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Иммунореактивность NeuN, нейроглобина и АТФ-синтазы 
в развивающихся гистаминергических нейронах гипоталамуса крысы

Цель исследования — оценка содержания NeuN, Ngb и АТФ-синтазы  
в гистаминергических нейронах мозга крыс в динамике постнатального 
онтогенеза. Исследование выполнено на 5-, 10-, 20-, 45- и 90-суточных 
беспородных белых крысах. Установлено, что в ходе постнатального 
развития гистаминергических нейронов происходит синхронное возрас­
тание иммунореактивности NeuN, Ngb и АТФ-синтазы.

Ключевые слова: гистаминергические нейроны, NeuN, Ngb, 
АТФ-синтаза, постнатальное развитие.

Zaerko A.V., Phedina K .М.., Zimatkin S .M ., Valko N.A.
Grodno State M edical University 

Grodno, Belarus

Immunoractivity of NeuN, neuroglobin and ATP synthase in developing 
histaminergic neurons of the rat hypthalamus

The aim o f  the research work is content assessment o f  NeuN, Ngb, and  
A T P  synthase in histaminergic neurons o f  rat brain in the postnatal ontogenesis
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dynamics. The study was performed on 5-, 10-, 20-, 45- and 90-day old 
outbred white rats. During the postnatal development o f  histaminergic neurons a 
simultaneous increase in the immunoreactivity ofNeuN, Ngb and A T P  synthase 
occurs.

Key words: histaminergic neurons, NeuN, Ngb, A T P  synthase, postnatal 
development.

Введение. В последние десятилетия для изучения развития нейро­
нов в постнатальном онтогенезе активно используются молекуляр­
ные маркеры, которые позволяют не только определять морфологи­
ческие особенности созревания клеток, но и получать сведения об их 
дифференцировке и функциональном состоянии.

Так, белок NeuN (neuronal nuclei) -  маркер зрелых нейроцитов -  
активно используется в иммуногистохимических исследованиях как 
универсальный нейроспецифический маркер при изучении диффе- 
ренцировки нейронов [1]. Нейроглобин (Ngb) — железосодержащий 
белок, который служит для депонирования и транспорта кислорода 
к митохондриям нейронов, тем самым способствуя поддержанию 
кислородного гомеостаза мозга [3], а также влияет на некоторые ме­
таболические пути, включая поддержание ионного гомеостаза, энер­
гетического метаболизма и передачу клеточных сигналов [9]. АТФ- 
синтаза -  интегральный белок внутренней мембраны митохондрий. 
Он расположен в непосредственной близости к дыхательной цепи 
и обозначается как V комплекс, осуществляющий реакцию синтеза 
АТФ из АДФ [2].

Одной из наиболее важных нейротрансмиттерных систем голов­
ного мозга является гистаминергическая. Тела гистаминергических 
нейронов в головном мозге взрослых позвоночных ограничены тубе- 
ромаммиллярной областью заднего гипоталамуса, Гистаминергиче- 
ская система устроена по «древовидному» принципу: небольшое ко­
личество крупноклеточных нейронов (в мозге крысы — лишь 3—4 ты­
сячи, в мозге человека — 64 тысячи) иннервируют миллиарды клеток 
коры и подкорковых структур и таким образом участвуют в регуляции 
многих функций ЦНС [4].

Представляет значительный интерес изучение иммунореактивно­
сти перечисленных выше молекулярных маркёров в развивающихся 
гистаминергических нейронах, поскольку в мировой литературе дан­
ные о подобных исследованиях отсутствуют.

Цель исследования: оценка содержания NeuN, нейроглобина и 
АТФ-синтазы в гистаминергических нейронах мозга крыс в динами­
ке постнатального онтогенеза.
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Материал и методы исследования. Исследование выполнено на 
потомстве беспородных белых крыс (всего 15 крысят). Декапита- 
цию крысят осуществляли на 5-е, 10-е, 20-е, 45-е и 90-е сутки после 
рождения, быстро извлекали головной мозг, вырезали гипоталамус. 
Образцы гипоталамуса фиксировали в цинк-этанол-формальдегиде 
[6] при +4°С (на ночь), затем заключали в парафин и изготавлива­
ли парафиновые срезы толщиной 5 мкм. Препараты обрабатывали 
согласно протоколу иммуноцитохимической реакции для световой 
микроскопии, исключающей процедуру теплового демаскирования 
антигенов [7].

С целью оценки созревания гистаминергических нейронов, в ги­
поталамусе определяли нейрональный ядерный белок NeuN (мар­
кер зрелых нейронов) [1]. Для иммуногистохимического выявления 
NeuN применяли первичные поликлональные кроличьи антитела 
фирмы Abcam (Великобритания) — ab.128886 (в разведении 1:400, при 
+4°С, 20 ч., во влажной камере). Для выявления связавшихся первич­
ных антител использовали: набор EXPOSE Rabbit specific HRP/DAB 
detection IHC kit ab.80437 Abcam (Великобритания).

Для иммуногистохимического выявления нейроглобина — белка, 
вовлеченного в поддержание газового гомеостаза клетки [3], при­
меняли первичные моноклональные мышиные антитела Anti-Ngb 
antibody фирмы Abcam (Великобритания, ab. 14748) в разведении 
1:600 при +4°С, экспозиция 20 ч, во влажной камере. Для выявления 
связавшихся первичных антител использовали набор EXPOSE Mouse 
and Rabbit specific HRP/DAB detection IHC kit Abcam (Великобрита­
ния, ab. 80436).

Для определения иммунореактивности молекулярного маркё­
ра митохондрий АТФ-синтазы (комплекса V, образующего АТФ из 
АДФ) [2], применяли первичные моноклональные мышиные анти­
тела Anti-ATP5A antibody фирмы Abcam (Великобритания, ab. 14748) 
в разведении 1:2400 при +4°С, экспозиция 20 ч, во влажной камере. 
Для выявления связавшихся первичных антител использовали набор 
EXPOSE Mouse and Rabbit specific HRP/DAB detection IHC kit Abcam 
(Великобритания, ab. 80436).

Гистологические препараты изучали, фотографировали и анали­
зировали с помощью микроскопа Axioskop 2 plus (Zeiss, Германия), 
встроенной цифровой видеокамеры Leica (DFC 320, Германия), а 
также программы компьютерного анализа изображения Image Warp 
(Bit Flow, США). Цитофотометрическое исследование иммуноги­
стохимических препаратов проводили, определяя оптическую плот­
ность полученного осадка хромогена в цитоплазме гистаминергиче-
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ских нейронов, на максимуме поглощения окрашенных продуктов 
реакций.

Полученные данные обрабатывали методами непараметрической 
статистики с помощью программы Statistica 10.0 (StatSoft, Inc., 
США). Сравнение групп по одному признаку проводили с помо­
щью критерия Манна—Уитни для независимых выборок (Mann- 
Whitney U-test).

Результаты и их обсуждение. С 5-х по 90-е сутки постнатального раз­
вития крыс содержание всех изученных молекулярных маркёров в ги- 
стаминергичских нейронах значительно возрастает. Они располагаются 
в виде мелкой зернистости преимущественно в цитоплазме перикари- 
онов, не выявляются в ядрах нейронов и их мало в нейропиле, между 
телами нейроцитов. Отчётливо прослеживается увеличение размеров 
гистаминергических нейронов и увеличение содержания изученных мо­
лекулярных маркёров в их цитоплазме в постнатальном онтогенезе.

Иммунореактивность ядерного белка NeuN (маркер зрелых нейро- 
цитов) в гистаминергических нейронах гипоталамуса с 5-х по 90-е сутки 
постнатального развития возрастает в 1,4 раза (р<0,001). Так, в интерва­
лах с 5-х по 10-е сутки, с 10-х по 20-е и с 20-х по 45-е сутки иммунореак­
тивность данного маркера увеличивается в 1,1 раза, а с 45-х по 90-е сутки 
не претерпевает значительных изменений.

Экспрессия Ngb (белок, вовлеченный в поддержание кислород­
ного гомеостаза клетки) с 5-х по 90-е сутки постнатального разви­
тия в гистаминергических нейронах мозга крыс возрастает в 1,6 раза 
(р<0,001). При этом с 5-х по 10-е сутки иммунореактивность данного 
маркера увеличивается в 1,2 раза, с 10-х по 20-е сутки -  в 1,1 раза, с 
20-х по 45-е сутки — в 1,2 раза, а с 45-х по 90-е сутки существенно не 
меняется.

Иммунореактивность маркера митохондрий АТФ-синтазы в ги- 
стаминергических нейронов ядра Е2 гипоталамуса крыс с 5-х по 90-е 
сутки постнатального развития возрастает в 1,5 раза. При этом с 5-х 
по 10-е сутки, с 20-х по 45-е и с 45-х по 90-е сутки иммунореактив­
ность данного маркера увеличивается в 1,1 раза, а с 10-х по 20-е сутки 
не претерпевает существенных изменений.

Постепенно нарастающая иммунореактивность белка NeuN (мар­
кера дифференцирующихся нервных клеток) в цитоплазме гистами- 
нергических нейронов вплоть до 45-х суток постнатального онтоге­
неза, свидетельствует о том, что после рождения животных диффе- 
ренцировка гистаминергических нейронов активно продолжается. 
Высокий уровень экспрессии NeuN сохраняется в исследованных 
нейроцитах и на 90-е сутки. Согласно литературным данным, экс­
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прессия NeuN выявляется в течение всей жизни нейрона. Следует 
отметить, что присутствие данного белка исключительно в нейронах, 
его преимущественно внутриядерная локализация и способность 
связываться с РНК позволили ученым высказать предположение об 
участии NeuN в процессах нейронспецифического сплайсинга пре- 
мРНК. Косвенным подтверждением его функционирования как ре­
гулятора сплайсинга является концентрирование данного белка в со­
ставе ядерных спеклов (ядерных телец, состоящих из интерхромати- 
новых гранул), которые являются местами хранения и модификации 
факторов сплайсинга. Предполагается участие NeuN в процессинге 
первичной микроРНК. Присутствие NeuN в течение всей жизни ней­
рона, в свою очередь, указывает на роль этого белка как постоянного 
регулятора общих проявлений нейронального фенотипа, т. е. спец­
ифических признаков нейронов [1].

В растущей и развивающейся клетке происходит усиленный син­
тез пластических веществ, сопровождающийся активацией окис­
лительных процессов и, соответственно, увеличением потребности 
клеток в кислороде. Поскольку нейроглобин служит для депони­
рования и переноса кислорода к  митохондриям нейронов с целью 
обеспечения функционирования системы окислительного фосфо­
рилирования [3], вполне закономерным является его возрастаю­
щая иммунореактивность в гистаминергических нейронах с 5-х по 
90-е сутки постнатального развития крыс. Предполагается, что бе­
лок нейроглобин должен концентрироваться в цитоплазматических 
компартментах, где непосредственно происходят окислительные 
процессы [5]. Следовательно, наиболее вероятна его локализация 
в митохондриях или вблизи этих органелл. Проведённые Lechauve 
и соавторами биохимические исследования указывают на присут­
ствие нейроглобина в составе именно митохондриальной фракции 
[8]. Однако данные о совместном расположении этого белка и мито­
хондриальных маркеров пока не получены, поэтому можно предпо­
ложить, что нейроглобин локализуется только в части митохондрий 
нервных клеток.

Активно дифференцирующиеся гистаминергические нейроны 
нуждаются в значительном количестве энергии, запасаемой в ма- 
кроэргических связях АТФ, синтез которой является одной из ос­
новных функций митохондрий. Митохондриальная мембранная 
АТФ-синтаза продуцирует АТФ из АДФ с помощью трансмембран­
ного градиента протонов, который генерируется электрон-транс- 
портными комплексами дыхательной цепи. Энергия трансмембран­
ного градиента используется для синтеза АТФ и для активного транс­
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порта необходимых субстратов через внутреннюю митохондриальную 
мембрану. Сочетание этих реакций обеспечивает эффективный об­
мен ATФ-AДФ между митохондрией и цитозолем, что позволяет под­
держивать в клетке высокий уровень энергообеспечения. Во время 
дифференцировки клеток АТФ-синтаза также способствует форми­
рованию крист митохондрий [2]. Поэтому возрастание иммунореак­
тивности АТФ-синтазы с 5-х по 90-е сутки постнатального развития 
гистаминергических нейронов гипоталамуса крыс отражает законо­
мерности становления энергетического аппарата этих клеток.

Заключение. В период постнатального развития гистаминергиче- 
ских нейронов ядра Е2 гипоталамуса, с 5-х по 90-е сутки после рож­
дения, параллельно структурному и метаболическому становлению 
этих нейронов, в их цитоплазме происходит синхронное возрастание 
иммунореактивности маркера дифференцирующихся нервных кле­
ток — NeuN, белка, вовлеченного в поддержание газового гомеостаза 
клетки, — нейроглобина и молекулярного маркёра митохондрий — 
АТФ-синтазы.
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Роль катепсинов в клеточной смерти и канцерогенезе
В статье рассмотрены вопросы строения и синтеза катепсинов, их 

локализации в нормальных и малигнизированных клетках, механизмы 
внутриклеточной регуляции активности катепсинов, механизмы ин­
дукции катепсинами клеточной смерти и роль катепсинов в развитии 
злокачественных опухолей.
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Role of cathepsins in cell death and cancerogenesis
This article is about the structure and synthesis ofcathepsins, their localization 

in normal and malignated cells, mechanisms o f regulation o f  cathepsin activity 
in cells, mechanisms o f induction o f cell death by cathepsins and the role o f  
cathepsins in the development o f  malignant tumors.
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