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Для височной эпилепсии характерно развитие сопутствующих неврологических нарушений и психи-
ческих заболеваний. Одной из возможных причин их возникновения, очевидно, являются нарушения
в балансе возбуждающих и тормозных нейротрансмиттерных систем гиппокампа. Хронические нару-
шения в молекулярных механизмах регуляции активности глутаматергической системы гиппокампа
при височной эпилепсии в настоящее время малоизучены. В настоящей работе мы использовали крыс
линии Крушинского–Молодкиной (КМ), подвергнутых многократным аудиогенным судорожным
припадкам, для моделирования височной эпилепсии. Анализ молекулярных механизмов регуляции
продукции глутамата нейронами гиппокампа был проведен через неделю после окончания стандарт-
ного (14 судорожных припадков) и длительного (21 судорожных припадков) киндлинга. В гиппокампе
крыс КМ в результате киндлинга происходит активация ERK1/2-киназ, а также активация транскрип-
ционного фактора CREB, усиление экспрессии глутаминазы и везикулярных транспортеров глутамата
VGLUT1 и 2 и транскрипционного фактора Fra1, т.е. белков, отвечающих за продукцию глутамата. Эти
данные свидетельствуют о повышении активности глутаматергических нейронов гиппокампа, сохра-
няющейся в течение недели после завершения последней аудиогенной стимуляции. Также показано
усиление экспрессии mGluR1-рецепторов глутамата, активация которых приводит к высвобождению
Ca2+ и может вызывать эксайтотоксичность. Долговременное усиление глутаматергической трансмис-
сии, вызванное многократными эпилептиформными припадками, является причиной не только даль-
нейшего эпилептогенеза, но и может лежать в основе развития нейродегенерации.
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ВВЕДЕНИЕ

Эпилепсия является широко распространен-
ным неврологическим заболеванием. При этом для
эпилепсии характерна высокая распространен-
ность сопутствующих заболеваний, в том числе по-
казано, что многочисленные психические и сома-
тические заболевания чаще встречаются и более
опасны у людей, больных эпилепсией. Наиболее
серьезные патологические последствия эпилепсии
включают структурные и функциональные заболе-
вания центральной нервной системы, такие как
инсульт, деменция и мигрень. Также среди боль-
ных эпилепсией часто встречаются сопутствующие
психические заболевания – депрессия и повышен-
ная тревожность [1, 2].

Подобные неврологические и психические на-
рушения выявлены и на экспериментальных моде-
лях эпилепсии [3]. Одной из таких моделей эпи-
лепсии является формирование киндлинга, когда
ежедневная электрическая стимуляция определен-
ных областей мозга, введение пороговых доз хемо-
конвульсантов или звуковая стимуляция животных,
предрасположенных к аудиогенной эпилепсии, при-
водят к постепенному развитию и усилению лимби-
ческих генерализованных судорог. При различных
видах киндлинга также наблюдаются нарушения в
пространственном ориентировании, снижение ис-
следовательской активности, повышенная тревож-
ность и депрессивно-подобное поведение, сохра-
няющиеся длительное время [4–8]. Причем даже
формирование киндлинга при небольшом числе
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стимуляций вызывает устойчивые изменения в
эмоциональном поведении у крыс, выражающиеся
в усилении тревожности и оборонительного пове-
дения и сохраняющиеся, по крайней мере, в тече-
ние двух месяцев после последней стимуляции [9].
Таким образом, при моделировании развития ви-
сочной эпилепсии наблюдаются длительно сохра-
няющиеся неврологические нарушения.

В основе неврологических нарушений при по-
вторяющихся эпилептических припадках лежат
прогрессирующие патологические и функцио-
нальные изменения в нервной системе, возникаю-
щие за счет нарушений молекулярных механизмов
регуляции пластичности нейронов, обеспечиваю-
щих преобразование краткосрочной активности в
долгосрочные изменения. При эпилепсии проис-
ходит кратковременная активация рецепторов, ко-
торая вызывает нарушения в работе внутриклеточ-
ных сигнальных каскадов, это приводит к измене-
нию экспрессии генов в нейронах, что, вероятно,
является причиной прогрессирующей патологии
[10]. Активация генов, сопровождающаяся повы-
шенной транскрипцией матричной РНК, в последу-
ющие часы приводит к усилению синтеза белков,
что, в свою очередь, вызывает морфологические и
анатомические изменения [10]. На пациентах и на
экспериментальных моделях показаны аномаль-
ное прорастание мшистых волокон, синаптическая
реорганизация, потеря нейронов и глиоз в различ-
ных отделах мозга, в частности, в гиппокампе [10–
12]. На фармакологических моделях эпилепсии на
животных гранулярные клетки зубчатой извилины
гипервозбуждаются как сразу после развития эпи-
лептического статуса [13], так и во время латентно-
го периода, что было показано на модели развития
височной эпилепсии [14]. Повышенная возбуди-
мость гранулярных клеток также была зарегистри-
рована во время хронической формы височной
эпилепсии в гиппокампе человека и на модели
эпилепсии, сопровождающейся гиппокампаль-
ным склерозом [15].

Несмотря на очевидность существования мно-
гочисленных нарушений в активности вторичных
сигнальных каскадов, отвечающих за состояние
нейронов при эпилепсии, в настоящее время край-
не мало данных о хронических нарушениях в моле-
кулярных механизмах регуляции активности ней-
ротрансмиттерных систем лимбической системы, в
частности, гиппокампа. Однако очевидно, что воз-
никновение подобных хронических нарушений
может приводить к дальнейшему усилению тяже-
сти заболевания, а также к развитию сопутствую-
щих психических и соматических заболеваний. В
настоящей работе мы использовали крыс линии
Крушинского-Молодкиной (КМ), подвергнутых
длительной ежедневной экспозиции действию зву-
ка, вызывающей феномен киндлинга, для модели-
рования височной эпилепсии, что приводило к
развитию лимбических генерализованных судорог.

Анализ молекулярных механизмов регуляции про-
дукции глутамата нейронами гиппокампа через не-
делю после окончания стандартного (14 судорож-
ных припадков) и длительного (21 судорожный
припадков) аудиогенного киндлинга позволил вы-
явить хронические нарушения в состоянии нейро-
нов, возможно, являющиеся субстратом не только
дальнейшего эпилептогенеза, но и возникновения
неврологических нарушений.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные

В экспериментах использовали взрослых крыс
КМ с полностью сформированной судорожной го-
товностью (Московский государственный универ-
ситет, Россия). Крыс содержали по 4–5 животных
в клетке при цикле день/ночь 12 ч/12 ч со свобод-
ным доступом к пище и воде.

Экспериментальные группы

Для оценки вызванных судорогами изменений в
глутаматергической нейротрансмиссии в гиппокам-
пе использовали аудиогенный киндлинг, модель
лимбической эпилепсии. Аудиогенные судороги ин-
дуцировали один раз в день звуковой стимуляцией с
частотой 10 кГц с помощью компьютерной програм-
мы NCH Tone Generator (© NCH Software, Австра-
лия). Каждую крысу помещали в тестовую камеру
для адаптации на 5 мин и затем подвергали воздей-
ствию акустического стимула. Проверяли на нали-
чие и продолжительность стадий судорожного
припадка, включающих латентный период, дикий
бег, клонические и тонические судороги. Если в те-
чение 1 мин стимуляции у животного не возникало
судорог, его исключали из эксперимента, но доля
таких животных составляла меньше одного про-
цента. После повторных звуковых раздражений у
животных появлялись дополнительная судорож-
ная фаза, посттонический (лимбический) клонус,
что свидетельствовало о возникновении лимбиче-
ских припадков [16].

Было проведено два независимых эксперимента.
1. 14-дневная экспозиция действию звука. Крыс

КМ подвергали 14 судорожным припадкам, что соот-
ветствует стадии развития лимбических генерализо-
ванных припадков. Крыс выводили из эксперимента
через 7 дней (период отдыха) после последнего при-
падка (n = 5), группа 14 + 7.

2. 21-дневная экспозиция действию звука. Крыс
КМ подвергали 21 судорожному припадку, что явля-
лось моделью полностью развившейся лимбической
эпилепсии со стабильными и тяжелыми лимбиче-
скими припадками. Крыс выводили из эксперимента
через 7 дней (период отдыха) после последнего при-
падка (n = 5), группа 21 + 7.
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3. Контрольные крысы КМ без опыта аудиоген-
ных судорожных припадков (n = 10), наивная груп-
па. Эти животные были выведены из эксперимента
одновременно с экспериментальными крысами.

Поведенческий анализ
Во время аудиогенного киндлинга все судорож-

ные припадки записывались на видео с последую-
щим анализом продолжительности и тяжести всех
стадий. Для оценки тяжести лимбических судорог,
развивающихся во время аудиогенного киндлинга,
мы ранее модифицировали шкалу Расина для крыс
КМ [17]. Считалось, что у животных развивается
лимбическая эпилепсия после того, как они де-
монстрировали 7 и более последовательных лим-
бических припадков (не менее 2–3 балла по шкале)
[17]. Крысы, подвергавшиеся аудиогенной стимуля-
ции в течение 14 и 21 дня не отличались достоверно
по представленности проявлений компонентов лим-
бических судорог (4–5 баллов), но продолжитель-
ность лимбических судорог значительно возрастала
после длительной экспозиции действию звука.

Материалы 1-го эксперимента использовали
только для гистологического анализа, а материалы
2-го использовали для вестерн-блота и гистологи-
ческого анализа эксперимента.

Подготовка материала для анализа
Крыс из 1-й группы (n = 5), половину крыс из

2-й группы (n = 5) и половину контрольных (наив-
ных) крыс (n = 5) наркотизировали смесью золе-
тил/ксилазин (60 мг/кг + 10 мг/кг; Virbac, Франция).
Затем животных перфузировали транскардиально
охлажденным 0.01 М фосфатно-буферным солевым
раствором PBS, содержащим (в мМ) 137 NaCl,
2.7 KCl, 10 Na2HPO4, 1.76 KH2PO4, pH 7.4, затем
5%-ным раствором формалина и декапитировали.
Мозг всех животных извлекали, постфиксировали
в 5%-ном растворе формалина при 4°C в течение
5 дней, затем погружали в 20%-ный раствор сахаро-
зы/PBS для криозащиты (4°C, 3 дня), далее замора-
живали и хранили при –80°C до дальнейшего ис-
пользования.

Гистологический анализ
Срезы гиппокампа толщиной 10 мкм были изго-

товлены с помощью криостата (Leica, Германия).
Изготовляли 15 чередующихся серий препаратов,
содержащих фронтальные срезы дорсальных гип-
покампов на одном уровне в ростро-каудальном
направлении. После стандартных предваритель-
ных процедур срезы одной из 15 серий инкубирова-
ли с первичными антителами к каждому исследуе-
мому белку. Анализ глутаматергических клеток
проводили с использованием антител против
ERK1/2 (Thr202/Tyr204, Cell Signaling Technolo-

gy,#4376; кроличьи, 1: 250); Fra1 (Invitrogen, # PA5-
40361, кроличьи, 1: 100); CREB (Ser133, Novusbio,
# NB300-273, кроличьи, 1:200); глутаминазы (No-
vusbio, #NBP2-67683, кроличьи, 1: 100); VGLUT1
(Millipore, # MAB5502, мышиные, 1: 500); VGLUT2
(Millipore, # MAB5504, мышиные, 1: 500); GAD67
(Millipore, # MAB5406, мышиные, 1–500); GluN2B
(Invitrogen, # PA3-104, 1: 500). Затем срезы промы-
вали в PBS и инкубировали в течение 1 ч с биоти-
нилированными вторичными антителами (1:300,
Vector Laboratories Inc.), после чего следовала часо-
вая инкубация со стрептавидин-пероксидазным
комплексом (1: 500, Supelco, #S2438). Пероксидаз-
ную реакцию выявляли в буфере, содержащем
0.05% 3.3' диаминобензидина (DAB, Sigma-Aldrich,
#D5637) и перекись водорода (0.01%).

Для анализа уровня активности глутаматергиче-
ских нейронов проводили двойное иммуноокра-
шивание с использованием первичных антител
против GAD67 (Millipore, # MAB5406, мышиные,
1: 500) и Fra1 (Invitrogen, # PA5-40361, кроличьи, 1:
100), что позволило исключить из обсчетов ГАМК-
ергические нейроны. В этом случае после инкуба-
ции с первичными моноклональными антителами
против GAD67 срезы промывали в PBS и подверга-
ли стандартной обработке биотинилированными
вторичными моноклональными антителами (1:300,
Vector Laboratories Inc.), после чего следовала часовая
инкубация со стрептавидин-пероксидазным ком-
плексом (1:500, Supelco, #S2438). Пероксидазную ре-
акцию выявляли в буфере, содержащем 0.05% 3.3'-
диаминобензидина (DAB, Sigma-Aldrich, #D5637) и
перекись водорода (0.01%). Затем срезы инкубирова-
ли с первичными поликлональными антителами
против Fra1 и также проводили последующую им-
муногистохимическую реакцию. В этом случае
пероксидазную реакцию выявляли с помощью
коммерческого набора SK4700 (Vector® SG Sub-
strate Kit, Peroxidase (HRP), что позволяло полу-
чить синее окрашивание продукта иммуногисто-
химической реакции.

Вестерн-блот анализ

Половину крыс из 2 группы (n = 5) и половину
наивных крыс (n = 5) декапитировали, гиппокам-
пы препарировали и гомогенизировали для даль-
нейшего биохимического анализа. Экспрессию и
активность белков, регулирующих активность глу-
таматергических нейронов, исследовали с помо-
щью Вестерн-блот анализа. Гиппокампы гомоге-
низировали в буфере для лизиса при 4°C (20 мМ
Tris pH 7.5, 1% Triton-X100, 100 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА,
1 мМ ЭГТА) с ингибиторами протеаз (Sigma-Al-
drich, #P8340) и фосфатаз (Roche, #04 906 837 001).
Нерастворимый осадок удаляли центрифугирова-
нием. Общее содержание белка в образцах опреде-
ляли методом Лоури с бычьим сывороточным аль-
бумином (БСА) в качестве стандарта. Супернатант
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смешивали в соотношении 2 : 1 с 3-загрузочным
буфером (0.2 М Трис-HCl pH 6.7, 6% додецилсуль-
фата натрия, 15% глицерина, 0.003% бромфеноло-
вого синего и 10% β-меркаптоэтанола) и инкуби-
ровали в течение 10 мин при 96°С. Равные количе-
ства проб (10 мкг белка на линию) загружали для
электрофореза. Белки разделяли в 10%- или 12%-
ном полиакриламидном геле, а затем переносили
на нитроцеллюлозную мембрану (Santa Cruz Bio-
technology, #sc-3718). Мембраны инкубировали в
5%-ном обезжиренном молоке или в 3%-ном БСА
в Tris буфере с добавлением Tween (TBST; 0.1%
Tween 20, 20 мМ Tris, 137 мМ NaCl; pH 7. 4) в тече-
ние 1 ч и затем инкубировали в течение ночи с
первичными антителами против актина (1:2000;
Abcam, #ab3280,); mGluR1 (Invitrogen, # PA-4516,
1: 1000); mGluR5 (Invitrogen, # MA5-32155, 1: 1000);
GluA1 (Millipore, # MAB-2263, 1: 1000); GluN2B
(Invitrogen, # PA3-104, 1: 1000); GluN2A (Invitrogen,
# PA5-35377, 1: 1000). Затем мембраны промывали
в буфере TBST и инкубировали со вторичными по-
ликлональными (1: 10000; Sigma-Aldrich, #A5420)
или моноклональными (1: 40000; Sigma-Aldrich,
#A9044) антителами в течение 1 ч при комнатной
температуре. Специфические белки визуализиро-
вали с помощью хемилюминесцентной реакции с
субстратом SuperSignal™ West Dura Extended Dura-
tion Substrate (ThermoFisher Scientific, #34075) с ис-
пользованием ChemiDoc MP Imaging System
(#12003154, Bio-Rad). Относительную плотность
каждой белковой полосы оценивали количествен-
но с помощью программного обеспечения Im-
ageLab (версия 6.0; Bio-Rad Laboratories Inc., Her-
cules, CA, США).

Оценка иммуногистохимической реакции 
и статистический анализ

Обработку срезов проводили в стандартных
условиях в каждом эксперименте, т.е. контрольные
и экспериментальные группы в каждом экспери-
менте собирали, фиксировали и обрабатывали од-
новременно. Для изучения специфичности имму-
ноокрашивания проводили отрицательный кон-
троль (тот же протокол без первичных антител),
который не показал иммунореактивности. Анализ
срезов проводили с микроскопа Zeiss Axio Imager
A1 (Carl Zeiss Microscopy GmbH).

Изменения, вызванные судорожной активно-
стью, анализировали в гранулярном, внутреннем
молекулярном слоях и в хилусе зубчатой извили-
ны, а также в stratum lucidum поля СА3–4 гиппо-
кампа. Для каждого животного анализировали
пять срезов на одном уровне исследуемой зоны.
Экспрессию интересующих белков при Вестерн-
блот анализе оценивали по соотношению каждого
исследуемого белка к актину или β-тубулину.

Статистическую обработку данных проводили с
помощью U-теста Манна–Уитни и теста Краске-

ла–Уоллиса с последующим апостериорным те-
стом Данна при p < 0.05. Статистический анализ
данных проводился с использованием программ-
ного обеспечения GraphPad Prism 7 (GraphPad
Prism Software Inc., Сан-Диего, Калифорния). Все
результаты представлены как среднее значение ±
стандартная ошибка среднего (SEM). Различия
считались достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В настоящей работе мы провели анализ глутама-
тергических нейронов гиппокампа крыс, подверг-
нутых ежедневной экспозиции действию звука, че-
рез 7 дней после завершения последнего судорож-
ного припадка, т.е. в период, когда острые
нарушения в молекулярных механизмах регуляции
активности нейронов, вызванные эпилепти-
формной активностью, сменяются хронически-
ми, долговременными. Повышенное содержание
pERK-киназ может быть одним из самых ранних
иммуногистохимических индикаторов актива-
ции нейронов при эпилептиформной активно-
сти [18]. Однако мы показали значительную ак-
тивацию киназ через неделю после окончания
14 и 21 ежедневной экспозиции действию звука во
внутреннем молекулярном слое и в гранулярном слое
зубчатой извилины, пирамидных нейронах СА4 поля
гиппокампа, в хилусе и в области пролегания мши-
стых волокон СА3-4 поля (рис. 1a, 1b,1 c, 1d).

Одним из транскрипционных факторов, актив-
но участвующим в развитии эпилептиформных со-
стояний, является ERK1/2-зависимый белок
CREB. Интересно отметить, что повышенная ак-
тивность ERK1/2-киназ в гранулярных клетках и
пирамидных нейронах СА4 поля после окончания
14 и 21 ежедневной экспозиции действию звука со-
провождалась увеличением числа пирамидных
нейронов поля СА4 и гранулярных клеток, содер-
жащих фосфо-CREB-иммунопозитивные ядра
(рис. 2a, 2b, 2c).

Также в глутаматергических нейронах грану-
лярного слоя зубчатой извилины и СА4-поля гип-
покампа показано увеличение содержания другого
ERK1/2-зависимого транскрипционного фактора
Fra1 (рис. 3a, 3b, 3c).

Мы показали, что после 14-дневной экспозиции
действию звука в хилусе наблюдается увеличение
числа клеток, экспрессирующих глутаминазу (ка-
тализирует расщепление аминокислоты глутамина
до аммиака и глютаминовой кислоты) (рис. 4c, 4d).
Через неделю после окончания длительной,
21-дневной экспозиции действию звука, увеличе-
ние экспрессии глутаминазы наблюдалось не толь-
ко в глутаматергических нейронах хилуса, но и в
гранулярных клетках зубчатой извилины и в пира-
мидных нейронах СА3-СА4-полей гиппокампа
(рис. 4a, b, c, d), что свидетельствует об усиливаю-
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щейся по мере развития феноменов височной эпи-
лепсии продукции глутамата.

Высокая экспрессия VGLUT1 после 14- и 21-
девного киндлинга была выявлена в гранулярных

клетках и в молекулярном слое зубчатой извилины,
где была также показана повышенная активность
ERK1/2-киназ (рис. 5a, 5b, 5c). Содержание
VGLUT2 после 14-дневного киндлинга не отлича-

Рис. 1. Анализ ERK1/2-киназ в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. (a) – иммуногистохими-
ческий анализ выявил увеличение содержания фосфорилированных активных(Thr202/Tyr204) ERK1/2-киназ во внутрен-
нем молекулярном слое зубчатой извилины (DG IM), в гранулярном слое зубчатой извилины (DG), в stratum lucidum (str
luc), в поле СА4 гиппокампа (СА4) и в хилусе (hilus) крыс КМ через 7 дней после окончания последнего 14-го аудиоген-
ного судорожного припадка. (b) – иммуногистохимический анализ выявил увеличение содержания фосфорилированных
активных(Thr202/Tyr204) ERK1/2-киназ во внутреннем молекулярном слое зубчатой извилины (DG IM), в гранулярном
слое зубчатой извилины (DG), в stratum lucidum (str luc), в СА4-поле гиппокампа (СА4) и в хилусе (hilus) крыс КМ через
7 дней после окончания последнего 21-го аудиогенного судорожного припадка. (c) – репрезентативные микрофотогра-
фии иммуноокрашивания ERK1/2(Thr202/Tyr204) в зубчатой извилине и гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиоген-
ному киндлингу. (d, e) – репрезентативные микрофотографии иммуноокрашивания ERK1/2(Thr202/Tyr204) в stratum lu-
cidum и в зубчатой извилине крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. Графики (a) и (b) показывают оптическую
плотность иммунопозитивного вещества, произвольные единицы (a.u.). Иммуногистохимические данные представлены
как среднее ± SEM. * – p < 0.05 по сравнению с контролем.

0.3

0.2

0.1

0
naive 14 + 7

DG IM

O
pt

ic
al

 d
en

si
ty

, a
rb

. u
ni

ts

0.15

0.10

0.05

0
naive 14 + 7

DG 0.3

0.2

0.1

0
naive 14 + 7

str luc

0.20
0.15

0.25

0.10
0.05

0
naive 14 + 7

СA4

0.3

0.4

0.2

0.1

0
naive 14 + 7

hilus

0.3

0.2

0.1

0
naive 21 + 7

DG IM

O
pt

ic
al

 d
en

si
ty

, a
rb

. u
ni

ts

0.15

0.20

0.10

0.05

0
naive 21 + 7

DG 0.3

0.2

0.1

0
naive 21 + 7

str luc

0.15
0.20

0.10
0.05

0
naive 21 + 7

СA4 0.3

0.2

0.1

0
naive 21 + 7

hilus

(a)

(c)

(b)

(d)

200 �m 200 �m 200 �m

200 �m 200 �m 200 �m

naive 14 + 7

14 + 7

21 + 7

21 + 7naive

str luc str luc
str luc

DG
DG

DG
DG IM

DG IM
DG IM

СA4СA4
СA4

hilus hilus hilus



432

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 5  2023

АЛЕКСАНДРОВА и др.

лось от базального уровня, а после 21-дневной экс-
позиции действию звука было повышено только в
хилусе (рис. 5d, 5e).

Мы оценили уровень экспрессии рецепторов
глутамата через неделю после окончания 21-днев-
ного киндлинга. Уровень экспрессии субъединицы
GluA1 AMPA-рецепторов не отличался от кон-
трольного уровня. Также не менялась экспрессия
субъединиц GluN2A и GluN2B ионотропных
NMDA-рецепторов и метаботропного рецептора
mGluR5. Однако уровень mGluR1 был значительно
выше через неделю после окончания киндлинга,
что свидетельствует о длительном нарушении его
экспрессии (рис. 6a–6g).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Ранее нами было показано, что аудиогенный

киндлинг крыс линии КМ в течение 14 и 21 дня вы-

зывает появление лимбических генерализованных
судорог [17], что позволяет говорить о развитии фе-
номена, сходного с височной эпилепсией челове-
ка. В настоящей работе проведенный анализ глута-
матергических нейронов гиппокампа крыс через
7 дней после завершения последнего судорожного
припадка показал хронические нарушения в молеку-
лярных механизмах регуляции активности нейронов,
возникающих в результате формирования феномена,
сходного с височной эпилепсией человека.

В регуляции глутаматергических нейронов ак-
тивное участие принимают ERK1/2-киназы, во-
влеченные в контроль за транскрипцией различ-
ных генов и отвечающие за фосфорилирование
многих белков, участвующих на разных этапах в
регуляции глутаматергической трансмиссии [19].
Участие этих киназ в реализации эпилептиформ-
ной активности хорошо доказано. В частности, по-

Рис. 2. Анализ транскрипционного фактора CREB в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. (a) –
иммуногистохимический анализ выявил увеличение числа нейронов, ядра которых содержат фосфорилированный ак-
тивный (Ser133) CREB в гранулярном слое зубчатой извилины (DG) и в СА4-поле гиппокампа (СА4) крыс КМ через
7 дней после окончания последнего 14-го аудиогенного судорожного припадка. (b) – иммуногистохимический анализ
выявил увеличение числа нейронов, ядра которых содержат фосфорилированный активный (Ser133) CREB в грануляр-
ном слое зубчатой извилины (DG) и в СА4-поле гиппокампа (СА4) крыс КМ через 7 дней после окончания последнего
21-го аудиогенного судорожного припадка. (c) – репрезентативные микрофотографии иммуноокрашивания CREB
(Ser133) в зубчатой извилине и гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. (e) – репрезентативные
микрофотографии иммуноокрашивания (Ser133) CREB) в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу.
Графики (a) и (b) показывают число иммунопозитивных ядер нейронов (number of cells). Иммуногистохимические дан-
ные представлены как среднее ± SEM. * – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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вышенная экспрессия ERK1/2 показана с помо-
щью транскриптомного анализа нижних бугров
четверохолмия крыс линии КМ [20]. Повышенная
активность киназ у трансгенных мышей приводила
к формированию у них судорожных состояний
[21], а ингибирование ERK1/2 вызывало торможе-
ние судорожной активности у крыс линии КМ,
приводившее к отмене судорожных припадков в
ответ на звуковую стимуляцию [22]. Также в экспе-
риментах с использованием пилокарпина, во вре-
мя спонтанных судорог было показано значитель-
ное увеличение фосфорилирования pERK в грану-
лярных клетках, во внутреннем молекулярном слое
зубчатой извилины и в области, содержащей мши-
стые волокна, при этом через 30 мин после спон-
танного припадка уровень фосфорилирования
pERK практически снижался до контрольных зна-
чений [18]. Эти данные позволяют предположить,
что повышенное содержание pERK может быть од-
ним из самых ранних иммуногистохимических ин-

дикаторов активации нейронов во время спонтан-
ного припадка. Однако наши данные свидетель-
ствуют о значительной активации ERK1/2-киназ
через неделю после окончания как краткосрочной,
так и длительной ежедневной экспозиции дей-
ствию звука в пирамидных нейронах СА4-поля
гиппокампа, в хилусе и в области пролегания мши-
стых волокон СА3-4 поля. Активация ERK1/2-ки-
наз во внутреннем молекулярном слое зубчатой из-
вилины, где расположены дендриты гранулярных
клеток, контактирующие с аксонами глутаматерги-
ческих нейронов перфорантного пути [23], позволяет
говорить об усиленном возбуждающем входе из энто-
ринальной коры, что приводит к длительно сохраня-
ющейся активации гранулярных клеток. Повыше-
ние содержания активной формы ERK1/2 в мши-
стых волокнах позволяет предположить усиление
выведения глутамата гранулярными клетками и
соответственно активацию пирамидных нейронов
поля СА4, где активность ERK1/2-киназ также

Рис. 3. Анализ транскрипционного фактора Fra1 в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. (a) –
иммуногистохимический анализ выявил увеличение числа нейронов, ядра которых содержат Fra1 в гранулярном слое
зубчатой извилины (DG) и в СА4-поле гиппокампа (СА4) крыс КМ через 7 дней после окончания последнего 14-го аудио-
генного судорожного припадка. (b) – иммуногистохимический анализ выявил увеличение числа нейронов, ядра которых
содержат Fra1 в гранулярном слое зубчатой извилины (DG) и в СА4-поле гиппокампа (СА4) крыс КМ через 7 дней после
окончания последнего 21-го аудиогенного судорожного припадка. (c) – репрезентативные микрофотографии иммуно-
окрашивания Fra1 (голубой цвет иммуногистохимической реакции) в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному
киндлингу. Графики (a) и (b) показывают число иммунопозитивных ядер нейронов (number of cells). Иммуногистохими-
ческие данные представлены как среднее ± SEM. * – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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оставалась повышенной через неделю после окон-
чания киндлинга. Известно, что активация
ERK1/2-киназ вызывает усиление активности
транскрипционного фактора CREB [23, 24]. Тран-
скрипционный фактор CREB активно участвует в
развитии эпилептиформных состояний. Повышен-
ная активность CREB приводит к повышенной воз-
будимости гиппокампа, провоцирует приступы и вы-
зывает хронические эпилептические судорожные

расстройства [25]. Повышенная активность ERK1/2-
киназ в гранулярных нейронах зубчатой извилины и
в пирамидных нейронах СА4 поля гиппокампа по-
сле окончания 14- и 21-дневной экспозиции дей-
ствию звука сопровождалась увеличением содер-
жания фосфорилированной активной формы
CREB в этих клетках, что свидетельствует о длитель-
но сохраняющейся повышенной транскрипционной
активности в этих клетках. Транскрипционный фак-

Рис. 4. Анализ глутаминазы в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. (a, b) – иммуногистохими-
ческий анализ выявил увеличение содержания глутаминазы в гранулярном слое зубчатой извилины (DG) и в СА4-поле
гиппокампа крыс КМ через 7 дней после окончания последнего 14-го или 21-го аудиогенных судорожных припадков.
(с) – иммуногистохимический анализ выявил увеличение числа нейронов, содержащих глутаминазу крыс КМ через
7 дней после окончания последнего 14-го или 21-го аудиогенных судорожных припадков. Графики (a) и (b) показывают
оптическую плотность иммунопозитивного вещества, произвольные единицы (a. u.). График (c) показывает число имму-
нопозитивных нейронов (number of cells). (d) – репрезентативные микрофотографии иммуноокрашивания глутаминазы
в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. Иммуногистохимические данные представлены как
среднее ± SEM. * – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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Рис. 5. Анализ везикулярных транспортеров глутамата VGLUT1 и VGLUT2 в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудио-
генному киндлингу. (a, b) – иммуногистохимический анализ выявил увеличение содержания VGLUT1 в гранулярном и
во внутреннем молекулярном слоях зубчатой извилины крыс КМ через 7 дней после окончания последнего 14-го или
21-го аудиогенных судорожных припадков. Графики (a) и (b) показывают оптическую плотность иммунопозитивно-
го вещества, произвольные единицы (a.u.). (c) – репрезентативные микрофотографии иммуноокрашивания
VGLUT1 в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. Иммуногистохимические данные пред-
ставлены как среднее ± SEM. * – p < 0.05 по сравнению с контролем. Масштабные линейки: 100 мкм. (d) – иммуноги-
стохимический анализ выявил увеличение числа нейронов, содержащих VGLUT2 в хилусе (hilus) крыс КМ через 7 дней
после окончания последнего 14-го или 21-го аудиогенных судорожных припадков. График (d) показывает число иммуно-
позитивных нейронов (number of cells). (e) – репрезентативные микрофотографии иммуноокрашивания VGLUT2 в гип-
покампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлингу. Иммуногистохимические данные представлены как среднее
± SEM. * – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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тор Fra1, входящий в состав AP1 комплекса, относит-
ся к семейству белков, регулируемых генами раннего
ответа и активируется при эпилептиформных со-
стояниях и, следовательно, вовлечен в регуляцию
эпилептиформной активности [26, 27]. В регуля-
ции экспрессии Fra1 также принимают участие
ERK1/2-киназы [24, 28, 29]. Детальный анализ ак-
тивности транскрипционного фактора Fra1 пока-

зал значительное повышение его экспрессии в яд-
рах глутаматергических нейронов гранулярного
слоя зубчатой извилины и пирамидных нейронах
СА4-поля гиппокампа как после окончания 14-, так и
21-дневной экспозиции действию звука. Получен-
ные данные об усилении активности ERK1/2-киназ
и увеличении содержания ERK1/2-зависимых тран-
скрипционных факторов в глутаматергических ней-

Рис. 6. Анализ рецепторов глутамата в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых аудиогенному киндлину. (a) – экспрессия
mGluR1 в гиппокампе крыс КМ через 7 дней после окончания последнего 21-го аудиогенного судорожного припадка бы-
ло значительно выше, чем в контроле. Экспрессия mGluR5 (b), GluN2A (c), GluN2B (d), GluA1 (e) и GluA2 (f) не отлича-
лась от контроля. Данные представлены как среднее ± SEM. * – p < 0.05 по сравнению с контролем. Графики показывают
оптическую плотность иммунопозитивного вещества, произвольные единицы (a.u.). (g) – репрезентативные изображе-
ния иммуноблота mGluR1, mGluR5, GluN2A, GluN2B, GluA1, GluA2 и актина в гиппокампе крыс КМ, подвергнутых
аудиогенному киндлингу.
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ронах гиппокампа через неделю после завершения
киндлинга свидетельствует о длительно сохраняю-
щейся повышенной активности этих нейронов.

При височной эпилепсии показано, что увели-
чению высвобождения глутамата из нейронов спо-
собствует активация глутаминазы, фермента, рас-
щепляющего глутамин [30]. Мы показали, что по-
сле 14-дневной звуковой стимуляции наблюдается
увеличение числа клеток, экспрессирующих глута-
миназу в хилусе, где в этот период наблюдается
значительное увеличение числа вновь образован-
ных эктопических глутаматергических нейронов
[31]. Эктопические гранулярные клетки хилуса ха-
рактеризуются постоянно повышенной активно-
стью по сравнению с гранулярными клетками зуб-
чатой извилины [32–36]. Эти клетки образуют ано-
мальные связи с пирамидными нейронами CA3
[32, 37, 38], что может способствовать распростра-
нению эпилептиформной активности [36]. Через
неделю после окончания длительной, 21-дневной
стимуляции увеличение экспрессии глутаминазы
наблюдалось не только в глутаматергических
нейронах хилуса, но и в пирамидных нейронах
СА3–СА4-полей гиппокампа и в гранулярных
клетках зубчатой извилины, что свидетельствует об
усиливающейся по мере развития феноменов, сход-
ных с височной эпилепсией человека, продукции
глутамата.

Известно, что повышенное содержание везику-
лярных транспортеров глутамата (VGLUT) корре-
лирует с усилением судорожной активности и ги-
перактивацией гранулярных клеток зубчатой изви-
лины у хомячков, чувствительных к аудиогенной
стимуляции [39]. Мы показали повышенное содер-
жание VGLUT1 через неделю после завершения
киндлинга после 14-дневной стимуляции в грану-
лярных клетках и в молекулярном слое зубчатой
извилины, где наблюдалась повышенная актив-
ность ERK1/2-киназ, участвующих в регуляции
синтеза транспортеров, что свидетельствует о дли-
тельно сохраняющейся активации глутаматергиче-
ской трансмиссии. После 21-дневной стимуляции
повышенное содержание VGLUT1 было показано
только в телах клеток хилуса. Содержание VGLUT2
после 14- и 21-дневного киндлинга было повыше-
но также только в хилусе, что свидетельствует о по-
вышенной активности вновь образованных экто-
пических клеток.

На различных моделях височной эпилепсии бы-
ло показано кратковременное нарушение экспрес-
сии субъединиц GluA1 и GluA3 АМРА-рецепторов
и субъединиц GluN2А и GluN2B NMDA-рецепто-
ров [40–43]. Мы показали, что через неделю после
окончания 21-дневной стимуляции уровень экс-
прессии АМПА-рецепторов глутамата GluA1 не
отличался от контрольного уровня. Также не меня-
лась экспрессия ионотропных рецепторов NMDA
субъединицы GluN2А и метаботропного рецептора

mGluR5. Это можно также объяснить возвращени-
ем экспрессии этих рецепторов к базальному уров-
ню через 7 дней после последнего судорожного
припадка. При этом ежедневная звуковая стимуля-
ция в течение 21 дня приводила к значительному
повышению уровня метаботропного рецептора
mGluR1, что свидетельствует о длительном нару-
шении его экспрессии. Известно, что активация
рецепторов Gp1 (mGluR) в гиппокампе может
трансформировать нормальную активность нейро-
нов в пролонгированные эпилептиформные разря-
ды, что приводит к развитию височной эпилепсии
человека [44]. Гиперэкспрессия mGluR1 вызывает
хронические эпилептиформные приступы у транс-
генных мышей [45]. Активация глутаматергиче-
ских нейронов при эпилептиформных состояниях
приводит к усилению связывания рецепторов Gp1,
что вызывает активацию ERK-киназ [46]. Кроме
того, ингибирование фосфорилирования ERK1/2
предотвращает икталоподобные разряды, это поз-
воляет предположить, что индуцированный акти-
вацией mGluR1 эпилептогенез также зависит от
активности ERK-киназ [47]. Кроме того, показано,
что активация mGluR1 приводит к высвобожде-
нию Ca2+ и усилению эксайтотоксичности [47, 48].
Ранее мы показали, что длительный киндлинг вы-
зывает значительную гибель нейронов гиппокампа
путем апоптоза [17], что, возможно, связано с уве-
личением содержания внутриклеточного Ca2+, вы-
званного показанной нами длительной активацией
mGluR1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы показали, что длительно сохраняющаяся
повышенная активность ERK1/2-киназ, участвую-
щих в регуляции большинства изученных нами
маркеров регуляции глутаматергических нейронов
у крыс линии КМ, может быть причиной повы-
шенного уровня трансмиссии глутамата при дли-
тельной ежедневной экспозиции действию звука,
приводящей к развитию феномена, сходного с ви-
сочной эпилепсией человека, что позволяет говорить
о хроническом характере выявленных нарушений.
Повышенная активность глутаматергических нейро-
нов гиппокампа, очевидно, приводит к дальнейшему
развитию заболевания, усилению тяжести припадков
и возникновению спонтанных судорог, характерных
для височной эпилепсии. Известно, что активация
глутаматергической трансмиссии приводит к воз-
никновению эксайтотоксичности [49, 50]. Эксай-
тотоксичность является причиной многих нейро-
дегенеративных заболеваний, включая болезнь
Альцгеймера, болезнь Паркинсона и болезнь Ген-
тингтона, которые проявляются в снижении памя-
ти, обучения и нейропластичности [51]. Мы пред-
полагаем, что выявленные нами нарушения рабо-
ты глутаматергических нейронов гиппокампа,
приводящие к усилению продукции глутамата, яв-
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ляются причиной сопутствующих дегенеративных
и неврологических заболеваний. Показанные нами
нарушения молекулярных механизмов регуляции
продукции глутамата имеют важное значение, так
как на сегодняшний день основное внимание со-
средоточено на создании терапевтических средств
на основе регуляции рецепторов и синаптической
передачи. Меньшее внимание уделяется анализу
внутриклеточных механизмов регуляции продук-
ции нейротрансмиттеров. Выяснение точных мо-
лекулярных механизмов регуляции функциониро-
вания нейронов, дефекты которых носят хрониче-
ский характер, может послужить основой для
разработки новых подходов лечения не только височ-
ной эпилепсии, но и коррекции сопутствующих нев-
рологических и дегенеративных заболеваний.
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CHRONIC DYSREGULATION OF GLUTAMATERGIC TRANSMISSION
IN THE HIPPOCAMPUS OF KRUSHINSKY–MOLODKINA RATS INDUCED 

BY REPEATED EPILEPTIFORM SEIZURES

E. P. Aleksandrovaa, A. P. Ivleva, A. A. Kulikova, L. S. Nikitinaa,
M. V. Glazovaa, and E. V. Chernigovskayaa,#

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: chern755@mail.ru

Temporal lobe epilepsy is characterised by the development of associated neurological and psychiatric disorders.
One of the possible causes is obviously a disturbance in the balance of the excitatory and inhibitory neurotrans-
mitter systems of the hippocampus. Chronic abnormalities in the molecular mechanisms of regulation of hippo-
campal glutamatergic system activity in temporal lobe epilepsy are currently poorly understood. In the present
study, we used Krushinsky–Molodkina (KM) rats subjected to repeated audiogenic seizures to simulate temporal
lobe epilepsy. Molecular mechanisms of regulation of glutamate production by hippocampal neurons were ana-
lysed one week after the end of short-term (14 seizures) and long-term (21 seizures) kindling. In the hippocampus
of КM rats, kindling results in activation of ERK1/2 kinases as well as activation of the transcription factor CREB
and increased expression of the transcription factor Fra1, glutaminase and the vesicular glutamate transporters
VGLUT1 and 2, that is proteins responsible for glutamate production. These data indicate increased activity of
glutamatergic hippocampal neurons persisting for a week at rest after the completion of the last audiogenic stim-
ulation. Enhanced expression of mGluR1 glutamate receptors, whose activation is known to result in Ca2+ re-
lease and increased excitotoxicity, is also shown. Long-term enhancement of glutamatergic transmission induced
by repeated epileptiform seizures is not only responsible for further epileptogenesis, but may also underlie the de-
velopment of neurodegenerative complications.

Keywords: epilepsy, Krushinsky–Molodkina rats, audiogenic kindling, glutamat, hippocampus
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