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Рис. 8. Иммуногистохимическое маркирование цистатионин β-синтазы и пролиферативного ядерного антигена (PCNA)
в клетках первичной культуры мозга форели Oncorhynchus mykiss. (а) – CBS+ кластеры изоморфных клеток в моно-
слое, формирующие нейросфероподобные комплексы (в черных прямоугольниках), клетки начинающие формиро-
вать отростки показаны красными стрелками, CBS– клетки – белыми стрелками; (б) – CBS+ клетки в суспензии (чер-
ные стрелки); (в) – PCNA+ клетки в суспензии, черными стрелками показаны интенсивно маркированные клетки,
красными – умеренно маркированные, голубыми – PCNA– клетки; (г) – нейросфероподобный комплекс PCNA+
клеток (в черном овале). Иммунопероксидазное маркирование CBS и PCNA в первичной культуре клеток мозга фо-
рели. Масштабный отрезок: 50 мкм. (д) – количественное соотношение CBS+ и PCNA+ клеток различных типов в
суспензионной фракции первичной культуры клеток мозга форели.
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го размера в дорсальной зоне (Пущина и др., 2011;
Pushchina et al., 2017). Мы полагаем, что отличия
в маркирования CBS в теленцефалоне интактной
форели могут быть обусловлены снижением ин-
тенсивности конститутивного нейрогенеза в мат-
ричных зонах теленцефалона взрослой форели и
более интенсивными процессами постэмбрио-
нального нейрогенеза у молоди симы. В этой свя-
зи целесообразно предположение, что особенно-
сти экспрессии CBS в мозге растущей молоди си-
мы отличаются от условий синтеза H2S в мозге
более взрослой форели. В целом, снижение кон-
ститутивных нейрогенных процессов в мозге рыб
коррелирует с уменьшением экспрессии CBS.

Маркирование CBS в мозге форели после трав-
матического повреждения глаза. После односто-
роннего повреждения глаза данные иммуноблот-
тинга и ИГХ маркирование в интегративных цен-
трах мозга форели свидетельствуют о существенном
повышении экспрессии CBS во всех областях моз-
га. В результате травматического повреждения зна-
чительно возрастает общее количество CBS+ кле-
ток и волокон, а также многократно увеличивается
число маркированных клеток в матричных зонах
мозга, отсутствующих у интактных животных.

В мозжечке было выявлено появление актив-
ности CBS в клетках гранулярного и молекуляр-
ного слоев, и волокнах и клетках мозжечковой за-
слонки, которое не определялось у интактных
животных. Данные иммуноблоттинга свидетель-
ствуют о значительном повышении продукции
CBS в мозжечке форели после травмы. Мы пола-
гаем, что общее увеличение синтеза CBS, диагно-
стируемое методом вестерн иммуноблоттинга, в
посттравматический период связано с интенси-
фикацией активности CBS-продуцирующих си-
стем в различных клетках молекулярного и грану-
лярного слоев мозжечка, а также синтеза CBS в
матричных зонах. Очевидно, что появление мно-
гочисленных H2S-продуцирующих клеточных
комплексов связано с развитием воспалительной
реакции (Sodha, Sellke, 2015). В настоящее время
установлено участие H2S в антиапоптотических,
антиоксидантных, а также противовоспалитель-
ных функциях при церебральной ишемии (Palen-
cia et al., 2015). Показано, что H2S ослабляет тече-
ние воспалительных реакций у крыс (Sodha, Sellke,
2015). Мы полагаем, что многократное увеличение
продукции H2S в мозжечке форели после травмы
связано с нейропротекторным и антивоспалитель-
ным ответом. Травматическое повреждение глаза
приводит к развитию общего воспалительного от-
вета в мозге форели, в частности в областях, связан-
ных с пролиферативной активностью.

Данные иммуноблоттинга показали, что в тек-
туме форели после травмы наблюдается значи-
тельное увеличение уровня синтеза CBS. Резуль-
таты ИГХ маркирования показали, что после

травматического повреждения глаза в МС текту-
ма резко возрастает количество CBS+ клеток с
фенотипом РГ. Данные морфологического ана-
лиза свидетельствуют о гетерогенности популя-
ции CBS-продуцирующей РГ, отсутствующей у
интактных животных. Другим важным эффектом
после одностороннего повреждения глаза форели
является появление CBS– реактивных ниш, ло-
кализованных в МС и более глубоких слоях тек-
тума и отсутствующих у интактных животных.
Полученные результаты свидетельствуют, что в
результате травмы гетерогенная популяция РГ,
которая в настоящее время рассматривается в ка-
честве НСК, начинает экспрессировать CBS. Мы
полагаем, что усиленная экспрессия CBS в ради-
альной глии связана с участием H2S в активации
НСК после травмы (реактивная пролиферация) и
в производстве новых нейронов (регенеративный
нейрогенез) из клеток предшественников.

Результаты ходологических исследований по-
казали, что оптический тектум является директ-
ной проекцией сетчатки глаза и согласно нашей
гипотезе, именно в данной области мозга мы
ожидали реактивацию нейрогенных ниш, что
подтверждает ранее полученные данные (Pushchina
et al., 2018; Pushchina, Varaksin, 2019). Появление
CBS+ гетерогенной радиальной глии в МС тектума
форели после травмы глаза свидетельствует о спо-
собности реактивных НСК к синтезу H2S.

В теленцефалоне форели, согласно данным
иммуноблоттинга, после травмы глаза также бы-
ло выявлено значительное усиление экспресии
CBS. Результаты ИГХ анализа свидетельствуют о
существенном увеличении количества CBS+ кле-
ток в субвентрикулярной зоне вентральной области
(Вд). В постравматический период было выявлено
появление плотных CBS+ скоплений клеток,
формирующих реактивные ниши в субвентрику-
лярной зоне. Таким образом, после травмы опти-
ческого нерва (ОН) в Вд зоне теленцефалона об-
наружено значительное увеличение CBS+ клеток
нейроэпителиального фенотипа, расположенных
в областях реактивного нейрогенеза, и зонах ми-
грации и дифференцировки нейронов, образо-
ванных в посттравматический период. В дорсаль-
ной зоне теленцефалона подобные эффекты вы-
явлены не были.

В стволе мозга интактной форели, согласно
данным иммуноблоттинга, выявлен высокий
уровень экспрессии CBS. Данные ИГХ маркиро-
вания на срезах ствола мозга показали высокую и
умеренную интенсивность маркирования в клет-
ках РФ, дорсальных тегментальных ядер и пери-
вентрикулярной зоны. Полученные результаты
свидетельствуют, что H2S-продуцирующие ней-
роны в стволе мозга форели также обеспечивают
конститутивный уровень для нейрохимических
взаимодействий, что подтверждает результаты
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иммуномаркирования ГАМК и парвальбумина
(ПА) в аналогичных комплексах ствола мозга мо-
лоди симы (Пущина, Вараксин, 2011). В тегмен-
туме симы были выявлены крупные CBS+,
ГАМК+ и ПА+ клетки, локализованные в дорсо-
медиальных ядрах тегментума. Нейроны этого
типа представляют собой наиболее ростральную
популяцию крупных клеток ствола, участвующую
у рыб в организации быстрых двигательных отве-
тов (Braun et al., 1985). У симы, в отличие от кар-
пообразных рыб, в базальном мезенцефалоне и
миелэнцефалоне выявлена высокая степень ко-
локализации кальций связывающего белка ПА и
ГАМК (Пущина, Вараксин, 2011), что свидетель-
ствует о значительном функциональном включе-
нии ПА в ГАМК-ергические системы мозга. Ре-
зультаты исследований на симе показали, что,
помимо ГАМК и ПА, крупные тегментальные
нейроны могут содержать в себе Н2S. Мы полага-
ет, что наличие Н2S в клетках этого типа может
выступать в качестве модулятора ГАМК-ергиче-
ской передачи, а наличие в них ПА указывает на
высокие уровни энергетического метаболизма
и/или электрической активности.

Другой важной особенностью, обнаруженной
как у интактной форели, так и у молоди симы бы-
ло наличие CBS+ клеток в перивентрикулярной
зоне мезенцефалического тегментума. Мы связы-
ваем наличие CBS+ клеток в перивентрикуляр-
ной матричной зоне мозга форели с участием Н2S
в процессах конститутивного нейрогенеза. Сход-
ные паттерны распределения CBS+ клеток были
также обнаружены у взрослого карпа (Пущина,
Вараксин 2011). Результаты недавних исследова-
ний показали, что нейроны, вскоре после их об-
разования из клеток-предшественников и задолго
до формирования межнейронных связей и начала
синаптогенеза, начинают секретировать характер-
ные сигнальные молекулы (Ugrumov, 2010). В каче-
стве таких молекул могут выступать нейропептиды,
ферменты синтеза “классических” нейромедиато-
ров, трансмембранные и везикулярные транспорте-
ры. Большая часть сигнальных молекул участвуют в
аутокринной и паракринной регуляции дифферен-
цировки нейронов-мишеней, выступая в качестве
морфогенетических или транскрипционных фак-
торов (Pushchina et al., 2017). У млекопитающих
время действия сигнальных молекул ограничива-
ется определенными периодами онтогенеза, во вре-
мя которых реализуется долгосрочное морфогене-
тическое влияние на дифференцировку нейронов-
мишеней и экспрессию их специфического фено-
типа (Ugrumov, 2009). У рыб же процессы конститу-
тивного нейрогенеза в перивентрикулярной обла-
сти мозга продолжаются в течение всей жизни
(Pushchina et al., 2017).

В стволе мозга форели, как и в других исследо-
ванных его отделах, после травматического по-

вреждения глаза уровень синтеза CBS повышает-
ся. Результаты ИГХ маркирования показывают,
что CBS+ клетки в перивентрикулярной области
после травмы исчезают, при этом, активность в
крупных клетках дорсального тегментума и рети-
кулярной формации сохраняется. Таким обра-
зом, в стволе мозга форели после травмы ОН на-
блюдается изменение продуцирования CBS в
клетках перивентрикулярной зоны. Как и в те-
ленцефалоне, после травмы глаза CBS+ недиф-
ференцированные клетки с нейроэпителиальным
фенотипом были выявлены в субвентрикулярной
зоне мезенцефалического тегментума. Наряду с
этим было обнаружено появление CBS-реактив-
ных клеток в толще тегментума и ретикулярной
формации. Мы полагаем, что в результате трав-
матического повреждения происходит суще-
ственная перестройка активности CBS-продуци-
рующих систем в стволе мозга форели. Эти изме-
нения связаны с реорганизацией конститутивных
нейрогенных областей и реактивацией CBS+ кле-
ток участвующих в противовоспалительной реак-
ции в субвентрикулярной зоне.

Участие H2S в антиапоптических, антиокси-
дантных и противовоспалительных функциях
при церебральных повреждениях в настоящее
время установлено на млекопитающих (Wang,
2012; Palencia et al., 2015). Результаты настоящего
исследования отличаются от данных, получен-
ных на мышах, у которых также было показано
изменение синтеза CBS после черепно-мозговой
травмы (Zhang et al., 2013). Если через 12 ч после
травмы мозга в коре и гиппокампе мышей наблю-
далось резкое снижение уровня CBS, то дальней-
шая динамика (на 3-ий день) была связана со зна-
чительным повышением экспрессии CBS в коре
и менее выраженным в гиппокампе. Однако, че-
рез 1 нед. уровень CBS в коре возрастал практиче-
ски до контрольного значения, а в гиппокампе
оставался значительно ниже контрольного уров-
ня (Zhang et al., 2013). Результаты биохимическо-
го анализа показывают значительное увеличение
экспрессии CBS в различных отделах мозга форе-
ли через 1 нед. после травмы по сравнению с кон-
трольным уровнем. Мы полагаем, что повышенная
продукция Н2S создает благоприятные условия для
клеточного микроокружения с выраженной нейро-
протекторной направленностью, облегчающими
процесс репаративного нейрогенеза в матричных
зонах мозга форели. Показано, что после механи-
ческой травмы глаза у форели происходит актив-
ное замещение утраченных нейронов за счет про-
лиферативной активности нейроэпителиальных
клеток и РГ в перивентрикулярной зоне тектума
(Пущина и др., 2016). Мы полагаем, что Н2S
участвует в сигнальных механизмах, связанных с
активацией НСК после травмы в тектуме (реак-
тивная пролиферация), и в производстве новых
нейронов (регенеративный нейрогенез) из клеток
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предшественников в теленцефалоне, мозжечке и
матричных зонах ствола мозга.

После травмы мозга количество микроглии и
лейкоцитов в поврежденном полушарии конеч-
ного мозга данио (Kyritsis et al., 2012) и кеты
(Pushchina et al., 2015a) значительно увеличивается,
и остается таким в течение нескольких дней. На
основании увеличения экспрессии ряда провос-
палительных цитокинов – IL-8, IL-1b и фактора
некроза опухоли, после травмы можно увидеть
быстрое развитие активного воспалительного от-
вета (Kyritsis et al., 2012). Эти данные подтвержда-
ют, что травма головного мозга рыб приводит к
острому воспалительному ответу, который необ-
ходим для усиления пролиферации нейрональ-
ных клеток предшественников и последующего
репаративного нейрогенеза.

Показано, что при индуцированном воспале-
нии, как и при травматическом поражении мозга,
у рыб наблюдается усиление пролиферации кле-
ток-предшественников и, как следствие, увели-
чение количество новых нейронов (Kyritsis et al.,
2012). Это позволяет предполагать, что воспали-
тельный ответ может быть одним из молекуляр-
ных сигналов, которые неизбежно предшествуют
активации клеток РГ, выполняющих в мозге рыб
функции НСК (Ogino et al., 2016). В исследовани-
ях на рыбах было показано, что воспаление необ-
ходимо для усиления пролиферации нейрональ-
ных клеток-предшественников и последующего
нейрогенеза. Этот процесс, наблюдаемый после
травмы ЦНС, запускается путем активации моле-
кулярных программ, вызванных повреждением
(Kyritsis et al., 2012). Исследования на млекопита-
ющих показали, что острое воспаление препят-
ствует взрослому нейрогенезу и регенеративным
процессам (Kizil et al., 2012). Таким образом, в от-
личие от млекопитающих, у рыб, воспаление мо-
жет рассматриваться как положительный регуля-
тор регенерации нейронов в центральной нерв-
ной системе.

Экспрессия CBS в клетках мозга форели in vitro.
Результаты культивирования клеток мозга форе-
ли показали, что клетки различных типов облада-
ют отличающимися свойствами и сохраняют спо-
собность экспрессировать CBS при культивиро-
вании in vitro. Результаты нашего исследования
согласуются с ранее полученными данными на
форели (Pushchina et al., 2016) и молоди симы
(Pushchina et al., 2015b, c). Учитывая предыдущие
данные и результаты настоящего исследования
можно заключить, что клетки мозга лососевых
рыб сохраняют высокий пролиферативный по-
тенциал при культивировании и способны к фор-
мированию нейросфероподобных комплексов
(Pushchina et al., 2015b, c, 2016). Ранее нами было
установлено, что у форели значительная проли-
феративная активность характерна для суспензи-

онной фракции клеток (Pushchina et al., 2016). Та-
кие клетки, как правило, принадлежали к 4-му и
5-му типу мелких недифференцированных кле-
ток и входили в состав PCNA+ нейросфер. Наи-
более интенсивно маркировались PCNA клетки
диаметром менее 5 мкм, которые рассматриваются
нами в качестве активно пролиферирующих НСК в
матричных областях мозга форели (Pushchina et al.,
2016).

Результаты настоящего исследования клеток
мозга форели в первичной культуре и последую-
щее ИГХ маркирование CBS показывают, что для
клеточных форм различных типов, обнаружен-
ных в монослое, характерна интенсивная экс-
прессия CBS. Крупные клетки 1-го и 2-го типов
монослойной популяции интенсивно маркиро-
вались CBS. Такие клетки in vivo были наиболее
характерны для стволовой части мозга и встреча-
ются в составе РФ и ДТЯ. При культивировании
in vitro они сохраняют CBS-иммунопозитивность.
Ранее CBS+ клетки были обнаружены в первич-
ной культуре головного и спинного мозга молоди
симы (Pushchina et al., 2015с).

Линейные количественные корреляции в моно-
слое были выявлены между клетками 4-го и 5-го ти-
пов у молоди симы, экспрессирующими маркеры
нейрональной дифференцировки HuCD, тран-
скрипционный фактор Pax6 и CBS (Pushchina et al.,
2015b). Доля клеток 4-го типа, экспрессирующих
данные маркеры у молоди симы, составляла от 15
до 20%, а клеток 5-го типа – около 80% (Pushchina
et al., 2015b). Результаты настоящего исследова-
ния на форели показали, что CBS+ клетки 4-го и
5-го типов в монослое способны к формированию
CBS+ нейросфероподобных комплексов. Эти дан-
ные дополняют полученные ранее результаты им-
муномаркирования PCNA на первичной культуре
клеток мозга форели (Pushchina et al., 2016) и сви-
детельствуют, что формирование нейросферопо-
добных комплексов характерно не только для мел-
ких клеток суспензионной фракции, но и для бо-
лее крупных клеток в монослое. Популяции
клеток 4-го и 5-го типов способна экспрессиро-
вать CBS и видимо отличаются по свойствам от ра-
нее идентифицированных нами у форели суспен-
зионных клеточных форм, обладающих пролифе-
ративной активностью и маркируемых PCNA
(Pushchina et al., 2016).

В суспензионной фракции клеток форели по-
пуляция CBS+ клеток является гетерогенной.
Анализ количественного соотношения CBS+ и
PCNA+ суспензионных клеток показал высокую
степень сходства в количественном распределе-
нии клеток 4-го и 5-го типов экспрессирующих
этих маркеры у форели, что возможно указывает
на колоколизацию данных маркеров. Эти резуль-
таты соответствуют ранее полученным данным на
суспензионной фракции клеток спинного мозга
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симы (Pushchina et al., 2015с). В суспензионной
фракции клеток молоди симы ранее было уста-
новлено наличие PCNA+ нейросфер, обладаю-
щих свойствами стволовых клеток (Doe et al.,
1998). Таким образом, результаты культивирования
клеток мозга форели указывает на участие H2S в
конститутивном нейрогенезе, что согласуется с ра-
нее полученными данными на молоди симы.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Президента РФ (МД-4318.2015.4) и Про-
граммы фундаментальных исследований ДВО
РАН “Дальний Восток” на 2015–2017 гг. (проект
№ 15-I-6-116, раздел III).
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Expression of cystathionine β-synthase (CBS) in the brain of adult trout under normal conditions and at
1 week after eye injury was assessed using Western blot analysis. The study of CBS distribution in the brain of
intact trout and after a mechanical eye injury in the telencephalon, tectum, cerebellum, and brainstem was
carried out by the method of immunoperoxidase labeling on free-floating sections. The results of the study
showed an increase in CBS expression in different brain divisions after eye injury. In the visual projection cen-
ter of the brain (tectum), radial glia cells expressing CBS were revealed after the injury. The emergence of
CBS+ heterogeneous radial glia in the trout tectum after eye injury indicates the ability of the reactive neural
stem cells (NSC) to synthesize hydrogen sulfide. CBS+ fibers and cells were found in the proliferative zones
of cerebellum (valvula) and telencephalon (ventral region). In the intact trout tegmentum, CBS expression
was observed in large neurons of the dorsal region and in the proliferative zones. After the eye injury, reactive
neurogenic niches appeared in the brainstem, and no CBS-immunopositivity was detected in the periventric-
ular zone. The increased expression of H2S-producing CBS enzyme after a traumatic impact can be probably
explained by the neuroprotective functions of hydrogen sulfide, which are implemented in the matrix zones
of the brain associated with reparative neurogenesis. A cultivation of trout brain cells showed the formation
of neurosphere-like complexes, a part of which exhibited CBS-immunopositivity in the monolayer.

Keywords: hydrogen sulfide, cystathionine β -synthase, optic nerve, reparative neurogenesis, radial glia, neu-
rosphere-like complex, primary cell culture


