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Ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ïðîâåäåí àíàëèç äâîéíîãî èììóíîìå÷åíèÿ,
ñâèäåòåëüñòâóþùèé î ëîêàëèçàöèè áîëüøîãî ÷èñëà òèðîçèíãèäðîêñèëàçà-èììóíîïîçè-
òèâíûõ îòðîñòêîâ âîêðóã òåë îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ, ðàñïîëîæåííûõ â ïåðèôîð-
íèêàëüíîé îáëàñòè ãèïîòàëàìóñà êðûñû. Â òåëàõ îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ âûÿâëåíû
D1-ðåöåïòîðû äîôàìèíà. Âûñîêàÿ ñòåïåíü êîëîêàëèçàöèè D1- è D2-ðåöåïòîðîâ äîôàìèíà
âûÿâëåíà â ïåðèôîðíèêàëüíîé îáëàñòè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ôîðìèðîâàíèè ãåòåðîäè-
ìåðíûõ D1/D2-êîìïëåêñîâ. Ïîñëå âíóòðèáðþøèííîãî ââåäåíèÿ ñåëåêòèâíîãî àíòàãîíè-
ñòà D1-ðåöåïòîðîâ (SCH 39166) â íåéðîíàõ ïåðèôîðíèêàëüíîé îáëàñòè âûÿâëåíî óâåëè÷å-
íèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñFos-áåëêà êàê â îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ, òàê è â ðàñïîëî-
æåííûõ ðÿäîì ÃÀÌÊ-íåéðîíàõ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçìîæíîñòè
âëèÿíèÿ äîôàìèíà íà îðåêñèíåðãè÷åñêèå íåéðîíû êàê ïðÿìûì ïóòåì ÷åðåç D1- è D2-çàâè-
ñèìûå ñèãíàëüíûå ïóòè, òàê è ÷åðåç âëèÿíèå íà ÃÀÌÊ-íåéðîíû.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ìîçã, îðåêñèíû, ãèïîòàëàìóñ, äîôàìèí, D1-, D2-ðåöåïòîðû äîôàìè-
íà, ÃÀÌÊ.
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I. Yu. Morina, A. L. Mikhrina, I. V. Romanova. IMMUNOHISTOCHEMICAL INVESTIGA-
TION OF THE WAYS OF DOPAMINE INFLUENCE ON OREXINERGIC NEURONS OF
THE PERIFORNICAL HYPOTHALAMIC AREA OF RATS. Sechenov Institute of Evolutio-
nary Physiology and Biochemistry of the RAS, St. Petersburg, Russia, e-mail: irinaromano-
va@mail.ru.

Analysis of double immunostaining using confocal microscopy indicates the localization of a
large number of tyrosine hydroxylase-immunopositive processes around the bodies of orexinergic
neurons in the perifornical area of the hypothalamus in rats. In the bodies of orexynergic neurons
the dopamine D1-receptors have been identified. A high degree of colocalization of D1- and
D2-dopamine receptors was detected in the perifornical area, which indicates the formation of he-
terodimeric D1/ D2-complexes. After intraperitoneal administration of a selective D1-receptor
antagonist (SCH 39166) the optical density of the cFos-protein was increased in orexinergic neu-
rons and in adjacent GABA-neurons in perifornical area. The obtained data indicate the possibili-
ty of dopamine influence on orexinergic neurons as directly through the D1- and D2-dependent
signaling pathways, and through the effect on GABA-neurons.
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Íîâûå íåéðîïåïòèäû, îòêðûòûå â ìîçãå ìëåêîïèòàþùèõ â êîíöå ïðîøëîãî
âåêà, ïîëó÷èëè íàçâàíèå ãèïîêðåòèíû, èëè îðåêñèíû, òàê êàê áûëî ïîêàçàíî èõ
ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ïèùåâîãî ïîâåäåíèÿ è, â ÷àñòíîñòè, àêòèâàöèè àïïåòèòà
[7, 14]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîêàçàíî ñóùåñòâîâàíèå äâóõ ôîðì ïåïòèäîâ ýòîãî ñå-
ìåéñòâà: îðåêñèí-À è îðåêñèí-Â (1 è 2 cîîòâåòñòâåííî), êîòîðûå îáðàçóþòñÿ â
îäíèõ íåéðîíàõ, ðàñïîëîæåííûõ â ïåðèôîðíèêàëüíîé îáëàñòè ãèïîòàëàìóñà, èç
îáùåé ìîëåêóëû-ïðåäøåñòâåííèêà — ïðå-ïðîîðåêñèíà — ïîñëå åå ðàñùåïëåíèÿ
ïðîêîðâåðòàçàìè. Äåéñòâèå îðåêñèíîâ îïîñðåäîâàíî äâóìÿ òèïàìè G-áåëîê-ñâÿ-
çàííûìè ìåìáðàííûìè ðåöåïòîðàìè: ÎÕ1R è ÎÕ2R. Ïðè ýòîì îðåêñèí-À ìîæåò
îêàçûâàòü âëèÿíèå íà êëåòêè-ìèøåíè ÷åðåç îáà òèïà ðåöåïòîðîâ, à îðåêñèí-Â —
òîëüêî ÷åðåç ÎÕ2R [11].

Ïðîåêöèè îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ è îðåêñèíîâûå ðåöåïòîðû âûÿâëåíû
âî ìíîãèõ îáëàñòÿõ ìîçãà, â ÷àñòíîñòè â ðàçëè÷íûõ ãèïîòàëàìè÷åñêèõ ñòðóêòó-
ðàõ (ïðåîïòè÷åñêîé îáëàñòè, ïàðàâåíòðèêóëÿðíîì, ñóïðàîïòè÷åñêîì, àðêóàòíîì
ÿäðàõ), â àìèãäàëå, òàëàìóñå, ãèïïîêàìïå, êîðå áîëüøèõ ïîëóøàðèé, â ñðåäíåì
ìîçãå, ÷òî îáóñëîâëèâàåò âîâëå÷åíèå îðåêñèíîâ â êîíòðîëü ðàçëè÷íûõ ôóíêöèé
(íåéðîñåêðåöèÿ, èììóííûé îòâåò, ýíåðãåòè÷åñêèé áàëàíñ, öèêëà áîäðñòâîâà-
íèå—ñîí è äð.) [7, 14, 15, 17]. Â ñðåäíåì ìîçãå â âåíòðàëüíîé òåãìåíòàðíîé îáëàñòè,
ãäå ïðåèìóùåñòâåííî ðàñïîëîæåíû äîôàìèíåðãè÷åñêèå íåéðîíû, âûÿâëåíû îáà
òèïà îðåêñèíîâûõ ðåöåïòîðîâ [10]. Òàêæå ïîêàçàíî àêòèâèðóþùåå âëèÿíèå îðåê-
ñèíîâ íà äîôàìèíåðãè÷åñêèå êëåòêè ýòîé îáëàñòè [16], îäíàêî ÷åòêèõ äàííûõ î
âîçìîæíîñòè âëèÿíèÿ äîôàìèíà íà îðåêñèíåðãè÷åñêèå íåéðîíû è ìåõàíèçìàõ
ýòèõ âçàèìîäåéñòâèé â èçâåñòíîé íàì ëèòåðàòóðå íåäîñòàòî÷íî.

Îòðîñòêè, èììóíîïîçèòèâíûå ê òèðîçèíãèäðîêñèëàçå — ôåðìåíòó áèîñèí-
òåçà âñåõ êàòåõîëàìèíîâ, ðàíåå áûëè âûÿâëåíû â ïåðèôîðíèêàëüíîé îáëàñòè ãè-
ïîòàëàìóñà [20]. Ïðè ýòîì áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ ìî-
ãóò ïðèñóòñòâîâàòü á2-àäðåíîðåöåïòîðû, ÷òî ïîäòâåðæäàåò ó÷àñòèå íîðàäðåíà-
ëèíà â èõ ðåãóëÿöèè. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìîäåëèðîâàíèå äèñôóíêöèé
äîôàìèíåðãè÷åñêîé ñèñòåìû îêàçûâàåò âëèÿíèå íà ìîðôîôóíêöèîíàëüíîå ñî-
ñòîÿíèå îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ [1]. Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî
âûÿñíèòü âîçìîæíîñòü ïðèñóòñòâèÿ äîôàìèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ðàçíûõ òèïîâ
íåïîñðåäñòâåííî â îðåêñèíåðãè÷åñêèõ, à òàêæå â îêðóæàþùèõ èõ íåéðîíàõ ïå-
ðèôîðíèêàëüíîé îáëàñòè ãèïîòàëàìóñà.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Ýêñïåðèìåíòû áûëè ïðîâåäåíû íà ïîëîâîçðåëûõ ñàìöàõ êðûñû ëèíèè Âè-
ñòàð ìàññîé 200—220 ã. Âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè â ïîëíîì ñîîòâåòñòâèè ñ
òðåáîâàíèÿìè Ýòè÷åñêîãî êîìèòåòà ÈÝÔÁ ÐÀÍ, European Communities Council
Directive 1986 (2010/63/EEC) è ïðàâèëàìè, èçëîæåííûìè â «Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals».

Â ïåðâîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòà èíòàêòíûõ êðûñ (n = 3) íàðêîòèçèðîâàëè õëîð-
àëãèäðàòîì (400 ìã/êã) è ïîäâåðãàëè òðàíñêàðäèàëüíîé ïåðôóçèè 0.1 Ì ôîñôàò-
íûì áóôåðîì è 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì. Âî âòîðîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòà
êðûñàì âíóòðèáðþøèííî ââîäèëè 400 ìêë ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà (êîíò-
ðîëüíàÿ ãðóïïà, n = 4) èëè ñåëåêòèâíîãî àíòàãîíèñòà D1-ðåöåïòîðîâ äîôàìèíà
(SCH 39166, TOCRIS), êîòîðûé ðàçâîäèëè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå (äîçà
0.3 ìã/êã, n = 4). ×åðåç 1 ÷ ïîñëå èíúåêöèè æèâîòíûõ íàðêîòèçèðîâàëè õëîðàë-
ãèäðàòîì (400 ìã/êã) è ïîäâåðãàëè òðàíñêàðäèàëüíîé ïåðôóçèè 0.1 Ì ôîñôàòíûì
áóôåðîì è 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì.



Èññëåäîâàíèÿ ìîçãà êðûñ ïåðâîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòà ïðîâîäèëè íà ôðîí-
òàëüíûõ ñâîáîäíî ïëàâàþùèõ ñðåçàõ ìîçãà èç îáëàñòè ãèïîòàëàìóñà òîëùèíîé
20 ìêì, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ êðèîñòàòà (Leika, Ãåðìàíèÿ). Ôðîíòàëüíûå ñðå-
çû ìîçãà (16 ìêì) êîíòðîëüíûõ è ýêñïåðèìåíòàëüíûõ êðûñ âòîðîé ñåðèè ýêñïå-
ðèìåíòà ìîíòèðîâàëè íà ñòåêëà SuperFrost/plus, êîòîðûå ïåðåä íàíåñåíèåì àíòè-
òåë êèïÿòèëè 5 ìèí â öèòðàòíîì áóôåðå (pH 6.0) äëÿ äåìàñêèðîâêè àíòèãåíà. Äëÿ
ðåàêöèé áûëè îòîáðàíû ñðåçû ñ ïåðèôîðíèêàëüíîé îáëàñòüþ ãèïîòàëàìóñà ñî-
ãëàñíî àòëàñó ìîçãà êðûñû [12]. Ýòàïû îáðàáîòêè ìàòåðèàëà äëÿ èììóíîãèñòîõè-
ìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ è ïðîòîêîë èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè ðàíåå áû-
ëè ïîäðîáíî îïèñàíû [2, 13].

Äëÿ ðåàêöèé íà ñâîáîäíîïëàâàþùèõ ñðåçàõ ìîçãà èñïîëüçîâàëè ñìåñü ñëåäó-
þùèõ êîìáèíàöèé ïåðâè÷íûõ àíòèòåë: ìûøè ê òèðîçèíãèäðîêñèëàçå (Sigma,
1:1000) è êðîëèêà ê îðåêñèíó-À (Sigma, 1:1000); êðîëèêà ê îðåêñèíó-À è ìûøè ê
D1-ðåöåïòîðàì äîôàìèíà (Millipore, 1:100); ìûøè ê D1-ðåöåïòîðàì äîôàìèíà
è êðîëèêà ê D2-ðåöåïòîðàì äîôàìèíà (Millipore, 1:200); ñìåñü àíòèòåë ìûøè ê
ãëóòàìàòäåêàðáîêñèëàçå-65 (Abcam, 1:1000) è ãëóòàìàòäåêàðáîêñèëàçå-67 (Milli-
pore, 1:1000) è êðîëèêà ê D1-ðåöåïòîðàì äîôàìèíà (Abcam, 1:200), ìûøè ê ãëó-
òàìàòäåêàðáîêñèëàçå-65 è ãëóòàìàòäåêàðáîêñèëàçå-67 è êðîëèêà ê D2-ðåöåïòîðàì
äîôàìèíà. Íà ñðåçû ìîçãà êîíòðîëüíûõ è ýêñïåðèìåíòàëüíûõ êðûñ, ìîíòèðîâàí-
íûå íà ñòåêëà, ñèíõðîííî íàíîñèëè ñìåñü àíòèòåë êðîëèêà ê îðåêñèíó-À è îâöû
ê ñFos (Abcam, 1:100). Ñðåçû èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè 48 ÷ ïðè
4 °Ñ è ïîñëå òùàòåëüíîé ïðîìûâêè èíêóáèðîâàëè â ñìåñè ñîîòâåòñòâóþùèõ âòî-
ðè÷íûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ôëóîðåñöåíòíûìè ìåòêàìè (Invitrogen,
1:1000): öûïëåíêà ïðîòèâ êðîëèêà ñ Alexa-488 è îñëà ïðîòèâ ìûøè ñ Alexa-568;
öûïëåíêà ïðîòèâ êðîëèêà ñ Alexa-488 è êîçû ïðîòèâ îâöû ñ Alexa-543. Äëÿ âèçó-
àëèçàöèè ÿäðà ñðåçû îáðàáàòûâàëè ÿäåðíûì êðàñèòåëåì DAPI (Sigma, 1:2000). Äëÿ
ïðîâåðêè ñïåöèôè÷íîñòè àíòèòåë áûëè ïðîâåäåíû íåãàòèâíûå êîíòðîëè (ðåàê-
öèè áåç ïåðâûõ èëè áåç âòîðûõ àíòèòåë). Àíàëèç ñðåçîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà DMI6000 è ëàçåðíîé óñòàíîâêè SP5 II (Leiña Micro-
systems, Ãåðìàíèÿ) èëè ìóëüòèôîòîííîé óñòàíîâêè. Èñïîëüçîâàëè èììåðñèîííûé
îáúåêòèâ õ63 è ëàçåðû ñ äëèíîé âîëíû âîçáóæäåíèÿ 488, 568 íì, à òàêæå 355 íì
äëÿ DAPI. Èçîáðàæåíèÿ àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïàêåòà ïðîãðàìì Leica LAS
AF, ïîäãîòîâêó ê äåìîíñòðàöèè ïðîâîäèëè c ïîìîùüþ ïðîãðàììû Photoshop CS3.

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâåäåí ñ ïîìîùüþ ïàðíîãî t-êðèòåðèÿ Ñòúþäåíòà
ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè p < 0.05. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû êàê ñðåäíåå àðèôìå-
òè÷åñêîå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè â óñëîâíûõ åäèíèöàõ (óñë. åä.) ± ñòàíäàðòíàÿ
îøèáêà, à òàêæå â ïðîöåíòàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ óðîâíåì êîíòðîëÿ.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Àíàëèç äâîéíîãî èììóíîìå÷åíèÿ ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðèñóòñòâèè â ïåðèôîð-
íèêàëüíîé îáëàñòè ãèïîòàëàìóñà áîëüøîãî ÷èñëà ÒÃ-èììóíîïîçèòèâíûõ îòðîñò-
êîâ, êîòîðûå, â ÷àñòíîñòè, ðàñïîëîæåíû âîêðóã òåë îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðî-
íîâ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î âîçìîæíîñòè ó÷àñòèÿ êàòåõîëàìèíîâ â ðåãóëÿöèè
îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ. Â îñíîâíîì òåëà îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ ëî-
êàëèçîâàíû äîðçàëüíî íàä ôîðíèêñîì. Îäíàêî íåáîëüøîå èõ êîëè÷åñòâî âûÿâëÿ-
åòñÿ ïî õîäó íèãðîñòðèàòíîãî ïó÷êà, ëîêàëèçîâàííîãî ðÿäîì ñ ëàòåðàëüíîé îáëà-
ñòüþ ãèïîòàëàìóñà, ãäå ðàñïîëîæåíû ÒÃ-èììóíîïîçèòèâíûå îòðîñòêè, òàê æå
êàê è â ëàòåðàëüíîé îáëàñòè íåîïðåäåëåííîé çîíû, ãäå âûÿâëÿþòñÿ òåëà ÒÃ-èì-
ìóíîïîçèòèâíûõ íåéðîíîâ è îòðîñòêè.

Îðåêñèí-èììóíîïîçèòèâíûå îòðîñòêè òàêæå âûÿâëÿþòñÿ â àðêóàòíîì ÿäðå
ãèïîòàëàìóñà âîêðóã òåë ÒÃ-èììóíîïîçèòèâíûõ íåéðîíîâ.

Â ïåðèôîðíèêàëüíîé îáëàñòè ãèïîòàëàìóñà ñòðóêòóðû, èììóíîïîçèòèâíûå ê
D1-ðåöåïòîðàì äîôàìèíà (D1Ð), øèðîêî ïðåäñòàâëåíû. D1Ð âûÿâëÿþòñÿ êàê
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íåïîñðåäñòâåííî â òåëàõ îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ, òàê è â òåëàõ íåéðîíîâ
äðóãîé ýðãè÷íîñòè (ðèñ. 1, Á—Ã), â ÷àñòíîñòè èììóíîïîçèòèâíûõ ê ôåðìåíòó
áèîñèíòåçà ÃÀÌÊ — ãëóòàìàòäåêàðáîêñèëàçå (ÃÀÄ), êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ îáùå-
ïðèçíàííûì ìàðêåðîì ÃÀÌÊ-íåéðîíîâ.

Àíàëèç èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè â îáëàñòè íàèáîëüøåé ëîêàëèçàöèè
îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ, ïðîâåäåííûé íà ïîñëåäîâàòåëüíûõ ñðåçàõ ìîçãà,
ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðèñóòñòâèè çäåñü áîëüøîãî ÷èñëà òåë íåéðîíîâ, êîòîðûå äà-
þò ïîëîæèòåëüíóþ ðåàêöèþ ê D2-ðåöåïòîðàì äîôàìèíà (D2Ð). Ïî ôîðìå, ðàçìå-
ðó è êîëè÷åñòâó òåë íåéðîíîâ ýòè D2Ð-èììóíîïîçèòèâíûå íåéðîíû ïîõîæè íà
îðåêñèíåðãè÷åñêèå (ðèñ. 2, À, Â, Ã), îäíàêî îòñóòñòâèå àäåêâàòíûõ êîìáèíàöèé
àíòèòåë (ìû ðàñïîëàãàëè òîëüêî êðîëè÷üèìè ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè ê îðåêñè-
íó è ê D2Ð) íå ïîçâîëÿåò âûÿâèòü D2Ð íåïîñðåäñòâåííî â îðåêñèíåðãè÷åñêèõ
íåéðîíàõ. Ïðè ýòîì òîëüêî íåáîëüøîå ÷èñëî D2Ð-èììóíîïîçèòèâíûõ íåéðîíîâ

Ðèñ. 1. Ïåðèôîðíèêàëüíàÿ îáëàñòü ãèïîòàëàìóñà êðûñû. Äâîéíàÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ
ðåàêöèÿ ê îðåêñèíó-À (Alexa-488) è D1-ðåöåïòîðàì äîôàìèíà (Alexa-568).

Ñïëîøíûå ñòðåëêè óêàçûâàþò íà òåëà îðåêñèí-À-èììóíîïîçèòèâíûõ íåéðîíîâ (À), â êîòîðûõ âûÿâëÿ-
þòñÿ D1-ðåöåïòîðû äîôàìèíà (Á) è ìåñòà èõ êîëîêàëèçàöèè (Â, Ã); ïðåðûâèñòûå ñòðåëêè — D1-ðåöåï-

òîðû äîôàìèíà íà íåéðîíàõ, íåãàòèâíûõ ê îðåêñèíó-À. Ìàñøòàá: À—Â — 25 ìêì, Ã — 7.5 ìêì.



äàåò ïîëîæèòåëüíóþ ðåàêöèþ è ê ãëóòàìàòäåêàðáîêñèëàçå (ðèñ. 2, Â—Ä). Ïîëó-
÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò, ÷òî áîëüøèíñòâî D2Ð-èììóíîïîçèòèâíûõ íåé-
ðîíîâ ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îðåêñèíåðãè÷åñêèìè, ïðè÷åì êîëè÷åñòâî D2Ð â íèõ íå-
ñêîëüêî áîëüøå, ÷åì D1Ð.

Àíàëèç äâîéíîé èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé ðåàêöèÿ â îáëàñòè íàèáîëüøåé
ëîêàëèçàöèè îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î âûñîêîé ñòåïåíè
êîëîêàëèçàöèè D1Ð è D2Ð (ðèñ. 3), ÷òî ïîäòâåðæäàåò íàøå ïðåäïîëîæåíèå î
ïðèñóòñòâèè îáîèõ òèïîâ ðåöåïòîðîâ â îäíèõ íåéðîíàõ, â ÷àñòíîñòè â îðåêñè-
íåðãè÷åñêèõ.

Àíàëèç äâîéíîé èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè â ïåðèôîðíèêàëüíîé îá-
ëàñòè ãèïîòàëàìóñà ó êîíòðîëüíûõ êðûñ ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðèñóòñòâèè cFos-
áåëêà êàê â îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ, òàê è â íåéðîíàõ äðóãîé ýðãè÷íîñòè
(ðèñ. 4, À—Â). Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ ñFos
â îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ ñîñòàâëÿåò 2.12 ± 0.25 óñë. åä. è íå îòëè÷àåòñÿ îò
òàêîâîé â íåéðîíàõ äðóãîé ýðãè÷íîñòè (2.15 ± 0.35 óñë. åä.).
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Ðèñ. 2. Ïåðèôîðíèêàëüíàÿ îáëàñòü ãèïîòàëàìóñà êðûñû. Äâîéíàÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ
ðåàêöèÿ ê D2-ðåöåïòîðàì äîôàìèíà (Alexa-488) è ãëóòàìàòäåêàðáîêñèëàçå-65 è 67 (Ale-

xa-568) — ìàðêåðàì ÃÀÌÊ-íåéðîíîâ.

Ñïëîøíûå ñòðåëêè óêàçûâàþò íà òåëà D2-ðåöåïòîð-èììóíîïîçèòèâíûõ íåéðîíîâ (À, Â, Ã), êîòîðûå íå
êîëîêàëèçîâàíû ñ ãëóòàìàòäåêàðáîêñèëàçîé; ïðåðûâèñòûå ñòðåëêè — òåëà ÃÀÌÊ-íåéðîíîâ, â êîòî-
ðûõ âûÿâëÿþòñÿ D2-ðåöåïòîðû äîôàìèíà (Á, Â, Ä). Çâåçäî÷êîé îáîçíà÷åíî ìåñòî ÿäðà ÃÀÌÊ-íåéðî-

íîâ. Ìàñøòàá: 50 ìêì (À—Â), 20 ìêì (Ã, Ä).
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Ïîñëå ââåäåíèÿ àíòàãîíèñòà D1Ð âûÿâëåíî óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ñâå÷å-
íèÿ cFos-áåëêà íà 240 % â îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ (5.18 ± 0.45 óñë. åä.,
p<0.05), íà 248 % — â íåéðîíàõ äðóãîé ýðãè÷íîñòè (5.34 ± 0.55 óñë. åä., p < 0.05;
ðèñ. 4, Ã—Å).

ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ ÐÅÇÓËÜÒÀÒÎÂ

Òèðîçèíãèäðîêñèëàçà (ÒÃ) — ïåðâûé ôåðìåíò áèîñèíòåçà êàòåõîëàìèíîâ øè-
ðîêî èñïîëüçóåòñÿ êàê ìàðêåð êàòåõîëàìèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ. Ðàíåå â ïåðè-
ôîðíèêàëüíîé îáëàñòè ãèïîòàëàìóñà áûëè âûÿâëåíû ÒÃ-èììóíîïîçèòèâíûå îò-
ðîñòêè, êîòîðûå ìîãóò ïðèíàäëåæàòü êàê äîôàìèíåðãè÷åñêèì, òàê è íîðàäðåíåð-

Ðèñ. 3. Ïåðèôîðíèêàëüíàÿ îáëàñòü ãèïîòàëàìóñà êðûñû. Äâîéíàÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ
ðåàêöèÿ ê D2- (Alexa-488, À) è D1-ðåöåïòîðàì äîôàìèíà (Alexa-568, Á) è èõ ñîâìåùåíèå

(Â, Ã).

Ñïëîøíûå ñòðåëêè óêàçûâàþò íà òåëà íåéðîíîâ, èììóíîïîçèòèâíûõ ê D2-ðåöåïòîðàì (À), D1-ðåöåï-
òîðàì (Á), èõ êîëîêàëèçàöèþ (Â, Ã). Çâåçäî÷êàìè îáîçíà÷åíî ìåñòî ëîêàëèçàöèè ÿäðà, êîòîðîå îêðàøå-

íî ñèíèì öâåòîì (DAPI, Ã). Ìàñøòàá: 20 ìêì (À—Â), 5 ìêì (Ã).



ãè÷åñêèì è àäðåíåðãè÷åñêèì íåéðîíàì. Çíà÷åíèå ýòèõ îòðîñòêîâ ñâÿçûâàëè ñ
âîçáóæäåíèåì á2-àäðåíîðåöåïòîðîâ è ñîîòâåòñòâåííî ñ âîçìîæíîñòüþ âëèÿíèÿ
ïðåæäå âñåãî íîðàäðåíàëèíà, íî íå ñ äîôàìèíîì [20]. Ïîêàçàíî, ÷òî á2-àäðåíîðå-
öåïòîðû ÿâëÿþòñÿ àóòîðåöåïòîðàìè. Îíè ëîêàëèçîâàíû íà ïðåñèíàïòè÷åñêîé
ìåìáðàíå è òîðìîçÿò âûáðîñ íîðàäðåíàëèíà, ÷òî îêàçûâàåò çàùèòíûé ýôôåêò íà
êëåòêó-ìèøåíü îò ÷ðåçìåðíîãî åãî âûáðîñà.

Èçâåñòíî, ÷òî ÒÃ-èììóíîïîçèòèâíûå îòðîñòêè íèãðîñòðèàòíîãî òðàêòà ÿâëÿ-
þòñÿ îòðîñòêàìè äîôàìèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ, ðàñïîëîæåííûõ â ÷åðíîé ñóá-
ñòàíöèè è âåíòðàëüíîé òåãìåíòàðíîé îáëàñòè. ÒÃ-èìóíîïîçèòèâíûå íåéðîíû
íåîïðåäåëåííîé çîíû è àðêóàòíîãî ÿäðà ãèïîòàëàìóñà òàêæå ÿâëÿþòñÿ äîôàìèí-
åðãè÷åñêèìè íåéðîíàìè [5]. Ïðèñóòñòâèå çäåñü îðåêñèíåðãè÷åñêèõ ñòðóêòóð,
ïî-âèäèìîìó, ñâèäåòåëüñòâóåò î òåñíûõ ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûõ âçàèìîîò-
íîøåíèÿõ îðåêñèíåðãè÷åñêèõ è äîôàìèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ ìîçãà.

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò ýêñïðåññèþ D1-ðåöåïòîðîâ
äîôàìèíà â îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ïåðâûì äîêàçàòåëüñò-
âîì âîçìîæíîñòè ïðÿìîãî âëèÿíèÿ äîôàìèíà íà ýòè íåéðîíû ÷åðåç D1-ñîïðÿ-
æåííûå ñèãíàëüíûå ïóòè, êîòîðûå, êàê èçâåñòíî, ñâÿçàíû ñ àêòèâàöèåé öÀÌÔ
[6]. Îáùåïðèçíàíî, ÷òî ÃÀÌÊ ÿâëÿåòñÿ ãëàâíûì òîðìîçíûì íåéðîòðàíñìèòòå-
ðîì ìîçãà.

Áèîñèíòåç ÃÀÌÊ çàâèñèò îò ðàáîòû äâóõ ôåðìåíòîâ ãëóòàìàòäåêàðáîêñèëà-
çû-65 è 67, êîòîðûå êîäèðóþòñÿ ðàçëè÷íûìè ãåíàìè [9]. Ïåðâûé ôåðìåíò ïðåè-
ìóùåñòâåííî ëîêàëèçîâàí â òåëàõ íåéðîíîâ, âòîðîé — â îòðîñòêàõ. Ïîýòîìó â
ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè ñìåñü àíòèòåë ê îáîèì ôåðìåíòàì, ÷òîáû ìàðêèðîâàòü
òåëî è îòðîñòêè ÃÀÌÊ-íåéðîíîâ. Ëîêàëèçàöèÿ ÃÀÌÊ-íåéðîíîâ â ïåðèôîðíè-
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Ðèñ. 4. Ïåðèôîðíèêàëüíàÿ îáëàñòü ãèïîòàëàìóñà êðûñû. Äâîéíàÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ
ðåàêöèÿ ê îðåêñèíó-À (À, Ã; Alexa-488), ñFos (Á, Ä; Alexa-543) è èõ ñîâìåùåíèå (Â, Å) â íåé-
ðîíàõ â êîíòðîëå (À—Â) è ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå èíòðàïåðèòîíèàëüíîãî ââåäåíèÿ ñåëåêòèâíîãî àí-

òàãîíèñòà D1-ðåöåïòîðîâ äîôàìèíà (SCH 39166).

Ñòðåëêè óêàçûâàþò íà òåëà îðåêñèí-À-èììóíîïîçèòèâíûõ íåéðîíîâ, êîòîðûå òàêæå ÿâëÿþòñÿ
cFos-èììóíîïîçèòèâíûìè. Ìàñøòàá: 20 ìêì.
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êàëüíîé îáëàñòè è íàáëþäàåìîå íàìè áîëüøîå ÷èñëî èõ îòðîñòêîâ âîêðóã òåë
îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ òàêæå ñâèäåòåëüñòâóåò î òåñíûõ ñòðóêòóðíûõ è
ôóíêöèîíàëüíûõ âçàèìîäåéñòâèÿõ, êîòîðûå, ïî-âèäèìîìó, ïðîÿâëÿþòñÿ â òîð-
ìîçíîì ýôôåêòå ÃÀÌÊ íà îðåêñèíåðãè÷åñêèå íåéðîíû. Ýêñïðåññèÿ æå D1-ðå-
öåïòîðîâ äîôàìèíà â ÃÀÌÊ-íåéðîíàõ â èññëåäîâàííîé îáëàñòè ñâèäåòåëüñòâóåò
î ñóùåñòâîâàíèè è îïîñðåäîâàííîãî âëèÿíèÿ äîôàìèíà íà îðåêñèíåðãè÷åñêèå
íåéðîíû ÷åðåç ìîäóëèðîâàíèå èõ âçàèìîäåéñòâèé ñ ÃÀÌÊ-íåéðîíàìè. Ýêñïðåñ-
ñèÿ D1-ðåöåïòîðîâ â ÃÀÌÊåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ ïîêàçàíà â äðóãèõ îáëàñòÿõ
ìîçãà (ðåòèêóëÿðíàÿ ÷àñòü ÷åðíîé ñóáñòàíöèè, ñòðèàòóì è äð.). Â äàííîì ñëó÷àå
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àêòèâàöèÿ ÷åðåç D1-ðåöåïòîð çàâèñèìûõ ñèãíàëüíûõ
ïóòåé îðåêñèíåðè÷åñêèõ íåéðîíîâ è îäíîâðåìåííàÿ àêòèâàöèÿ ñèíòåçà ÃÀÌÊ, â
ðåçóëüòàòå ÷åãî áóäåò óñèëèâàòüñÿ òîðìîçíûé ýôôåêò, íåîáõîäèìû äëÿ ïîääåð-
æàíèÿ îïðåäåëåííîé ôóíêöèîíàëüíîé ñòàáèëüíîñòè.

Ãåí, êîäèðóþùèé áåëîê ñFos, îòíîñèòñÿ ê ãåíàì ðàííåãî ðåàãèðîâàíèÿ. Åãî
àêòèâàöèÿ â íåéðîíàõ ñâÿçàíà ñ àäåêâàòíîé ðåàêöèåé íåéðîíîâ íà ïðåäëàãàåìîå
âîçäåéñòâèå. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî â íàøåì ýêñïåðèìåíòå ïîñëå ââåäåíèÿ ñåëåêòèâ-
íîãî àíòàãîíèñòà D1-ðåöåïòîðîâ äîôàìèíà áëîêàäà ïîñëåäíèõ äîëæíà âûçâàòü
ðåàêöèþ â íåéðîíàõ, ôóíêöèîíèðîâàíèå êîòîðûõ çàâèñèò îò D1-ñâÿçàííûõ ñèã-
íàëüíûõ êàñêàäîâ. Ðàíåå áûëà ïîêàçàíà ýôôåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàííîé äîçû
SCH 39166 [19], ïîýòîìó óâåëè÷åíèå óðîâíÿ áåëêà ñFos â îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåé-
ðîíàõ ñâèäåòåëüñòâóåò î ôóíêöèîíàëüíîì çíà÷åíèè äëÿ íèõ D1-ñâÿçàííûõ ñèã-
íàëüíûõ ïóòåé.

D2-ðåöåïòîðû äîôàìèíà, êàê èçâåñòíî, ÿâëÿþòñÿ òîðìîçíûìè ðåöåïòîðàìè,
êîòîðûå âîâëå÷åíû â èíàêòèâàöèþ öÀÌÔ [6]. Â äîôàìèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ
D2-ðåöåïòîðû âûïîëíÿþò ôóíêöèþ àóòîðåöåïòîðîâ è ðåãóëèðóþò âûâåäåíèå
äîôàìèíà èç òåðìèíàëåé. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå, ñ îäíîé ñòîðîíû, òîëüêî
êîñâåííî ñâèäåòåëüñòâóþò î ïðèñóòñòâèè D2-ðåöåïòîðîâ â îðåêñèíåðãè÷åñêèõ
íåéðîíàõ, à ñ äðóãîé ñòîðîíû, èõ çíà÷èòåëüíàÿ êîëîêàëèçàöèÿ ñ D1-ðåöåïòîðàìè,
êîòîðûå âûÿâëåíû â îðåêñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ, ñâèäåòåëüñòâóåò îá îáðàçîâà-
íèè ãåòåðîäèìåðíûõ êîìïëåêñîâ è ïðèñóòñòâèè îáîèõ òèïîâ ðåöåïòîðîâ â îðåê-
ñèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ. Àíàëîãè÷íàÿ êàðòèíà íàáëþäàëàñü íàìè äëÿ íåéðîíîâ,
îáðàçóþùèõ ïðîîïèîìåëàíîêàðòèí [3] è íåéðîïåïòèä Y [4] â àðêóàòíûõ ÿäðàõ ãè-
ïîòàëàìóñà êðûñû.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçìîæíîñòè
êàê ïðÿìîãî âëèÿíèÿ äîôàìèíà íà ðàçëè÷íûå íåéðîíû ãèïîòàëàìóñà, êîíòðîëè-
ðóþùèå ïèùåâîå ïîâåäåíèå è ýíåðãåòè÷åñêèé áàëàíñ, ÷åðåç D1- è D2-çàâèñèìûå
ñèãíàëüíûå ïóòè, òàê è îïîñðåäîâàííî ÷åðåç ÃÀÌÊ-íåéðîíû.

Èññëåäîâàíèå ïðîâåäåíî ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ ÖÊÏ ÈÝÔÁ ÐÀÍ íà
ñðåäñòâà ãîñóäàðñòâåííîãî áþäæåòà ïî ãîñçàäàíèþ ¹ ÀÀÀÀ-À18-118012290372-0.

ÑÏÈÑÎÊ ËÈÒÅÐÀÒÓÐÛ

[1] Ìîðèíà È. Þ., Ìèõðèíà À. Ë. Ó÷àñòèå êàòåõîëàìèíîâ â ðåãóëÿöèè îðåêñèíåðãè÷å-
ñêèõ íåéðîíîâ ìîçãà ìëåêîïèòàþùèõ. Ìåä. àêàä. æóðí. 17 (4). 2017.

[2] Ðîìàíîâà È. Â. Ìîðôîôóíêöèîíàëüíîå âçàèìîäåéñòâèå CART-ïåïòèäà è äîô-
àìèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ ìîçãà. Æóðí. ýâîëþö. áèîõèìèè è ôèçèîëîãèè. 49 (1) : 78—84.
2013.

[3] Ðîìàíîâà È. Â., Ìèõðèíà À. Ë., Øïàêîâ À. Î. Ëîêàëèçàöèÿ äîôàìèíîâûõ ðåöåïòî-
ðîâ 1-ãî è 2-ãî òèïîâ íà òåëàõ ÏÎÌÊ-ýêñïðåññèðóþùèõ íåéðîíîâ àðêóàòíîãî ÿäðà ãèïîòà-
ëàìóñà ìûøåé è êðûñ. Äîêëàäû ÀÍ. 472 (5) : 608—611. 2017.

[4] Ðîìàíîâà È. Â., Ìèõðèíà À. Ë., Øïàêîâ À. Î. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèå äîêàçàòåëü-
ñòâà ëîêàëèçàöèè äîôàìèíîâûõ ðåöåïòîðîâ íà ýêñïðåññèðóþùèõ íåéðîïåïòèä Y íåéðîíàõ
â àðêóàòíûõ ÿäðàõ êðûñ. Æóðí. ýâîëþö. áèîõèìèè è ôèçèîëîãèè. 54 (3) : 220—222. 2018.

[5] Óãðþìîâ Ì. Â. Ìåõàíèçìû íåéðîýíäîêðèííîé ðåãóëÿöèè. Ì. Íàóêà. 1999.



[6] Beaulieu J. M., Gainetdinov R. R. The physiology, signaling, and pharmacology of dopa-
mine receptors. Pharmacol. Rev. 63 (1) : 182—217. 2011.

[7] De Lecea L., Kilduff T. S., Peyron C., Gao X., Foye P. E., Danielson P. E., Fukuhara C.,
Battenberg E. L., Gautvik V. T., Bartlett F. S., 2nd, Frankel W. N., van den Pol A. N., Bloom F. E.,
Gautvik K. M., Sutcliffe J. G. The hypocretins: Hypothalamus-specific peptides with neuroexcita-
tory activity. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95: 322—327. 1998.

[8] Ito N., Yabe T., Gamo Y. Nagai T., Oikawa T., Yamada H., Hanawa T. I. c. v. administra-
tion of orexin-A induces an antidepressive-like effect through hippocampal cell proliferation. Ne-
uroscience. 157 (4) : 720—732. 2008.

[9] Kaufman D. L., Houser C. R., Tobin A. J. Two forms of the gamma-aminobutyric acid
synthetic enzyme glutamate decarboxylase have distinct intraneuronal distributions and cofactor
interactions. J. Neurochem. 56 : 720—723. 1991.

[10] Marcus J., Aschkenasi C., Lee C. E., Chemelli R. M., Saper C. B., Yanagisawa M., Elm-
quist J. K. Differential expression of orexin receptors 1 and 2 in rat brain. J. Ñompar. Neurol. 435
(1) : 6—25. 2001.

[11] Ohno K., Sakurai T. Orexin neuronal circuitry: role in the regulation of sleep and wake-
fulness. Front Neuroendocrinol. 29 (1) : 70—87. 2008.

[12] Paxinos G., Watson Ch. The rat brain in stereotaxic coordinates. Fourth Edition. Interna-
tional Standard Book Number: 0-12-547617-5. San Diego, California, USA. Acad. Press. 1998.

[13] Romanova I. V., Derkach K. V., Mikhrina A. L., Sukhov I. B., Mikhailova E. V., Shpa-
kov A. O. The leptin, dopamine and serotonin receptors in hypothalamic POMC neurons of nor-
mal and obese rodents. Neurochem. Res. ISSN: 0364-3190. DOI: 10.1007/s11064-018-2485-z.
2018.

[14] Sakurai T. Orexins and orexin receptors: a family of hypothalamic neuropeptides and g
protein-coupled receptors that regulate feeding behavior. Cell. 92 : 573—585. 1998.

[15] Sakurai T. Roles of orexin/hypocretin in regulation of sleep/wakefulness and energy ho-
meostasis. Sleep Med. Rev. 9 : 231—241. 2005.

[16] Sakurai T. The role of orexin in motivated behaviours. Nat. Rev. Neurosci. 15 (11) :
719—731. 2014.

[17] Samson W. K., Resch Z. T. The hypocretin/orexin story. Trends Endocrinol. Metab. 11
(7) : 257—262. 2000.

[18] Spinazzi R., Andreirs P. G., Rossi G. P., Nussdorfer G. G. Orexins in the regulation of
the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. Pharmacol. Rev. 58 : 46—57. 2006.

[19] Terry P., Katz J. L. A comparison of the effects of the D1 receptor antagonists SCH
23390 and SCH 39166 on suppression of feeding behavior by the D1 agonist SKF38393. Psy-
chopharmacology. 113 (3—4) : 328—333. 1994.

[20] Yamanaka A., Muraki Y., Ichiki K., Tsujino N., Kilduff T. S., Goto K., Sakurai T. Orexin
neurons are directly and indirectly regulated by catecholamines in a complex manner. J. Neuro-
physiol. 96 : 284—298. 2006.

[21] Zhao X., Zhang R. X., Tang S., Ren Yy., Yang Wx., Lin Xm., Tang Jy. Orexin-A-induced
ERK1/2 activation reverses mpaired spatial learning and memory in pentylenetetrazol-kindled
rats via OX1R-mediated hippocampal neurogenesis. Peptide. 54 : 140—147. 2014.

Ïîñòóïèëà 10 IV 2018

700


