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ИЗМЕНЕНИЯ В РАСПРЕДЕЛЕНИИ НЕЙРОНОВ, СОДЕРЖАЩИХ
НАДФН-ДИАФОРАЗУ/ХО-СИНТАЗУ В ГИПОТАЛАМУСЕ И

ПРОДОЛГОВАТОМ МОЗГЕ У ПТИЦ
Дунай В.И.

Белорусский государственный университет, Минск

В настоящее время установлено, что NO-синтезирующие нейроны
широко распространены в ЦНС млекопитающих. Большое количество та­
ких нервных клеток содержат мозжечок, гиппокамп и ряд других структур
головного мозга [2]. Доказано также участие NO в регуляции различных
физиологических функций [1]. Имеются предположения о том. что NO мо­
жет являться одним из важнейших факторов, участвующих в развитии
структуры и функции центральной нервной системы, являясь молекулой,
вызывающей гибель определенных клеточных структур, а также играя важ­
ную роль в механизмах роста нервных окончаний и формирования синап­
сов [4]. Получены доказательства участия NO в центральных механизмах
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терморегуляции при перегревании и экспериментальной лихорадке [3].
Несмотря на обилие фактов, свидетельствующих об участии NO в

регуляции различных физиологических функций, а также в развитии цен­
тральной нервной системы, становление центральных NO-ергических си­
стем в онтогенезе остается совершенно неизученным.

Целью данной работы явилось изучение созревания NO-ергических
систем мозга в раннем постнатальном онтогенезе у цыплят как представи­
телей класса птиц.

Материалы и методы исследования

Эксперименты выполнены на 48 цыплятах и 6 взрослых особях. Пер­
вая группа животных включала цыплят в возрасте 1 дня. вторая группа
животных - в возрасте 3 дней, третья группа животных - в возрасте 10
дней, четвертая группа животных - в возрасте 20 дней.

Специальными исследованиями было убедительно доказано, что
нейронная синтаза NO (CNO) является никотинамидаденинди-нуклеотид-
фосфат-диафоразой [7]. Во-первых, локализация в центральной и перифе­
рической нервной системе НАДФН-д-содержащих нейронов, окрашенных
гистохимически, соответствует локализации нервных клеток, содержащих
CNO, окрашенных с применением методов иммуногистохимии. Во-вто­
рых, CNO и НАДФН-д обнаруживают сходные иммунохимические и био­
химические свойства. В-третьих, НАДФН-д активность выявляется de
novo у клеток с трансформированной кДНК к CNO. Использование гисто­
химической реакции на НАДФН-д для идентификации CNO-содержащих
нейронов возможно только при условии, что исследуемая ткань проходит
фиксацию в параформальдегиде. Установлено [7], что при фиксации с ис­
пользованием параформальдегида инактивируются все НАДФН-зависи-
мые ферменты-окислители, за исключением CNO. Таким образом, при
условии фиксации ткани в параформальдегиде, использование гистохими­
ческой реакции на НАДФН-д для идентификации NO-синтезирующих
нервных клеток является адекватным методом и широко используется в
настоящее время.

В работе использован метод идентификации НАДФН-д-содержащих
нейронов, разработанный Scherer-Singler et al [8], в модификации Норе и
Vincent [5].

Для выделения гипоталамуса у животных целиком извлекали голов­
ной мозг. Отделяли гипоталамус и дополнительно фиксировали согласно
рекомендации Matsumoto et al. [6] 90 минут в 4 % параформальдегиде на
фосфатном буфере (0.1М, рН7.4). Участки мозга шесть раз по 30 мин. от­
мывали на холоде с использованием 0,1 М раствора Трис-НС1 (pH 8,0) и
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инкубировали в 10 % и 25 % растворах сахарозы на Трис-HCI (0,1М,
рН8.0) в течение 1.5 и 12 часов соответственно.

Объекты помещали на охлажденные металлические блоки, которые
ставили в криостат (-  25 оС) на 20 минут для замораживания. Из заморо­
женной ткани готовили серийные срезы толщиной 25 мкм, которые накле­
ивали на предметные стекла, предварительно подвергшиеся хром-желати-
новой обработке, и высушивали.

Срезы отмывали от сахарозы в 0 .1 М растворе Трис-HCI (рН8.0) в
течение 5 мин. Гистохимическая процедура заключалась в инкубации сре­
зов в растворе 0,1 М Трис-HCI (рН8.0). содержащем НАДФН (1 мМ), нит-
росиний тетразолий (0.5 мМ), Тритон Х-100 (0,3 %) и дикумарол (0,1 мМ)
на протяжении 1-2 ч. при 22 оС и относительной влажности 95-100 %. По
окончании гистохимической реакции срезы промывали в растворе Трис-
НС1 в течение 5 минут, обезвоживали в этаноле, заключали в канадский
бальзам и накрывали покровными стеклами.

Специфичность гистохимической реакции проверялась инкубацией
нескольких срезов в растворах, не содержащих нитросиний тетразолий
или ИАДФН. а также в растворе содержащем НАДФ вместо НАДФН. Хи­
мическая основа реакции заключается в образовании преципитата форма-
зана при восстановлении солей тетразолия НАДФН-диафоразой (CNO) в
присутствии НАДФН. Таким образом, гистохимическая реакция не долж­
на наблюдаться в случае отсутствия в инкубационной среде любого из
основных компонентов (нитросиний тетразолий, НАДФН), а также в слу­
чае использования НАДФ вместо НАДФН.

Структуры гипоталамуса и продолговатого мозга идентифицировали
при помощи стереотаксического атласа Orlan М. Junzy & Richard F.
Phillips.

Результаты

Опыты показали, что гипоталамическая область кур содержит
большое количество НАДФН-д/CNO -  позитивных нейронов.

Установлено, что в первые дни и недели после рождения в гипотала­
мической области происходят значительные изменения в распределении
НАДФН-д/CNO -  позитивных нейронов (табл. 1).

При изучении серийных срезов гипоталамуса цыплят в возрасте од­
ного дня после рождения обнаружены НАДФН-д/CNO -  позитивные ней­
роны в латеральной преоптической области, паравентрикулярном ядре,
латеральной гипоталамической области, в латеральном маммилярном ядре
и в супрамаммилярном ядре.

У цыплят в возрасте одного дня после рождения не обнаружены
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НАДФН-д/CNO -  позитивные нейроны в ряде структур гипоталамуса, со­
держащих такие нейроны у взрослых организмов. Так. не обнаружены
НАДФН-д/CNO -  позитивные нейроны в медиальной преоптической об­
ласти, супраоптическом ядре, перивентрикулярном ядре, медиальном
маммилярном ядре, дорсомедиальном и вентромедиальном ядрах.

У цыплят в возрасте трех дней после рождения так же. как и у одно­
дневных цыплят, гипоталамус не содержит НАДФН-д/CNO -  позитивных
нейронов в медиальной преоптической области, супраоптическом ядре и
перивентрикулярном ядре.

Гипоталамическая область трехдневных цыплят содержит НАДФН-
д/CNO -  позитивные нейроны в тех же структурах, что и у однодневных
(в латеральной преоптической области, паравентрикулярном ядре, ла­
теральной гипоталамической области, в латеральном маммилярном ядре и
в супрамаммилярном ядре). А также НАДФН-д/CNO -  позитивные нейро­
ны обнаружены в медиальном маммилярном ядре, дорсомедиальном и
вентромедиальном ядрах.

В период между третьим и десятым днем формируются основные
черты в распределении НАДФН-д/CNO -  позитивных нейронов гипотала­
мической области, характерные для взрослого организма.

Так, у десятидневных цыплят выявляются НАДФН-д/CNO -  пози­
тивные нейроны почти во всех структурах гипоталамуса, содержащих та­
кие нервные клетки у взрослых птиц. В отличие от третьего дня, к 10-му
дню развития НАДФН-д/CNO -  позитивные нейроны, появляются в пери-
вентрикулярном ядре. Обнаружено, что гипоталамус десятидневного цы­
пленка не содержит НАДФН-д/CNO -  позитивных клеток в супраоптиче­
ском ядре.

Крупные, интенсивно окрашенные НАДФН-д/CNO - позитивные
нейроны появляются в супраоптическом ядре в период между десятым и
двадцатым днем после вылупления. Таким образом, не существует разли­
чий в распределении НАДФН-д/CNO -  позитивных нейронов в гипотала­
мусе 20-дневного цыпленка по сравнению с взрослыми животными. Полу­
ченные данные свидетельствуют о том, что, по-видимому, между десятым
и двадцатым днем после рождения происходит окончательное структур­
ное формирование NO-зависимых систем нервных центров гипоталамуса
цыплят.
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Таблица / - Распределение нервных клеток, содержащих НАДФН-д/ CNO, в
структурах гипоталамуса у цыплят в разные сроки постнатального онтогенеза

«+» -  структура содержит НАДФН-д /CNO -  позитивные нервные клетки;
«-» -  структура не содержит НАДФН-д /CNO -  позитивные нервные клетки.

№ п/п Структура 1-й
день 3-й день 10-й

день 20-й день

| Medial preoptic area - - 4- 4-
2 Lateral preoptic area 4- + 4- +

3 Supraoptic nucleus - - - +

4 Paraventricular nucleus 4- 4- 4- +

5 N. ventromedialis - 4- 4- +

6 N. dorsomedialis - 4- + +

Periventricular nucleus - - 4- +

8 Lateral hypothalamic area 4- 4- + +

9 Medial mammillary nucleus - 4- + 4-

10 Lateral mammillary nucleus + + + +

11 Supramammillary nucleus 4- + 4- +

При изучении серийных срезов продолговатого мозга, окрашенных
на НАДФН-д, у цыплят, в разные сроки после рождения, НАДФН-д/CNO
-  позитивные нервные клетки обнаружены во всех изучаемых структурах
(табл. 2). По-видимому, еще до рождения завершается формирование
NO-зависимых систем нервных центров продолговатого мозга, структур­
ное и функциональное развитие должно обеспечивать в первые дни жизни
важнейшие вегетативные функции (дыхание, кровообращение).

Таблица 2 - Распределение нервных клеток, содержащих НАДФН-д / CNO, в
продолговатом мозге у цыплят в разные сроки постнатального онтогенеза

№ п/п Структура 1 -й день 3-й день 10-йдень 20-й день

1 Paragigantocellular reticular nucleus -4- + 4- 4-

2 Gigantocellular reticular nucleus 4- 4- -і- 4-

3 Medial vestibular nucleus 4- 4- -U +

4 Nucleus tractus solitarii 4- -4- 4-

5 Paratri geminal nucleus 4- 4- 4- 4-

6 Paramedian reticular nucleus -4- 4- — 4-

7 Cuneate nucleus 4- 4- 4- 4-

8 Reticular nucleus medulla dorsal 4- 4- 4-

9 Reticular nucleus medulla ventral 4- 4- 4~ +

«+» -  структура содержит НАДФН-д /CNO-позитивные нервные клетки;
«-» -  структура не содержит НАДФН-д /CNO-позитивные нервные клетки.
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Обсуждение результатов

Предпосылкой к постановке задач настоящего исследования служи­
ли развиваемые представления о том, что NO. синтезируемый нервными
клетками, может участвовать в развитии структуры и функции ЦНС. явля­
ясь эффекторной молекулой, вызывающей гибель определенных клеточ­
ных структур, а также играя важную роль в механизмах роста нервных
окончаний и формирования синаптических контактов.

Установлено, что в первые дни и недели после рождения у цыплят в
гипоталамической области происходят значительные изменения в распре­
делении НАДФН-д/CNO -  позитивных нервных клеток. Так. между тре­
тьим и десятым днем постнатального развития формируются основные
черты в распределении предполагаемых NO-синтезирующих нервных кле­
ток. характерные для взрослого организма, а между десятым и двадцатым
днем, по-видимому, происходит окончательное структурное формирова­
ние NO-зависимых систем нервных центров гипоталамуса цыпленка.

Можно предполагать, что становление NO-зависимых систем в гипо­
таламусе у птиц, по-видимому, играет важную роль в развитии системы
терморегуляции, поскольку полученные результаты хорошо коррелируют
с данными о том, что температура тела у цыплят, характерная для взрос­
лых животных, устанавливается к 14-му дню жизни.

Таким образом, есть основания предположить, что начальное станов­
ление системы терморегуляции в процессе индивидуального развития
цыплят может быть связано с развитием NO-зависимых систем нервных
центров гипоталамуса.
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CHANGES IN ALLOCATION OF THE NERVE CELLS CONTAINING
NADFH-DIAPHORASE/NO-SYNTHASE IN HYPOTHALAMUS AND

MYELECEPHALON AT BIRDS
Dunai V.I.

Belarus State University, Minsk

The purpose of the yielded work was studying of maturation of NO-ergic
systems of a brain in an early postnatal ontogenesis at chickens as
representatives of the class of birds. During the executed experiments it is
positioned, that in the first days and weeks after a birth chickens in subthalamic
range have significant changes in allocation of NADFH-d/CNO - positive
nervous cells. So, between the third and tenth day of postnatal evolution the
basic features in allocation of prospective NO-synthesizing nervous cells,
characteristic for an adult organism, and between the tenth and twentieth day
are formed, apparently, there is a final structural formation of NO-dependent
systems of nerve centers of hy pothalamus of chicken.

As it has been positioned, significant changes in allocation of NADFH-d -
positive nervous cells in myelencephalon do not descend. Apparently, in
antenatal ontogenesis almost formation of NO-dependent systems of nerve
centers of myelencephalon completely comes to the end, structural and which
functional evolution should provide by a birth activity of such major vegetative
functions, as breathing and a circulation of blood.
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