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Известно, что эпилептические приступы (иктальные разряды, длящиеся десятки секунд) легче прово-
цируются в раннем возрасте, тогда как мозг взрослых более устойчив к этой форме патологической ак-
тивности. Считается, что бóльшая склонность к возникновению эпилептической активности обуслов-
лена преобладанием возбуждения над торможением в развивающемся мозге. Однако какие конкретно
молекулярные и нейрофизиологические механизмы лежат в основе этих возрастных различий – до
конца не выяснено. В данной работе мы сравнили иктальную активность, вызванную хемоконвульсан-
том 4-аминопиридином, в горизонтальных срезах энторинальной коры и гиппокампа 3- и 8-недельных
крыс Вистар. У 3-недельных крыс иктальному разряду всегда предшествует легко детектируемая пре-
иктальная активность в виде 3–4-секундных ГАМК-глутаматных событий, а у 8-недельных крыс такие
события обычно отсутствуют. Также различается устойчивость генерации иктальных событий по
отношению к внешним воздействиям. Генерацию иктальных разрядов в энторинальной коре 8-не-
дельной крысы можно полностью заблокировать и вызвать интериктальную активность (одновре-
менные 1–3-сек пачечные разряды нейронов) с частотой 0.2–0.3 Гц путем частичного ингибирования
КСС2-котранспортера или Na+/К+-помпы, а также с помощью низкочастотной электрической стиму-
ляции. Такие же воздействия на срезы мозга 3-недельных животных не приводят к подавлению икталь-
ной активности. Таким образом, наши данные показывают, что иктальные разряды в незрелом мозге
оказываются устойчивее к внешним воздействиям, чем в мозге 8-недельных животных. Интерикталь-
ная и иктальная формы эпилептиформной активности являются антагонистическими у 8-недельных
животных, и появление интериктальной активности полностью прерывает генерацию иктальных раз-
рядов, что может быть одним из противоэпилептических механизмов зрелого мозга.
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транспортер, Na+/K+-помпа, защитные механизмы
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ВВЕДЕНИЕ
Клинические исследования показывают, что

чаще всего судороги впервые возникают в раннем
детстве [1]. Также известно, что у 2–4% детей в воз-
расте от 6 мес до 5 лет при повышении температуры
тела могут наблюдаться фебрильные судороги [2].
То есть развивающийся мозг в большей степени
склонен к генерации эпилептиформной активно-
сти, чем мозг взрослого человека [3]. Причиной
этого считают преобладание возбуждения над тор-
можением в нервной ткани, которое может быть
обусловлено целым рядом причин. Так, в раннем
постнатальном периоде развития уровень экспрес-
сии КСС2-котранспортера составляет всего 5–15%
от такового во взрослом мозге, тогда как уровень

экспрессии NKCC1, наоборот, значительно пони-
жается с развитием [4–8]. КСС2-котранспортер
выводит ионы калия и хлора из клетки, а NKCC1-
котранспортер закачивает ионы натрия, калия и
хлора в клетку. Поэтому пониженный уровень экс-
прессии КСС2 и повышенный уровень NKCC1
способствуют повышенному уровню хлорид-
ионов в цитоплазме. В таких условиях действие ос-
новного тормозного нейромедиатора гамма-ами-
номасляной кислоты (ГАМК) неэффективно и да-
же может быть возбуждающим, поскольку потен-
циал реверсии хлорных ГАМКА-рецепторов
становится выше потенциала покоя.

Другое отличие свойств тормозной системы в
незрелом мозге обусловлено тем, что ГАМКБ-ре-
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цептор-опосредованные постсинаптические собы-
тия формируются на относительно поздних сроках
постнатального развития. Например, такие пост-
синаптические события регистрируются лишь у
крыс старше 22 дней [9, 10]. Постсинаптические
ГАМКБ-рецепторы оказывают тормозное и шун-
тирующие действие на нейрон, поскольку активи-
руют калиевые каналы – внутренние выпрямители
(inward rectifier, IR) [11].

Недавнее исследование выявило возрастные
различия в экспрессии субъединиц Na+/K+-помпы
с помощью иммуноблоттинга [12]. В коре и гиппо-
кампе у взрослой мыши значительно выше уровень
экспрессии α1- и α3-субъединиц Na+/K+-помпы
по сравнению с 6-м днем постнатального развития.
Субъединица α1 экспрессируется в глии и нейро-
нах, α3 – только в нейронах [12, 13].

Целью данной работы стало сравнение характе-
ристик эпилептиформной активности в срезах
мозга крыс разного возраста, а также поиск защит-
ных нейрофизиологических механизмов, препят-
ствующих генерации иктального разряда во взрос-
лом мозге.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Приготовление переживающих срезов 

энторинальной коры и гиппокампа
В эксперименте использовали 21-дневных и

8-недельных крыс Вистар (n = 25 и 18 соответ-
ственно). Животных содержали в стандартных
условиях (соотношение день/ночь составило
12 ч/12 ч, температура 24 ± 4°С) со свободным до-
ступом к корму и воде. Эксперименты выполняли
в соответствии с требованиями Комитета по биоэ-
тике ИЭФБ РАН, разработанными на основе меж-
дународных рекомендаций European Communities
Council Directive 1986 (86/609/EEC).

Метод приготовления горизонтальных срезов
энторинальной коры и гиппокампа подробно опи-
сан ранее [14]. Кратко: крыс декапитировали, за-
тем быстро извлекали головной мозг и помещали
его в охлажденную до 0°С искусственную спинно-
мозговую жидкость (ИСМЖ), аэрируемую газовой
смесью 95% O2 + 5% CO2.

Срезы мозга толщиной 350 мкм нарезали на
вибротоме Microm HM650V (Thermo Fisher Scien-
tific, США) и помещали в аэрируемую ИСМЖ при
35°С. ИСМЖ содержала следующие компоненты
(в мМ): 126 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 1 MgSO4,
2 CaCl2, 24 NaHCO3, 10 D-глюкозы.

4-аминопиридиновая модель in vitro
Для вызова эпилептиформной активности ис-

пользовался хемоконвульсант 4-аминопиридин
(4-АП), который блокирует несколько типов кали-

евых каналов, наиболее важными из которых явля-
ются потенциал-зависимые калиевые каналы [15,
16]. В 4-АП модели периодически наблюдается
синхронизованная активность всех нейронов ло-
кальной сети на протяжении десятков секунд, что
описывается как иктальный разряд и считается
аналогом эпилептического припадка в целом моз-
ге. В срезах редко могут возникать более короткие
залпы активности нейронов длительностью 1–2 с,
которые описываются как интериктальные разря-
ды. В 4-аминопиридиновой модели иктальному
разряду часто предшествуют короткие (3–4 с) пач-
ки синхронизованной активности, так называемые
преиктальные разряды.

В данной работе эпилептиформную активность
вызывали при 30°С эпилептогенным раствором
следующего состава (в мМ): 150 NaCl, 3.5 KCl,
1.25 NaH2PO4, 0.25 MgSO4, 2 CaCl2, 24 NaHCO3,
10 D-глюкозы, 0.10 4-АП.

Регистрация электрофизиологических показателей 
нейронов и динамики внеклеточной концентрации 

ионов калия

Изготовленные срезы перемещали в перфузиру-
емую камеру, нейроны глубоких слоев энториналь-
ной коры визуализировали с помощью микро-
скопа Nikon Eclipse FN1 (Nikon, Япония), осна-
щенного водно-иммерсионным объективом (×40),
оптическим блоком для дифференциального кон-
траста и цифровой камерой Grasshopper3 GS3-U3-
23S6M-C (FLIR, США). Электрофизиологическую
регистрацию проводили с помощью усилителя
HEKA EPC-10 USB (HEKA Electronic, Германия) и
программного обеспечения PatchMaster v2x90.4
(HEKA Electronic).

Активность сети отслеживали по генерации по-
тенциалов действия или по постсинаптическим то-
кам репрезентативного нейрона глубоких слоев
энторинальной коры, используя метод патч-кламп
в конфигурации “целая клетка” в режиме фикса-
ции тока или напряжения, соответственно. Для за-
писей в режиме фиксации тока использовался ка-
лий-глюконатный раствор следующего состава (в
мМ): 135 K-gluconate, 10 NaCl, 5 EGTA, 10 HEPES,
4 ATP-Mg, and 0.3 GTP (pH был доведен до 7.25 с
помощью KOH). Для записей в режиме фиксации
потенциала использовался цезий-метансульфо-
натный раствор (в мМ): 127 CsMeS, 10 NaCl, 5 EGTA,
10 HEPES, 6 QX314, 4 ATP-Mg, and 0.3 GTP (pH
был доведен до 7.25 с помощью СsOH).

За момент генерации иктального разряда было
принято начало тонической спайковой активности
пирамидных нейронов, т.е. порог генерации пер-
вого спайка тонической фазы. В режиме фиксации
потенциала на уровне –27 мВ этому соответствует
точка начала первого входящего (возбуждающего)
тока.
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СМИРНОВА и др.

Тормозные постсинаптические токи (ТПСТ)
были зарегистрированы во время преиктальной ак-
тивности в срезах мозга 3-недельных крыс методом
патч-клампа в конфигурации «целая клетка» в ре-
жиме фиксации напряжения на уровне –27 мВ.
Преиктальная активность была охарактеризована
тремя параметрами: продолжительностью преик-
тальной активности, амплитудой и длительностью
первого ТПСТ. Продолжительность преиктальной
активности измерялась как временной интервал
между временем начала первого ТПСТ и временем
начала иктального разряда.

Регистрация внеклеточной концентрации ионов 
калия

Внеклеточную концентрацию калия регистри-
ровали с помощью калиевых электродов, частично
заполненных калиевым ионофором I-coctail A.
Метод изготовления электродов и регистрации по-
дробно описан ранее [17]. После записи концен-
трацию ионов калия рассчитывали по формуле:

[Κ+]0 = 3.5 mM , где коэффициент
α = 0.044 был определен при калибровке электро-
дов, Vbase – значение потенциала на калиевом элек-
троде в растворе, V(t) – регистрируемый потенциал
на калиевом электроде в срезе.

Фармакология
Все реактивы, использованные в работе, были

произведены компанией Sigma-Aldrich (США).
Для блокады KCC2-котранспортера использовался
ингибитор VU0463271 (10 μM), а нейрональной
Na+/K+-помпы – оуабаин (5 μМ).

Статистическая обработка
Анализ первичных электрофизиологических

данных производился с использованием програм-
мы Clampfit 10.5.2.6 (Molecular Devices, CША). Для
статистической обработки данных использовалась
среда R-Studio 8.12.175.481 (R-Tools Technology, Ка-
нада). Нормальность распределения данных оце-
нивалась по критерию Колмогорова–Смирнова.
Эффект действия блокаторов оценивался с помо-
щью однофакторного дисперсионного анализа с
последующими апостериорными сравнениями
средних значений по тесту Тьюки. Все значения
приведены как среднее ± стандартная ошибка
среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ
1. Эпилептиформная активность в срезах 

энторинальной коры и гиппокампа 3-недельной крысы
В срезах мозга 21-дневных крыс стабильная ик-

тальная активность возникала через 10–15 мин по-

α −( ( ) )baseV t Ve

сле применения эпилептогенного раствора. Ин-
тервал между иктальными разрядами составил
484 ± 26 с (число срезов n = 16), средняя продолжи-
тельность иктальной активности – 33 ± 4 с. При
этом интериктальная активность наблюдалась ред-
ко или полностью отсутствовала.

На рис. 1 приведена одновременная запись
спайковой активности одного репрезентативного
нейрона и постсинаптические токи другого нейро-
на энторинальной коры во время эпилептиформ-
ной активности. Чтобы одновременно отслеживать
как тормозные (потенциал реверсии порядка
‒50 мВ), так и возбуждающие (потенциал ревер-
сии порядка +10 мВ) постсинаптические токи, в
режиме фиксации потенциала удерживалось зна-
чение –27 мВ. Представленная на рисунке репре-
зентативная запись демонстрирует, что в 3-недель-
ном возрасте иктальному разряду обычно предше-
ствует преиктальная активность в виде одного или
нескольких продолжительных (3–4 с) ТПСТ, со-
провождающихся также спайковой активностью
75% пирамидных нейронов (118 из 160 наблюде-
ний). Порог генерации потенциалов действия пи-
рамидных нейронов энторинальной коры в клони-
ческой фазе иктального разряда составлял –
38.2 ± 1.0 мВ (n = 16). Однако во время преикталь-
ных разрядов у 38% (18/47) нейронов наблюдались
спайки с низким порогом –56.0 ± 1.1 мВ (рис. 1).
Такие же спайки зарегистрированы при локальной
активации светом хлорных светоуправляемых ка-
налов GtACR на мембране аксона [18]. Согласно
работе [19], низкопороговые спайки наблюдаются
в том случае, когда они инициированы дистальнее
аксонного холмика. Описаны также интернейро-
ны, которые имеют синаптические входы на аксо-
ны пирамидных нейронов, это аксо-аксональные
нейроны или клетки-канделябры [20]. Хотя клет-
ки-канделябры являются ГАМКергическими ней-
ронами, их синаптические входы могут оказаться
возбуждающими в условиях локального накопле-
ния в аксоне хлорид-ионов. Быстрому локальному
накоплению хлорид-ионов также способствует
низкий уровень экспрессии KCC2-котранспортера
у ювенильных животных [21], особенно в области
начального сегмента аксона.

Важной особенностью генерации иктального
разряда в срезах мозга 21-дневной крысы в 4-ами-
нопиридиновой модели является продолжитель-
ная преиктальная активность, сопровождающаяся
ТПСТ, т.е. генерация иктального разряда в незре-
лом мозге определяется первоначальной синхрон-
ной активацией ГАМКергических нейронов.

2. Эпилептиформная активность 
в срезах мозга 8-недельных крыс

При использовании эпилептогенного раствора
в срезах мозга 8-недельной крысы стабильная ик-
тальная активность обычно отсутствовала, чаще
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устанавливался режим интериктальной активно-
сти, когда пачки синхронизованной спайковой ак-
тивности нейронов продолжительностью менее се-
кунды генерировались с частотой 0.05–0.20 Гц.

Вызвать стабильную иктальную активность в
срезе можно было при соблюдении двух условий:
1) отсечении зоны СА3 гиппокампа, которая явля-
лась генератором интериктальной активности;
2) длительном предварительном выдерживании сре-
зов (не менее часа) в ИСМЖ с 0.1 мМ 4-АП. Поме-
щать срезы после порезки сразу в эпилептогенный
раствор нежелательно, поскольку это существенно
сокращает срок жизни срезов и длительность ста-
бильной генерации иктальной активности.

В режиме иктальной активности у 8-недельных
крыс, также как у 3-недельных, между иктальными
разрядами редко наблюдались интериктальные
разряды, т.е. после прекращения одного иктально-
го разряда срез молчит (рис. 2). Перед генерацией
следующего иктального разряда у 8-недельных
крыс может возникнуть одна короткая пачка син-
хронизованной активности (преиктальный раз-
ряд). В отличие от 3-недельных животных, она воз-
никала только в 28% (9/32) срезов (рис. 2а). Во вре-
мя преиктального разряда в половине этих срезов
(5/9) также наблюдались низкопороговые спайки
(рис. 2в), которые, возможно, свидетельствуют о
локальной деполяризации мембраны в аксонах за
счет накопления хлорид-ионов. Таким образом,
срезы 8-недельных крыс более возбудимы, по-
скольку в режиме готовности к генерации икталь-
ного разряда (в режиме преиктальной активности)
находятся короткое время (1–5 с у 8-недельных
крыс, 8–50 с у 3-недельных крыс).

3. Блокада КСС2-котранспортера в срезах мозга
8-недельной крысы прекращает иктальную 
активность, а в срезах 3-недельной – нет

КСС2-котранспортер отвечает за нормализа-
цию внутриклеточной концентрации хлорид-
ионов. Его недостаток приводит к деполяризации
потенциала реверсии ГАМКА-рецепторов, тем са-
мым делает неэффективной главную систему тор-
можения нейронов. В ряде работ [22, 23] была вы-
двинута гипотеза о том, что деполяризующее дей-
ствие ГАМК, возникающее при неправильном
функционировании КСС2-котранспортера, может
провоцировать иктальные разряды, кроме того,
спайки с низким порогом, которые мы наблюдали
во время преиктальной активности, могут свиде-
тельствовать о накоплении хлорид-ионов в нейро-
не в 4-АП модели. Поэтому мы изучили эффект
ингибирования КСС2-котранспортера на эпилеп-
тиформную активность, сравнив спайковую актив-
ность репрезентативного нейрона до и после до-
бавления в перфузирующий раствор ингибитора
КСС2-котранспортера VU0463271 (10 μM).

В срезах гиппокампа и энторинальной коры
3-недельной крысы ингибитор КСС2-котранспор-
тера VU0463271 (10 μM) не приводил к изменениям
свойств эпилептиформной активности (n = 4, рис. 3).

В срезах 8-недельных крыс иктальная актив-
ность вызывалась также, как описано в части 2, при
этом спустя 5–10 мин после аппликации блокатора
KCC2-котранспортера устанавливался режим
частой интериктальной активности, при этом мы
не наблюдали деполяризации нейрона или изме-
нения внеклеточной концентрации ионов калия

Рис. 1. Спайковая активность репрезентативного нейрона энторинальной коры 21-дневной крысы в 4-аминопиридино-
вой (4-АП) модели эпилептиформной активности in vitro. Cлева представлена одновременная запись спайковой активно-
сти одного нейрона и постсинаптических токов другого нейрона. Иктальному разряду предшествует преиктальная актив-
ность в виде продолжительных тормозных постсинаптических токов (ТПСТ), гиперполяризующих событий при фикса-
ции потенциала на –27 мВ. Справа представлены в увеличенном масштабе потенциалы действия во время преиктальной
активности (сверху в красной рамке) и во время клонической фазы иктального разряда (снизу в синей рамке). Пороги ге-
нерации первого потенциала действия в паттернах отмечены красной и синей точками соответственно.
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(n = 5, рис. 4). На рис. 4 показано, что после гене-
рации очередного иктального разряда, нейронная
сеть продолжает генерировать пачечную актив-
ность, характерную для клонической фазы.

Эта серия экспериментов позволяет сделать вы-
вод, что при блокаде КСС2-котранспортера не мо-
жет прекратиться клоническая фаза иктального
разряда в срезах 8-недельных крыс. Качественное
различие в эффектах блокады КСС2-котранспор-
тера у крыс разных возрастов требует дальнейшего
исследования.

4. Частичная блокада Na+/K+-помпы в срезах мозга 
8-недельных крыс прекращает иктальную 

активность, а у 3-недельных – нет

Поскольку возбудимость нервной ткани зави-
сит от внеклеточной концентрации ионов калия,
то еще одним механизмом, препятствующим эпи-
лептической активности, должно быть изменение
активности нейрональной Na+/K+-помпы [24].
Помпа выкачивает ионы натрия и закачивает ионы
калия в клетку из внеклеточного пространства. Мы

Рис. 2. Эпилептиформная активность в 4-аминопиридиновой модели в срезах энторинальной коры и гиппокампа 8-не-
дельной крысы Вистар. Пример эпилептиформной активности без (а) и при наличии (b) преиктального разряда. Во время
преиктальной активности наблюдаются спайки с низким порогом генерации потенциала действия. Cправа приведены
примеры спайков в увеличенном масштабе, синей и красной точками, соответственно, отмечены пороги генерации пер-
вого в паттерне потенциала действия в тонической фазе иктального разряда и во время преиктального события.

20 ms40 mV

20 mV

2 min
(a)

(b)
20 s

�40 mM

�54 mM

20 ms

40 mV

20 mV

Рис. 3. Эффект блокады KCC2-котранспортера с помощью VU0463271 (10 μM) в срезах мозга 3-недельных крыс.

2 min

VU0463271

30 mV

Рис. 4. Блокада KCC2-котранспортера с помощью VU0463271 (10 μM) в срезах энторинальной коры и гиппокампа с отсе-
чением зоны CA3 гиппокампа 8-недельных крыс препятствует генерации иктальных разрядов. Эффект продемонстриро-
ван с помощью одновременной регистрации внеклеточной концентрации калия и спайковой активности репрезентатив-
ного нейрона глубоких слоев энторинальной коры.
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изучили эффект частичной блокады нейрональной
Na+/K+-помпы оуабаином (5 μМ) на эпилепти-
формную активность.

В срезах мозга 3-недельных крыс аппликация
оуабаина постепенно уменьшала амплитуду и про-
должительность ТПСТ перед иктальным разрядом,
а также уменьшала время от начала преиктальной
активности до иктальной (однофакторный диспер-
сионный анализ с повторными измерениями, чис-
ло срезов n = 8, рис. 5). Таким образом, блокада
Na+/K+-помпы приводила к постепенному исчез-
новению преиктальной активности в срезах энто-
ринальной коры, а также сокращению интервала
между иктальными разрядами (однофакторный
дисперсионный анализ с повторениями F4, 12 = 25,
p < 0.05, n = 6).

В срезах мозга 8-недельных крыс иктальная ак-
тивность вызывалась способом, описанным в ча-
сти 2, при этом оуабаин (5 μМ) приводил к тому,
что после генерации очередного иктального разря-
да нейронная сеть оставалась в клонической фазе и
начинала генерировать постоянные интерикталь-
ные разряды с частотой 0.2–0.3 Гц (рис. 6, n = 6).

ОБСУЖДЕНИЕ
Cравнение эпилептиформной активности в

4-АП модели у 3- и 8-недельных крыс показывает,
что в зрелом мозге существуют защитные механиз-
мы, препятствующие регулярной генерации ик-
тальных разрядов. В энторинальной коре 8-недель-
ной крысы, в отличие от 3-недельной, иктальная
активность легко блокируется, когда поступает
входной сигнал из зоны CA3 гиппокампа, или при
блокаде катион-хлорного транспортера КСС2 или
Na+/K+-помпы. Таким же эффектом обладает низ-
кочастотная электрическая стимуляция [25]. При
действии любого из этих факторов устанавливается
стабильная интериктальная активность, которая
препятствует генерации иктального разряда.

Интериктальная активность подавляет 
иктальную в зрелом мозге, но не в ювенильном

Антагонистическое действие интериктальной
активности на иктальную в зрелом мозге было опи-
сано ранее в нескольких работах [26, 27]. H. Swartz-
welder и соавт. обнаружили этот эффект в модели
эпилептиформной активности in vitro с нулевым

Рис. 5. Эффект частичной блокады Na+/K+-помпы на преиктальную активность в срезах мозга 3-недельных крыс Вистар.
(a) Постсинаптические токи репрезентативного нейрона, записанные в режиме фиксации потенциала на уровне –27 мВ
в 4-АП модели, записанные с момента добавления в перфузирующий раствор оуабаина (5 μМ). В зеленой рамке приведен
в увеличенном масштабе первый иктальный разряд после аппликации оуабаина (I), в синей рамке – седьмой (VII) b–d.
Изменение характеристик иктальных разрядов со временем, по оси абсцисс точка Control – контроль, I – первый икталь-
ный разряд после аппликации оуабаина, II – второй и так далее. По оси ординат: амплитуда первого ТПСТ (b), длитель-
ность первого ТПСТ (c) и продолжительность преиктальной активности (d). F5,12 – результаты дисперсионного анализа
с повторными измерениями.
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магнием в срезах гиппокампа и энторинальной ко-
ры взрослых крыс [26], а M. Barbarosie и M. Avoli –
в 4-АП модели [27]. Интересно, что на органотипи-
ческой культуре гиппокампа было выявлено, что
гибель нейронов коррелирует с иктальной актив-
ностью, но не интериктальной [28]. Таким обра-
зом, генерация интериктальной активности в зре-
лом мозге может рассматриваться как потенциаль-
но важный нейропротекторный механизм.

Клинические данные показывают, что незре-
лый мозг больше склонен к генерации эпилептиче-
ских приступов, которые сложнее подавляются [1].
Мы недавно показали, что в срезах мозга ювениль-
ных крыс интериктальная активность, генерируе-
мая в зоне CA3 гиппокампа, равно как и низкоча-
стотная стимуляция не препятствуют генерации
иктальных разрядов в энторинальной коре. Сами
интериктальные разряды сложно вызвать в срезах
ювенильных крыс с помощью электрической сти-
муляции [25]. А если интериктальная активность
возникает, то она может провоцировать иктальный
разряд и поэтому в этом случае ее часто называют
преиктальной активностью [25].

В 4-АП модели различают два типа интерик-
тальной активности: ГАМК-глутаматные, которые
возникают из-за рекуррентного взаимодействия
интернейронов (деполяризация потенциала ревер-
сии ГАМКА-рецепторов приводит к деполяризую-
щему действию ГАМК), а также глутаматные, ко-
торые возникают из-за рекуррентного взаимодей-
ствия возбуждающих нейронов [14]. ГАМК-
глутаматные события регистрируются в срезах 3-не-
дельной крысы перед началом иктальной активно-
сти, они провоцируют генерацию иктального раз-
ряда. Глутаматные разряды более типичны для
взрослой крысы. Они регистрируются при сохра-
нении связей энторинальной коры с гиппокампом,
при низкочастотной электрической стимуляции, а
также генерируются при блокаде КСС2-котранс-
портера и Na+/K+-помпы. В срезах мозга 8-недель-
ной крысы в 4-АП модели генерация глутаматных

интериктальных разрядов препятствует развитию
иктального разряда.

Причины высокой готовности к генерации 
иктального разряда в незрелом мозге

Причины отличий во взаимоотношениях инте-
риктальной и иктальной активности в развиваю-
щемся и зрелом мозге, вероятно, обусловлены раз-
личиями в экспрессии ряда мембранных белков.
Например, до 22-го дня постнатального развития в
мозге крыс отсутствуют ГАМКБ-опосредованные
постсинаптические события [9, 10], которые обес-
печивают длительное следовое торможение. В ран-
нем постнатальном периоде меняется соотноше-
ние экспрессии хлорных котранспортеров KCC2 и
NKCC1. Уровень экспрессии KСС2 достигает мак-
симального значения лишь к концу второй недели
постнатального развития у крыс [4–8]. В этот же
период продолжается формирование связей между
гиппокампом и энторинальной корой [29].

KСС2-котранспортер

Роль KСС2-котранспортера в генерации и пре-
кращении иктальной активности противоречива.
Помимо обнаруженных нами различий в действии
ингибитора КСС2 у 3- и 8-недельных крыс, есть
данные о том, что при искусственном повышении
экспрессии КСС2 фотостимуляция парвальбумин-
позитивных интернейронов не способна иниции-
ровать иктальный разряд (в отличие от нормально-
го уровня экспрессии КСС2) [30]. Это еще раз до-
казывает то, что одной из причин генерации ик-
тального разряда в незрелом мозге может являться
возбуждающее действие ГАМК вследствие накоп-
ления хлорид-ионов из-за недостаточной работы
КСС2-котранспортера. Кроме того, у некоторых
людей с эпилепсией зарегистрированы мутации ге-
на КСС2 [31, 32]. У таких пациентов из-за ослаб-
ленной функции КСС2-котранспортера действи-

Рис. 6. Эффект частичной блокады Na+/K+-помпы на эпилептиформную активность в срезах мозга 8-недельных крыс
Вистар.
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тельно должен реализовываться сценарий возбуж-
дающего действия ГАМК.

У 3-недельных крыс наблюдаются продолжи-
тельные ГАМК-глутаматные события во время
преиктальной активности и в клонической фазе
иктального разряда. Не исключена роль положи-
тельного действия ГАМК из-за повышения кон-
центрации хлорид-ионов в инициации таких собы-
тий [33, 34].

Na+/K+-помпа

Последние исследования выявили возрастные
различия в экспрессии субъединиц Na+/K+-помпы
[12]. В коре и гиппокампе у взрослой мыши значи-
тельно выше уровень экспрессии α1- и α3-субъ-
единиц Na+/K+-помпы по сравнению с 6-м днем
постнатального развития. Более активная работа
Na+/K+-помпы позволяет быстро нормализовать
внутриклеточную концентрацию ионов натрия и
внеклеточную концентрацию ионов калия, т.e.
контролирует возбудимость нейронов. По такому
механизму Na+/K+-помпа может защищать зрелый
мозг от эпилептической активности. Согласно на-
шим данным о действии оуабаина, в срезах мозга
3-недельной крысы ослабление работы Na+/K+-
помпы приводит к сокращению преиктальной ак-
тивности и увеличению частоты иктальных разря-
дов, т.e. имеет проэпилептический эффект. В сре-
зах мозга 8-недельных крыс при блокаде помпы ре-
жим иктальной активности сменяется режимом
интериктальной активности.

ГАМКБ рецепторы

Ранее мы выявили возрастные различия в эф-
фекте низкочастотной электрической стимуляции
на иктальную активность в срезах мозга крыс в
4-АП модели [25]. Во время низкочастотной элек-
трической стимуляции в срезах ювенильных крыс
наблюдается уменьшение частоты иктальных раз-
рядов, тогда как в срезах взрослых крыс каждый
стимул вызывает интериктальный разряд, при этом
сама иктальная активность исчезает. Механизм
эффекта низкочастотной стимуляции в срезах моз-
га взрослых животных реализуется посредством
активации постсинаптических ГАМКБ-рецепто-
ров [35, 36]. Toprani и Durand [35] показали, что
при стимуляции тракта в билатеральных срезах
гиппокампа каждый электрический импульс вы-
зывает продолжительную гиперполяризацию
нейронов. При блокаде ГАМКБ-рецепторов эта
гиперполяризация исчезает, и стимуляция ста-
новится неэффективной, что свидетельствует о
том, что механизм действия стимуляции реали-
зуется посредством активации постсинаптиче-
ских ГАМКБ-рецепторов.

В срезах мозга ювенильных животных эффект
реализуется посредством активации пресинапти-
ческих ГАМКБ-рецепторов [25]. Мы показали, что
на эпилептическую активность влияет блокада лю-
бого типа синаптических рецепторов: AMPA,
NMDA, ГАМКА и ГАМКБ, но только при блокаде
ГАМКБ-рецепторов стимуляция становится неэф-
фективной. Ответы нейронов на парную стимуля-
цию, математическое моделирование, а также эф-
фект блокады обратного захвата глутамата указали
на то, что низкочастотная электрическая стимуля-
ция приводит к активации пресинаптических
ГАМКБ-рецепторов, за счет чего уменьшается ве-
роятность выброса медиатора, в итоге уменьшается
частота иктальных разрядов [25].

Недостаточное развитие постсинаптических
ГАМКБ-рецепторов в раннем постнатальном пери-
оде объясняет различие противоэпилептического
действия низкочастотной стимуляции у крыс раз-
ных возрастов.
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AGE-RELATED DIFFERENCES IN EPILEPTIFORM ACTIVITY 
IN SLICES OF THE RAT ENTORHINAL CORTEX 

IN 4-AMINOPYRIDINE MODEL 
E. Y. Smirnovaa,b,c,#, D. S. Sinyakb, A. V. Chizhovb,c, and A. V. Zaitsevb

a Almazov National Medical Research Centre, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
b Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

c Ioffe Institute, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: elena.smirnova@mail.ioffe.ru

Children are more likely to develop epileptic seizures (ictal discharges lasting tens of seconds) than adults. A
higher predisposition of the juvenile brain to the generation of epileptiform activity is thought to be due to the
preeminence of inhibition over excitation at the early stage of brain development. However, the molecular and
physiological mechanisms underlying these age-related differences are yet to be clarified. We compared the ictal
activity induced by a chemoconvulsant 4-aminopyridine (4-AP) in the horizontal slices of the entorhinal cortex
and hippocampus of 3- and 8-week-old Wistar rats. In 3-week-old rats, the ictal discharge was always preceded
by a clearly detectable preictal activity as manifested in one or several 3–4-s GABA-glutamate events. . In con-
trast, in 8-week-old rats, such events were typically absent or very rare (no more than one occasional short event).
The ictal activity resistance to external exposures was also age-dependent. In 8-week-old rats, by contrast to 3-
week-old animals, ictal discharge generation in the entorhinal cortex was blocked completely and replaced by the
0.2–0.3 Hz interictal activity (simultaneous 1–3-s burst discharges) by a partial blockade of the KCC2-cotrans-
porter or Na+/K+-pump, as well as by low-frequency electric stimulation. Thus, our data indicate that ictal dis-
charges in the immature (3-week-old) brain are more resistant to external exposures than in the brain of adult
rats. Interictal and ictal epileptiform activities are antagonistic in 8-week-old animals, while the appearance of
interictal activity interrupts the generation of ictal discharges completely and can, therefore, be considered as one
of the putative antiepileptic mechanisms in the mature rat brain.

Keywords: temporal lobe epilepsy, 4-aminopyridine model, GABAB-receptors, КСС2-cotransporter, Na+/K+-
pump, antiepileptic mechanisms



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /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 true
  /GrayImageMinResolution 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /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 true
  /MonoImageMinResolution 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /RUS ()
    /ENU <>
  >>
  /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
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


