. Однако как и у взрослых
крыс, интенсивность реакции в них значительно слабее, чем в нейронах перифор-
никальной области гипоталамуса.

Полученные данные дают основание предполагать, что развитие орексин-имму-
нопозитивных клеток ретикулярного ядра таламуса и перифорникальной области,
по-видимому, происходит из разных источников в развивающейся нервной ткани,
а также отличаются по срокам формирования в ходе постнатального развития ор-
ганизма.

Рис. 5. Орексин-А-иммунопозитивные клетки в области развивающегося таламуса у 18-дневного эм-
бриона крысы Вистар. Стрелка – скопление иммунопозитивных клеток (а), которые представлены при
большем увеличении (b). Мaсштaб: 200 мкм (а), 100 мкм (в).

а b
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В эксперименте с депривацией сна у крыс Вистар был проведен сравнительный
анализ изменения уровня орексина-А в нейронах перифорникальной области ги-
поталамуса и ретикулярного ядра таламуса. Полученные данные подтверждют что
у контрольных крыс уровень оптической плотности орексина-А в нейронах пери-
форникальной области значительно выше, чем в ретикулярном ядре таламуса (со-
ответственно М = 0.70 и M = 0.38), рис. 6а и b. Нa фоне депривации сна в клеткaх
перифорникальной области отмечается увеличение уровня орексина-А по сравне-
нию с контролем нa 32% (М = 0.93, 0.86; 0.95 и М = 0.70, 0.66; 0.80, р < 0.05) и еще
большее увеличение через 2 ч постдепривационного периода (М = 1.04, 1.01; 1.09)
как по сравнению с контролем (на 48%, р < 0.05), так и с уровнем депривации сна
(на 11%, р < 0.05; рис. 6а).

Нa фоне депривации сна в клеткaх ретикулярного ядра таламуса отмечaется
снижение оптической плотности орексинa-A нa 30% (М = 0.26, 0.24; 0.26, р < 0.05)
по срaвнению с контролем (М = 0.38, 0.32; 0.41) и отсутствие изменений через 2 ч
постдепривационного периода (М = 0.27, 0.20; 0.33, рис. 6b).

При иммобилизaционном стрессе у крыс Вистар в нейронах перифорникальной
области отмечено увеличение уровня орексина-А по сравнению с контрольным нa
20% (М = 0.84, 0.76; 0.90 и М = 0.70, 0.66; 0.80, р < 0.05; рис. 7а). В клеткaх ретику-
лярного ядра таламуса не выявлено достоверных изменений уровня орексинa-A
(М = 0.38, 0.32; 0.41 и М = 0.38, 0.34; 0.39, рис. 7b).

Полученные данные демонстрируют противоположные реакции орексин-имму-
нопозитивных клеток перифорникальной области гипоталамуса и ретикулярного
ядра таламуса на различные стрессорные воздействия, что, очевидно, связано с
различиями их функционального значения.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Орексин-иммунопозитивные клетки были описаны в лaтерaльном гипотaлaмусе
и облaсти вентрaльного тaлaмусa [2]. Результаты нашего исследования демонстри-

Рис. 6. Анализ уровня орексинa-A в нейронaх перифорникaльной облaсти гипотaлaмусa (а) и ретику-
лярного ядрa тaлaмусa (b) у контрольных крыс Вистaр (Control), после депривaции снa (SD) и 2-чaсово-
го постдепривaционного периодa (PDP).
По оси ординaт: оптическaя плотность в условных единицaх (у.е.). Результаты предстaвлены в виде
бокс-плотов, соответствующих 50% (25–75%) дaнных. Обознaчения: чернaя точкa внутри боксa – ме-
диaнa, линии пределa – интерквaртильные рaзмaхи. Достоверность отличий (р < 0.05): * – по срaвне-
нию с контролем, # – по срaвнению с депривацией сна.
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руют присутствие орексинов (А и В) в клетках ретикулярного ядра таламуса у ис-
следованных нами лабораторных животных (две линии крысы и у мыши С57Bl/6J).
Анализ препаратов мозга крыс Вистар подтверждают данные о том, что орексины-
А и -B колокализованы в одной клетке, а также присутствуют в клетках различной
формы и размеров во всех областях ретикулярного ядра таламуса. Эти данные, оче-
видно, демонстрируют присутствие орексинов в различных типах клеток этого яд-
ра [17], что дает основания предполагать участие орексинов в реализации их функ-
ций, в частности в регуляции веретен сна [14]. Полученные нами данные также де-
монстрируют, что уровень иммунореактивности орексинов в клетках ретикулярного
ядра таламуса значительно ниже, чем в гипоталамусе (рис. 6).

Ранее показано, что в эмбриогенезе крысы в мозге орексины начинают иденти-
фицироваться на стадии Е12 [38]. У эмбрионов крыс Вистар на стадии Е18 орек-
син-иммунопозитивные клетки выявлены в гиппокампе, дне и стенке 3-го желу-
дочка, а в презумптивной области латерального гипоталамуса выявляются орек-
син-иммунопозитивные клетки с небольшим количеством иммунопозитивного
вещества в перикарионе, но хорошо выраженными отростками [34], что свидетель-
ствует об их дифференцированности. При этом в вентральном таламусе нами были
отмечены скопления орексин-иммунопозитивных клеток округлой формы с не-
большими отростками, что позволяет рассматривать их как еще недифференциро-
ванные структуры.

В постэмбриональном развитии крысят Р14 и Р30 в латеральном гипоталамусе
наблюдаются прогрессивное развитие орексин-иммунопозитивных клеток [8].
При этом в нейронах в области ретикулярного ядра таламуса у крысят Р14 наблю-
дается чрезвычайно слабая иммунореактивность к орексинам, а у крысят Р30 уро-
вень развития орексин-иммунопозитивных клеток соответствует таковому у взрос-
лых крыс. Полученные данные демонстрируют более позднее развитие орексин-
иммунопозитивных клеток ретикулярного ядра таламуса по сравнению с гипотала-
мической группой. Кроме того, если источником гипоталамической группы явля-
ются клетки, выселявшиеся из стенки и дна 3-го желудочка, то в таламусе, очевид-
но, другой источник орексин-продуцирующих клеток.

Рис. 7. Анализ уровня орексинa-A в нейронaх перифорникaльной облaсти гипотaлaмусa (а) и ретику-
лярного ядрa тaлaмусa (b) у контрольных (Control) крыс Вистaр и после 3 ч иммобилизaции (Imm).
По оси ординaт: оптическaя плотность в условных единицaх (у. е.), результаты предстaвлены в виде
бокс-плотов, соответствующих 50% (25–75%) дaнных. Обознaчения: чернaя точкa внутри боксa – ме-
диaнa, линии пределa – интерквaртильные рaзмaхи, * – достоверность отличий (р < 0.05) по срaвнению
с контролем.
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Известно, что орексин-иммунопозитивные нейроны латерального гипоталамуса
вовлечены в регуляцию различных функций, в частности в регуляцию цикла бодр-
ствование–сон и стрессорного ответа [5, 8]. Поэтому мы использовали экспери-
менты с депривацией сна и жесткой иммобилизацией, в которых моделировали
нарушение сна и стресс. После депривации сна и в постдепривационный период
наблюдаются противоположные реакции орексин-иммунопозитивных клеток пе-
рифорникальной области и ретикулярного ядра таламуса. Если после 6 ч деприва-
ции сна (рис. 4) в нейронах перифорникальной области гипоталамуса отмечено
увеличение уровня орексина-А (p < 0.05) по сравнению с контрольными животны-
ми, то в клетках ретикулярного ядра таламуса, напротив, выявлено его уменьшение
(p < 0.05). Через 2 ч постдепривационного периода в нейронах перифорникальной
области гипоталамуса отмечается еще большее увеличение уровня орексина-А, в то
время как в ретикулярном ядре таламуса не наблюдается изменения его уровня по
сравнению с уровнем при депривации сна.

После 3-часовой иммобилизации в нейронах перифорникальной области также
отмечается увеличение уровня орексина-А по сравнению с контролем, в то время как
в клетках ретикулярного ядра таламуса не выявлено изменения его уровня (рис. 6).

Полученные данные демонстрируют изменение уровня орексина-А в перифор-
никальной области как в эксперименте с депривацией сна, так и после иммобили-
зации. При этом в ретикулярном ядре таламуса изменения наблюдались только по-
сле депривации сна.

В настоящее время утвердилось мнение о том, что ретикулярное ядро таламуса яв-
ляется ключевой структурой мозга, которая вовлечена в регуляцию сна как пейсме-
кер веретен сна [14]. Полученные нами данные свидетельствуют о вовлечении орек-
синов, образующихся в клетках этого ядра, в осуществлении этих механизмов, так
же как и других пептидов, идентифицированных в данной структуре мозга [19–24].
В этой связи важно отметить тот факт, что у крысы становление цикла бодрствова-
ние–сон наблюдается с 30-го дня жизни [8, 39]. Представленные нами данные сви-
детельствуют о том, что, формирование цикла бодрствование–сон связано с нача-
лом активного функционирования орексин-иммунопозитивных клеток и в рети-
кулярном ядре таламуса.
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Orexin-Immunopositive Structures of the Reticular Nucleus of the Thalamus

I. Yu. Morinaa and I. V. Romanovaa, *
aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry Russian Academy of Scienses,

St-Petersburg, Russia
*e-mail: irinaromanova@mail.ru

In laboratory mammals (adult Wistar and Sprague-Dawley rats, C57Bl/6J mice), orex-
in-A and orexin-B were detected in the neurons of different areas of the reticular tha-
lamic nucleus, the level of immunoreactivity of which is significantly lower than in the
neurons of the perifornical region of the hypothalamus. On Wistar rats in xperiments
with 6-hour sleep deprivation and 3-hour immobilization on the back revealed multidi-
rectional reactions of orexin-immunopositive neurons in these brain structures. It has
been shown that during the embryonic development of the Wistar rat in the thalamus,
orexin-immunopositive structures are identified already at the E18 stage, are poorly de-
veloped at the P14 stage, and form to the 30th day of life, which coincides with the peri-
od of formation of the wakefulness-sleep cycle in the rat. The obtained data indicate that
orexins of the reticular thalamic nucleus are also involved in the regulation of the sleep-
wake cycle.

Keywords: orexins, reticular thalamic nucleus, hypothalamus, ontogeny, sleep depriva-
tion, stress
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