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Аннотация. С помощью метода гистохимической визуализации 
ацетилхолинэстеразы (АХЭ) изучено постнатальное развитие комплекса 
заднелатеральных ядер и подушки (LP-pulvinar) кошки. У животных 
возраста 4–21 дня в латеральном ядре комплекса выявлено кластерное 
распределение АХЭ в нейропиле. Средний размер АХЭ кластеров  
и расстояние между их центрами составили 200–300 мкм и 430–600 мкм 
соответственно. Оптический контраст кластеров быстро нарастал  
в период между 4-м и 14-м постнатальным днем, достигая максимального 
значения, после чего быстро снижался, достигая минимальных значений 
у животных возраста 21 дней. Поскольку АХЭ напрямую связана  
с нейрональной дифференцировкой и развитием, а АХЭ кластеры 
локализуются в той же области, что и нейроны, организующие 
таламокорковые связи, полагаем, что последние могут быть функционально 
связаны с развитием зрительных модулей.

Ключевые слова: комплекс LP-pulvinar, ранний постнатальный онтогенез, 
ацетилхолинэстераза, временное мечение, кошка.
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Введение

Основной объем аксонов сетчатки прини-
мают зрительные таламические ядра; одно из 
основных (у хищных и приматов) — комплекс 
заднелатеральных ядер и подушки (LP-P), под-
разделяемый на латеральное (LPl) и медиальное 
(LPm) заднелатеральные ядра и подушку зри-
тельного бугра (pulvinar, Pulv) (Berson, Graybiel 
1983; Raczkowski, Rosenquist 1983). У хищных 
ядро LPl уникально тем, что является един-
ственным из ассоциативных ядер зрительного 
таламуса, организующим реципрокные связи 
со зрительной корой (Berson, Graybiel 1983; 
Kato 1990; Casanova et al. 1997); эти проекции 
полагают модуляторными (Casanova et al. 2014). 
Ядро LPl вовлечено в высшие этапы обра- 
ботки информации о движущихся объектах  
(Dumbrava et al. 2001), а также полагается от-
ветственным за остаточное зрение после по-
вреждения зрительной коры (Payne et al. 1991;  
Kaas 2015). Несмотря на важную роль LPl ядра, 
о его постнатальном развитии до сих пор  

мало известно, поэтому его изучение стало 
целью данной работы. 

Один из надежных гистологических методов 
архитектонического деления LP-P комплекса — 
гистохимическое выявление фермента ацетил-
холинэстеразы (АХЭ), вовлеченного в обратный 
захват ацетилхолина из синаптической щели 
(Graybiel, Berson 1980; Kato 1986). Этот же метод 
позволяет исследовать онтогенетическое фор-
мирование мозга, поскольку АХЭ вовлечена  
в процессы роста и дифференцировки нейронов 
и образование межнейронных связей (Kristt 
1989; Bigbee et al. 1999; Brimijoin 2005). Во время 
эмбрионального и раннего постнатального пе-
риода наблюдают временно высокий синтез 
АХЭ в разных структурах головного мозга 
крысы (Robertson et al. 1988; Geula et al. 1995; 
Sendemir et al. 1996), кошки (Bear et al. 1985), 
приматов (Kostovic, Goldman-Rakic 1983; Kostovic, 
Rakic 1984; Barone et al. 1994), что полагают свя-
занным с периодом интенсивного роста аксонов 
и синаптогенеза. В данной работе мы иссле- 
довали распределение и уровень активности  
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Abstract. Using histochemical stain for acetylcholinesterase (AChE),  
the lateral posterior pulvinar complex (LP-P) was analyzed in kittens aged 
0–123 postnatal days and in adult cats. In the lateral nucleus of the complex 
(LPl) of kittens aged 4–21 days, a transient clustered AChE staining of neuropil 
was revealed. The average size of AChE clusters varied between 200 and 300 mkm; 
the inter-cluster distance varied between 430 and 600 mkm. Optical contrast 
of clusters increased rapidly from the 4th to the 14th postnatal day and, thereafter, 
rapidly decreased up to the 21st–28th postnatal day. Since AChE is directly 
linked to neuronal differentiation and development and AChE clusters are 
located in the same area with neurons responsible for thalamocortical 
connections, the transient clusters of AChE expression could be related  
to the development of visual structures.
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фермента АХЭ в LP ядрах мозга кошки в воз-
расте от рождения до половозрелости. Часть 
данных по 2-недельным животным уже опубли-
кована (Merkulyeva et al. 2015). 

Материалы и методы

Все экспериментальные процедуры были  
согласованы с Этической Комиссией Института 
физиологии им. И. П. Павлова РАН и проведены 
в соответствии с требованиями Директивы 
№ 2010/63EU Европейского Парламента по за-
щите лабораторных животных. Использованы 
нормально пигментированные кошки в возрасте 
4, 10, 14, 18, 21, 28, 34, 62, 123 дня (по 2–3 живот-
ных в каждой группе) и два взрослых животных.

Процедура пробоподготовки подробно опи-
сана в (Merkulyeva et al. 2011). Животным  
возрастом 123 дня (группа «Трейсирование»)  
в зрительную область заднемедиальной лате-
ральной супрасильвиевой борозды (PMLS) 
вводили ретроградный аксональный маркер 
пероксидазу хрена (ПХ, Sigma VI, США). Опе-
рацию по введению ПХ осуществляли под 
общим наркозом (смесь «Золетила» (Virbac 
Colombia Ltd.) и «Рометара» (Bioveta Inc.)  
из расчета 15 и 2 мг/кг соответственно) с по-
мощью микрошприца Гамильтона, соединен-
ного со стеклянным микроэлектродом. Микро-
электрод погружали в кору на уровне Р2.0-А1.5 
(по Horsley-Clarke) на глубину 1000–1500 мкм; 
объем введенного 25 % водного раствора ПХ 
составил 0,12–0,14 мкл. Через двое суток под 
глубоким общим наркозом (смесь «Золетила» 
(Virbac Colombia Ltd.) и «Рометара» (Bioveta 
Inc.) из расчета 150 и 20 мг/кг соответственно) 
животных транскардиально перфузировали 
последовательно 0,9 % NaCl и 4 % параформаль-
дегидом. Затем головной мозг извлекали,  
последовательно выдерживали в 20 % и 30 % 
растворах сахарозы, и на замораживающем 
микротоме (Reichert, Германия) изготавливали 
фронтальные срезы коры и зрительного тала-
муса толщиной 50 мкм. Выявление ПХ прово-
дили по методу M.-M. Mesulam (1976). Перфу-
зию животных и изготовление срезов мозга 
для других возрастных групп производили 
аналогично описанному выше.

Выявление активности ацетилхолинэстера-
зы на срезах проводили с помощью модифици-
рованного гистохимического метода Карнов-
ского-Рута (Schatz et al. 1992), результатом 
выполнения которого являлся преципитат  
изумрудно-зеленого цвета на месте локализации 
фермента. Процедура подробно описана в (Merku-
lyeva et al. 2015). Срезы монтировали на пред-

метные стекла, высушивали, проводили по спир-
там восходящей концентрации, просветляли  
в ксилоле и заключали в Bio Mount (Италия). 
Гистологические препараты оцифровывали  
с использованием микроскопа Olympus CX33 
(Япония) с объективом 10х и камерой Nikon 
(Япония) в разрешении 4000х6000 пикселей. Для 
количественной оценки степени выраженности 
АХЭ кластеров высчитывали их оптический 
контраст (ОК) — отношение оптической плот-
ности между темными (ОПт) и светлыми (ОПсв) 
локусами ядра, по формуле Майкельсона: ОК = 
(ОПт – ОПсв) / (ОПт + ОПсв). Для сравнения 
возрастных групп использовали тест Манна — 
Уитни (n — число срезов).

Результаты и обсуждение

Паттерн распределения АХЭ в LP-P комплек-
се у взрослых животных соответствует име-
ющимся литературным данным (Berson, Graybiel 
1983): наибольший уровень активности фермен-
та отмечается в Pulv и LPm, наименьший —  
в LPl. У животных в возрасте 0–4 дней актив-
ность АХЭ в ядре LPm выше, чем в ядре LPl. 
При этом в ядре LPl у 4-дневных животных  
отмечены одиночные овальные образования  
с более высоким уровнем активности АХЭ (АХЭ 
кластеры); в силу вариабельности их формы  
и размера определяли только оптический кон-
траст АХЭ кластеров, но не их размерность.

У всех животных в возрасте 10–21 дней  
в пределах светлоокрашенного ядра LPl на-
блюдается от 3 до 5 овальных АХЭ кластеров 
(схема, рис. 1А), наиболее отчетливо видимых 
на каудальном полюсе ядра (стереотаксический 
уровень A3.0–A4.5), как и было показано ранее 
(Merkulyeva et al. 2015). Размер АХЭ кластеров 
и расстояние между ними сильно варьируют  
в пределах единой возрастной группы (раз- 
брос средних по всем группам: 193–273 мкм  
и 429–577 мкм соответственно), однако они 
имеют слабый тренд к уменьшению с возрастом 
(рис. 1B, C). В это же время происходит значи-
тельное нарастание площади и объема зритель-
ного таламуса в районе комплекса LP-P (3393 
мкм vs 4207 мкм, n = 8; p = 0,0001) (рис. 1D), 
соответствующее ранее выявленной динамике 
постнатального роста таламуса (Villablanca  
et al. 2000); таким образом, относительный 
размер АХЭ кластеров в период с 10 по 21 пост-
натальный день значительно уменьшается.

Как было сказано выше, для количественной 
оценки степени выраженности АХЭ кластеров 
высчитывали их оптический контраст (ОК).  
В короткий период времени, с 4 по 14 день,  
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происходит быстрое нарастание ОК (0,012 vs 
0,129; n = 10; p = 0,0002), за которым следует такое 
же быстрое его падение к 21 дню (0,129 vs 0,056; 
n = 12; p = 0,0001) (рис. 1E).

У животных в возрасте 3–7 недель АХЭ кла-
стеры могут быть визуализированы только 
после добавочного контрастирования оцифро-
ванных изображений; у котят старше 7 недель 
картина распределения АХЭ сходна с таковой 
у взрослых кошек (Graybiel, Berson 1980): уровень 

АХЭ в ядре очень низкий, и кластерных обра-
зований в его пределах не выявляется.

Кластерную организацию ядра LPl ранее 
демонстрировали при изучении его кортикопе-
тальных проекций, поскольку нейроны, иници-
ирующие эти проекции, образовывали регуляр-
ные группы (Berson, Graybiel 1983; Raczkowski, 
Rosenquist 1983; Pospichal et al. 1996). У животных 
группы «Трейсирование», использованных  
в нашей работе, нейроны ядра LPl, ретроградно 

Рис. 1. Распределение фермента ацетилхолинэстеразы (АХЭ) в комплексе заднелатеральных ядер  
и подушки (LP-P) у кошек возраста 4–21 дней. A — схема локализации АХЭ патчей в ядре LPl  

у животного в возрасте 14 дней; B, C, D — характеристики АХЭ патчей: линейный размер (B), расстояние 
между патчами (C), оптический контраст (D); E — линейный размер дорзального таламуса в области 
LP-P комплекса; F — распределение HRP-меченых нейронов после введения маркера в зрительную 

область заднемедиальной латеральной супрасильвиевой борозды (PMLS) животному возрастом 123 дня
Fig. 1. Distribution of acetylcholinesterase (AChE) in the lateral posterior pulvinar complex (LP-P) of cats aged 

4–21 days. A — localization of the AChE clusters in the LPl of 14-day-old animals; B, C, D — parameters  
of AChE clusters: linear size (B), distance between clusters (C), optical contrast (D); E — linear size of the dorsal 

thalamus within the LP-P complex; F — distribution of HRP neurons retrogradely labeled from  
the posteromedial lateral suprasylvian area (PMLS) in the animal aged 123 days
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меченые HRP, также были сгруппированы  
в округлые кластеры (рис. 1F) размером 313,7 ±  
11,2 мкм х 244,2 ± 8,1 мкм, что сопоставимо  
с размером АХЭ кластеров, выявленных у жи-
вотных младших возрастов. 

Природа кластерной организации ядра LPl 
не ясна до сих пор; она может быть связана  
с процессами развития самих нейронов, по-
скольку накопление АХЭ напрямую влияет  
на дифференцировку нейронов, рост аксонов 
и дендритов, синаптогенез (Robertson et al. 1988; 
Kristt 1989; Bigbee et al. 1999; Brimijoin 2005), 
или отражать ветвление богатых АХЭ волокон, 
приходящих из соответствующих структур.  
По крайней мере, неоднородная структура LPl 
ядра была неоднократно выявлена в электро-
физиологических работах (Casanova et al. 1989; 
Chalupa, Abramson, 1989; Dumbrava et al. 2001). 
Что касается ветвления входящих волокон, 
когда мы впервые выявили АХЭ кластеры ядра 
LPl, то предположили, что они имеют связь  
с колликулярными входами, поскольку сходные 
АХЭ кластеры располагались параллельным 
рядом в соседнем ядре LPm (Merkulyeva et al. 
2015), получающим мощные колликулярные 
проекции (Berson, Graybiel et al. 1991; McHaffie 
et al. 1991). Ранее колликулярные проекции  
к ядру LPm выявляли лишь в ограниченной 
области ядра, на границе с Pulv (Abramson, 

Chalupa 1988); можно предположить, что у мо-
лодых животных эти проекции могут быть 
более широко распространены в пределах ядра. 
В любом случае, выявленные АХЭ кластеры 
могут являться элементом общей модульной 
организации зрительной системы.

Нарастание оптического контраста АХЭ 
патчей происходит в сжатые сроки: от мини-
мального — в возрасте 4-х дней, до макси- 
мального — в возрасте 14 дней, и обратно —  
к возрасту 21–28 дней. Прежде транзиторное 
усиление активности АХЭ во время раннего 
постнатального развития было выявлено в перед-
них холмах кошки (Illing, Graybiel 1994), тала-
мических ядрах крысы (Robertson et al. 1989), 
первичной зрительной коре кошки и макаки 
(Bear et al. 1985; Dyck, Cynader 1993; Barone et al. 
1994). Динамика мечения тел нейронов ниж- 
них слоев первичной зрительной коры кошки  
в работе (Bear et al. 1985) точно такая же, как 
полученная нами для АХЭ кластеров ядра LPl. 
В коре крысы также выявлены популяции ней-
ронов, синтезирующих АХЭ во время узкого 
этапа раннего постнатального онтогенеза  
(Geula et al. 1995). Принимая во внимание  
то, что ядро LPl тесно связано с первичной  
зрительной корой, можно предположить, что 
формирование кластеров двух этих структур 
взаимосвязано.
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