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Изучение развития головного мозга и опреде-
ление механизмов регуляции нейрогенеза являют-
ся актуальными фундаментальными проблемами 
нейробиологии. Необходимый уровень исследова-
ний, проводимых в этом направлении, невозможно 
обеспечить без применения селективного мар-
кирования пролиферирующих, мигрирующих и 
дифференцирующихся клеток ЦНС. В настоящее 
время известно большое число генов, экспрес-
сирующихся в пролиферирующих нейроэпите-
лиальных клетках и в клетках, дифференциру-
ющихся по нейрональному и глиальному путям. 
Специфичность внутриклеточной локализации 
продуктов этих генов исследована недостаточно. 
Так, существуют данные, что ряд часто исполь-
зующихся нейрональных маркёров могут синте-
зироваться и глиальными клетками [7]. Широкое 
распространение исследований дифференцировки 
потомков нейральных стволовых клеток in vitro и 
in vivo ставит задачу поиска надежных и, по воз-
можности, универсальных маркёров, позволяю-
щих селективно выявлять дифференцирующиеся 
нейроны в различном материале (у эмбрионов, в 
культуре ткани, в ЦНС в постнатальном онтоге-
незе, в нейротрансплантатах).

Цель настоящего исследования ⎯ изучение 
распределения одного из наиболее перспективных 
маркёров клеток нейральной дифференцировки, 
даблкортина (DCX), в структурах развивающейся 
ЦНС в период до формирования кортикальной 
пластинки. 

Мате ри а л  и  ме т о ды .  Исследование проведено на 
15 эмбрионах крыс линии Вистар 13–х (n=6) и 14–х (n=9) суток 
развития (Е13 и Е14). Содержание и умерщвление животных, 
а также все экспериментальные манипуляции осуществляли 
с учетом «Правил проведения работ с использованием экспе-
риментальных животных». Материал фиксировали в этанол-
формальдегиде и цинк-этанол-формальдегиде [3], заливали в 
парафин по общепринятой методике. Серийные срезы окра-
шивали квасцовым гематоксилином. Иммуноцитохимически 
DCX выявляли с помощью поликлональных кроличьих антител 
(Abcam, Великобритания, разведение 1:500) и вторичных анти-
тел, конъюгированных с полимером и пероксидазой (EnVision+, 
DAKO, Дания). Маркёр пролиферирующих клеток ⎯ PCNA — 
определяли, используя моноклональные антитела (клон PC10, 
DAKO, Дания) [1]. Маркёр дифференцированных нейронов ⎯ 
ядерный антиген NeuN ⎯ определяли, используя моноклональ-
ные антитела клона A60 фирмы Chemicon (США) в соответ-
ствии с ранее опубликованным протоколом [2]. Визуализацию 
прореагировавших первичных антител производили при помо-
щи диаминобензидинового хромогена DAB+ (DAKO, Дания). 
После проведения иммуноцитохимических реакций часть сре-
зов докрашивали квасцовым гематоксилином либо астровым 
синим.
Для конфокальной микроскопии использовали вторичные 

антикроличьи антитела, конъюгированные с тетраметилро-
дамин-изотиоцианатом (TRITC), вторичные биотинилиро-
ванные антимышиные антитела и стрептавидин, конъюги-
рованный с флюоресцин-изотиоцианатом (FITC) фирмы 
DAKO, Дания. Для конфокальной микроскопии ядра подкра-
шивали флюоресцентным красителем NeuroTrace – deep red 
(Molecular Probes, США). Полученные препараты исследо-
вали при помощи конфокального микроскопа Leica TCS SL 
(Leica, Германия). Флюоресценцию индуцировали аргоновым 
и гелий-неоновыми лазерами (длина волн 488, 543 и 633 нм). 
Анализ и обработку полученных изображений проводили с 
помощью общедоступной программы ImageJ (США).
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ОЦЕНКА ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ НЕЙРОНОВ В ЭМБРИОГЕНЕЗЕ КРЫСЫ 

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ИММУНОЦИТОХИМИЧЕСКОГО ВЫЯВЛЕНИЯ ДАБЛКОРТИНА

1 Отдел морфологии (руков. ⎯ чл.-кор. РАМН проф. В.А. Отеллин) Института экспериментальной медицины РАМН; 
2 лаборатория онтогенеза нервной системы (руков. ⎯ чл.-кор. РАМН проф. В.А. Отеллин) Института физиологии 
им. И.П. Павлова РАН, Санкт-Петербург

Исследования, посвященные дифференцировке нейральных стволовых и прогениторных клеток ЦНС in vitro и in vivo, 
требуют применения высокоспецифичных маркёров нейронов и глиоцитов. Цель настоящего исследования состояла в 
изучении распределения маркёра дифференцирующихся нейронов, даблкортина (DCX), в структурах головного и спинно-
го мозга эмбрионов крысы в период до формирования кортикальной пластинки при помощи методов иммуноцитохимии, 
световой и конфокальной микроскопии. В развивающейся нервной системе на 13–14-е сутки эмбриогенеза DCX обнару-
жен в трех типах клеток: в нейронах, дающих реакцию на ядерный маркёр дифференцированных нервных клеток NeuN; в 
мигрирующих и дифференцирующихся нейробластах; в части клеток, принадлежащих к популяции радиальных глиоцитов. 
Достаточно высокая селективность экспрессии DCX позволяет рекомендовать использование этого маркёра для изучения 
ранних стадий развития нервной системы млекопитающих. 

Ключевые слова: эмбриогенез, головной мозг, спинной мозг, нейрогенез, даблкортин.
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