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Серотониновая система мозга играет ключевую роль не только в регуляции пове-
дения и когнитивных функций, но и в контроле пищевого поведения и энергети-
ческого обмена. В это вовлечены серотонинергические нейроны среднего мозга,
экспрессирующие фермент триптофангидроксилазу 2-го типа (ТПГ-2), катали-
зирующую синтез серотонина, и гипоталамические нейроны, экспрессируюшие
серотониновые рецепторы. В настоящее время изменения экспрессии и распре-
деления ТПГ-2 в нейронах среднего мозга при ожирении остаются мало изучен-
ными. Наряду с этим предполагается, что серотонин может синтезироваться и в
гипоталамических нейронах, оказывая влияние на серотониновую систему гипо-
таламуса, но данные об экспрессии и возможной локализации ТПГ-2 в гипотала-
мических нейронах отсутствуют. Целью работы было изучение экспрессии ТПГ-2
в среднем мозге и ее распределение в нейронах аркуатных, паравентрикулярных
и супраоптических ядер гипоталамуса у мышей с диета-индуцированным ожире-
нием (ДИО) и у агути-мышей с генетически-обусловленным ожирением мела-
нокортинового типа. В гипоталамусе мышей С57Bl/6J выявлена экспрессия гена
ТПГ-2 и с помощью двойного иммуномечения впервые показана локализация
фермента в иммунопозитивных к проопиомеланокортину (ПОМК) нейронах ар-
куатных ядер и в иммунопозитивных к вазопрессину нейронах паравентрикуляр-
ных и супраоптических ядер. При обоих типах ожирения количество ТПГ-2-им-
мунопозитивных гранул в ПОМК- и вазопрессин-иммунопозитивных нейронах
повышалось, хотя экспрессия гена Tph2 повышалась только у агути-мышей.
В среднем мозге ДИО-мышей содержание ТПГ-2 снижалось, в то время как у
агути-мышей оно не менялось. Эти результаты свидетельствуют о важной роли
синтезируемого в гипоталамусе серотонина, который совместно с серотонином,
поступающим из среднего мозга, вовлечен в компенсаторные изменения гипота-
ламического сигналинга при ожирении. Обнаружение ТПГ-2-иммунопозитив-
ных гипоталамических нейронов различной эргичности, способных синтезировать
серотонин, указывает на существование новых механизмов аутокринной и пара-
кринной серотониновой регуляции в гипоталамусе, в том числе при ожирении.
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Нейротрансмиттер серотонин в мозге человека, обезьян и грызунов синтезиру-
ется преимущественно в среднем мозге, в том числе в серотонинергических нейро-
нах ядер шва B7 и B8 (dorsal and median raphe nuclei, DRN and MRN), которые по-
сылают проекции в гипоталамус [1–4]. В дальнейшем по отросткам этих серотони-
нергических нейронов серотонин поступает в соседние области мозга, включая
гипоталамические ядра, где специфически связывается с расположенными там се-
ротониновыми рецепторами и осуществляет регуляцию таких процессов, как ней-
рональная пластичность, память, пищевое поведение, углеводный и липидный об-
мен, а также контролирует функции сердечно-сосудистой системы [5–8]. Синтез
серотонина в ЦНС осуществляется с помощью фермента – триптофангидроксилазы
2-го типа (ТПГ-2), которая катализирует превращение 5-гидрокситриптофана в
серотонин (скорость-лимитирующая стадия синтеза серотонина) и потому являет-
ся основным маркером серотонинергических нейронов мозга [9, 10]. Показана по-
ложительная корреляция между интенсивностью синтеза серотонина в нейронах и
уровнем в них экспрессии и активности ТПГ-2 [11, 12].

Серотониновая система мозга, а также различные отделы гипоталамуса играют
определяющую роль в контроле пищевого поведения и энергетического обмена и
претерпевают значительные изменения в условиях метаболических расстройств –
ожирения и метаболического синдрома. Вследствие этого значительный интерес
представляет сравнительное изучение активности системы синтеза серотонина в
среднем мозге и гипоталамусе, а также интегративных взаимосвязей между серото-
нинергическими нейронами среднего мозга и нейронами аркуатного, паравентри-
кулярного и супраоптического ядер гипоталамуса в норме и при различных мета-
болических расстройствах. Несмотря на значительное число работ, посвященных
функциональным изменениям серотониновой системы при ожирении и метаболи-
ческом синдроме, их влияние на экспрессию гена и белка для ТПГ-2 в среднем
мозге мало изучено [13]. В отношении распределения ТПГ-2 в гипоталамических
структурах имеется только одна работа, в которой с помощью иммуногистохимиче-
ского подхода показано наличие ТПГ-2-иммунопозитивных гранул в латеральном
гипоталамусе, но при этом неясно, являются ли иммунопозитивные структуры
окончаниями отростков серотонинергических нейронов, приходящих из среднего
мозга, или они соответствуют экспрессирующим ТПГ-2 гипоталамическим нейро-
нам различной эргичности [14]. Следует отметить, что вопрос об источниках серо-
тонина в гипоталамусе и о возможности его синтеза серотонина в гипоталамиче-
ских нейронах de novo остается открытым.

Целью работы было изучение экспрессии ТПГ-2 в среднем мозге и распределе-
ние ТПГ-2 в нейронах аркуатных, паравентрикулярных и супраоптических ядер
гипоталамуса у мышей с диета-индуцированным ожирением (ДИО) и у агути-мы-
шей с ожирением меланокортинового типа. Для исследования были выбраны два
типа ожирения, различающихся по этиологии и патогенезу – ожирение у мышей
линии C57Bl/6J (a/a), индуцированное комбинированной высокожировой и высо-
коуглеводной диетой, сходное с абдоминальным ожирением у человека [13], и ге-
нетически-обусловленное ожирение у агути-мышей, вызванное мутацией в локусе
agouti (Ay/a), результатом которой является повышенная экспрессии агути-сиг-
нального пептида, эндогенного ингибитора меланокортиновых рецепторов, опо-
средующих анорексигенные эффекты α-меланоцитстимулирующего гормона [15].
Для мечения нейронов в аркуатных ядрах гипоталамуса использовали антитела к
проопиомеланокортину (ПОМК), прекурсору анорексигенных пептидов мелано-
кортинового семейства, который интенсивно экспрессируется в этой области ги-
поталамуса [15, 16]. Для иммуномечения нейронов в паравентрикулярном и супра-
оптическом ядрах гипоталамуса, где локализованы тела вазопрессин-иммунопозитив-
ных нейронов (нейросекреторных клеток), использовали антитела к вазопрессину [17].
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Настоящая статья не содержит результатов каких-либо исследований с участием
людей в качестве объектов исследований. Все эксперименты проводили в соответ-
ствии с правилами, разработанными Комитетом по биоэтике ИЭФБ РАН
(15.02.2018 г.), правилами и требованиями, изложенными в документах “European
Communities Council Directive (2010/63/EEC) и правилами, изложенными в “Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals”. На проведение экспериментов получено
разрешение Комитета по биоэтике ИЭФБ РАН.

В экспериментах использовали виргинных самок мышей С57Bl/6J (a/a) и самок
агути-мышей С57Bl/6J (Ay/a), генетически предрасположенных к ожирению. Воз-
раст животных в начале эксперимента во всех группах составил четыре месяца.
Мыши C57Bl/6J (a/a) были получены из питомника Рапполово (Ленинградская
область, Россия), агути-мыши – из вивария Института цитологии и генетики СО
РАН (Новосибирск, Россия). После двух недель адаптации мыши С57Bl/6J (a/a)
были разделены на две группы – контроль, который содержали на стандартном су-
хом корме (контроль-1), и ДИО-мыши, которые получали высококалорийную ди-
ету в течение 16 недель (группа ДИО). Высококалорийная диета включала животный
жир, обогащенный насыщенными жирными кислотами (свиное сало), и 30%-ный
раствор сахарозы, который животным давали вместо питьевой воды. Агути-мыши
(Ay/a) и контрольные для них мыши С57Bl/6J генотипа а/a того же возраста (кон-
троль-2) содержались на стандартной диете.

Уровни инсулина и лептина в крови, взятой из сердца животных в конце экспе-
римента, определяли с помощью наборов Mouse Insulin ELISA (Mercodia AB, Шве-
ция) и ELISA Kit for Leptin (Cloud-Clone Corp., США). Уровень глюкозы в крови
после ее забора из хвостовой вены измеряли с помощью глюкометра Life Scan
Johnson & Johnson (Дания) и тест-полосок One Touch Ultra (США). Нагрузку глю-
козой осуществляли из расчета 2 г/кг массы тела животного после шестичасового
голодания, и оценивали уровень глюкозы через 120 мин после нагрузки, как описа-
но ранее [18].

Для изучения оценки экспрессии гена Tph2, кодирующего ТПГ-2 (NM_173391.3), в
гипоталамусе и среднем мозге использовали ПЦР в реальном времени, сопряжен-
ную с обратной транскрипцией (ОТ), для приготовления которой использовали
1 мкг общей РНК и набор RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Ther-
mo Fisher Scientific Inc., США). Протокол реакции и используемые реактивы были
описаны ранее [15]. Амплификацию осуществляли в 96-луночных планшетах в
смеси (25 мкл), содержащей 10 нг ОТ-продукта из ткани среднего мозга или 20 нг
ОТ-продукта из ткани гипоталамуса, по 0.4 мкМ прямого и обратного праймеров, а
также реакционной смеси с красителем SYBR Green и референсным красителем
ROX (qPCRmix-HS SYBR + LowROX, Евроген, Россия). Каждую пробу повторяли
3 раза. Для определения экспрессии гена Tph2 использовали праймеры, синтезирован-
ные фирмой Evrogen (Россия) – CAATCGAGTTCGGCCTTTGC (For) и GCGTCCT-
GAAAGGTGGTGAT (Rev). В качестве референсных использовали ген Hprt1 (KR817915),
кодирующий гипоксантин-гуанинфосфорибозилтрансферазу – AGCCGACCG-
GTTCTGTCAT (For) и GGTCATAACCTGGTTCATCATCAC (Rev), а также ген 18s
рибосомальной РНК (NR_003278) – GGGAGCCTGAGAAACGGC (For) и GG-
GTCGGGAGTGGGTAATTT (Rev). Амплификационный сигнал детектировали с
помощью амплификатора 7500 Real-Time PCR System (Life Technologies ABI,
США). Количественный анализ относительного уровня мРНК проводили с помо-
щью метода delta-delta Ct.

Концентрацию серотонина (5-HT) и его метаболита 5-гидроксииндолуксусной
кислоты (5-ГИУК) в гипоталамусе мышей Ay/a с ожирением и контрольных для
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них мышей генотипа а/a определяли с помощью обращенно-фазовой высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с электрохимической детекцией
на хроматографе Beckman Coulter (США) [19]. Хроматографическая система вклю-
чала инжектор Rheodyne 7125 с петлей объемом 20 мкл, колонку Phenomenex
(250.0 × 4.6 мм) с сорбентом Sphere Clone 5 u ODS(2) и амперометрический детек-
тор LC-4С BAS. Определение концентраций исследуемых веществ проводили при
потенциале +0.70 В. Подвижная фаза включала 5.5 мМ цитратно-фосфатного бу-
фера, содержащего 0.7 мМ октансульфоновой кислоты, 0.5 мМ ЭДТА и 8% ацето-
нитрила (рН 3.0). Скорость элюции подвижной фазы составила 1 мл/мин, время
анализа одной пробы – около 20 мин. Результаты представлены в процентах отно-
сительно контрольного, принятого за 100%, уровня серотонина и 5-ГИУК в гипо-
таламусе мышей генотипа a/a.

Для иммуногистохимических исследований (n = 4 в каждой группе) мышей ане-
стезировали хлоралгидратом (400 мг/кг, в/б), транскардиально перфузировали 0.1 М
Na+-фосфатным буфером (PB, рН 7.4) и раствором 4%-ного параформальдегида в
0.2 М PB. Мозг дофиксировали в течение ночи в том же фиксаторе (4°С), для крио-
протекции помещали в 30%-ный раствор сахарозы в 0.02 М PB с 0.9% NaCl (PBS,
рН 7.4) и через 3 суток замораживали с помощью изопентана при –42°С. Из обла-
сти гипоталамуса были приготовлены фронтальные срезы мозга толщиной 16 мкм с
помощью криостата Leica СМ-1510 (Leica, Германия), которые монтировали на стек-
лах. На срезах мозга контрольных мышей (контроль-1 и контроль-2), ДИО-мышей и
агути-мышей (Ay/a) проводили двойное флуоресцентное иммуномечение, для чего
использовали ранее разработанный протокол [15]. Для блокировки неспецифиче-
ского связывания перед нанесением блокирующего раствора проводили преинку-
бацию в течение 30 мин в 100 мМ растворе глицина, разведенного в PBS. Для реак-
ции использовали смесь первичных антител кролика к ТПГ-2 (Millipore Corp.,
США; 1 : 500) с антителами мыши к ПОМК (Abcam, Великобритания; 1 : 1000) или
вазопрессину (антитела любезно предоставлены профессором Harold Gainer, NIH,
США; 1 : 1000). Также использовали смесь вторичных антител (Invitrogen, США; 1 : 1000),
конъюгированных с различными флуорохромами – цыпленка против Ig кролика –
Alexa-488 и осла против Ig мыши – Alexa-568. После промывки в PBS срезы инку-
бировали в течение 2 мин с красителем DAPI (Sigma, США; 1 : 2000), промывали,
заключали под покровное стекло с помощью среды Mowiol (Sigma, США) и храни-
ли при 4°C до ее полимеризации. Специфичность иммуногистохимической реак-
ции проверяли с помощью негативного контроля (реакции без первичных или вто-
ричных антител).

Анализ флуоресцентного иммуномечения проводили с помощью конфокального
микроскопа DMI6000 и лазерной установки SP5 II (Leiсa Microsystems, Германия).
Последовательное сканирование проводили с помощью иммерсионного объектива
х63, лазеров с длиной волны возбуждения 488 и 568 нм. Съемку структур соответ-
ствующей контрольной и экспериментальной групп производили парами при оди-
наковых установках при максимальной интенсивности свечения по Z-позиции.

Интенсивность свечения ТПГ-2 в нейронах анализировали количественно с по-
мощью пакета программ Leica LAS AF. Для анализа выбирали нейроны, в которых
область, где локализовано ядро, располагалась в центре и была окружена перика-
рионом. Значения интенсивности свечения нормировали по их значениям в кон-
троле. Изображения с DAPI анализировали с помощью микроскопа Carl Zeiss Axio
Imager A1 с флуоресцентной установкой (HB-100) (Carl Zeiss, Германия), что было
необходимо для подтверждения локализации ТПГ-2 в перикарионе исследуемых
нейронов.

Статистический анализ проводили с помощью программного обеспечения
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, США). Оценку нормальности распределения
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данных проводили с использованием теста D’Agostino–Pearson. В случае нормаль-
ного распределения (α = 0.05) различия между группами результатов метаболиче-
ских, биохимических и ПЦР-анализа оценивали с помощью непарного t-теста, а
результатов иммуногистохимических исследований оценивали с помощью парно-
го t-теста. Различия считали статистически значимые при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

У ДИО- и агути-мышей имелись отчетливо выраженное ожирение, постпранди-
альная гипергликемия, гиперинсулинемия и гиперлептинемия, что указывает на
развитие у них метаболического синдрома c характерными для него нарушенной
толерантностью к глюкозе и инсулиновой резистентностью (табл. 1). При этом ме-
таболические нарушения у агути-мышей с генотипом Ay/a были выражены в зна-
чительно большей степени, чем у ДИО-мышей.

С помощью ПЦР в реальном времени было показано, что экспрессия гена Tph2
в среднем мозге ДИО-мышей (n = 6) достоверно снижается по сравнению с кон-
трольной группой (n = 6), в то время как в гипоталамусе экспрессия этого гена при
ДИО не менялась (рис. 1A). У агути-мышей (Ay/a, n = 7) не было выявлено измене-
ний экспрессии гена Tph2 в среднем мозге по сравнению с соответствующим кон-
тролем (n = 7), в то время как его экспрессия в гипоталамусе повышалась (рис. 1B).

Эти данные указывают на различия в экспрессии гена Tph2 в среднем мозге и ги-
поталамусе мышей с различными типами ожирения. Поскольку ТПГ-2 является
основным ферментом синтеза серотонина в ядрах шва и других отделах мозга [10],

Таблица 1. Масса тела, уровни глюкозы, инсулина и лептина у мышей с различными моде-
лями ожирения в сравнении с контрольными животными
Table 1. The body weight and the glucose, insulin and leptin levels in mice with different models of
obesity as compared to control animals

* – уровень постпрандиальной глюкозы, ** – уровень глюкозы через 120 мин после глюкозной нагрузки
(2 г глюкозы на 1 кг массы тела).
Все значения представлены как M ± SD. a – различия между контролем-1 и ДИО-мышами статистически
значимы при p < 0.05; b – различия между контролем 2 и агути-мышами с генотипом Ay/a статистически
значимы при p < 0.05.
* – the postprandial glucose level, ** – the glucose level 120 min after glucose loading (2 g/glucose per kg of body
weight).
All values are presented as the M ± SD. a – the differences between control-1 and DIO mice are significant at p < 0.05;
b – the differences between control-2 and agouti mice with the Ay/a genotype are significant at p < 0.05.

Показатель
Indicators

Контроль-1, 
C57Bl/6J,

n = 10
Control-1,
C57Bl/6J

ДИО-мыши, 
C57Bl/6J,

n = 10
DIO mice, 
C57Bl/6J

Контроль-2, 
C57Bl/6J,

n = 11
Control-2, 
C57Bl/6J

Агути-мыши 
C57Bl/6J (Ay/a),

n = 11
Agouti mice, 

C57Bl/6J (Ay/a)

Масса тела, г
Body weight, g 19.8 ± 0.7 24.4 ± 0.9a 20.3 ± 1.0 38.8 ± 1.7b

Глюкоза, мМ*
Glucose, mM* 4.8 ± 0.4 6.7 ± 0.6a 4.9 ± 0.5 11.2 ± 1.4b

Глюкоза (120 мин), мМ**
Glucose (120 min), mM** 4.9 ± 0.6 7.4 ± 0.4a 4.9 ± 0.5 12.8 ± 1.3b

Инсулин, нг/мл
Insulin, ng/mL 0.36 ± 0.07 0.59 ± 0.07a 0.31 ± 0.09 1.11 ± 0.22b

Лептин, нг/мл
Leptin, ng/mL 1.09 ± 0.21 2.43 ± 0.43a 1.18 ± 0.17 12.97 ± 0.95b
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Рис. 1. Экспрессия гена Трh2 в среднем мозге и гипоталамусе мышей C57BL/6J с диета-индуцирован-
ным ожирением (ДИО) (А) и мышей Agouti yellow (Ay/a) с меланокортиновым типом ожирения (B) по
сравнению с соответствующими контрольными группами. * – достоверность отличий (p < 0.05).
Fig. 1. The expression of the Trh2 gene in the midbrain and hypothalamus of C57BL/6J mice with diet-induced
obesity (DIO) (A) and Agouti yellow (Ay/a) mice with the melanocortin type of obesity (B) as compared with the
corresponding control groups. * – the difference is significance at the p < 0.05.
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то имеются основания полагать, что выявленные изменения экспрессии гена Tph2
будут коррелировать с изменениями уровня серотонина, который играет ключевую
роль в контроле пищевого поведения и энергетического баланса. Для проверки
этого с помощью обращенно-фазовой ВЭЖХ были оценены уровни серотонина и
его основного метаболита 5-ГИУК в гипоталамусе агути-мышей. Показано, что
как уровень серотонина, так и 5-ГИУК, в гипоталамусе агути-мышей (n = 7) были
повышены в сравнении с контрольной группой (n = 7) при отсутствии значимых
изменений в соотношении 5-ГИУК/5-HT (рис. 2). Результаты количественного
анализа уровня серотонина в гипоталамусе агути-мышей хорошо коррелирует с из-
менениями в этой области мозга экспрессии гена, кодирующего ТПГ-2.

Другими авторами при изучении овариэктомированных обезьян Callithrix jacchus
из семейства игрунковых, находящихся на высокожировой диете, было показано
небольшое снижение базального уровня экспрессии гена Tph2 в среднем мозге и
полное отсутствие в отличие от животных, находящихся на низкокалорийной дие-
те, стимулирующего эффекта на нее эстрогенов, важнейших активаторов экспрес-
сии гена Tph2 в ЦНС [20]. У японских макак, которые родились от матерей, нахо-
дящихся на высокожировой диете, вне зависимости от того, находились ли они в
дальнейшем, после молочного вскармливания, на нормальной или на высокожи-
ровой диете, отмечали достоверное снижение экспрессии гена Tph2 в дорсальном
ядре шва. Парадоксально, но у обезьян, родившихся от матерей, находящихся на
нормальной диете и при этом получавших высокожировую диету, уровень экс-
прессии гена Tph2 в этой области среднего мозга имел тенденцию к снижению, но
статистически значимо от контрольной группы не отличался [21].

При изучении влияния ДИО на уровни ТПГ-2 у грызунов были получены следу-
ющие результаты. В мозге мышей, которые на протяжении семи недель получали
высокожировую диету, экспрессия гена Tph2 сохранялась на уровне, близком к та-
ковому в контроле [22]. Содержание белка ТПГ-2 в ядре шва у крыс с ожирением,
вызванным семинедельной высококалорийной диетой, статистически значимо
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также не отличалось от такового в контроле [23]. Следует, однако, отметить, что в
обеих работах исследовали либо мозг в целом [22], либо только дорсальное и меди-
анное ядра шва [23], в то время как мы изучали средний мозг. Необходимо обра-
тить внимание на то, что содержание ТПГ-2 в дорсальном и медианном ядрах шва
у обезьян в условиях нарушенного питания матерей менялось разнонаправленно –
в дорсальном ядре шва оно снижалось, а в медианном ядре возрастало [21]. Выяв-
ленные нами различия между ДИО-мышами и агути-мышами в отношении изме-
нений экспрессии гена Tph2 в среднем мозге могут быть обусловлены тем, что в
случае ДИО изменения являются результатом компенсаторной реакции уже сфор-
мированной серотонинергической системы мозга на избыточное потребление ка-
лорий, направленной на снижение гиперфагии. В случае же агути-мышей с генети-
чески детерминированным меланокортиновым типом ожирения эти компенсатор-
ные изменения могли произойти еще в раннем онтогенезе, что, как мы полагаем, и
обусловливает нормальные значения экспрессии ТПГ-2 и синтеза серотонина в
среднем мозге.

Обнаружение экспрессии гена, кодирующего ТПГ-2 в гипоталамусе, хотя и су-
щественно менее выраженной в сравнении со средним мозгом, поставило перед
нами задачу идентифицировать нейроны, экспрессирующие этот фермент в струк-
турах гипоталамуса. Имеющиеся сведения о наличии активности ТПГ-2 и присут-
ствии иммунопозитивных к этому ферменту гранул в гипоталамусе не позволяют
ответить на вопрос – является ли это результатом локализации ТПГ-2 в отростках
и окончаниях серотонинергических нейронов среднего мозга или это указывает на
присутствие в гипоталамусе нейронов различной эргичности, способных экспрес-
сировать ТПГ-2 [24, 14]. Нами с помощью двойного иммуномечения было впервые

Рис. 2. Оцениваемое с помощью обращенно-фазовой ВЭЖХ содержание серотонина (5-HT) и его мета-
болита 5-гидроксииндолуксусной кислоты (5-HIAA), а также их соотношение в гипоталамусе агути-
мышей (Ay/a) с меланокортиновым ожирением в сравнении с контрольными мышами (a/a) того же
возраста.
Данные представлены в процентах от контроля, * – достоверность различий между агути-мышами и
контрольной группой (p < 0.05).
Fig. 2. The content of serotonin (5-HT) and its metabolite 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), as well as their
ratio in the hypothalamus of agouti mice (Ay/a) with the melanocortin obesity as compared to control mice (a/a)
of the same age, estimated using reverse-phase HPLC.
The data are presented as a percentage of control, * – the difference between agouti mice and control group is sig-
nificant at the p < 0.05.
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показано, что во всех изученных группах мышей в аркуатных ядрах гипоталамуса
имелись иммунопозитивные к ТПГ-2 гранулы, в том числе локализованные в телах
ПОМК-иммунопозитивных нейронов (рис. 3). В паравентрикулярных ядрах также
отмечали ТПГ-2-иммунопозитивные гранулы, часть которых была расположена в

Рис. 3. Двойнaя иммуногистохимическaя реaкция к триптофангидроксилазе-2 и проопиомеланокорти-
ну в аркуатных ядрах гипоталамуса мышей.
A – контроль-1; B – ДИО; C – контроль-2; D – агути-мыши с генотипом Ay/a.
Представлено иммуномечение ТПГ-2 (зеленый) и ПОМК (крaсный). Сплошными стрелками отмечены
иммунопозитивные к ТПГ-2 гранулы в телах ПОМК-иммунопозитивных нейронов, прерывистыми стрел-
ками – иммунопозитивные к ТПГ-2 гранулы в других структурах аркуатных ядер. Мaсштaб – 20 мкм.
Fig. 3. Double immunohistochemical reaction to tryptophan hydroxylase-2 and proopiomelanocortin (POMC)
in the arcuate nuclei of the mice hypothalamus.
A – control-1; B – DIO; C – control-2; D – agouti mice with the Ay/a genotype.
The immunolabeling of TRH-2 (green) and POMC (red) is presented. The solid arrows indicate the immunopos-
itive granules for TRH-2 in the POMC-immunopositive neurons, and the dashed arrows indicate the immu-
nopositive granules for TPH-2 in the other structures of the arcuate nuclei. The scale bars – 20 μm.
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вазопрессин-иммунопозитивных нейронах (рис. 4). Сходная картина отмечалась и
в супраоптических ядрах гипоталамуса (фотографии не приведены). Полученные
данные свидетельствуют о том, что в различных гипоталамических структурах фер-

Рис. 4. Двойнaя иммуногистохимическaя реaкция к триптофангидроксилазе-2 и вазопрессину в пара-
вентрикулярных ядрах гипоталамуса мышей.
A – контроль-1, B – ДИО, C – контроль-2, D – агути-мыши с генотипом Ay/a.
Представлено иммуномечение ТПГ-2 (зеленый) и вазопрессина (крaсный). Сплошными стрелками от-
мечены иммунопозитивные к ТПГ-2 гранулы в телах вазопрессин-иммунопозитивных нейронов, пре-
рывистыми стрелками – иммунопозитивные к ТПГ-2 гранулы в других структурах паравентрикулярных
ядер. Мaсштaб – 25 мкм.
Fig. 4. Double immunohistochemical reaction to tryptophan hydroxylase-2 and proopiomelanocortin (POMC)
in the paraventricular nuclei of the hypothalamus of mice.
A – control-1; B – DIO; C – control-2; D – agouti mice with the Ay/a genotype.
The immunolabeling of TPH-2 (green) and POMC (red) is presented. The solid arrows indicate the immunopos-
itive granules for TRH-2 in the vasopressin-immunopositive neurons, and the dashed arrows indicate the gran-
ules immunopositive for TRH-2 in the other structures of the paraventricular nuclei. The scale bars – 25 μm.
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мент ТПГ-2 может быть локализован не только в отростках и окончаниях нейро-
нов среднего мозга (изолированные иммунопозитивные гранулы к ТПГ-2-антите-
лам), но и в гипоталамических нейронах, экспрессирующих различные гипотала-
мические нейрогормоны – ПОМК, прекурсор меланокортиновых пептидов, и
вазопрессин.

Далее с помощью двойного иммуномечения оценивали количество иммунопо-
зитивных к ТПГ-2 гранул, локализованных в ПОМК- и вазопрессин-иммунопо-
зитивных нейронах гипоталамуса, у ДИО- и агути-мышей в сравнении с кон-
трольными животными. Показано, что у мышей с различными типами ожирения
иммунопозитивность к ТПГ-2 в ПОМК-нейронах аркуатного ядра и в вазопрес-
син-иммунопозитивных нейронах паравентрикулярных и супраоптических ядер
была выше, чем в контроле (рис. 3–5). В наибольшей степени такое повышение
выявлялось в вазопрессин-иммунопозитивных нейронах супраптических ядер, в
наименьшей степени – в вазопрессин-иммунопозитивных нейронах паравентри-
кулярных ядер (рис. 5). Повышение экспрессии ТПГ-2 в гипоталамических нейро-
нах может быть обусловлено необходимостью усиления серотониновой регуляции
в гипоталамусе в условиях ожирения, направленной на снижение потребления вы-
сококалорийной пищи при ДИО и на ослабление орексигенных влияний, вызван-
ных подавлением меланокортинового сигналинга в гипоталамусе при гиперэкс-
прессии агути-сигнального пептида, антагониста меланокортиновых рецепторов, у
агути-мышей. Это согласуется с ролью серотонина как нейрогормона, ослабляю-
щего орексигенные каскады в гипоталамусе [25, 26]. Как было показано нами ра-
нее, в условиях ДИО и меланокортинового ожирения в гипоталамусе также повы-
шается экспрессия серотониновых рецепторов 1B- и 2С-подтипов, в том числе на
ПОМК-иммунопозитивных нейронах, что также указывает на компенсаторное

Рис. 5. Интенсивность свечения триптофангидроксилазы-2 в ПОМК- и вазопрессин-иммунопозитив-
ных нейронах гипоталамуса мышей с ДИО (А) и с генетически обусловленным меланокортиновым
ожирением (агути мыши с генотипом Ay/a) (B).
ARC, PVN и SON – аркуатные, паравентрикулярные и супраоптические ядра гипоталамуса. Данные
представлены в условных единицах (у. ед.). * – различия между группой с ожирением и соответствую-
щей контрольной группой статистически значимы при p < 0.05.
Fig. 5. The intensity of the luminescence of tryptophan hydroxylase-2 in the POMC- and vasopressin-immu-
nopositive neurons of the hypothalamus of the mice with DIO (A) and genetically-induced melanocortin obesity
(agouti mice with the Ay/a genotype) (B).
ARC, PVN, and SON are the arcuate, paraventricular, and supraoptic nuclei of the hypothalamus. The data are
presented in arbitrary units (a. u.). * – the differences between the obese and corresponding control group are sig-
nificant at p < 0.05.
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усиление серотонинового сигналинга в условиях ожирения [13]. Интраназальное
введение крысам с ДИО серотонина или совместное введение мышам агонистов
серотониновых рецепторов 1B- и 2С-подтипов снижает у них потребление пищи,
что приводит к снижению массы тела животных и в случае ДИО-крыс нормализует
их метаболические показатели [18, 27].

Таким образом, в гипоталамусе мышей С57Bl/6J выявлена экспрессия гена, ко-
дирующего ТПГ-2, и с помощью двойного иммуномечения впервые показана ло-
кализация этого фермента в ПОМК-иммунопозитивных нейронах аркуатных ядер
и в вазопрессин-иммунопозитивных нейронах паравентрикулярных и супраопти-
ческих ядер гипоталамуса. При ДИО и меланокортиновом ожирении количество
ТПГ-2-иммунопозитивных гранул в ПОМК- и вазопрессин-иммунопозитивных
нейронах повышалось, хотя экспрессия гена Tph2 повышалась только у агути-мы-
шей. В среднем мозге ДИО-мышей содержание ТПГ-2 снижалось, в то время как у
агути-мышей оно не менялось. Эти результаты свидетельствуют о важной роли
синтезируемого в гипоталамусе серотонина, который совместно с серотонином,
поступающим в гипоталамус из среднего мозга, вовлечен в компенсаторные изме-
нения гипоталамического сигналинга у мышей с ожирением и ассоциированными
с ним метаболическими и гормональными расстройствами. Обнаружение гипота-
ламических ТПГ-2-иммунопозитивных нейронов различной эргичности, способ-
ных синтезировать серотонин, указывает на существование новых механизмов
аутокринной и паракринной серотониновой регуляции в гипоталамусе, в том чис-
ле, реализуемых при ожирении.
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The Effect of the Diet-Induced and Melanocortine-Type Obesity on the Expression
of Tryptophan Hydroxylase 2 in Midbrain and Hypothalamus of Mice

E. V. Mikhailovaa, D. L. Sviridovaa, I. V. Romanovaa, *,
K. V. Derkacha, and A. O. Shpakova

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,
St. Petersburg, Russia

*e-mail: irinaromanova@mail.ru

The brain serotonin system plays a key role in the regulation of behavior and cognitive
functions, but also in the control of food intake and energy metabolism. This involves the
serotonergic midbrain neurons expressing the type 2 tryptophan hydroxylase (TPH-2),
which catalyzes the synthesis of serotonin, and the hypothalamic neurons expressing the
serotonin receptors. Currently, the changes in the expression and distribution of TPH-2
in midbrain neurons in obesity remain poorly understood. Along with this, it is assumed
that serotonin can also be synthesized in the hypothalamic neurons, affecting the sero-
tonin system within the hypothalamus, but there are no data on the expression and pos-
sible localization of TPH-2 in the hypothalamic neurons. The aim of the work was to
study the TPH-2 expression in the midbrain and its distribution in the neurons of the ar-
cuate, paraventricular and supraoptic nuclei of the hypothalamus in mice with diet-in-
duced obesity (DIO) and in agouti mice with genetically-induced obesity of the melano-
cortin type. The TPH-2 gene expression was detected in the hypothalamus of C57Bl/6J
mice, and the double immunolabeling showed the localization of this enzyme in proopi-
omelanocortin (POMC)-immunopositive neurons and paraventricular of the arcuate
nuclei and in vasopressin-immunopositive neurons of the paraventricular and supraoptic
nucleus. In both types of obesity, the number of TPH-2-immunopositive granules in the
POMC- and vasopressin-immunopositive neurons was increased, although the expres-
sion of the Tph2 gene was increased only in agouti mice. In the midbrain of DIO mice,
the content of TPH-2 was decreased, while in agouti mice it did not change. These re-
sults indicate the important role of serotonin synthesized in the hypothalamus, which,
together with serotonin coming from the midbrain, is involved in the compensatory
changes of hypothalamic signaling in obesity. The detection of TPH-2-immunopositive
hypothalamic neurons of different types, capable of synthesizing serotonin, indicates the
existence of new mechanisms of the autocrine and paracrine serotonin regulation in the
hypothalamus, including the obesity conditions.

Keywords: serotonin, tryptophan hydroxylase-2, midbrain, hypothalamus diet-induced
obesity, agouti mouse
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