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РЕЗЮМЕ

Гените от фамилията Pax играят важна 
роля в пролиферацията на множествени кле-
тъчни линии, при формирането на различни ор-
гани, включително в развитието и организация-
та на нервната система. В последно време беше 
установено значението на два транскрипционни 
фактора (ТФ) от тази група - Pax2 и Pax6, в тъ-
канната регенерация - и специално за Pax6 гена - 
нова функция в сегментната организация на зад-
ния мозък (Metencephalon).

Целта на настоящото изследване беше да 
проучим присъствието, разпределението и ди-
намиката на тези два ТФ в малкия мозък на но-
вородени, едногодишни и половозрели в млада въз-
раст японски маймуни (Macaca fuscata), при по-
следните и след глобална мoзъчна исхемия. Спо-
ред възрастта (новородени, едногодишни и въз-
растни) и срока на преживяемост след исхеми-
ята при възрастните (съответно 9 или 15 дни) 
животните бяха разпределени в няколко кон-
тролни и експериментални групи. Приложихме 
флуоресцентна имунохистохимична техника за  
оцветяване на замразени срези от малкия мозък 
за изтъкване на Pax2 и Pax6.

При новородените животни единични Pax2(+) 
клетки се откриват предимно във вътрешния 

ABSTRACT

The genes of Pax family play important roles in the 
proliferation of multiple cell lines, formation of vari-
ous organs, including the development and organiza-
tion of the central nervous system. Lately, it was found 
the significance of two transcriptional factors (ТFs) of 
this group - Pax2 and Pax6 in tissue regeneration, es-
pecially for Pax6 gene - a novel function in the segmen-
tal organization of the hindbrain.

The goal of the present investigation was to study 
the presence, distribution and dynamics of these two 
TF in the cerebella of newborn, one-year old and 
young adult Japanese monkeys (Macaca fuscata), by 
the latter also after global brain ischemia. According 
to the age (newborn, one-year old and adult) and pe-
riod of survival time after ischemia by the adults (9 or 
15 days respectively), animals ware distributed in sev-
eral control and experimental groups. We applied flu-
orescent immunohistochemical technique for staining 
cryo-sections of cerebellum for demonstration of Pax2 
and Pax6.

By the newborn animals Pax2(+) cells were found 
mainly in the inner granular cell layer of the cerebel-
lum аnd in the layer of Purkinje cells. At a later age 
their quantity was reduced. In the ischemic groups sin-
gle Pax2(+) cells were located in the Purkinje cell layer 
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УВОД

Pax гените са група транскрипционни фак-
тори (ТФ), които играят важна роля в клетъч-
ната пролиферация по време на развитието на 
различни органи, особено при формирането на 
нервната система. Имат съществено значение за 
неврогенезата и окулогенезата през ембрионал-
ния период, което е документирано с развитието 
на редица заболявания при човека в резултат на 
техни мутации (1, 4, 13). В последно време беше 
показано, че Pax гените участват в контрола на 
регенеративните процеси при израснали тъкани 
(8). Към представителите на тази фамилия спа-
дат ТФ Pax2 и Pax6, които съдържат генетична-
та информация за синтеза на съответните про-
теини. Вземат активно участие в сигналния кон-
трол при генерирането съответно на GABA-ер-
гичните интерневрони от вентрикуларната зона 
и глутаматергичните неврони от ромбичната 
устна при развитието на малкия мозък (3). Pax6 е 
ключов регулатор в развитието на ЦНС и органа 
на зрението. Той има силна експресия в прекур-
сорите на зърнестите клетки в ромбичната устна 
и образуваните от тях постмитотични неврони, 
които мигрират на големи разстояния към раз-
лични дестинации в церебелума и даващи нача-
лото на ранните малкомозъчни ядра и зърнести-

те клетки (2). Установено е, че Pax6 генът играе 
непозната до сега контролираща роля в сегмент-
ната организация на задния мозък в ранните 
етапи на развитието му (5).

Исхемията е нарушение на мозъчното кръво-
снабдяване, което най-често води до тежки мор-
фологични и функционални поражения. Все още 
съществуват редица неизяснени аспекти от учас-
тието на различни екзогенни и ендогенни фак-
тори в хода на тъканното възстановяване след 
исхемични нарушения. Ролята на Pax гените е 
слабо проучена, особено при човека и най-близ-
ките до него в еволюционно отношение бозайни-
ци - приматите.

Целта на настоящото проучване беше да ус-
тановим локализацията и динамиката на Pax2 
и Pax6 в отделните слоеве в кората на церебелу-
ма при примати на различна възраст и след гло-
бална мозъчна исхемия с различна продължи-
телност. Получените данни могат да са от значе-
ние за разбиране ролята на тези транскрипцион-
ни фактори в процесите на възстановяване след 
исхемични лезии на малкия мозък при човек.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ

Експериментите и вземането на материала 
бяха проведени в медицинския факултет на Уни-

зърнест слой на малкия мозък и в слоя на клетки-
те на Пуркиние. В по-късна възраст количество-
то им значително намалява. В групите с исхе-
мия единични Pax2(+) клетки се разполагат в 
слоя на клетките на Пуркиние и зърнестия слой 
без разлика в местоположението и количество-
то в сравнение с контролите.

Pax6(+) клетки се откриват в големи количе-
ства във всички слоеве на кората на малкия мо-
зък при новородени животни, докато при едного-
дишните маймуни такива клетки се установя-
ват основно във вътрешния зърнест слой. При 
възрастните животни от контролната група 
типичната им локализация е само в зърнестия 
слой без разлика в сравнение с групите с исхемия.

Получените данни потвърждават и допълват 
достъпната информация относно наличието и 
типичното разпределение на тези два ТФ в мал-
кия мозък в хода на развитието, без да се уста-
новяват промени след глобална мозъчна исхемия.

Ключови думи: Pax2, Pax6, малък мозък, прима-
ти, исхемия

and granular cell layer without difference in the loca-
tion and amount compared with controls.

Pax6(+) cells were found in large amount in all 
layers of the cerebellar cortex by newborn animals, 
whereas by one-year old monkeys such cells were 
found mainly in the inner granular layer. By adult an-
imals of the control group their typical location was 
only in the granular layer, there was no difference in 
comparison with the ischemic groups.

The data received conferm and expand the avail-
able information related to the presence and typical 
distribution of these two ТFs in the cerebellum in the 
course of postnatal development without establish-
ment of changes following global brain ischemia.

Keywords: Pax2, Pax6, cerebellum, primates, ischemia
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верситета в Каназава, Япония, според правилата 
на институционалната етична комисия. Изслед-
вани бяха десет женски примата - японски май-
муни (Macaca fuscata), разпределени в 5 групи по 
две според възрастта и срока на исхемията, т.е. 
2 новородени, 2 ювенилни на 1 г. и 6 половозре-
ли в млада възраст (5-9 г.), от които 2 контроли, 2 
след исхемия на 9-ия ден и 2 след исхемия на 15-
ия ден. Хирургическата процедура на глобална-
та мозъчна исхемия е осъществена за 20 минути 
и представена детайлно в Tonchev еt аl. (12). Мо-
зъците на животните бяха извадени след прило-
жението на интракардиална перфузия с 4% па-
раформалдехид в 0.1 M фосфатен буфер, pH 7.4 
под пълна упойка, след което бяха нарязани на 
подходящи парчета и постфиксирани за някол-

ко часа. След криопротекция и замразяване бяха 
направени парасагитални срези от малкия мозък 
с дебелина 40μm и съхранени при -20ºC. За из-
тъкване на проучваните маркери беше приложе-
на стандартна единична индиректна имунофлу-
оресцентна техника. Използвани бяха първич-
но анти-Pax2 антитяло от заек (1:200, Covance, 
САЩ) и анти-Pax6 антитяло от заек (1:400, 
Covance, САЩ) за 2 дена при 4°C. След тях бяха 
приложени съответните вторични антитела, ко-
нюгирани с флуорохрома Alexa Fluor 488 (1:200, 
Molecular Probes, Eugene, OR, САЩ) за 2 часа при 
стайна температура. За изтъкване на клетъчните 
ядра беше използвано флуоресцентното багрило 
4‘,6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI), което про-
явява силен афинитет към ДНК.

Качествен анализ на оцветените срези бе осъ-
ществен с помощта на лазерен сканиращ кон-
фокален микроскоп LSM700 (Zeiss, Германия) и 
софтуерна програма Zeiss ZEN. 

РЕЗУЛТАТИ

Клетъчните слоеве в кората на малкия мо-
зък при новородено животно са представени на 
Фиг. 1А чрез флуоресцентния маркер за изтъква-
не на ядра DAPI. На тази възраст ясно се отлича-
ват характерните четири слоя. Pax2(+) клетки се 
откриват в слоя на клетките на Пуркиние и въ-
трешния зърнест слой (Фиг. 1Б). При едногодиш-
ните и възрастните животни количеството им 
значително намалява. В групите с исхемия еди-
нични Pax2(+) клетки в малко количество се от-
криват разпръснати предимно в слоя на клетки-
те на Пуркиние и зърнестия слой (Фиг. 1В). Не от-
крихме съществени качествени и количествени 
различия между възрастните контролни живот-
ни и всяка от двете изследвани групи с исхемия.

При новородените животни Pax6(+) клетки се 
откриват в големи количества във всички сло-
еве на кората на малкия мозък: външния зър-
нест слой, молекулярния слой, слоя на клетки-
те на Пуркиние и вътрешния зърнест слой (Фиг. 
2А), който остава като окончателен зърнест слой 
след приключване на органогенезата. При едно-
годишните животни Pax6(+) клетки се установя-
ват основно във вътрешния зърнест слой (Фиг. 
2Б). При възрастните животни от контролната 
група типичната им локализация е само в зър-
нестия слой, като нямаше разлика в сравнение с 
групите с исхемия (Фиг. 2В).

ОБСЪЖДАНЕ 

В настоящото проучване представяме данни 
за присъствието, разпределението и динамиката 
на ТФ Pax2 и Pax6 в отделните слоеве на кора-
та на малкия мозък при новородени, ювенилни 

Фиг. 1. Флуоресцентно изтъкване на ядрата с DAPI в отделните слоеве в кората на малкия мозък (А) и 
имунохистохимично оцветяване за ТФ Pax2 (Б) при новородено и възрастно животно след исхемия на 15-ия 
ден (В). Pax2(+) клетки (стрелки) се разполагат предимно в слоя на клетките на Пуркиние (PCL). ML – мо-

лекулярен слой; GCL – зърнест слой.
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и възрастни примати в норма и след исхемия. Ус-
тановихме, че експресията на двата фактора про-
явява възрастова зависимост с най-силна изява 
при новородените животни, значително намале-
ние при едногодишните и още по-голямо реду-
циране при възрастните, с изключение на сил-
но изразената експресия на Pax6 в окончателния 
зърнест слой при израсналите животни. Счи-
таме, че Pax2(+) клетки при новородените и ед-
ногодишните са невронални прогенитори, кои-
то мигрират от бялото вещество и в последствие 
се диференцират като GABA-ергични интерне-
врони в съответните слоеве на малкомозъчната 
кора (6,7). С увеличаване на възрастта експреси-
ята на Pax2 и Pax6 в кората на малкия мозък при 
изследваните примати намалява. С изчезването 
на външния зърнест слой и запазването на дефи-
нитивния зърнест слой на мястото на вътреш-
ния зърнест слой броят на Pax2(+) клетки рязко 
намалява, а броят на Pax6(+) клетки в този слой 
се запазва значително висок. Pax2 маркерът е ти-
пичен за ранните прекурсори на инхибиторни-
те неврони след напускането на вентрикуларната 
зона (11) в периода около последното им делене 
преди заемането на окончателното им местопо-
ложение в кората на малкия мозък (10). 

В малкия мозък ТФ Pax6 е характерен за зър-
нестите неврони в кората (9). Той взаимодейст-
ва с множество други гени в ромбичната устна: 
Wls, Math1, Lmx 1a, Tbr2 (14), които активира и/
или дезактивира в хода на неврогeнезата на це-
ребелума за правилното структуриране на всеки 
клетъчен слой. Неговите мутации водят до раз-
лични смущения най-вече в ранните етапи при 
развитието на мозъка и очите като: намаление в 

обема на мозъка, аутизъм, липса на ирис, изтъ-
няване и потъмняване на роговицата. 

Глобалната мозъчна исхемия при възрастни-
те животни в нашата експериментална поста-
новка не оказа съществен ефект върху експреси-
ята на ТФ Pax2 и Pax6 в кората на малкия мозък. 
Необходими са някои допълнителни двойни и 
тройни имунохистохимични оцветявания за ус-
тановяване на коекспресия на изследваните ТФ 
с други маркери, посочващи определени фази 
на клетъчната диференциация на невроналните 
прекурсори до зрели неврони и евентуалната им 
функционална специализация.

ИЗВОДИ

Изследваните ТФ Pax2 и Pax6 проявяват спе-
цифична локализация в отделните слоеве на ко-
рата на малкия мозък и характерна намаляваща 
възрастова експресия. Исхемичното увреждане 
в приложените срокове при възрастните живот-
ни не оказва съществен ефект върху експресията 
на двата фактора.
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