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Височная эпилепсия – распространенное неврологическое заболевание, которое во многих случаях 
сопровождается фармакорезистентностью. Современный подход к лечению пациентов с лекарствен-
ной устойчивостью включает в себя хирургическое вмешательство, которое не гарантирует полноцен-
ное выздоровление. В настоящее время разрабатываются новые противоэпилептические препараты, 
воздействующие на сигнальные каскады, присущие эпилептогенезу. Для разработки таких препаратов 
необходимо знание основных механизмов патогенеза эпилепсии. Цель работы – исследовать динамику 
изменения белков, участвующих в регуляции апоптоза, циркадных ритмов и антиоксидантного ответа 
в височной коре мозга при длительном киндлинге на модели крыс линии Крушинского-Молодкиной 
(КМ) с наследственной аудиогенной эпилепсией. Динамику изменения белков интереса – p53, CLOCK, 
Nrf2, p105 – исследовали в височной коре головного мозга (иммуногистохимическое исследование, Ве-
стерн блоттинг). Выявлено, что у контрольных крыс КМ уровень p53 ниже, чем у крыс Вистар. У крыс 
КМ, подвергшихся киндлингу в течение 21 дня, содержание p53 увеличивается в сравнении с КМ-кон-
тролем. Уровень CLOCK оказался понижен в группе КМ контроль по сравнению с отрицательным кон-
тролем и повышен у группы КМ после киндлинга 21 день относительно КМ после киндлинга 7 дней. 
Изменений продукции Nrf2 и p105 обнаружено не было. Полученные данные позволяют предположить, 
что изменение уровня исследуемых белков у контрольных крыс КМ в сравнении с крысами Вистар ге-
нетически обусловлены. Индуцированный эпилептогенез (киндлинг) в течение 21 дня приводит к акти-
вации p53-зависимого апоптозного пути и возможному десинхронозу – изменению циркадных ритмов. 
Полученные данные вносят вклад в изучение механизмов височной эпилепсии и требуют дальнейших 
исследований, связанных с митохондриальным апоптозом и сдвигом цикла сна-бодрствования в пато-
генезе височной эпилепсии. 
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ВВЕДЕНИЕ
Височная эпилепсия (ВЭ) – распространенное 

неврологическое заболевание, характеризующееся 
судорожными припадками, вызванными чрезмер-
ной электробиологической активностью нейро-
нов мозга. Очаг этой разновидности заболевания 
локализуется в лимбической системе (мезиальная 
височная эпилепсия), неокортексе (латеральная 
височная эпилепсия) либо содержит смешанный 

очаг, характерный для обеих указанных форм [1]. 
Среди всех пациентов с эпилепсией больные с ВЭ 
имеют самый высокий процент фармакорезистент-
ной формы [2]. В случае лекарственно устойчивой 
формы заболевания эпилептогенный очаг удаляют 
хирургически, однако невозможно предсказать, на-
сколько высок риск повторения припадков после 
отмены противоэпилептических препаратов вслед-
ствие хирургического вмешательства [3].
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Очевидно, что проблема поиска новых противо-
эпилептических препаратов в наши дни особенно 
актуальна. В дополнение к традиционным методам 
лечения ВЭ (антиконвульсанты) разрабатываются 
препараты, основанные на таргетной медицине. 
Цель такой терапии – воздействовать на сигналь-
ные каскады, способствующие развитию и течению 
эпилептогенеза [4]. В течение эпилептогенеза про-
текает множество клеточных изменений: нейро-
воспаление, аберрантный нейрогенез, реактивный 
глиоз, гибель нейронов и т.д. [5, 6].

Одной из причин возникновения эпилепсии во 
взрослом возрасте является лимбический энце-
фалит, частота судорог повышается при аутоим-
мунных заболеваниях [7]. Потенциальное участие 
нейровоспаления в патогенезе эпилепсии впервые 
было замечено на данных клинических испыта-
ний, показывающих противосудорожный эффект 
от применения противовоспалительных препара-
тов и стероидов [8]. Повышение цитокинов и хемо-
кинов во время судорожных припадков приводит к 
активации иммунных клеток, которые усиливают 
воспалительную реакцию и способствуют повреж-
дению нейронов [9]. Кроме того, гибель возбужда-
ющих или тормозящих нейронов смещает баланс 
возбуждения-торможения, что может способство-
вать эпилептогенезу [10]. 

Субъединицы р106 и р65 из семейства факторов 
транскрипции генов иммунного ответа NF-kB мо-
гут оказывать как провоспалительное, так и про-
тивовоспалительное воздействие в зависимости от 
пути активации. Субъединица р105 может являться 
репрессором либо активатором генов, в то время 
как р65 – активатором [11]. 

Судорожная активность приводит к нейрональ-
ной гибели и, далее, к различным нарушениям, в 
том числе когнитивным [12]. Исследование меха-
низма гибели нейронов после эпилептических при-
ступов выявило роль сигнальных путей апоптоза. 
Апоптоз может протекать по внешнерецепторно-
му и внутреннему пути (митохондриальному либо 
зависящему от эндоплазматического ретикулума). 
Связь митохондриального апоптоза с окислитель-
ным стрессом можно проследить через повыше-
ние внутриклеточного кальция в митохондриях во 
время эпилептических припадков, что приводит к 
переизбытку активных форм кислорода (АФК) и 
последующей активации апоптоза, опосредуемого 
Caspase-3 [13].

Внешний путь апоптоза может осуществлять-
ся за счет взаимодействия рецептора смерти Fas со 
своим лигандом, что влечет за собой образование 
липидного рафта, последующую активацию NOX и 
производство АФК [13, 14]. При этом при неболь-
шом избытке АФК активируется система антиок-
сидантной защиты, опосредуемая Nrf2.

Имеются также данные о том, что эпилепсия 
влияет на циркадные ритмы. Показано, что судо-
рожные припадки, локализованные в височной до-
ле, имеют наибольшую интенсивность в световом 
интервале суток [15]. Исследования на модельных 
животных с хронической височной и иными ви-
дами эпилепсии регистрируют склонность к при-
падкам в определенное, но не совпадающее время 
суток [16]. На данный момент актуальным являет-
ся предположение о том, что связь между циркад-
ными ритмами и эпилепсией имеет двойственный 
характер: циркадная дисфункция может стимули-
ровать развитие эпилепсии и, наоборот, эпилеп-
тогенез может привести к нарушению циркадных 
ритмов – десинхронозу [17]. Изучение этой связи 
может помочь в прогнозировании припадков эпи-
лептического генеза и сделать терапию более эф-
фективной.

Циркадные ритмы опосредуются ритмичной 
экспрессией часовых генов CLOCK, BMAL1, PER 
и CRY и активностью соответствующих белков. В 
начале циркадного дня происходит взаимодействие 
CLOCK:BMAL1. Получившийся димер переме-
щается из цитоплазмы в ядро и запускает транс-
крипцию PER и CRY c помощью взаимодействия 
с промоторами E-box [18]. PER и CRY действуют 
по механизму отрицательной обратной связи и ре-
прессируют активность лидирующего димера в пе-
риод циркадной ночи, после чего разрушаются и 
дают начало новому циркадному циклу [18, 19].

Изменения экспрессии BMAL1, PER и CRY ис-
следовались на животных при эпилептическом 
статусе, индуцированном пилокарпином, и на ма-
териале, полученном от пациентов [20, 21]. Менее 
известно о динамике синтеза CLOCK при эпилеп-
тогенезе. В пилокарпиновой модели эпилепсии за-
фиксировано уменьшение транскриптов CLOCK 
при длительном воздействии, но на ранних этапах 
эксперимента изменений не нашли [21]. При этом 
потеря CLOCK в корковых возбуждающих нейро-
нах способствует развитию эпилепсии [22].

Следует заметить, что PER2 может связываться 
с отрицательным регулятором транскрипционно-
го фактора p53 MDM2, тем самым индуцируя p53 
[23]. P53-зависимый апоптоз активируется при 
клеточных стрессах различного генеза, в том чис-
ле окислительном, опосредуя митохондриальный 
апоптозный путь. Показано, что гибель клеток при 
эпилептогенезе может быть связана с активацией 
p53 [24]. Есть предположения о зависимости окис-
лительного стресса и последующего апоптоза от 
активации p53-зависимых окислительно-восстано-
вительных ферментов [13]. По данным некоторых 
авторов, р53 также способствует росту и регенера-
ции аксонов [25]. 
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Многие клеточные стимулы способны приво-
дить к индукции p53 и NF-kB. p53 и р65 ингибируют 
способность друг друга стимулировать экспрессию 
генов, и этот процесс контролируется относитель-
ными уровнями каждого фактора транскрипции 
[4]. При высоких клеточных стрессах p53 активиру-
ет апоптоз, а при умеренных – запускает Nrf2-за-
висимый антиоксидантный ответ [26]. При окис-
лительном стрессе Nrf2 диссоциирует от своего 
отрицательного регулятора, взаимодействует с ARE 
в промоторной части многих антиоксидантных ге-
нов и активирует их транскрипцию.

Nrf2 играет важную роль в эпилептогенезе. У 
пациентов с височной эпилепсией обнаружена по-
вышенная экспрессия мРНК Nrf2 в ткани гиппо-
кампа, а также увеличение продукции Nrf2 после 
индукции приступов пилокарпином у лаборатор-
ных животных [27]. При введении активатора Nrf2 
сульфофорана наблюдалось снижение гибели ней-
ронов, вызванное эпилептическим статусом [28]. 
На основе анализа литературных данных можно 
предположить, что активаторы Nrf2-зависимого 
антиоксидантного пути могут быть выдвинуты как 
потенциальные противоэпилептические лекар-
ственные препараты.

Таким образом, целью работы было исследо-
вание изменений уровня белков, участвующих в 
апоптозе, регуляции циркадных ритмов и анти-
оксидантной защиты при аудиогенном киндлинге 
длительностью 7 и 21 дней на модели крыс линии 
Крушинского-Молодкиной, которое включало в 
себя изучение динамики продукции p53, CLOCK, 
Nrf2 и p105 в височной доле мозга в зависимости от 
длительности киндлинга, а также сравнение базо-
вого уровня синтеза данных белков у крыс линии 
КМ в сравнении с крысами линии Вистар.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалы
Эксперимент выполняли на крысах линии Кру-

шинского-Молодкиной (КМ), которые являются 
моделью рефлекторной аудиогенной эпилепсии. 
Крысы инбредной линии КМ имеют предрасполо-
женность к судорожным припадкам в ответ на зву-
ковую стимуляцию. Данная линия характеризуется 
развитием тонических судорог максимальной ин-
тенсивности практически у всех животных каждого 
поколения. Индукция судорог приводит к возник-
новению эпилептического очага в стволовых отделах 
мозга, однако длительное повторение акустической 
стимуляции приводит к распространению эпилепти-
ческой активности на гиппокамп и кору головного 
мозга животных. Также использованы крысы ли-
нии Вистар в качестве отрицательного контроля для 
выявления генетических особенностей предраспо-
ложенности к заболеванию у крыс линии КМ. Жи-
вотных содержали в стандартных условиях в клетках 
вивария со свободным доступом к корму и воде. 

В эксперименте использованы 29 животных, 
распределенных в группы по 5–6 крыс в каждой 
(рис. 1). Для выяснения роли исследуемых белков 
экспериментальные группы подвергали процеду-
ре аудиогенного киндлинга (9 kHz, 50 dB) в тече-
ние 7 и 21 дней. Во время эксперимента произво-
дилась видеофиксация. Судороги оценивали по 
модифицированной шкале Racine, тяжесть судорог 
составляла 6 баллов. После окончания киндлинга 
для животных наступал семидневный период по-
коя, по окончанию данного периода проводили не-
кропсию с использованием препарата “Золетил”. 
Киндлинг в течение 21 дня подразумевает сформи-
ровавшуюся лимбическую эпилепсию, в то время 
как 14-дневный киндлинг ассоциирован с одни-

Рис. 1. План эксперимента.
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ми из начальных ступеней развития лимбической 
эпилепсии [30]. Период покоя в течение 7 дней был 
выбран для исследования отсроченной реакции на 
длительный киндлинг. В качестве положительно-
го контроля выступали интактные крысы линии 
КМ (КМ Control, KMC). Некропсию контрольных 
крыс КМ проводили параллельно с некропсией 
экспериментальной группой КМ7+7 (крысы КМ, 
подвергнутые киндлингу в течение 7 дней + 7 дней 
покоя). В качестве дополнительного контроля вы-
ступали две интактные группы крыс линии Вистар 
(Wistar Control, WC). Их выводили из эксперимен-
та одновременно с группами КМ 7+7 и КМ 21+7 
(крысы КМ, подвергнутые киндлингу в течение 21 
дня + 7 дней покоя). 

Производили перфузию физраствором, декапи-
тацию и извлечение головного мозга. Мозг разделя-
ли на две половины в сагиттальной плоскости. Из 
левой половины иссекали кору височной доли для 
приготовления проб для Вестерн блоттинга (ВБ). 
Правую половину мозга для иммуногистохимиче-
ского (ИГХ) анализа фиксировали в 4% парафор-
мальдегиде на фосфатном буфере и оставляли на 
2 дня при +4°С. После переносили в раствор 20% 
сахарозы на 5 дней. Затем помещали в емкость с 
изопентаном, находящуюся в сухом льду, на 1 мин, 
при −50°С, далее хранили при –80°С. Чередующи-
еся срезы толщиной 5–6 мкм изготовили на крио-
стате (Leica, Германия) и фиксировали на предмет-
ных стеклах для проведения ИГХ. Согласно атласу 
крысиного мозга [31], интерес представляла амиг-
дало-пириформная трансляционная область (ви-
сочная кора). 

Методы 
Иммуногистохимия (ИГХ)
Для оценки экспрессии белков p53, CLOCK, 

Nrf2, p105 на срезах коры височной доли мозга про-
водили ИГХ реакции с немечеными поликлональ-
ными антителами к p53 (Rabbit, ab131442, Аbcam, 
1:90), CLOCK (Rabbit, ab3517, Аbcam, 1:620), Nrf2 
(Rabbit, E-AB-32280, Elabscience, 1:150), p105 
(Rabbit, ab32360, Abcam, 1:600), антитела разводили 
в фосфатно-солевом буфере. Демаскировку анти-
гена проводили с помощью цитратного буфера при 
pH = 6.0, 90°С – 10 мин, далее стекла оставляли на 
15 мин в этом буфере остывать. Блокировку прово-
дили в 2% растворе бычьего сывороточного альбу-
мина в фосфатно-солевом буфере в течение 1 часа. 
Срезы оставляли для инкубации с первичными ан-
тителами при комнатной температуре на ночь. Сиг-
нал проявляли с помощью биотинилированных 
вторичных антител (Goat Anti-Rabbit IgG Antibody 
(IgG (H+L) goat Vector Lab BA1000 LOT U1001, 
1:200, антитела разводили в фосфатно-солевом бу-
фере), реагирующих со стрептавидин-пероксида-
зой (Streptavidin-Peroxidase Polymer, Ultrasensitive 
Product Number S 2438 Sigma 1:400), разведенной в 

фосфатно-солевом буфере. С целью оценки специ-
фичности окрашивания для каждого белка прово-
дили отрицательный контроль (ИГХ без первичных 
антител), в результате чего получали отсутствие им-
мунного окрашивания на срезах. Микрофотогра-
фии срезов головного мозга получали на микроско-
пе PFM (WPI) с цветной камерой Leica DFC300 FX 
при разрешении 1280×960 пикселе, с последующей 
денситометрией (программа PhotoM 1.31). Оптиче-
скую плотность областей интереса оценивали как 
интенсивность сигнала относительно малоокра-
шенных областей в височной коре. 

Вестерн блоттинг (ВБ)
Участки височной коры для Вестерн блоттинга 

гомогенизировали в лизатном буфере (20 мМ Tris pH 
7.5, 1% Triton-X100, 100 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ 
ЭГТА), содержащем ингибиторы фосфатазы (Roche, 
#04 906 837 001) и протеазы (Sigma-Aldrich, #P8340), 
инкубировали при 4ºС 1 ч, после чего центрифуги-
ровали при 12000 g. После центрифугирования от-
бирали получившийся супернатант, добавляли бу-
фер Лэммли с меркаптоэтанолом и инкубировали 
10 минут при 95°С. Общее содержание белка опре-
деляли методом Лоури с использованием бычьего 
сывороточного альбумина (БСА, #1.4.1.4, Биолот, 
Санкт-Петербург, Россия) в качестве стандарта. По-
сле вертикального электрофореза в 10% полиакри-
ламидном геле (6 мкг белка в лунке) белки из геля пе-
реносили на нитроцеллюлозную мембрану мокрым 
методом (BioRad, #1620112). Перенос осуществлял-
ся в трансферном буфере, содержащем 25 мМ Трис, 
192 мМ глицин и 20% метанол, при токе 100 мА.  
Мембраны инкубировали в 3% растворе БСА в 
TBST буфере (0.1% Твин 20, 0.2 мМ Трис, 137 мМ 
NaCl, 20% Tween-20) в течение 1 ч. Затем мембраны 
инкубировали при 4°С в течение ночи с первичными 
антителами к CLOCK (ab3517, Аbcam, 1: 1000), Nrf2 
(E-AB-32280, Elabscience, 1:1000) и Tubulin (CAB-
870Mi22, Cloud-Clone Corp 1:1000) при постоянном 
перемешивании. Затем мембраны инкубировали со 
вторичными антителами (A0545, Anti-Rabbit IgG, 
peroxidase antibody produced in goat, Sigma, 1:5000, 
для Tubulin B8520, Anti-Mouse IgG, Biotin antibody 
produced in rabbit, Sigma, 1:5000) с последующим 
использованием реакции хемилюминисцентной 
детекции пероксидазы с субстратом SuperSignal™ 
West Dura Extended Duration Substrate (ThermoFisher 
Scientific, #34075). Для разведения антител использо-
вали 3% раствор БСА в TBST буфере. Реакцию оце-
нивали с помощью гель-детектирующей системы 
ChemiDoc MP Imaging System (#12003154, Bio-Rad) с 
денситометрией блотов в программе “ImageJ”. Уро-
вень специфичного сигнала для каждого белка нор-
мировали на сигнал тубулина.

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку результатов прово-

дили с помощью непараметрического теста Краске-
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ла-Уоллиса с помощью программного обеспечения 
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, США). Данные 
в статье представлены как медиана и интерквартиль-
ное расстояние для каждой группы. Достоверными 
считали отличия при уровне значимости р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изменения уровня p53 у крыс КМ при аудиогенном 

киндлинге. Иммуногистохимический анализ.
При сравнении данных ИГХ анализа крыс 

из группы отрицательного контроля (Q1 = 0.42, 
Med = 0.46, Q3 = 0.48, n = 5 ) с крысами из группы 
положительного контроля обнаружено статистиче-
ски значимое увеличение уровня p53 у интактных 

крыс КМ (рис. 2b, c). Аудиогенный киндлинг в те-
чение 7 дней (U = 0, Q1 = 0.49, Med = 0.56, Q3 = 0.58, 
n =5, p = 0.06) не повлиял на продукцию p53 у экс-
периментальных крыс КМ при сопоставлении с 
контрольными крысами той же линии, однако мы 
зафиксировали повышенный уровень этого белка у 
крыс группы КМ21+7 (U = 0, Q1 = 0.38, Med = 0.58, 
Q3 = 0.68, n = 3, p = 0.02) относительно КМС (рис. 2a). 
При этом достоверных отличий в продукции белка 
у экспериментальных групп не наблюдали. Изме-
ненный уровень p53 у группы KMC относительно 
WC можно объяснить генетическими особенностя-
ми линии КМ. Увеличение уровня продукции p53 
в группе КМ21+7 может быть вызвано активацией 
p53-зависимого апоптозного пути.

Рис. 2. (a) – Сравнение уровня p53 в коре височной доли мозга у экспериментальных животных (ИГХ); (b) – Кора височной области 
крысы из группы WC. ИГХ с антителами к p53, х200; (c) - Кора височной области крысы из группы KMC. ИГХ с антителами к p53, 
х200. WС – контрольная группа крыс линии Вистар, KMC – контрольная группа крыс линии КМ, KM7+7 – экспериментальная 
группа крыс, с которыми производили киндлинг в течение 7 дней + 7 дней покоя, KM21+7 – экспериментальная группа крыс, с 
которыми производили киндлинг в течение 21 дня+ 7 дней покоя.
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Изменения уровня CLOCK у крыс КМ при аудио-
генном киндлинге. Иммуногистохимический анализ и 
Вестерн блоттинг.

Уровень экспрессии CLOCK у контрольных 
крыс КМ (Q =0, Q1 = 0.032, Med = 0.034, Q3 = 0.043, 
n = 4, p = 0.03) заметно снижен в сравнении с кры-
сами Вистар (Q1 = 0.06, Med = 0.07, Q3 = 0.14, n = 5, 
p = 0.03,  рис. 3a). Статистически значимых раз-
личий при сравнении KMC и эксперименталь-
ных групп КМ7+7 (U =3, Q1 = 0.023, Med = 0.028, 
Q3 = 0.040, n = 3, p = 0.20) и КМ21+7 не обнаружили 
(рис. 3b, c, 4). Вестерн блоттинг не выявил значимых 
различий между КМ7+7 и КМ21+7 (рис. 4a), но бо-
лее тщательный анализ (ИГХ) показал увеличение 
продукции CLOCK у КМ21+7 относительно КМ7+7  
(U = 0, p = 0.03, рис. 3a).

Пониженный уровень CLOCK в группе KMC 
относительно WC может предполагать наличие ге-
нетических особенностей линии КМ. Различные 
уровни этого белка в группах KM7+7 и KM21+7 
свидетельствуют о развитии десинхроноза.

Изменения уровня Nrf2 у крыс КМ при аудиоген-
ном киндлинге. Иммуногистохимический анализ и Ве-
стерн блоттинг. 

При сравнении WC (Q1 = 0.006, Med = 0.009, 
Q3 = 0.012, n = 3) и KMC (U = 2, Q1 = 0.012, 
Med = 0.019, Q3 = 0.021, n = 3, p = 0.90) мы не на-
шли статистически значимых различий в продук-
ции Nrf2 (рис. 5a, b, c). Не наблюдалось измене-
ний экспрессии этого белка у экспериментальных 
групп (KM 7+7: U = 9, Q1 = 0.014, Med = 0.018, 
Q3 = 0.020, n = 4, p = 0.03, KM21+7: U = 9, Q1 = 0.007,  

Рис. 3. (a) – Сравнение уровня CLOCK в коре височной доли мозга у экспериментальных животных (ИГХ); (b) – Кора височной 
области крысы из группы KMC. ИГХ с антителами к CLOCK, х200; (c) - Кора височной области крысы из группы KM7+7. ИГХ с 
антителами к CLOCK, х200. WC – контрольная группа крыс линии Вистар, KMC – контрольная группа крыс линии КМ, KM7+7 – 
экспериментальная группа крыс, с которыми производили киндлинг в течение 7 дней + 7 дней покоя, KM21+7 – эксперименталь-
ная группа крыс, с которыми производили киндлинг в течение 21 дня + 7 дней покоя.
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Med = 0.013, Q3 = 0.023, n = 4, p = 0.61) в сравнении 
с положительным контролем (рис. 5a). Отличия в 
уровнях Nrf2 у групп КМ7+7 и КМ21+7 тоже не бы-
ли обнаружены (рис. 5a, 6).

Изменение уровня p105 у крыс КМ при аудиогенном 
киндлинге. Иммуногистохимический анализ. 

Сравнение групп крыс WC (Q1 = 0.031, 
Med = 0.035, Q3 = 0.041, n = 5) и KMC (U = 6, 
Q1 = 0.025, Med = 0.032, Q3 = 0.037, n = 4, p = 0.26) 
не показало значимых различий в продукции субъ-
единицы p105 белка Nf-kB (рис. 7a). Не обнаруже-
но отличий между контрольной группой крыс КМ 
и группами КМ21+7 и КМ7+7 (KM 7+7: U = 5, 
Q1 = 0.017, Med = 0.025, Q3 =0.053, n = 3, p = 0.8, 
KM21+7: U = 1, Q1 = 0.042, Med = 0.07, Q3 = 0.142, 
n = 4, p = 0.57). Сравнение экспериментальных 
групп, подвергшихся киндлингу разной продолжи-
тельности (рис. 7a), также не выявило различий.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Результаты, полученные нами с использовани-

ем аудиогенной модели эпилепсии: уменьшение 

продукции р53 в коре височной доли у KMC от-
носительно WC и увеличение у группы КМ21+7 в 
сравнении с KMC – согласуются с данными, по-
лученными на модели химически индуцированной 
эпилепсии. У крыс, которым вводили пентилен-
тетразол, наблюдался повышенный уровень p53 в 
CA3 области гиппокампа на протяжении четырех 
недель, причем экспрессия p53 оставалась без из-
менений на протяжении эксперимента [31]. Не бы-
ло показано повышения уровня p53 после 4 дней 
аудиогенного киндлинга на крысах КМ [4]. Можно 
предположить, что повышение активности p53-за-
висимого апоптозного пути происходит вследствие 
множественных судорожных припадков.

При исследовании биоптатов эпилептогенных 
тканей, полученных от пациентов при операции, 
показано, что экспрессия СLOCK в височной тка-
ни снижена [22]. Было продемонстрировано сни-
жение экспрессии CLOCK в эпилептогенной об-
ласти человека и пониженный порог судорожной 
активности у мышей с нокаутом гена CLOCK [32], 
что косвенно подтверждает полученные нами ре-
зультаты – снижение уровня CLOCK у положи-

Рис. 4. (a), (b) – Сравнение уровня CLOCK в коре височной доли мозга у экспериментальных животных (ВБ); WC – контрольная 
группа крыс линии Вистар, KMC – контрольная группа крыс линии КМ, KM7+7 – экспериментальная группа крыс, с которыми 
производили киндлинг в течение 7 дней + 7 дней покоя, KM21+7 – экспериментальная группа крыс, с которыми производили 
киндлинг в течение 21 дня + 7 дней покоя.
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тельного контроля в сравнении с отрицательным 
и повышение продукции у группы КМ21+7 в срав-
нении с КМ7+7. В каинатной модели эпилепсии 
уровни транскриптов CLOCK в гиппокампе также 
снижались в эпилептической фазе [20].

Окислительный стресс рассматривается как 
один из пусковых механизмов развития эпилепсии 
[33]. Мы изучали изменения антиоксидантного 
транскрипционного фактора – Nrf2 при индуциро-
ванном эндогенном эпилептогенезе у крыс КМ. В 
нашем исследований мы не нашли статистически 
значимых различий в продукции Nrf2 между опыт-
ными и контрольными группами. Подобные ре-
зультаты демонстрируются в других работах: отсут-
ствие изменений уровня Nrf2 через неделю после 
инциированного пентитетразолом эпилептическо-

го статуса [34] и на каинатной модели [27]. Зна-
чительное увеличение уровня Nrf2 наблюдается в 
начале эпилептического статуса в нейронах гиппо-
кампа мышей, возможно, как клеточный ответ на 
действие стрессирующего фактора (киндлинг) [35]. 
На данный момент также активно исследуется ней-
ропротекторное действие активаторов Nrf2 как по-
тенциальных противоэпилептических препаратов.

Предполагается, что нейровоспаление прини-
мает активное участие в эпилептогенезе [7]. Во вре-
мя эпилептических судорожных припадков проис-
ходит повышение уровня цитокинов, хемокинов 
и других медиаторов воспаления в головном моз-
ге [36]. Мы исследовали экспрессию субъединицы 
p105 в коре височной доли у крыс КМ при длитель-
ном аудиогенном киндлинге. По литературным 

Рис. 5. (a) – Сравнение уровня Nrf2 в коре височной доли мозга у экспериментальных животных (ИГХ); (b) – Кора височной области 
крысы из группы WC. ИГХ с антителами к Nrf2, х200; (c) – Кора височной области крысы из группы KMC. ИГХ с антителами к Nrf2, 
х200. WC – контрольная группа крыс линии Вистар, KMC – контрольная группа крыс линии КМ, KM7+7 – экспериментальная 
группа крыс, с которыми производили киндлинг в течение 7 дней + 7 дней покоя, KM21+7 – экспериментальная группа крыс, с 
которыми производили киндлинг в течение 21 дня + 7 дней покоя.
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данным, показано как про-, так и противовоспали-
тельное действие данного белка. Так, содержание 
фосфорилированной субъединицы р105 в коре го-
ловного и белом веществе пациентов с эпилепсией 
было значительно выше по сравнению с контроль-
ной группой [37]. Sun и соавторы (2002) показали 
повышение экспрессии Nf-kB в гиппокампе [21]. 
В наших экспериментах мы не обнаружили изме-
нений экспрессии субъединицы p105 белка Nf-Kb, 
возможно, в развитии нейровоспаления при эпи-
лептогенезе у крыс линии КМ играют роль другие 
медиаторы воспаления.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, нами было изучено влияние ау-

диогенного киндлинга длительностью 7 дней и 21 
день на экспрессию p53, CLOCK, Nrf2 и субъеди-
ницы p105 белка Nf-Kb в коре височной доли мозга 
крыс линии Крушинского-Молодкиной. Повышен-
ный уровень p53 у группы КМ21+7 в сравнении с 
контрольной группой той же линии, очевидно, сви-
детельствует об активации p53-зависимого апоптоз-
ного пути после 21 дня аудиогенного киндлинга. По-
вторяющиеся эпилептические припадки, возможно, 
способствуют смещению циркадных ритмов (увели-

ченный уровень экспрессии CLOCK у КМ21+7 от-
носительно КМ7+7) и приводят к десинхронозу. Мы 
не обнаружили изменения количества Nrf2, участву-
ющего в регуляции антиоксидантных процессов, 
как и субъединицы p105 транскррипционного фак-
тора Nf-Kb, регулирующего воспаление. 

Сниженный уровень экспрессии CLOCK и р53 в 
височной доле интактных крыс Крушинского-Мо-
лодкиной по сравнению с крысами линии Вистар 
может свидетельствовать о генетической предраспо-
ложенности животных к судорожным припадкам. 

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Все процедуры с использованием животных прово-

дились согласно этическим принципам, изложенным в 
Европейской конвенции по защите позвоночных жи-
вотных (№ 123 01/01/1991), используемых для экспери-
ментальных и других научных целей, и были одобрены 
этической комиссией Института эволюционной физио-
логии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН.

ВКЛАДЫ АВТОРОВ
Идея работы и планирование эксперимента (Е.Д.Б., 

Е.В.Ч., А.З.Б., А.П.И.), сбор данных (Е.Д.Б., А.З.Б., 
А.П.И., Е.В.Ч., А.А.Н., Д.А.Л.), обработка данных (Е.Д.Б., 
А.З.Б., А.П.И., А.А.Н., Д.А.Л.), написание и редактирова-
ние манускрипта (Е.Д.Б., Е.В.Ч., А.З.Б., А.А.Н., Д.А.Л.).

Рис. 6. (a), (b) – Сравнение уровня NRF2 в коре височной доли мозга у экспериментальных животных (ВБ); WC – контрольная 
группа крыс линии Вистар, KMC – контрольная группа крыс линии КМ, KM7+7 – экспериментальная группа крыс, с которыми 
производили киндлинг в течение 7 дней + 7 дней покоя, KM21+7 – экспериментальная группа крыс, с которыми производили 
киндлинг в течение 21 дня + 7 дней покоя.
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DYNAMICS OF CHANGES IN MARKERS OF APOPTOSIS,  
CIRCADIAN RHYTHMS AND ANTIOXIDANT PROCESSES  
IN THE MODEL OF TEMPORAL LOBE EPILEPSY IN RATS
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Temporal lobe epilepsy is a common neurological disorder that in many cases is accompanied by drug resistance. 
The current approach to the treatment of patients with drug resistance includes surgical intervention, which does 
not guarantee full recovery. At present, new antiepileptic drugs that affect signaling cascades inherent in epilep-
togenesis are being developed. The development of such drugs requires knowledge of the basic mechanisms of 
epilepsy pathogenesis. The aim of the work was to investigate the dynamics of expression of proteins involved 
in the regulation of apoptosis, circadian rhythms and antioxidant response in the temporal cortex of the brain 
during prolonged kindling in the Krushinsky-Molodkina (KM) rat model with hereditary audiogenic epilepsy. 
The dynamics of expression of studied proteins – p53, CLOCK, Nrf2, p105 - was investigated in the temporal 
cortex (immunohistochemistry, Western blotting). It was found that p53 level was lower in KM control rats than in 
Wistar rats. In KM rats subjected to 21 days kindling, p53 content is increased compared to KM control. CLOCK 
level was downregulated in the KM control group compared to the negative control and elevated in the KM group 
after kindling 21 days relative to the KM group after 7 days kindling. No changes in Nrf2 and p105 production were 
detected. The data obtained suggest that the changes in the levels of the studied proteins in control KM rats com-
pared to Wistar rats are genetically determined. Induced epileptogenesis (kindling) for 21 days leads to activation 
of p53-dependent apoptosis pathway and, possibly, to desynchronosis - change of circadian rhythms. The findings 
contribute to the study of temporal lobe epilepsy mechanisms and require further studies related to mitochondrial 
apoptosis and sleep-wake cycle shift in the pathogenesis of temporal lobe epilepsy.

Keywords: temporal lobe epilepsy, Krushinsky-Molodkina rats, audiogenic kindling, p53, CLOCK, Nrf2, p105


