
РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ им. И.М. СЕЧЕНОВА 2022, том 108, 
№ 11, с. 1511–1524

АНАЛИЗ ОРЕКСИНЕРГИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ ГИПОТАЛАМУСА
У КРЫС С РАЗЛИЧНЫМИ ФОРМАМИ ГЕНЕТИЧЕСКИ

ОБУСЛОВЛЕННОЙ ЭПИЛЕПСИИ

© 2022 г.   И. Ю. Морина1, А. Л. Михрина1, Е. В. Михайлова1, С. И. Ватаев1,
З. Р. Хисматуллина2, И. В. Романова1, *

1Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова Российской академии наук, 
Санкт-Петербург, Россия

2Башкирский государственный университет, Уфа, Россия
*E-mail: irinaromanova@mail.ru

Поступила в редакцию 27.09.2022 г.
После доработки 06.10.2022 г.

Принята к публикации 12.10.2022 г.

Проведено исследование гипоталамуса у половозрелых самцов двух линий крыс
с генетической предрасположенностью к различным формам эпилептической
активности: линия Крушинского–Молодкиной (КМ) с аудиогенной судорож-
ной активностью и линия WAG/Rij с абсансной эпилепсией. Результаты ПЦР
демонстрируют у крыс КМ повышенный уровень мРНК Д1- и Д2-рецепторов
дофамина, у крыс WAG/Rij не выявлено отличий в уровне экспрессии Д1-рецеп-
торов, но показано достоверно меньший уровень мРНК Д2 рецепторов по срав-
нению с крысами Вистар. У крыс КМ и WAG/Rij выявлен более высокий уровень
мРНК препро-орексина и белка орексина-А в нейронах перифорникальной об-
ласти. У крыс КМ не обнаружено отличий в уровне экспрессии орексиновых ре-
цепторов, а у крыс WAG/Rij уровень мРНК OX2R был выше, чем у крыс Вистар.
Полученные данные обсуждаются в связи с участием орексинергической систе-
мы мозга в регуляции дофаминергической системы и энергетического баланса
организма при эпилептической активности, а также вероятной функции орекси-
нов как факторов адаптации при патологических состояниях.
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Гипоталамус – отдел мозга, который участвует в регуляции висцеральных функ-
ций, в контроле адаптивных реакций организма как при изменении внешних воз-
действий, так и при патологических состояниях [1]. Нейроны гипоталамуса про-
ецируются в различные области мозга и выполняют интегративную роль. Одной из
функций гипоталамуса является контроль энергетического баланса организма [2, 3].
В реализацию этой функции вовлечены различные типы гипоталамических нейро-
нов, в частности вырабатывающие орексины [4–6].

Орексины (A и B) – два нейропептида, которые образуются из общей молекулы
препро-орексина [4, 5]. В мозге экспрессия препро-орексина осуществляется пре-
имущественно в гипоталамусе в нейронах перифорникальной области. Эффекты
орексинов опосредуются двумя типами G-протеин-связанных рецепторов: перво-
го (OX1R) и второго (OX2R) типа [7–9]. Показано, что OX1R селективен только
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для орексина-А, а через OX2R осуществляют действие оба типа орексинов [4, 5].
Отростки орексинергических нейронов и рецепторы орексинов выявлены в раз-
личных областях мозга (гипоталамусе, таламусе, гиппокампе, ядрах среднего мозга,
префронтальной коре, ядрах шва и др.), что свидетельствует об участии орексинов
в регуляции различных функций мозга [10, 11]. Общепризнано, что орексины во-
влечены в регуляцию пищевого поведения, энергетического баланса, бодрствова-
ния и пробуждения [4, 5, 12, 13], иммунного ответа [14–16] и др.

Тесные морфофункциональные взаимосвязи выявлены между орексинергиче-
скими нейронами гипоталамуса и моноаминергическими системами мозга. Про-
екции орексинергических нейронов, OX1R и OX2R обнаружены в дофаминергиче-
ских структурах среднего мозга [17], в телах орексин-иммунопозитивных нейронов
выявлены рецепторы к дофамину [18]. В связи с этим можно предположить, что
дисбаланс дофамина, развивающийся при различных патологиях, должен оказы-
вать влияние и на функциональную активность орексинергической системы гипо-
таламуса.

Эпилепсия – неврологическое заболевание, которое широко распространено в
обществе и является большой проблемой современной медицины. Этиология эпи-
лепсии чрезвычайно разнообразна. При этом некоторые формы эпилепсии связы-
вают с дисбалансом моноаминов, в частности дофамина [19–21]. В эксперименталь-
ных исследованиях на животных распространены фармакологические подходы, моде-
лирующие эпилептическую активность. Однако существуют и естественные
модели животных с генетической предрасположенностью к развитию эпилептиче-
ской активности. Исследование таких животных необходимо для разработки под-
ходов возможной фармакологической коррекции этих форм патологии.

Крысы линии Крушинского–Молодкиной (КМ) характеризуются генетической
предрасположенностью к аудиогенной судорожной активности. Максимальная су-
дорожная готовность у крыс КМ формируется к 3-месячному возрасту [22], прояв-
ляясь в виде однофазных или двухфазных генерализованных клонико-тонических
судорожных припадков продолжительностью от 1.5 до 2.5 мин [22–25]. Обнаруже-
но, что структурой мозга, где осуществляется запуск судорожной активности, в
частности у крыс с наследственной предрасположенностью к аудиогенным судоро-
гам, являются нижние бугры четверохолмия [26, 27], а дофаминергические нейро-
ны черной субстанции, контролирующие двигательную активность, вовлечены в
развертывание судорог [26].

Крысы линии Wistar Albino Glaxo rats, выведенной в Нидерландах в городе Ri-
jswijk (WAG/Rij), являются моделью генетической генерализованной абсансной
эпилептиформной активности. Причиной абсансной эпилепсии являются спон-
танные пик-волновые комплексы (ПВК), которые инициируются в глубоких слоях
соматосенсорной коры больших полушарий [28, 29], быстро распространяются в
кортикально-таламокортикальную сеть [30, 31]. У крыс линии WAG/Rij первые
ПВК начинают появляться в возрасте 2–3 мес. и полностью разворачиваются к
5–6 мес. За один день у крыс могут развиться сотни ПВК с частотой 7–10 Гц. Бы-
ли обнаружены ПВК нескольких типов: тип 1 (7.5–9.5 Гц длительностью 3–4 с) и
тип 2 (частота 8 Гц длительностью около 1 с), которые спонтанно возникают в кор-
ковой ЭЭГ [29, 32]. Известно, что в популяции крыс WAG/Rij встречаются особи
со смешанной формой эпилепсии: в дополнение к абсансной проявляется и аудио-
генная эпилептиформная активность [33].

Развитие абсансной эпилепсии у человека связывают, в частности, с мутацией
гена, кодирующего субъединицу GABA-A рецептора [34, 35]. Нарушение функцио-
нирования системы GABA, связанное с дефицитом нейротрансмиттера, отмечает-
ся в ряде структур мозга как у крыс WAG/Rij [36], так и у крыс КМ [37, 38]. Также у
крыс КМ и WAG/Rij в различных отделах головного мозга отмечается дисбаланс
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моноаминов по сравнению с крысами Вистар [39–43]. Однако эти данные получе-
ны на разных возрастных группах животных, при этом не было проведено анализа
состояния орексинергической и дофаминергической систем в гипоталамусе.

Гипоталамус не является структурой мозга, непосредственно вовлеченной в ге-
нерацию эпилептической активности. Однако изменения в функционировании
различных его систем при таких патологиях может носить адаптивный характер.
Цель настоящего исследования состояла в том, чтобы в гипоталамусе провести
анализ уровня орексина и орексиновых рецепторов у крыс с различными формами
эпилептической активности (крысы линий КМ и WAG/Rij), а также сопоставить
полученные данные с характером изменения в гипоталамусе активности дофами-
нергической системы.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты были выполнены согласно дизайну исследования, одобренному
Этическим комитетом Института эволюционной физиологии и биохимии им.
И.М. Сеченова РАН, European Communities Council Directive 1986 (2010/63/EEC) и
согласно правилам, изложенным в “Guide for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals”. Объектом исследований были самцы крыс КМ (возраст 4.5 мес.) аутбредной
популяции, которая поддерживается в виварии Института эволюционной физио-
логии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН [25]. У крыс КМ в 3-месячном возрасте
были подтверждены двухфазные генерализованные клонико-тонические судорож-
ные припадки в ответ на звуковое воздействие (синусоидальный тон частотой
8 кГц, интенсивность 90 дБ). Контролем для крыс КМ служили нечувствительные
к действию указанной звуковой стимуляции самцы крыс Вистар (4.5 мес.).

Также для исследования использованы самцы крыс WAG/Rij (6.5–7 мес.), попу-
ляция которых поддерживается в виварии Башкирского государственного универ-
ситета. У использованных для исследования крыс WAG/Rij ПВК эпилептиформ-
ная активность была предварительно подтверждена энцефалографически с помо-
щью подкожно вживляемых электродов. Отсутствие у этих крыс генерализованных
судорожных припадков проверяли, предъявляя им звуковой стимул с указанными
выше параметрами. Контролем для крыс WAG/Rij были самцы крыс Вистар того
же возраста, у которых в ответ на действие звука аудиогенные эпилептиформные
припадки не проявлялись.

Эксперименты проводили с 9:00 до 10:00 ч. После наркоза хлоралгидратом (400 мг/кг,
внутрибрюшинно) крыс декапитировали, извлекали мозг и 1) либо замораживали
в сухом льду, n = 7–8 в каждой группе; 2) либо погружали в 4%-ный раствор пара-
формальдегида, разведенного на 0.2 М фосфатном буфере (PB, рН 7.4), для имму-
ногистохимических исследований (n = 5 в каждой группе).

Из замороженного мозга в криостате (при –20°С для избежания разморозки) во
фронтальной плоскости вырезали область с гипоталамусом по координатам атласа
мозга крысы [44] и делили ее вдоль на две половины: одну использовали для опре-
деления катехоламинов методом высокоэффективной жидкостной хроматографии
(ВЭЖХ), вторую половину – для анализа уровня экспрессии генов методом ПЦР в
реальном времени. У крыс Вистар и WAG/Rij для анализа уровня экспрессии генов
также вырезали область префронтальной коры, которая, как известно, вовлечена в
развитие абсансной эпилепсии.

Уровень дофамина (ДА) и его метаболита диоксифенилуксусной кислоты
(ДОФУК) определяли методом обращеннофазной ВЭЖХ с электрохимической
детекцией на хроматографе Beckman Coulter (США) [45]. Протокол приготовле-
ния проб и условий детекции подробно описан ранее [46]. Конечная концентра-
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ция ДА и ДОФУК выражена в процентах относительно соответствующего уров-
ня у крыс Вистар (100%).

Для оценки экспрессии генов, кодирующих препро-орексин (pOX), рецепторы
орексина (OX1R и OX2R) и дофамина (D1R, D2R – Lage form) использовали коли-
чественную ПЦР в реальном времени. Тотальную РНК выделяли из ткани гипота-
ламуса с помощью TRI-reagent (Invitrogen, США) согласно инструкции производи-
теля. Чистоту (A260/A280 ≥ 1.6) и концентрацию РНК определяли с помощью
“Nanophotometer C40” (Implen, Германия). Синтез обратной транскрипции (ОТ)
проводили с помощью ОТ MMLV RT kit (Evrogen, Россия) с 1 мкг тотальной РНК
по инструкции производителя. Амплификацию проводили в смеси (25 мкл), со-
держащей 10 нг ОТ-продукта, по 0.4 мкМ прямого (F – forvard) и обратного (R –
reverse) праймеров (табл. 1), qPCRmix-HS SYBR + LowROX (“Евроген”, Россия) в
96-луночных ПЦР-планшетах (в триплетах) с помощью прибора “7500 Real-Time
PCR System” (“Life Technologies, Thermo Fisher Scientific Inc.”, США). Протокол
циклов амплификации ранее был подробно описан [47]. Для количественной
оценки относительного уровня мРНК использовали метод delta-delta Ct.

Чистоту ПЦР-продукта проверяли с помощью электрофореза в 30%-ном агароз-
ном геле с бромистым этидием. Свечение продукта в геле анализировали с помо-
щью гель-документирующей системы (Chemidoc, Biorad, Великобритания).

Для иммуногистохимических исследований мозг фиксировали в течение 4 сут
(4°С), далее промывали в 0.02 M фосфатном буфере c 0.9% NaCI (PBS, рН 7.4) и
после криопротекции в 30%-ном растворе сахарозы, растворенной в PBS, замора-
живали при –42°С с помощью изопентана. Чередующиеся серии фронтальных
срезов (20 мкм) из ткани гипоталамуса с перифорникальной областью [44] изготав-
ливали с помощью криостата (Leiсa СМ-1510, Германия). Каждый одиннадцатый
срез монтировали на стекла SuperFrost/plus (Menzel, Германия), высушивали и
хранили при –20°С. Перед проведением иммуногистохимических реакций стекла
высушивали, промывали в PBS, кипятили 5 мин в цитратном буфере (pH 6.0) для
демаскировки антигена, промывали в PBS, в течение 30 мин обрабатывали 0.6%-
ной перекисью водорода, разведенной в РВS. После промывки в PBS с 0.1% Triton
X-100 (PBST) срезы инкубировали 1 ч при комнатной температуре в блокирующем
растворе (2% сыворотки быка и 3% сыворотки козы, разведенные в PBST) для
предотвращения неспецифического связывания. Срезы инкубировали 48 ч при

Таблица 1. Характеристики праймеров, использованных для ПЦР в “реальном времени”

* – контрольный ген (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase).

Ген Положение Последовательность (5'–3') Длина продукта, пн NCBI номер

pOX F GTTCCTGCCGTCTCTАCGА 72 NM_013179.2
R GCTTTCCCАGАGTGАGGАTG

Oх1r F TGCGGCCААCCCTАTCАTCTА 137 NM_013064.1
R АCCGGCTCTGCААGGАCАА

Oх2r F АCTGTCTАCGCCTGGTTCАC 183 NM_013074.1
R CTCTGTАCTTGTGCGTCCCC

D1r F АCАTCTGGGTАGCCTTTGАCАTC 76 NM_012546.3
R TАCCTGTCCАCGCTGАTCАCG

D2r(L) F GCАGCАGTCGАGCTTTCАGА 124 NM_012547.1
R CGCCTGTTCАCTGGGАААCT

Gаpdh* F GTGTTCCTАCCCCCААTGTАTCC 74 NM_017008.4
R GАTGTCАTCАTАCTTGGCАGGTTT
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4°С с первичными антителами кролика к орексину-А (Sigma, США) в разведении
1 : 1000 на 2%-ном блокирующем растворе. После тщательной промывки срезы ин-
кубировали 1 ч при комнатной температуре со вторичными Ig козы против кроли-
ка, коньюгированными с биотином (“VectorLabs”, CША), разведенные 1 : 600 в
PBST. Стекла тщательно промывали и наносили комплекс стрептовидин–перок-
сидаза (Sigma, США) в разведении 1 : 1000 на PBS. Визуализацию проводили с по-
мощью 0.05%-ного раствора диаминобензидина (Sigma, США) и 0.015%-ного рас-
твора перекиси водорода. Реакцию останавливали дистиллированный водой и по-
сле тщательной промывки и стандартной гистологической обработки срезы
заключали под покровное стекло и высушивали. Изображения получали с помо-
щью микроскопа “Сarl Ziess” Axio A1 (Германия) со встроенной телевизионной
камерой и программы Axio-Vision 4.8. С помощью программы Image J на каждом из
снимков (8–10 для каждого животного) в нейронах определяли оптическую плот-
ность орексина-А в условных единицах (у. е.).

Статистический анализ данных биохимических и иммуногистохимических ис-
следований выполнен с помощью программы STATISTICA.10, при уровне значи-
мости p < 0.05. Оценку нормальности распределения данных проводили с исполь-
зованием теста D’Agostino–Pearson. Сравнение двух независимых групп проводи-
лось с помощью U-критерия Манна–Уитни. Результаты представлены как медиана
(М) 50% данных с интерквартильными размахами. Статистический анализ результа-
тов ПЦР выполняли с помощью программного обеспечения “GraphPad Prism 7”
(“GraphPad Software”, США). Оценку нормальности распределения данных прово-
дили с использованием теста D’Agostino–Pearson. В случае нормального распреде-
ления (α = 0.05) различия между группами оценивали с помощью непарного t-те-
ста и рассматривали как статистически значимые при р < 0.05. Результаты ПЦР
представлены как M ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У крыс КМ с наследственной предрасположенностью к аудиогенной эпилепти-
формной активности в гипоталамусе отмечался более высокий уровень дофамина
М = 577 (379; 693) и ДОФУК М = 160 (120; 180) по сравнению с крысами Вистар со-
ответственно М = 100 (69; 314), р < 0.05 и М = 100 (80; 120), р < 0.05. Таким образом,
катаболический коэффициент ДОФУК/ДА крыс КМ М = 0.29 (0.17; 0.27) по срав-
нению с крысами Вистар М = 1.0 (0.56; 1.4) был снижен (р < 0.05).

Результаты ПЦР демонстрируют в гипоталамусе повышенный уровень мРНК
Д1- (в 3.5 раза, р < 0.05) и Д2-рецепторов дофамина (в 5.3 раза, р < 0 .05) по сравне-
нию с крысами Вистар (рис. 1a). Полученные данные свидетельствуют о том, что
дофаминергическая система в гипоталамусе крыс КМ находится в более активном
состоянии по сравнению с крысами Вистар.

Результаты ПЦР демонстрируют в гипоталамусе крыс КМ более высокий уро-
вень мРНК препро-орексина (в 2 раза, р < 0.05) по сравнению с крысами Вистар,
при этом не выявлено отличий в уровне мРНК OX1R и OX2R (рис. 1а).

Анализ орексин-А-иммунопозитивных нейронов перифорникальной области
гипоталамуса на препаратах мозга свидетельствует о более интенсивной реакции в
телах нейронов и отростках у крыс КМ по сравнению с крысами Вистар (рис. 2a, 2b).
Количественный анализ демонстрирует более высокий уровень оптической плот-
ности орексина-А в телах нейронов (М = 0.56; 0.47, 0.66, р < 0.05, рис. 2с) по срав-
нению с крысами Вистар (М = 0.52; 0.37, 0.54).

Таким образом, в гипоталамусе у крыс КМ на фоне более высокого уровня до-
фамина, экспрессии Д1- и Д2-рецепторов наблюдается более высокий уровень как
экспрессии гена препро-орексина, так и его белка в нейронах, в частности орекси-
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на-А. Но при этом в гипоталамусе не выявлено изменения экспрессии генов, коди-
рующих орексиновые рецепторы (OX1R и OX2R).

Результаты ВЭЖХ демонстрируют в гипоталамусе меньший уровень дофамина у
крыс WАG/Rij (М = 87; 78, 92) по сравнению с крысами Вистар (М = 100; 84, 115) на
13% (р < 0.001). Но достоверных отличий уровня ДОФУК (М = 82; 69, 116 и М = 100;
91, 188, р > 0.05) и катаболического коэффициента ДОФУК/ДА (М = 0.79; 0.63, 1.58
и М = 1.0; 0.96, 0.41, р > 0.05) у крыс WАG/Rij по сравнению с крысами Вистар, не-
смотря на тенденцию к снижению, не выявлено.

Результаты ПЦР демонстрируют в гипоталамусе у крыс линии WАG/Rij отсут-
ствие отличий в уровне мРНК Д1 и более низкий (на 40%, р < 0.05) уровень мРНК
Д2-рецепторов дофамина по сравнению с крысами Вистар (рис. 1b). Полученные
данные свидетельствуют о том, что у крыс линии WАG/Rij в гипоталамусе наблю-
дается снижение активности дофаминергической системы по сравнению с крыса-
ми Вистар.

Рис. 1. Aнaлиз экспрессии генов в гипотaлaмусе крысы КМ (a) и Wag/Rij (b) по сравнению с крысами
Wistar соответствующего возраста. Обознaчения: гены, кодирующие препро-орексин (рOx), орексино-
вый рецептор 1 и 2 (Ox1r и Ox2r), дофаминовые рецепторы 1 и 2 (D1r и D2r); * – достоверность отличий
(р < 0.05) от соответствующей группы Wistar. Результaты предстaвлены в условных единицaх (arbitrary
units – a.u.).
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Результаты ПЦР демонстрируют в гипоталамусе у крыс WАG/Rij по сравнению
с крысами Вистар более высокий уровень мРНК препро-орексина (в 1.5 раза, р < 0.05)
и OX2R (в 2.7 раз, р < 0.05), а изменение уровня мРНК OX1R (увеличение на 45%)
не было статистически достоверным (рис. 1b). В области префронтальной коры
больших полушарий не выявлено достоверных отличий в уровне мРНК OX1R меж-
ду крысами WАG/Rij (0.77 ± 0.13 у. е.) и Вистар (1.0 ± 0.08 у. е.). Однако в этой об-
ласти у крыс WАG/Rij выявлено уменьшение (более низкий уровень) уровня преп-
ро-орексина (на 65%, р < 0.05) и OX2R (на 69%, р < 0.05) по сравнению с крысами
Вистар.

Анализ препаратов мозга крыс WАG/Rij свидетельствует о более интенсивной
реакции к орексину-А в нейронах перифорникальной области гипоталамуса по
сравнению с крысами Вистар (рис. 3a, b). Количественный анализ выявил у крыс
WАG/Rij увеличение оптической плотности орексина-А в телах нейронов на 40%
(М = 0.60; 0.55, 0.69, р < 0.05) по сравнению с крысами Вистар (М = 0.43; 0.41, 0.44,
рис. 3с).

Таким образом, в гипоталамусе у крыс WАG/Rij на фоне снижения уровня до-
фамина и экспрессии гена, кодирующего рецепторы Д2, наблюдается увеличение
экспрессии генов, кодирующих препро-орексин и OX2R, а также увеличение уров-
ня белка орексина-А в нейронах перифорникальной области.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании был проведен анализ орексинергической системы
гипоталамуса у крыс, генетически предрасположенных к эпилептической активно-
сти различного генезиса: аудиогенной эпилепсии (крысы линии КМ), которая сопро-
вождается развитием судорог, и абсансной эпилепсией (крысы линии WAG/Rij). Ис-
пользованные линии животных рассматривались нами как модели дисбаланса мо-
ноаминов в структурах головного мозга [39, 40, 43]. Полученные нами данные с
помощью методов ВЭЖХ и ПЦР подтверждают изменение активности дофами-
нергической системы в гипоталамусе, однако направленность этих изменений у
исследованных животных была различной.

У крыс КМ в гипоталамусе отмечается активация дофаминергической системы,
что выражается в повышенном уровне дофамина и его метаболита ДОФУК, мень-
шим значением метаболического коэффициента. Выявлены более высокие уровни

Рис. 3. Иммуногистохимическaя реaкция к орексину-A в перифорникaльной облaсти гипотaлaмусa
крысы Wistar (a) и Wag/Rij (b) и количественный анализ оптической плотности орексина-А в нейронах
(с). Бокс-плоты соответствуют 50% дaнных (от 25 до 75%), чернaя точкa внутри боксa – медиaнa, линии
пределa – интерквaртильный рaзмaх. Результaты предстaвлены в условных единицaх (arbitrary units – a.u.).
* – достоверность отличий (р < 0.05). Мaсштaб 100 мкм.
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мРНК Д1- (активирующих) и Д2- (тормозных) рецепторов дофамина, что может
быть связано как с повышенной чувствительностью структур гипоталамуса к дофа-
мину, так и быть направлено на уравновешивание его эффектов. У крыс WAG/Rij в
гипоталамусе, напротив, выявлен статистически достоверно меньший уровень до-
фамина, но достоверных отличий уровня ДОФУК и катаболического коэффици-
ента от соответствующих показателей у крыс Вистар не обнаружено. Это сопро-
вождалось отсутствием отличия в уровне мРНК Д1- и меньшим уровнем мРНК
Д2-рецепторов (p < 0.05), что может быть связано с повышенной чувствительно-
стью структур гипоталамуса к действию дофамина в условиях его дефицита по
сравнению с крысами Вистар.

Ранее у крыс WAG/Rij меньший уровень Д1-рецепторов дофамина был показан
в прилежащем ядре, дорзальном стриатуме, а также меньший уровень Д2-рецепто-
ров дофамина выявлен в моторной и соматосенсорной областях коры больших по-
лушарий, дорзальном стриатуме, гиппокампе [41]. В другом исследовании у крыс
WAG/Rij 6-месячного возраста в гипоталамусе не выявлено достоверных отличий
уровня дофамина и ДОФУК по сравнению с крысами Вистар, однако показано
статистически достоверно меньшее значение катаболического коэффициента.
В других структурах мозга (префронтальная кора, прилежащее ядро, стриатум) у
этих животных также выявлено меньшее значение уровня дофамина, однако его
уровень отличался в зависимости от возраста животных (36 дней, 3 и 6 мес.) [43].
Поэтому в настоящем исследовании нам было важно определить уровень дофами-
на и его метаболита у исследованных нами крыс.

У крыс КМ и WAG/Rij, несмотря на разные уровни дофамина в гипоталамусе,
результаты ПЦР и иммуногистохимии свидетельствуют о более высоком уровне экс-
прессии гена, кодирующего препро-орексин, так и уровня его белка орексина-А.
У крыс КМ повышенный уровень орексина не сопровождался изменением уровня
мРНК рецепторов орексина, что, по-видимому, указывает на то, что мишенями
орексинов при аудиогенной эпилепсии структуры гипоталамуса являются в мень-
шей степени, чем другие отделы мозга, куда приходят проекции орексинергиче-
ских нейронов, возможно структуры, вовлеченные в эпилептогенез. У крыс
WAG/Rij в гипоталамусе нами выявлен статистически достоверно повышенный
уровень мРНК OX2R и лишь тенденция к увеличению мРНК OX1R, что, по-види-
мому, свидетельствует об активном участии орексинов в регуляции структур гипо-
таламуса при данной патологии. При этом в префронтальной коре у крыс WAG/Rij
в отличие от гипоталамуса, напротив, выявлен меньший уровня мРНК препро-
орексина и OX2R, а результаты, полученные другими авторами [43], демонстриру-
ют уменьшение уровня дофамина в этой структуре мозга.

Известно, что дофамин может оказывать прямое влияние на орексинергические
нейроны гипоталамуса: Д1- и Д2-рецепторы дофамина выявлены непосредственно
в телах орексин-иммунопозитивных нейронов [18]. Однако следует отметить, что
характер действия дофамина на орексинергические нейроны определяется способ-
ностью дофаминовых рецепторов образовывать Д1/Д2 гетеродимерные комплексы
[18]. Полученные нами данные свидетельствуют о том, что активация орексинер-
гической системы гипоталамуса наблюдается при изменении биосинтеза дофами-
на независимо от его увеличения или снижения.

Интересно отметить тот факт, что одной из общепризнанных функций орекси-
нов является их участие в регуляции цикла бодрствование–сон [48, 49]. Ранее было
показано, что структура цикла бодрствование–сон как у крыс КМ [50], так и крыс
WAG/Rij [51] существенно не отличается от таковой у крыс Вистар. Таким обра-
зом, повышение уровня орексина у этих животных может быть связано с другими
функциями этого белка в мозге.
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Экспрессия рецепторов орексинов выявлена в структурах мозга, вовлеченных в
инициацию и распространение эпилептиформной активности [10, 52]. Так, увели-
чение количествa орексин-иммунопозитивных нейронов показано при эпилепсии
[53], что дало основание предполагать участие орексинов в эпилептогенезе. В свя-
зи с этим появились исследования, демонстрирующие применение антагонистов
орексиновых рецепторов в качестве терапевтических и противосудорожных препа-
ратов [54–57]. Уменьшение судорог показано после введения aнтaгонистов орек-
синовых рецепторов в гиппокaмп [58].

Гипоталамус – важнейший отдел мозга, вовлеченный в регуляцию адаптивных
реакций организма. Различные формы эпилепсии являются неврологическими
рaсстройствами, рaзвитие которых может быть следствием энергетического кри-
зисa в нейронaх мозгa и рaзвития в них гипометaболизмa [59–61]. Поскольку орек-
сины вовлечены в регуляцию энергетического бaлaнсa, то их aктивaция при эпи-
лепсии рaзличного генезисa может рaссмaтривaться и кaк мехaнизм компенсации,
нaпрaвленный нa поддержание энергетического бaлaнсa в нейронaх.

Изменение метaболических процессов в нейронaх мозга, повреждение их струк-
тур, их дегенерaция и гибель отмечaется после эпилептических припaдков, в
чaстности в пилокaрпиновой модели эпилепсии [53, 62, 63]. В то же время высказы-
вается гипотезa, предполагающая, что наблюдавшаяся при височной эпилепсии ре-
оргaнизaция слоев гиппокaмпa является результaтом дифференцировки популяции
новых пирaмидных клеток, a не ремоделировaнием зрелых нейронов [64]. В контек-
сте этой гипотезы орексины могут являться непосредственными учaстникaми
рaзвития эпилепсии, поскольку известна их роль в нейроногенезе клеток гип-
покaмпa [65–67]. Однако нейрохимические и молекулярные основы участия орек-
синов в патогенезе различных форм эпилепсии не изучены. В связи с этим пред-
ставленные нами данные об увеличении уровня орексина в гипоталамусе при
аудиогенной и абсансной эпилепсии может свидетельствовать о его роли в адап-
тивных реакциях организма при данных патологиях.
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Analysis of the Orexinergic System of the Hypothalamus in Rats with Various Forms 
of Genetically Due to Epilepsy

I. Yu. Morinaa, A. L. Mikhrinaa, E. V. Mikhailovaa, S. I. Vataeva,
Z. R. Hismatullinab, and I. V. Romanovaa, *

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,
St. Petersburg, Russia

bBashkir State University, Ufa, Russia
*e-mail: irinaromanova@mail.ru

The hypothalamus was studied in mature males of two lines of rats with a genetic predis-
position to various forms of epileptic activity was carried out: the Krushinsky-Molodki-
na (KM) with audiogenic convulsive activity and the WAG/Rij with absence epilepsy.
The PCR results demonstrated an increased level of D1 and D2 mRNA of dopamine re-
ceptors in KM rats; in WAG/Rij rats no differences in the expression level of D1-recep-
tors were found, but a significantly lower level of D2-receptor mRNA was shown com-
pared to Wistar rats. In KM and WAG/Rij rats a higher level of prepro-orexin mRNA
and orexin-A protein was found in the perifornical area neurons. In KM rats no differ-
ences were found in the level of orexin receptors expression and in WAG/Rij rats, the
level of OX2R mRNA was higher than in Wistar rats. The data obtained are discussed in
connection with the participation of the brain orexinergic system in the regulation of the
dopaminergic system and the energy balance of the body during epileptic activity, as well
as the likely function of orexins as adaptation factors in pathological conditions.

Keywords: hypothalamus, orexin, orexin receptors, dopamine, dopamine receptors, au-
diogenic and absence epilepsy
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