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В данной работе изучали структурно-функциональную организацию ядрышка и конститутивного
гетерохроматина в различных типах таницитов в ходе постнатального развития и при старении.
С помощью иммуногистохимических методов и конфокальной лазерной микроскопии впервые
было описано распределение аргентофильных белков ядрышка (нуклеолина и нуклеофосмина), а
также гетерохроматиновых скоплений в таницитах на различных этапах постнатального онтогене-
за. Была продемонстрирована гетерогенность как в размерах ядрышек, так и в их количестве не
только в различных субпопуляциях таницитов, но и в возрастном аспекте, что может свидетельство-
вать о разном уровне их синтетической активности и способности к пролиферации в ходе раннего
развития и старения. Распределение гетерохроматиновых агрегатов различается среди субпопуля-
ций таницитов в ходе старения: α-танициты подвержены интенсивной гетерохроматизации, в то
время как β-танициты характеризуются стабильностью организации изучаемых компартментов
клеточного ядра. Полученные данные существенно дополняют современное представление об ор-
ганизации структуры клеточного ядра таницитов в ходе нормального развития и старения, что мо-
жет в последующем послужить основой для установления роли этих субъядерных структур в пато-
логических процессах при различного рода повреждающих воздействиях.
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ВВЕДЕНИЕ

Танициты, локализующиеся в области дна
третьего желудочка, представляют собой особую
популяцию глиальных клеток. Тела этих клеток
формируют выстилку инфундибулярного углуб-
ления, а базальные отростки проникают в нерв-
ную ткань и оканчиваются на кровеносных сосу-
дах, оплетая их своими расширенными термина-
лями. Отростки таницитов оплетают, в том числе,
фенестрированные капилляры портальной си-
стемы гипофиза, которая локализуется в средин-
ном возвышении. Таким образом, эти клетки за-
действованы в формировании ликворо-энцефа-
лического и гематоликворного барьеров. Ранее
была показана их роль в регуляции работы подле-
жащих ядер гипоталамуса – вентромедиального и
аркуатного ядер, отвечающих за энергетический
баланс организма. Кроме того, будучи производ-
ными клеток радиальной глии, танициты сохра-
няют не только их морфологию и ряд цитохими-
ческих характеристик, но также и способность к

пролиферации и дифференцировке в нейроны и
глию. Выделяют 4 типа таницитов (α1-, α2-, β1- и
β2-танициты), различающихся локализацией в
пределах инфундибулярного углубления, а также
структурными, цитохимическими и функцио-
нальными характеристиками [1, 2]. Тем не менее,
несмотря на пристальный интерес исследовате-
лей к таницитам, такая важная клеточная харак-
теристика, как структурно-функциональная ор-
ганизация ядра в этих клетках, до настоящего мо-
мента остается не изученной. При исследовании
организации клеточного ядра особое внимание
уделяют распределению гетерохроматиновых
скоплений и морфологии ядрышка, поскольку
эти субъядерные структуры отражают метаболи-
ческий статус клетки и чувствительны к дегенера-
тивным изменениям.

Одним из важных маркеров, отражающих
функциональное состояние клетки, является яд-
рышко. Поскольку основная функция этой
структуры – это участие в биогенезе рибосом, то
уровень белкового синтеза в клетке коррелирует с
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организацией ядрышка. Кроме того, было уста-
новлено, что белки ядрышка вовлечены в кон-
троль клеточного цикла, апоптоза и старения, а
дислокация этих белков из ядрышка (так называ-
емый “нуклеолярный стресс”) может опосредо-
вать развитие нейродегенеравтивных процессов
[3–5]. Другой характеристикой, отражающей
клеточную активность, является наличие гетеро-
хроматиновых агрегатов. Гистон H4, триметили-
рованный по лизину 20 (H4K20me3), формирует
конститутивный гетерохроматин и участвует в ре-
прессии генов в промоторных участках [6, 7]. Так-
же H4K20me3 важен в подавлении транскрипции
повторяющейся ДНК и транспозонов [8]. Было
показано, что подавление экспрессии этого ги-
стона приводит к развитию злокачественных об-
разований [9]. Изучение возможных изменений в
организации ядрышка и гетерохроматиновых аг-
регатов в ходе постнатального онтогенеза и при
старении, поможет получить новые сведения о
функциональном состоянии таницитов в ходе
нормального развития.

Цель данного исследования состояла в изуче-
нии структурно-функциональной организации
ядрышка и конститутивного гетерохроматина в
различных типах таницитов в ходе постнатально-
го развития и при старении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования послужили

фрагменты промежуточного мозга крыс-самцов
линии Вистар пяти возрастных групп: 7, 14,
30 сутки постнатального развития (n = 3 для каж-
дого срока), взрослые животные (4–5 мес.) (n = 6),
старые животные (20–24 мес.) (n = 3). При содер-
жании и умерщвлении животных соблюдали
международные правила Хельсинской деклара-
ции о гуманном обращении с животными и “Пра-
вила проведения работ с использованием экспе-
риментальных животных” (приказ № 755 от
12.08.1977 г. МЗ СССР). Головной мозг был фик-
сирован в цинк-этанол-формальдегиде [10], обез-
вожен и залит в парафин обычным способом. Из-
готавливались фронтальные срезы толщиной 5 мкм
на уровне от –3.24 до –4.44 мм по отношению к
брегме [11]. После стандартной процедуры депа-
рафинирования срезы подвергали тепловому де-
маскированию в модифицированном цитратном
буфере S1700, pH 6.1 (Dako, Дания) в течение
23 мин в пароварке. Затем были поставлены двой-
ные иммуногистохимические реакции с использо-
ванием мышиных моноклональных антител к ви-
ментину (клон V-9, Dako) в разведении 1 : 100,
кроличьих поликлональных антител к нуклеоли-
ну/белку C23 (Abcam, Великобритания) в разве-
дении 1:200, мышиных моноклональных антител
к нуклеофосмину/белку B23 (клон FC82291, Sig-
ma-Aldrich, США) в разведении 1 : 100 и поликло-

нальных кроличьих антител к гистону H4K20me3
(Abcam) в разведении 1 : 500. В качестве вторич-
ных реагентов были использованы моновалент-
ный Fab-фрагмент антикроличьего иммуногло-
булина осла, конъюгированного с флуорохромом
Rhodamine Red-X (RRX) в разведении 1 : 50 (Jack-
son ImmunoReaserch, США) и моновалентный
Fab-фрагмент антимышиного иммуноглобулина
осла, меченые биотином в разведении 1 : 100
(Jackson ImmunoReaserch). Затем срезы обраба-
тывали конъюгатом стрептавидина с флуорохро-
мом Cy2 (Jackson ImmunoResearch) в разведении
1 : 200. Препараты заключали в водорастворимую
среду Fluorescence Mounting Medium (Dako). Ана-
лиз полученных препаратов проводили при по-
мощи конфокального лазерного микроскопа
LSM 710 (Zeiss, Германия). Обработку получен-
ных изображений и трехмерную реконструкцию
объектов проводили с помощью компьютерных
программ LSM Image Browser и ZEISS ZEN lite
(Zeiss). Определение диаметра ядрышек и их ко-
личества осуществляли в программах ZEISS Zen
lite и Fiji [12] при исследовании не менее 10 слу-
чайно выбранных клеток каждого типа таницитов
для каждого срока. В тех случаях, когда ядрышек
в ядре было больше одного, средний диаметр яд-
рышек рассчитывали для наибольшего ядрышка.
Данные представлены в виде средней ± стандарт-
ная ошибка средней. Для количества ядрышек
помимо абсолютных значений также рассчитыва-
ли медиану (Me). При проведении статистическо-
го анализа использовали программу Graph Pad
Prism 8. Применяли непараметрический крите-
рий Краскела–Уоллиса с дальнейшим сравнением
групп с помощью апостериорного критерия Данна.
Значимым считали различия групп при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
При проведении двойной иммуногистохими-

ческой реакции на виментин (маркер таницитов
и эпендимоцитов) и нуклеолин (маркер ядрыш-
ка) можно наблюдать, что в дорсальной области
дна третьего желудочка выстилка образована ку-
бовидными клетками – эпендимоцитами, кото-
рые затем замещаются отросчатыми клетками –
таницитами (рис. 1).

Наиболее дорсально среди таницитов распо-
ложены α1-танициты, отростки которых направ-
лены в вентромедиальное ядро гипоталамуса
(рис. 1, увеличенный фрагмент 1). У молодых и
взрослых животных для этих клеток характерно
присутствие от 1 до 4 ядрышек. В основном на-
блюдалось 1–3 ядрышка (97% случаев), и лишь в
единичных клетках встречалось 4 ядрышка (3%
случаев). У старых животных, как правило, число
ядрышек составляло 1–2, редко 3. Более вен-
трально относительно α1-таницитов располага-
ются α2-танициты. Отростки этих клеток направ-
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лены в аркуатное ядро (рис. 1, увеличенный фраг-
мент 2). У 7- и 14-дневных крысят число ядрышек
составляло 1–3, в то время как начиная с первого
месяца постнатального развития для этих клеток
характерно присутствие 1–2 ядрышек, у старых
животных в подавляющем большинстве случаев
наблюдалось 1 ядрышко. Латеральные области
срединного возвышения выстилают β1-таници-
ты, которые образуют многорядную структуру.
Центральную область срединного возвышения
занимают β2-танициты. Именно β-танициты
контактируют с капиллярами фенестрированно-
го типа. Для этих типов таницитов характерно на-
личие 1–2 ядрышек (рис. 1, увеличенные фраг-

менты 3 и 4 соответственно). Стоит отметить, что
ядрышки таницитов в подавляющем большин-
стве случаев локализуются на периферии ядра,
часто контактируя с ядерной оболочкой.

При измерении диаметра наибольшего из яд-
рышек было установлено, что диаметр ядрышек
изменяется с возрастом (табл. 1, рис. 2). Для всех
типов таницитов характерно увеличение разме-
ров этой субъядерной структуры в раннем пост-
натальном развитии (статистически достоверно
для 7 и 14 суток постанатального развития при
сравнении с одномесячными животными для
β1-таницитов и со взрослыми и старыми живот-
ными для всех типов таницитов). Максимальный

Рис. 1. Дно третьего желудочка головного мозга крысы. Взрослое животное. Двойная иммуногистохимическая реак-
ция на виментин (зеленый) и нуклеолин (красный). Одиночный оптический срез. Масштабный отрезок равен 200 мкм.
Увеличенные фрагменты: 1 – α1-танициты; 2 – α2-танициты; 3 – β1-танициты; 4 – β2-танициты. Проекция 16
(1 фрагмент), 26 (2 фрагмент), 21 (3 фрагмент) и 36 (4 фрагмент) оптических стеков. Объектив C-Apochromat 63x/1.20
W Korr M27. Водная иммерсия. Масштабный отрезок равен 5 мкм (1 фрагмент), 10 мкм (2 и 3 фрагменты) и 20 мкм
(4 фрагмент). Звездочка – полость третьего желудочка.
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размер ядрышка наблюдается у взрослых живот-
ных, в то время как при старении средний диа-
метр наибольшего ядрышка уменьшается. Кроме
того, наблюдается вариабельность в диаметре яд-
рышка среди различных типов таинцитов в пре-
делах одной возрастной группы. Так, у 30-днев-
ных крысят диаметр ядрышек α1- и α2-таницитов
статистически различался при сравнении с диа-
метром ядрышек β1-таницитов (p < 0.0001 для
обоих типов таницитов), а также различались раз-
меры ядрышек β1 и β2 таницитов (p = 0.0006).
У взрослых и старых крыс разница наблюдалась
между размерами ядрышек α1-таницитов с дру-
гими типами таницитов (α2, β1 и β2) (p < 0.0001
для всех групп сравнения, за исключением α1 и α2 у
старых животных, здесь p = 0.0003). У 14-дневных
крысят различались ядрышки α1 и β1 таницитов
(p = 0.0071). У 7-дневных крысят статистически
значимой разницы между размерами ядрышек не
наблюдалось. Данные по количеству ядрышек и
их размеру на разных этапах постнатального он-
тогенеза представлены в таблице 1.

Для более подробного изучения структурно-
функциональной организации ядрышка была по-
ставлена двойная иммуногистохимическая реак-
ция к аргентофильным белкам ядрышка – нук-
леолину (белок C23) и нуклеофосмину (белок B23),
которые опосредуют гистохимическую окраску
ядрышка методом серебрения (метод Ag-NOR).
Было установлено, что характер распределения
этих двух белков в ядре отличается. Нуклеолин,
как правило, распределен в форме тора, или дво-
яковогнутого диска (рис. 4а), в то время как цен-
тральная часть ядрышка либо не окрашивается,

либо окрашивается, но очень слабо, а также при-
сутствует в виде отдельных скоплений в нуклео-
плазме всех типов таницитов. В то время как нук-
леофосмин локализуется только в ядрышках та-
ницитов. Кроме того, характер распределения
нуклеофосмина в этих субъядерных структурах
сильно отличается от ядрышка к ядрышку. Как
правило, белок B23 распределен в виде кольца по
периферии ядрышка (рис. 3а). Реже этот белок
может локализоваться в пределах ядрышка в виде
двояковогнутого диска (рис. 3б), подковы (рис. 3в),
отдельных глобул внутри ядрышка (рис 3г), а так-
же распределяться в виде структуры округлой
формы с поверхностной бороздой (рис. 3д, 3е).
При старении характер распределения не меняет-
ся, однако центральная часть ядрышка, где нук-
леолин и нуклеофосмин практически не присут-
ствует, становится более выраженной (рис. 4а).

При изучении распределения конститутивно-
го гетерохроматина в таницитах и его простран-
ственных взаимоотношениях с ядрышком была
поставлена двойная иммуногистохимическая ре-
акция к H4K20me3 и нуклеофосмину. В таници-
тах конститутивный гетерохроматин представлен
в виде отдельных скоплений округлой формы.
Они локализуются преимущественно по перифе-
рии ядра, однако встречаются и диффузно рас-
пределенные глыбки небольшого размера, лежа-
щие в центральной области ядра. Было выявлено,
что характерным признаком для всех типов тани-
цитов является увеличение размеров самих гете-
рохроматиновых глобул в раннем развитии. При
старении в α-таницитах значительно увеличива-
ется содержание гетерохроматина как по перифе-

Таблица 1. Морфофункциональные характеристики ядрышек различных популяций таницитов в ходе постна-
тального онтогенеза и при старении

Параметр Возраст
Субпопуляция таницитов

α1 α2 β1 β2

Количество ядрышек

P7
1–4

Me = 2
1–3

Me = 2
1–3

Me = 2
1–2

Me = 2

P14
1–3

Me = 2
1–3

Me = 2
1–2

Me = 2
1–3

Me = 1

P30
1–4

Me = 2
1–2

Me = 2
1–2

Me = 1
1–3

Me = 1

4–5 мес.
1–4

Me = 2
1–3

Me = 2
1–2

Me = 1
1–2

Me = 1

20–23 мес.
1–3

Me = 1
1–2

Me = 1
1–2

Me = 1
1–2

Me = 1

Среднее значение 
диаметра наибольшего ядрышка ± 
± ошибка среднего, мкм

P7 1.492 ± 0.03 1.473 ± 0.03 1.479 ± 0.04 1.360 ± 0.06
P14 1.367 ± 0.05 1.489 ± 0.07 1.623 ± 0.05 1.513 ± 0.06
P30 1.528 ± 0.03 1.516 ± 0.04 1.991 ± 0.06 1.612 ± 0.07

4–5 мес. 1.679 ± 0.04 2.087 ± 0.05 2.171 ± 0.05 2.059 ± 0.07
20–23 мес. 1.611 ± 0.04 1.948 ± 0.06 2.068 ± 0.06 2.202 ± 0.1
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Рис. 2. Возрастная динамика в размерах ядрышка различных субпопуляций таницитов. Черная линия показывает ста-
тистически значимую разницу между разными типами таницитов в пределах одного возраста. Цветные линии пока-
зывают статистически значимую разницу в диаметре ядрышек в каждой из популяций таницитов (в соответствии с ле-
гендой) между разными возрастными группами. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001.
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Рис. 3. Характер распределения нуклеофосмина (белка B23) в ядрышках таницитов. Конфокальная лазерная микро-
скопия. Трехмерная реконструкция. а, б, в – α1-танициты, старые животные; г, е – β1-танициты, старые животные;
д – α1-танициты, 7 сутки постнатального развития. Масштабный отрезок 2 мкм.
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рии ядер клеток, так и в центральных областях яд-
ра, а в α1-таницитах может формировать сплош-
ной периферический гетерохроматиновый слой
(рис. 5). В β-таницитах содержание гетерохрома-
тиновых агрегатов при старении меняется незна-
чительно. При изучении пространственного рас-
положения гетерохроматиновых скоплений от-
носительно ядрышек было установлено, что в
первую неделю развития и у старых животных в
α1-таницитах почти все ядрышки погружены в
гетерохроматин и окружены им со всех сторон
(рис. 5). В α2- и β-таницитах в первую неделю
развития, а также во всех типах таницитов на бо-
лее поздних сроках развития наблюдается нали-
чие околоядрышкового гетерохроматина, кото-
рый примыкает к ядрышку с одной из сторон в
виде небольшой глобулы (рис. 6). Полностью по-
груженных в гетерохроматин ядрышек на этих
сроках выявлено не было. Однако у большинства
ядрышек в области примыкания гетерохроматина
формируется зона перекрывания (колокализа-
ции) нуклеофосмина и H4K20me3. Как правило,
это зона небольшая и находится на границе со-
прикосновения этих двух белков (рис. 4б). В еди-
ничных случаях встречается околоядрышковый
гетерохроматин, который формирует впячивание
в глубь ядрышка (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование архитектуры клеточного ядра в

настоящее время является одним из магистраль-
ных направлений современной клеточной биоло-
гии. В нейробиологических исследованиях на-
коплен большой массив данных об организации
ядра и его компонентов нейронов различных

структур головного мозга [13–15], в то время как
анализу глиальных клеток, в частности таници-
тов, в этой области уделено незаслуженно мало
внимания [16]. Кроме того, исследования, посвя-
щенные организации ядра таницитов в постна-
тальном развитии и при старении, ранее не про-
водились. В связи с этим данные, представленные в
настоящем исследовании, являются актуальны-
ми как для нейробиологии, так и для клеточной
биологии в целом.

В рамках представленной работы нами были
изучены ядрышки различных типов таницитов в
раннем постнатальном развитии и при старении.
Было установлено, что в раннем развитии коли-
чество ядрышек не меняется, однако при старе-
нии наблюдается уменьшение их числа. Кроме
того, с возрастом для таницитов характерно уве-
личение размеров этой субъядерной структуры.
Полученные результаты соотносятся с литератур-
ными данными. Было показано, что ядрышковые
организаторы (nucleolar organizer regions, NORs),
число которых определяет максимально возмож-
ное число ядрышек в клетке, имеют тенденцию с
возрастом объединяться и формировать более
крупные ядрышки [17]. Также была продемон-
стрирована завимость размера ядрышек и синте-
тической активности клетки, а также числа ядры-
шек и степени дифференицировки клетки [18, 19].
Это может свидетельствовать, что уменьшение
числа ядрышек таницитов с возрастом происхо-
дит вследствие слияния ядрышек в более круп-
ные, а также с закономерным увеличением синте-
тической активности по мере становления и фор-
мирования клеток в ходе раннего постнатального
развития.

Рис. 4. Профиль интенсивности флуоресценции исследуемых белков в ядрышке таницитов. Конфокальная лазерная
микроскопия. Одиночный оптический срез. а – Распределение аргентофильных белков нуклеолина (красный цвет) и
нуклеофосмин (зеленый цвет) в ядрышке таницитов у старых животных (20–24 мес). Стрелкой отмечена область наи-
меньшей флуоресценции обоих белков. Головка стрелки указывает на пики флуоресценции зеленого и красного ка-
налов. б – Зона колокализации H4K20me3 (красный цвет) и нуклеофосмина (зеленый цвет) в ядрышке таницитов у
старых животных (20–24 мес). Область колокализации (желтый цвет) отмечена толстой стрелкой.
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Также нами была отмечена разница в органи-
зации ядрышек среди различных типов таници-
тов, которые, несмотря на то что являются единой
популяцией клеток, все же значительно отлича-
ются по своим функциональным и цитохимиче-
ским свойствам. Это связано с тем, что они взаи-
модействуют с разными структурами в медиаба-
зальном гипоталамусе и опосредуют их функции.
Начиная с 30-х суток постнатального развития,
самое крупное ядрышко присутствует в β1-тани-
цитах, в то время как размеры ядрышек других
типов исследуемых клеток не различались между

собой статистически значимо. У взрослых и ста-
рых животных крупные ядрышки встречаются в
α2-, β1- и β2-таницитах. Это может указывать на
то, что для β1-таницитов высокая синтетическая
активность характерна еще в раннем постнаталь-
ном развитии, в то время как для α2- и β2-тани-
цитов она свойственна в более поздние сроки раз-
вития. Кроме того, полученные данные позволяют
выделить популяцию α1-таницитов, для которой
типично наличие некрупных ядрышек, но их ко-
личество больше, чем в других типах анализируе-
мых клеток (за исключением α2-таницитов) на

Рис. 5. Распределение гетерохроматиновых агрегатов в α1-таницитах. Двойная иммуногистохимическая реакция на
H4K20me3 (красный цвет) и нуклеофосмин (зеленый цвет). Трехмерная реконструкция 28 (а) и 29 (б) оптических сре-
зов (режим Transparent). Объектив alpha Plan-Apochromat 100x/1.46 Oil DIC M27 (масляная иммерсия). а – 7 сутки
постнатального развития, б – старое животное (20–24 мес.). Стрелки указывают на гетерохроматиновые скопления.
Звездочка – полость желудочка.

5 мкмa б 5 мкм

*
*

Рис. 6. Околоядрышковый гетерохроматин в β2-таницитах. Двойная иммуногистохимическая реакция на H4K20me3
(красный цвет) и нуклеофосмин (зеленый цвет). Трехмерная реконструкция 24 оптических срезов (а – режим Transpar-
ent; б – модуль Maximum). а – Стрелки указывают на околоядрышковый гетерохроматин. Масштабный отрезок равен
5 мкм. б – Стрелкой отмечен околоядрышковый гетерохроматин, формирующий впячивание в глубь ядрышка. Двой-
ной стрелкой отмечены гетерохроматиновые скопления на периферии ядра таницитов. Масштабный отрезок равен 2 мкм.

a б
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протяжении всего постнатального развития. Это
соответствует мнению о том, что именно этот тип
таницитов осуществляет только транспортную,
но не секреторную функцию. Кроме того, по-
скольку количество ядрышек коррелирует со сте-
пенью дифференцировки клетки, то присутствие
большого числа ядрышек может указывать и на
разную способность таницитов к пролиферации.
Так, согласно литературным данным, в раннем
постнатальном развитии все типы таницитов ха-
рактеризуются способностью к пролиферации и
дифференцировке в нейроны и глию, в то время
как у половозрелых животных это свойство
сохраняется только у α-таницитов, а β-танициты
являются коммитированными нейральными
прогениторными клетками [1].

В рамках представленной работы нами были
изучены два основных аргентофильных белка яд-
рышка – нуклеолин (белок C23) и нуклеофосмин
(белок B23/NPM1). Было установлено, что и для
нуклеолина, и для нуклеофосмина типично рас-
пределение в виде кольца или двояковогнутого
диска. Однако характер распределения этих бел-
ков в ядрышках таницитов несколько различает-
ся. Так, пик интенсивности флуоресценции этих
белков не совпадает: пик интенсивности флуо-
ресценции нуклеолина располагается ближе к
центру, по сравнению с нуклеофосмином, кото-
рый тяготеет к периферии ядрышка (рис. 4а). Ве-
роятно, такое распределение связано с тем, что,
хотя оба этих белка задействованы в биогенезе
рибосом, они вовлечены в разные этапы сборки
прорибосомных частиц. Так, нуклеолин имеет
высокую аффинность к одноцепочечной рДНК, в
области нетранскрибируемого спейсера рДНК,
расположенного выше сайта инициации тран-
скрипции и, как следствие, регулирует тран-
скрипцию рРНК, а также этот белок необходим
для созревания рРНК и правильной сборки рибо-
сомных частиц, т.е. задействован в ранних этапах
созревания рибосомных субъединиц [20, 22].
Нуклеофосмин регулирует поздние этапы созре-
вания рибосомных частиц, а именно он регулирет
препроцессинг рРНК, действуя как эндорибону-
клеаза, осуществялет высвобождение 28S рРНК
посредством связывания со вторым внутренним
транскрибируемым спейсером (ITS2) пре-РНК, а
также задействован в экспорте субъединиц рибо-
сом в цитоплазму [23, 24]. Отсутствие реакции ли-
бо слабая реакция к изучаемым белкам в цен-
тральных областях ядрышка может быть связано с
тем, что часто здесь может локализоваться фиб-
риллярный центр (ФЦ), в котором изучаемые
белки, как правило, отсутствуют, что особенно
отчетливо видно в крупных нейронах, где описан
гигантский ФЦ [25].

Известно, что белок C23 является многофунк-
циональным белком и выявляется в ядрышке,
нуклеоплазме, цитоплазме и на плазматической

мембране разных клеток. Различные посттранс-
ляционные модификации нуклеолина и осу-
ществление челночного транспорта опосредуют
его многофункциональность. Было показано, что
этот белок, помимо участия в биогенезе рибосом,
задействован в организации и стабильности хро-
матина, метаболизме ДНК и РНК, цитокинезе,
пролиферации клеток и их выживании, ангиоге-
незе, регуляции апоптоза, реакции на стресс и
процессинге микроРНК, участии в межклеточ-
ном сигналинге, а также задействован в ряде па-
тологических процессов [20, 25, 26]. В настоящем
исследовании было установлено, что в таницитах
нуклеолин помимо ядрышка также локализовал-
ся в нуклеоплазме в виде диффузно распределен-
ных глыбок, но не в цитоплазме и не на плазмати-
ческой мембране клеток. Неравномерность рас-
пределения нуклеолина в пределах нуклеоплазмы
может быть связана с тем, что этот белок может
выступать в качестве шаперона гистонов и ло-
кально регулировать транскрипционную актив-
ность различных генов. В то время как отсутствие
этого белка в цитоплазме и на плазматической
мембране может быть связана либо с недостаточ-
ной чувствительностью иммуногистохимическо-
го метода для выявления небольшого содержания
этого белка в этих клеточных компартментах, ли-
бо с тем, что в таницитах, этот белок преимуще-
ственно задействован в ядрышковых и ядерных
процессах.

В свою очередь, нуклеофосмин выявлялся
только в пределах ядрышка исследуемых клеток.
Согласно литературным источникам, нуклеофос-
мин локализуется в ядрышке (80% от общего со-
держания белка) и в нуклеоплазме (20% от обще-
го содержания белка), а также может курсировать
между ядрышком, цитоплазмой и плазматиче-
ской мембраной, осуществляя челночный транс-
порт различных белков. Существует две изофор-
мы нуклеофосмина – B23.1 и B23.2. N-Концевой
и центральный домены у этих изоформ идентич-
ны, в то время как C-концевой домен (имеющий
сигнал ядрышковой локализации, Nucleolar local-
isation signal, NoLS) присутствует только в изо-
форме B23.1. Это обуславливает преимуществен-
ную локализую изоформы B23.1 в ядрышке, а
B23.2 – в нуклеоплазме [27]. В настоящем иссле-
довании были использованы антитела, которые
выявляют C-концевой участок белка B23, т.е.
изоформу B23.1, что объясняет его идентифика-
цию только в пределах ядрышка таницитов.

Распределение гетерохроматиновых агрегатов
также является важной характеристикой клеточ-
ного ядра. Гетерохроматин входит в состав сразу
нескольких ядерных субкомпартментов, таких
как ламинассоциированные домены, теломерные
и центромерные участки, околоядрышковый ге-
терохроматин и др. В данном исследовании было
показано, что с возрастом наблюдается увеличе-
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ние размеров гетерохроматиновых скоплений в
ядрах α1-таницитов, при этом в β-таницитах со-
держание гетерохроматина меняется незначи-
тельно. В литературных источниках данные об
изменении содержания конститутивного гетеро-
хроматина при старении противоречивы. Соглас-
но одним данным, при старении происходит зна-
чительное снижение гетерохроматизации в клет-
ках различных типов, так называемая “модель
старения с потерей гетерохроматина” (heteroch-
romatin loss model of aging) [28, 29]. Однако в ис-
следовании Lezhava [30] было показано, что при
старении в лимфоцитах человека происходит ин-
тенсивная гетерохроматизация хромосом. Пред-
полагается, что в данном случае возрастное (по-
сле 70 лет) накопление хромосомных аберраций и
аннеуплоидий, происходит вследствие активной
гетерохроматизации ДНК и невозможности фи-
зического доступа репаративных ферментов к
этим участкам. Прогрессивное усиление гетеро-
хроматинизации при старении способствует
инактивации ряда ранее функционирующих “ак-
тивных генов”. Это приводит к блоку определен-
ных этапов метаболических процессов клеточных
систем, которые происходят в норме, в результате
чего недостаток многих специфических фермен-
тов рано или поздно приводит к патологиям ста-
рения [30]. Вероятно, α-танициты также являются
тем типом клеток, которые подвергаются гетеро-
хроматизации при старении, что может отражать-
ся на их функциях. В этом отношении при старе-
нии β-танициты характеризуются стабильностью
организации изучаемых компартментов клеточ-
ного ядра, что, возможно, связано с их уникальной
локализацией в области срединного возвышения,
где располагаются капилляры фенестрированно-
го типа (т.е. лишенные гематоэнцефалического
барьера). Вероятно, это необходимо для поддер-
жания нормального функционирования не толь-
ко самих β-таницитов, но и адекватной работы
гипоталамо-гипофизарной оси в целом.

При изучении пространственных взаимоотно-
шений ядрышек и гетерохроматина было уста-
новлено, что ядрышки всех типов таницитов на
всех исследованных сроках находятся в тесной
ассоциации с околоядрышковым конститутив-
ным гетерохроматином. В области их контакта
формируется зона колокализации, что может
свидетельствовать о структурно-функциональ-
ном взаимодействии этих двух компартментов.
Известно, что нуклеофосмин имеет сайты связы-
вания с тетрамером гистонов H3-H4 и H2A-H2B,
а также линкерным гистоном H1. Связываясь с
гистоном, белок B23 выступает в качестве шапе-
рона гистонов, и принимает участие в формиро-
вании нуклеосомной частицы [31]. Ранее Lafarga
и соавт. [32] в своих работах показали, что около-
ядрышковый гетерохроматин в ряде случаев фор-
мирует впячивание – хроматиновую ножку (chro-

matine pedicle), которая проходит через ПФК и
касается фибриллярного центра ядрышка. Нами
также было обнаружено, что в единичных клетках
встречается околоядрышковый гетерохроматин,
который формирует впячивание в глубь ядрышка.

Таким образом, настоящее исследование пред-
ставляет собой первый сравнительно-онтогене-
тический анализ ядрышек и конститутивного ге-
терохроматина в различных типах таницитов в
ходе раннего постнатального развития и при ста-
рении. В данной работе была показана гетероген-
ность как в размерах ядрышек, так и в их количе-
стве не только между различными субпопуляция-
ми таницитов, но и в возрастном аспекте, что
может свидетельствовать о различном функцио-
нальном статусе этих клеток. Так, было показано
увеличение размеров ядрышек и уменьшения их
количества с возрастом, что, вероятно, говорит о
закономерном увеличении синтетической актив-
ности по мере становления и формирования кле-
ток в ходе раннего постнатального развития.
Впервые описано распределение главных арген-
тофильных белков ядрышка, нуклеолина и нук-
леофосмина, а также конститутивного гетерохро-
матина в таницитах на различных этапах разви-
тия. Было продемонстрировано, что нуклеолин и
нуклеофосмин имеют различную пространствен-
ную локализацию в пределах ядрышка. Распреде-
ление гетерохроматиновых скоплений различается
среди субпопуляций таницитов в ходе старения:
α-танициты подвержены интенсивной гетеро-
хроматизации, в то время как β-танициты харак-
теризуются стабильностью организации изучае-
мых компартментов клеточного ядра. Полученные
данные существенно дополняют современное
представление об организации ядрышкового ап-
парата и гетерохроматина в таницитах в ходе нор-
мального развития и старения, что создает усло-
вия для определения роли этих субъядерных
структур в патологических процессах при различ-
ного рода повреждающих воздействиях.

Представленные изображения получены с по-
мощью оборудования Центра коллективного
пользования научным оборудованием “Микро-
биом человека” при ФГБНУ “Институт экспери-
ментальной медицины”.
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Structural Characteristic of Nucleolus and Heterochromatin 
Aggregates of Rat Brain Tanycytes

D. A. Sufieva1, *, I. M. Pleshakova1, D. E. Korzhevskii1

1Institute of Experimental Medicine, Saint Petersburg, 197376 Russia
*e-mail: dinobrione@gmail.com

This work was aimed at studying the structural organization of nucleolus and constitutive heterochromatin in
different types of tanycytes during postnatal development and aging of rats. Using immunohistochemical
methods and confocal laser microscopy, the distribution of nucleolus argentophilic proteins (nucleolin and
nucleophosmin) and heterochromatin aggregates in tanycytes at various stages of postnatal development were
described for the first time. The heterogeneity of size and number of nucleoli was demonstrated both in dif-
ferent tanycyte subpopulations and at different ages of an animal. This may indicate a different level of the
tanycyte synthetic activity and the ability to proliferate during early postnatal development and aging. During
aging, the distribution of heterochromatin aggregates differed among tanycyte subpopulations: α-tanycytes
undergo intense heterochromatization, while β-tanycytes are characterized by a stable organization of the
studied compartments of the cell nucleus. The data obtained significantly supplement the modern under-
standing of organization of the structure of the cell nucleus of tanycytes during normal development and aging.
This can subsequently serve as a basis for establishing the role of these subnuclear structures in pathological
processes.

Keywords: tanycytes, nucleolus, constitutive heterochromatin, development, aging, nucleolin, nucleophos-
min, H4K20me3, immunohistochemistry, confocal laser microscopy



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


