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Крысы линии WAG/Rij являются генетической моделью абсанс-эпилепсии с ко-

морбидной депрессией. Показано, что патологический фенотип у крыс линии

WAG/Rij связан с пониженным дофаминовым (ДА) тонусом в мезолимбической

системе мозга. Ранее было обнаружено, что материнская метилобогащенная дие-

та (МОД) в перинатальном периоде повышает содержание ДА в мезолимбиче-

ской ДА-ергической системе мозга и уменьшает проявление абсанс-эпилепсии и

коморбидной депрессии у взрослого потомства крыс линии WAG/Rij. Вентраль-

ная тегментальная область (ventral tegmental area, VTA), содержащая тела ДА-ер-

гических клеток, является главным источником синтеза мезолимбического ДА.

Цель настоящей работы – проверить гипотезу о том, что повышение ДА-ергиче-

ского тонуса мезолимбической системы мозга, вызываемое материнской МОД у

потомства, может быть обусловлено увеличением числа ДА-ергических нейро-

нов, активно синтезирующих тирозингидроксилазу (TH) в VTA, которая являет-

ся началом мезокортикального и мезолимбического ДА-ергических путей. Ис-

пользовали метод иммуногистохимического окрашивания на TH для оценки

числа TH-иммунопозитивных клеток у взрослого потомства крыс линии

WAG/Rij, рожденного матерями, потреблявшими контрольную диету или МОД,

и подвергнутых и не подвергнутых поведенческому тестированию в течение

2 дней подряд в тестах свето-темнового выбора, открытого поля, приподнятого

крестообразного лабиринта и вынужденного плавания. Через 1 ч после теста вы-

нужденного плавания была проведена транскардиальная перфузия с целью фик-

сации головного мозга. Число ДА-ергических нейронов определяли по числу

TH-иммунопозитивных клеток на срезах мозга на уровне VTA. Число TH-имму-

нопозитивных клеток подсчитывали в левом и правом полушариях мозга в от-

дельности. Установлен значимый эффект МОД матери на число клеток в VTA,

экспрессирующих TH. У взрослого потомства крыс линии WAG/Rij, рожденного

матерями, потреблявшими МОД, число TH-иммунопозитивных клеток было

больше по сравнению с потомством крыс линии WAG/Rij, рожденного матеря-

ми, потреблявшими контрольную диету. Кроме того, у потомства крыс, рожден-

ного матерями, потреблявшими МОД, число TH-иммунопозитивных клеток бы-

ло больше у животных, подвергнутых поведенческому тестированию, по сравне-

нию с животными, которых не подвергали поведенческому тестированию.

Эффект материнской диеты и поведенческого тестирования на число TH-имму-

нопозитивных клеток в VTA был выражен одинаково в правом и левом полуша-

риях мозга. Результаты свидетельствуют о том, что материнская диета в перина-

тальном периоде может влиять на развитие мезолимбической ДА-ергической си-

стемы мозга, способствуя образованию и/или сохранности ДА-ергических
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нейронов в VTA, и тем самым предотвращать возникновение генетической аб-

санс-эпилепсии и коморбидной депрессии у потомства крыс линии WAG/Rij.
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ВВЕДЕНИЕ

Крысы линии WAG/Rij – генетическая модель наследственной абсанс-эпилеп-

сии с коморбидной депрессией [1–3]. Характерным признаком абсанс-эпилепсии

является наличие спонтанных генерализованных пик-волновых разрядов на ЭЭГ,

которые сопровождаются прекращением текущей деятельности и отсутствием ре-

акции на внешние стимулы [3]. Ранее было показано, что крысы линии WAG/Rij

по сравнению с крысами Wistar без судорожной патологии проявляют депрессив-

но-подобное поведение: пониженную исследовательскую активность в тесте от-

крытого поля, повышенную иммобильность в тесте вынужденного плавания и по-

ниженное потребление/предпочтение сахарозы в тесте потребления сахарозы [1–3].

К настоящему времени накоплен большой фактический материал, свидетельству-

ющий о дофамин (ДА)-зависимом характере проявлений как абсанс-эпилепсии

[3–5], так и коморбидной депрессии [6–8] у крыс линии WAG/Rij.

Несмотря на то, что патологический фенотип у крыс линии WAG/Rij генетиче-

ски обусловлен, он может быть модифицирован, в том числе под влиянием ранних

средовых факторов, таких как материнская забота [9, 10], обогащенная/обеднен-

ная среда [11] и диета матери во время перинатального периода [11–16]. Фенотип

является результатом взаимодействия генотипа и среды. Факторы внешней среды

могут индуцировать эпигенетические модификации, которые способны изменить

экспрессию генов. Во многих случаях именно регуляция экспрессии гена служит

решающим фактором для изменения фенотипа. Известно несколько механизмов

регуляции генной экспрессии, наиболее изученным из которых является метили-

рование ДНК. Это стабильная, наследуемая и обратимая за счет процесса демети-

лирования химическая модификация молекулы ДНК. Метилируется преимуще-

ственно цитозин в составе так называемых “CpG-островков”, которые присутствуют в

промоторных областях (промоторах) многих генов. Метилирование в промотор-

ной зоне гена, как правило, приводит к подавлению экспрессии соответствующего

гена – негативная регуляция активности гена [17]. Метилирование ДНК также мо-

жет повышать активность генов (позитивная регуляция) за счет связывания специ-

альных m5CрG ДНК-связывающих белков с метилированными промоторами генов,

что является необходимым условием для активации белков транскрипционного

аппарата [18]. Метилирование ДНК особенно активно происходит в эмбриональ-

ный период и вскоре после рождения; определенный паттерн метилирования ДНК

может сохраняться в течение всей жизни организма, а иногда и передаваться следу-

ющим поколениям [17].

С помощью изменения состава материнской диеты во время беременности

удобно изучать влияние метилирования ДНК на экспрессию генов и проявление

различных признаков у потомства животных-генетических моделей различных па-

тологий [12–16]. В этих случаях транскрипция нуклеотидной последовательности

гена может зависеть от количества метильных групп в определенном участке: если

их много, транскрипция гена неактивна, но становится активной с их уменьшени-

ем (негативная регуляция экспрессии генов) [17, 19] или, наоборот, с увеличением

(позитивная регуляция экспрессии генов) [18]. Для эпигенетической коррекции
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различных патологий важно наличие в пищевом рационе матери незаменимой

аминокислоты метионина (предшественника универсального донора метильной

группы – S-аденозилметионина), а также компонентов цепи его метаболизма —

холина, бетаина, фолиевой кислоты, витамина B12 и цинка [11, 14, 16]. Материн-

ская диета, обогащенная донорами метильных групп и кофакторами одноуглерод-

ного цикла, способствовала подавлению генетически обусловленных аудиогенных

припадков у крыс линии “0” и “4”, которые выведены на основе популяции гибри-

дов крыс линии Крушинского–Молодкиной и крыс Wistar. Подавление аудиоген-

ных припадков было выражено больше у крыс линии “0”, которые характеризуют-

ся низкой интенсивностью аудиогенных припадков. Коррекция эпилептического

фенотипа при этом сопровождалась изменением метилирования и экспрессии не-

которых генов: Cpne6, Gtf2i, Sctr, 1Sfmbt и Phe2 [16].

В наших предыдущих работах [12, 13] было обнаружено, что метилобогащенная

диета (МОД) матери во время перинатального периода уменьшает проявление аб-

санс-эпилепсии (уменьшает число пик-волновых разрядов без изменения их дли-

тельности) и коморбидной депрессии у крыс линии WAG/Rij. Коррекция патоло-

гического фенотипа у этих животных сопровождалась повышением экспрессии генов, в

том числе гена тирозингидроксилазы (TH) в прилежащем ядре [12, 13] – ключевой

структуре мезолимбической ДА-ергической системы мозга, которая участвует в

механизмах мотивации и подкрепления [7, 20]. TH – это фермент, который лими-

тирует скорость биосинтеза ДА и норадреналина, превращая тирозин в диоксифе-

нилаланин с использованием молекулярного кислорода и кофактора (тетрагидро-

биоптерина) [21]. Гипофункция мезолимбической ДА-ергической системы мозга

является одним из ведущих механизмов патогенеза депрессивных расстройств у

животных и человека [3], в том числе у крыс линии WAG/Rij [3, 7].

Результаты нашей предыдущей работы свидетельствуют о том, что коррекция

патологического фенотипа у крыс линии WAG/Rij, вызываемая МОД матери [12,

13], сопровождается повышением ДА-ергического тонуса мезолимбической систе-

мы мозга [22]. Цель настоящей работы – проверить гипотезу о том, что повышение

ДА-ергического тонуса в мезолимбической ДА-ергической системе мозга, вызыва-

емое материнской МОД у потомства, может быть обусловлено увеличением числа

ДА-ергических нейронов (активно синтезирующих TH) в вентральной тегменталь-

ной области (ventral tegmental area, VTA), которая является началом мезокорти-

кального и мезолимбического ДА-ергических путей [23]. Для достижения этой це-

ли сопоставляли поведенческие показатели и число ДА-ергических нейронов в

VTA у крыс линии WAG/Rij, рожденных матерями, потреблявшими МОД или кон-

трольную диету (КД) во время перинатального периода.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
Работа выполнена на 20 6-месячных крысах-самцах линии WAG/Rij: 10 живот-

ных, рожденных матерями, потреблявшими МОД (экспериментальная группа) и

10 животных, рожденных матерями, потреблявшими КД (контрольная группа).

Для получения потомства самкам крыс линии WAG/Rij предоставляли КД или

МОД в течение одной недели до беременности, во время спаривания и беременно-

сти, а также в течение одной недели после рождения детенышей. На 1 кг пищи ис-

пользовали следующие метилсодержащие добавки: холин – 5 г; бетаин – 15 г; фо-

лиевая кислота – 15 мг; витамин В12 – 1.5 мг; L-метионин – 7.5 г; цинк – 150 мг

[16]. Метилсодержащие добавки смешивали с 4-зерновой кашей, творогом и све-

жими яйцами. Во время спаривания самцы потребляли ту же диету, что и самки

[12, 13, 22].



905ВЛИЯНИЕ МЕТИЛОБОГАЩЕННОЙ ДИЕТЫ

Всех животных содержали в стандартных условиях вивария со свободным досту-

пом к пище и воде по 4–5 особей в клетке (70 × 40 × 40 см), в условиях естествен-

ного цикла день–ночь (день около 10 ч).

Схема эксперимента
Крысы экспериментальной и контрольной группы были разделены на 2 равные

подгруппы, в каждой по 5 животных: одна из них подвергалась поведенческому те-

стированию, а другая – нет. Поведение оценивали в тестах открытого поля, свето-

темнового выбора, приподнятого крестообразного лабиринта и принудительного

плавания. Животных подгруппы, которая подвергалась поведенческому тестирова-

нию, анестезировали через 1 ч после теста принудительного плавания. Мозг фик-

сировали с помощью транскардиальной перфузии. Фиксированный мозг извлекали из

черепной коробки и замораживали, после чего делали срезы мозга на уровне VTA.

Таким образом, срезы были получены у 4 групп животных:

1) 6-месячные крысы линии WAG/Rij, рожденные матерями, потреблявшими

МОД, которые подвергались поведенческому тестированию;

2) 6-месячные крысы линии WAG/Rij, рожденные матерями, потреблявшими

МОД, которые не подвергались поведенческому тестированию;

3) 6-месячные крысы линии WAG/Rij, рожденные матерями, потреблявшими

КД, которые подвергались поведенческому тестированию;

4) 6-месячные крысы линии WAG/Rij, рожденные матерями, потреблявшими

КД, которые не подвергались поведенческому тестированию.

Для идентификации ДА-ергических нейронов в VTA использовали иммуноги-

стохимический метод окраски на тирозингидроксилазу (ТН), который показал вы-

сокую надежность [24]. Для идентификации общего числа тел нейронов в VTA в

работе использовали метод окрашивания нервной ткани по Нисслю с применени-

ем красителя толуидиновый синий (“Биовитрум”, Россия) [25].

Поведенческие тесты
Для выявления различий в поведении между взрослым потомством крыс линии

WAG/Rij, рожденных матерями, потреблявшими КД или МОД, использовали об-

щепринятые тесты для оценки уровня тревожности (тест открытого поля, свето-

темнового выбора и приподнятого крестообразного лабиринта) и депрессивности

(тест принудительного плавания). В течение 5 дней до начала поведенческого те-

стирования животных адаптировали к таким экспериментальным процедурам, как

хэндлинг, посадка в переносной ящик, транспортировка из вивария в эксперимен-

тальную комнату и обратно, чтобы уменьшить их анксиогенное влияние на пове-

дение животных в тестах [3, 6].

Тесты для оценки уровня тревожности
Тест свето-темнового выбора (Light-dark choice test). Установка для проведения

теста свето-темнового выбора представляла собой закрытую металлическую каме-

ру, разделенную на два сообщающихся отсека: большой (36 × 18 см) освещенный

(100 лк) и малый (18 × 17 см) темный (<5 лк). Время тестирования – 5 мин. Крысу

помещали в светлую часть камеры хвостом ко входу в темный отсек и регистриро-

вали латентный период захода в темный отсек, время нахождения в светлом и тем-

ном отсеке, число переходов между отсеками, число “оценок риска” (выглядыва-

ние крысы из темного отсека в светлый) и число стоек в светлом отсеке. Считается,

что чем выше тревожность, тем меньше время пребывания в светлом отсеке, число
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переходов из одного отсека в другой и тем больше число “оценок риска”, и наобо-

рот [6].

Тест Открытого поля (Open-field test). Установка для проведения теста “Открытое

поле” – круглая арена (d = 90 см), ограниченная стенкой (h = 30 см). “Открытое

поле” было разделено на 32 квадрата, 4 центральных квадрата считали “центром”

поля. Освещенность “поля” убывала от центра (80 лк) к стенкам (20 лк) арены.

Время тестирования – 5 мин. Крысу помещали в центр поля, и регистрировали

следующие показатели: латентный период достижения стенок арены (с), число пе-

ресеченных квадратов (двигательная активность), число выходов в центр “поля”,

число стоек (с опорой и без опоры) и число реакций груминга (короткие – менее 5 с и

длительные – более 5 с), а также число болюсов. Текущее поведение животного в

тесте “Открытое поле” определяется соотношением между двумя мотивациями:

исследовательской мотивации, вызываемой новизной обстановки, и мотивации

страха (тревоги), вызываемой умеренным стрессогенным воздействием – открытое,

хорошо освещенное пространство. Принято считать, что чем больше число выхо-

дов в центр “поля” и число стоек без опоры (осуществляются животными в более

“опасной” части арены - ближе к ее центру), тем выше исследовательская мотива-

ция животного [26]. Более низкая активность в тесте открытого поля обычно счи-

тается показателем более высокого уровня тревожности, и наоборот [6].

Приподнятый крестообразный лабиринт (Elevated plus-maze test). Установка для

проведения теста “Приподнятый крестообразный лабиринт” представляет собой

конструкцию из перекрещенных пар рукавов – двух закрытых (безопасная зона) и

двух открытых (расцениваются животным как потенциально-опасные места). Дли-

на каждого рукава составляет 50 см, ширина – 15 см, место перекреста рукавов об-

разует открытую площадку в форме квадрата со стороной 15 см. Животное поме-

щается на пересечении закрытых и открытых рукавов – в центр лабиринта. Реги-

стрируют следующие показатели: латентный период захода в закрытые рукава

лабиринта, время, проведенное в открытых и закрытых рукавах, число переходов

между рукавами лабиринта, число “оценок риска” (выглядывание или частичный

выход из закрытого рукава в открытый), число стоек и реакций груминга, число

свешиваний (заглядываний вниз с открытых рукавов лабиринта). Время тестиро-

вания – 3 мин [3, 27].

Тест для оценки уровня депрессивности

Тест принудительного (вынужденного) плавании (Forced swimming test). Тест при-

нудительного плавания – один из наиболее часто используемых тестов для оценки

антидепрессантной активности фармакологических препаратов и для определения

уровня депрессивности у животных. Тестирование проводили в цилиндрическом

пластмассовом баке (h = 47 см, dвнутр. = 38 см), заполненном водой на высоту 38 см.

Температуру воды поддерживали на уровне 22 ± 1°С. Время тестирования – 5 мин.

Крысу помещали в воду и регистрировали латентный период 1-го эпизода актив-

ного плавания, длительность 1-го эпизода активного плавания (climbing), время

иммобильности (immobility), число ныряний (diving) и время плавания (swimming) – об-

щее время активного плавания, за исключением длительности 1-го эпизода актив-

ного плавания. Чем меньше время плавания и длительность 1-го эпизода активного

плавания, и чем больше время иммобильности, тем выше уровень депрессивности,

и наоборот [6].
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Транскардиальная перфузия и получение образцов мозга

Через 60 мин после окончания поведенческих тестов крыс анестезировали вве-

дением наркоза (4%-ный раствор хлоралгидрата) и фиксировали мозг транскар-

диальной перфузией: вводили промывающий и фиксирующий растворы через ле-

вый желудочек сердца со сливом через надрез в правом предсердии. Растворы на

одно животное: для промывки — 100 мл 0.9%-ного физиологического раствора

(NaCl) с добавлением 20 мкл гепарина (0.02%-ный раствор); для фиксации — 300 мл

4%-ного раствора параформальдегида на 0.1 М фосфатном буфере. После перфузии

проводили декапитацию. На следующий день мозг извлекали из черепной коробки

и помещали в 4%-ный раствор параформальдегида на 0.1 М фосфатном буфере.

Образцы хранили при –4°С. Перед заморозкой образцов их помещали в 20%-ный

раствор сахарозы в 0.1 М фосфатном буфере. На следующий день мозг заморажи-

вали в парах жидкого азота.

Изготовление срезов и иммуногистохимическая окраска на TH

Фронтальные срезы мозга толщиной 18 мкм изготавливали c помощью криоста-

та MICROM HM 505E (Германия). Срезы монтировали на предметное стекло, по-

крытое 0.5%-ным раствором желатина с добавлением 0.1 г KCr(SO4)2⋅12H2O, таким

образом, чтобы на одном стекле оказались срезы мозга крыс, принадлежащих раз-

ным экспериментальным группам. После изготовления срезов начинали процедуру

иммуногистохимического окрашивания на ТН. С этой целью использовали следу-

ющие растворы и реактивы: 0.1 М раствор PBS – Phosphate buffered saline tablet

(P4417-100TAB, Sigma, США). Для изготовления раствора использовали таблетки,

которые, согласно инструкции производителя, растворяли исходя из расчета 1 таб-

летка соли на 200 мл дистиллированной воды.

Использовали следующие реактива: бычий сывороточный альбумин (BSA.0025,

Диа-М, Россия); Тритон Х-100 (194854, MP Biomedicals); первичные кроличьи ан-

титела к ТН (ab 112, Abcam, США). В исследовании использовалось разведение 1 : 200.

Набор для иммуногистохимической детекции HRP/DAB антител кролика (АВС-Kit,

ab64261, Abcam, США), в котором использовались биотинилированные козьи ан-

титела к антителам кролика (Biotinylated Goat Anti-Rabbit), стрептавидин-конъ-

югат пероксидазы хрена (Streptavidin Peroxidase), концентрированный раствор

DAB (50× DAB Chromogen), субстрат для DAB (DAB Substrate), блокирующий рас-

твор: 10 мл PBS, в который добавляли 0.3 г BSA и 30 мкл тритона Х-100. Раствор для

разведения первичных антител содержал 10 мл PBS, в который добавляли 0.1 г BSA

и 10 мкл тритона Х-100.

Вся процедура окрашивания на ТН проходила при комнатной температуре и со-

стояла в следующем: срезы в течение 30 мин инкубировали в блокирующем раство-

ре при комнатной температуре. На срезы наносили 100 мкл первичных антител в

разведении 1 : 200, стекла накрывали парафилумом и помещали во влажную каме-

ру на ночь, на следующий день срезы трижды промывали PBS и инкубировали с

PBS в течение 30 мин. На стекла наносили вторичные антитела (Biotinylated Goat

Anti-Rabbit) и инкубировали в течение 10 мин. Далее срезы 4 раза промывали PBS,

наносили стрептавидин-конъюгат пероксидазы хрена (Streptavidin Peroxidase) и

инкубировали в течение 10 мин. После инкубации срезы 4 раза промывали PBS и

наносили DAB. С этой целью перед употреблением концентрат DAB (1 капля) рас-

творяли в 50 каплях субстрата для DAB (DAB Substrate). Срезы инкубировали в те-

чение 10 мин под визуальным контролем, затем промывали в дистиллированной

воде и заключали в глицерин под покровное стекло.
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Фотографирование срезов и подсчет числа ДА-ергических нейронов
Срезы с VTA фотографировали с помощью камеры ThorCam, установленной на

микроскоп Axioplan 2 (Карл Цейс, Германия), при увеличении ×100.

Подсчет числа ДА-ергических (ТН-иммунопозитивных клеток) проводили в

каждом полушарии в отдельности. Анализировали 5 срезов с каждого образца го-

ловного мозга у каждой крысы. Подсчет числа нейронов в методе окраски по Нис-

слю проводили на фотографиях, сделанных при увеличении ×400. Поле зрение

площадью 0.09 мм2 было поделено на 4 квадрата (площадь каждого из них – 0.0225 мм2),

в которых и проводили подсчет. На каждом стекле находилось по 4 среза мозга (по

одному срезу из каждой группы).

Данные в тексте представлены как среднее значение ± стандартная ошибка

среднего. На рисунке данные представлены в виде точек, каждая из которых озна-

чает индивидуальное значение для иллюстрации вариабельности внутри каждой

группы.

Методика окрашивания нервной ткани по Нисслю
Фронтальные срезы мозга толщиной 20 мкм изготавливали с помощью криоста-

та (HM 505 Carl Zeiss, Германия). Срезы монтировали на предметное стекло. Для

окраски по Нисслю использовали краситель толуидиновый синий (“Биовитрум”,

Россия). С этой целью срезы инкубировали в красителе в течение 1–2 мин, затем

их ополаскивали в дистиллированной воде и 70%-ном спирте (в течение 2–5 мин).

Срезы дифференцировали в 96%-ном спирте, проводили через 100%-ный спирт,

толуол и заключали в смолу (витрогель, “Биовитрум”, Россия) под покровное

стекло. Фотографии срезов делали с помощью камеры (ThorLabs, США) при уве-

личении ×400 (микроскоп Axioplan 2, Carl Zeiss, Германия). Число нейронов в ме-

тоде окраски по Нисслю анализировали в отдельных полях зрения. На каждом

стекле находилось по 4 среза мозга (по одному срезу из каждой группы).

Определяли число нейронов, у которых срез прошел через ядро и ядрышко ядра

сателлитной глии, удаленной от нейрона на расстояние, не превышающее диаметр

ядра глиальной клетки; ядра свободной глии, удаленной от нейрона на расстояние,

превышающее диаметр ядра глиальной клетки.

Статистический анализ данных
Статистическую обработку данных осуществляли с помощью пакета статистиче-

ских программ “STATISTICA 6.0”. Для оценки фактора “диета матери” и фактора

“поведенческое тестирование” при оценке числа нейронов (окраска по Нисслю) и

числа ТН-иммунопозитивных клеток (иммуногистохимическое окрашивание) в

правом и левом полушарии мозга использовали двухфакторный дисперсионный

анализ с повторными измерениями (two-way ANOVA with repeated measures). Для

сравнения различий поведенческих показателей между группами крыс, рожденных

матерями, потреблявшими МОД и КД, использовали однофакторный дисперси-

онный анализ (one-way ANOVA). Для всех исследованных поведенческих показате-

лей определяли наличие выбросов по критерию Граббса (Grubbs’ test). Определе-

ние различий между средними значениями показателей проводили по post-hoc

критерию Ньюмена–Кеулса (Newman–Keuls test). Результаты ANOVA контроли-

ровали с использованием непараметрического аналога ANOVA – Kruskal–Wallis H test

(one-way ANOVA by ranks) и критерия Манна–Уитни (Mann–Whitney U test). Суще-

ствование связи между числом ТН-иммунопозитивных клеток и длительностью

1-го эпизода активного плавания, а также между числом ТН-иммунопозитивных

клеток и числом свешиваний с открытых рукавов приподнятого крестообразного
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лабиринта, определяли по коэффициенту корреляции Пирсона. Ввиду малого раз-

мера выборки в работе приведены только те корреляции, у которых критерий кор-

реляции Пирсона rxy ≥ 0.69 (сила корреляционной связи интерпретировалась как

высокая/весьма высокая).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В тесте свето-темнового выбора у крыс линии WAG/Rij, рожденных матерями,

потреблявшими МОД, по сравнению с контрольными крысами не наблюдали зна-

чимых отличий в поведении по всем исследованным показателям, оценивающим

уровень тревожности (латентный период захода в темный отсек камеры, время на-

хождения в светлом отсеке камеры, число переходов между отсеками, число стоек

в светлом отсеке и число оценок “риска”) (табл. 1).

В тесте “Открытое поле” у экспериментальной группы крыс линии WAG/Rij

число выходов в центр “поля” было значимо больше (F(1, 8) = 7.2, p = 0.03), чем у

контрольной группы. У крыс линии WAG/Rij, рожденных матерями, потребляв-

шими МОД, было также больше число стоек с опорой по сравнению с контроль-

ной группой. Однако это различие не достигало уровня статистической значимо-

сти (F(1, 8) = 4.4, p = 0.06). По остальным исследованным показателям различий

между экспериментальной и контрольной группой крыс линии WAG/Rij не наблю-

далось (табл. 2).

В тесте приподнятого крестообразного лабиринта у крыс линии WAG/Rij, рож-

денных матерями, потреблявшими МОД, по сравнению с крысами, рожденными

матерями, потреблявшими КД, не наблюдали значимых отличий ни по одному из

исследованных показателей, таких как время нахождения в открытых и закрытых

Таблица 1. Показатели поведения у крыс линии WAG/Rij в тесте свето-темнового выбора

Для каждого показателя приведены средние значения и ошибка среднего (M ± m).

Показатели поведения
Потомство крыс линии

WAG/Rij, рожденное матерями,
потреблявшими КД

Потомство крыс линии
WAG/Rij, рожденное матерями, 

потреблявшими МОД

Латентный период захода в темный отсек, с 15.2 ± 5.7 19.0 ± 5.7

Время нахождения в светлом отсеке камеры, с 67.2 ± 13.5 71.0 ± 13.5

Число переходов между отсеками 5.4 ± 1.7 5.8 ± 1.7

Число оценок “риска” 4.6 ± 1.4 5.8 ± 1.4

Число стоек в светлом отсеке 1.6 ± 0.3 2.8 ± 0.3

Таблица 2. Показатели поведения у крыс линии WAG/Rij в тесте “Открытое поле"

Для каждого показателя приведены средние значения и ошибка среднего (M ± m).
* – p < 0.05. 

#
 – 0.05 < p < 0.1 (тенденция). Значимые изменения выделены затемнением.

Показатели поведения

Потомство крыс
линии WAG/Rij,

рожденное матерями,
потреблявшими КД

Потомство крыс
линии WAG/Rij, 

рожденное матерями,
потреблявшими МОД

Число пересеченных квадратов 48.0 ± 7.6 45.4 ± 7.6

Число выходов в центр “поля” 0.2 ± 0.4 2.4 ± 0.4*

Число стоек с опорой 2.2 ± 1.4 5.2 ± 1.4#

Число стоек без опоры 3.4 ± 1.1 6.8 ± 1.1

Число коротких реакций груминга 2.2 ± 1.2 4.8 ± 1.2

Число длительных реакций груминга 2.6 ± 1.2 2.2 ± 1.2



910 ФЕДОСОВА и др.

рукавах лабиринта, число переходов между рукавами, число стоек и реакций гру-

минга в открытых и закрытых рукавах лабиринта, число свешиваний с открытых

рукавов (табл. 3).

В тесте принудительного плавания у экспериментальной группы крыс линии

WAG/Rij длительность 1-го эпизода активного плавания (F(1, 8) = 12.0, p < 0.01),

длительность плавания F(1, 8) = 5.4, p = 0.05) и число ныряний (F(1, 8) = 22.9, p = 0.001)

были значимо больше, а длительность иммобильности (F(1, 8) = 4.2, p = 0.07) была

меньше (на уровне тенденции) по сравнению с аналогичными показателями у кон-

трольной группы крыс линии WAG/Rij (табл. 4).

Двухфакторный дисперсионный анализ показал, что факторы “диета матери”

(F(1, 105) = 19.0, p < 0.001), “поведенческое тестирование” (F(1, 105) = 9.02, p < 0.01), а также

взаимодействие этих факторов (F(1, 105) = 4.5, p < 0.05) оказывают статистически

значимое влияние на число ДА-ергических нейронов, которое определяли по чис-

лу TH-иммунопозитивных клеток. Фактор “полушарие мозга” был незначимым

(F(1, 105) = 1.0, p = 0.3). Число TH-иммунопозитивных клеток в правом и левом по-

лушарии мозга статистически значимо не различалось в правом и левом полушари-

ях мозга ни у одной из исследованных групп крыс. Так, межполушарные различия

в числе ДА-ергических нейронов отсутствовали у потомства крыс, рожденных ма-

терями, потреблявшими МОД (экспериментальная группа), которые подвергались

поведенческому тестированию (186.2 ± 16.1 – правое полушарие и 186.4 ± 16.5 –

левое полушарие, р = 0.9) и не подвергались поведенческому тестированию

(123.4 ± 9.4 – правое полушарие и 128.9 ± 9.7 – левое полушарие, р = 0.5). Стати-

стически значимых межполушарных различий также не было выявлено у потом-

Таблица 3. Показатели поведения у крыс линии WAG/Rij в тесте приподнятого крестообраз-
ного лабиринта

Для каждого показателя приведены средние значения и ошибка среднего (M ± m).

Показатели поведения

Потомство крыс
линии WAG/Rij,

рожденное матерями,
потреблявшими КД

Потомство крыс
линии WAG/Rij,

рожденное матерями,
потреблявшими МОД

Время нахождения в открытых рукавах, с 12.8 ± 4.6 14.6 ± 4.6

Число переходов между рукавами 2.4 ± 0.6 3.0 ± 0.6

Число стоек в закрытых рукавах 5.0 ± 0.8 5.4 ± 0.8

Число стоек в открытых рукавах 0.0 ± 0.3 0.6 ± 0.3

Число реакций груминга в закрытых рукавах 1.4 ± 0.6 1.6 ± 0.6

Число свешиваний 0.6 ± 0.2 0.8 ± 0.2

Таблица 4. Показатели поведения у крыс линии WAG/Rij в тесте принудительного плавания

Для каждого показателя приведены средние значения и ошибка среднего (M ± m).
** – p < 0.01, * – p = 0.05, 

#
0.05 < p < 0.1. Остальные обозначения как в табл. 2.

Показатели поведения

Потомство крыс
линии WAG/Rij,

рожденное матерями,
потреблявшими КД

Потомство крыс
линии WAG/Rij,

рожденное матерями,
потреблявшими МОД

Латентный период активного плавания, с 12.8 ± 3.7 10.4 ± 3.7

Длительность 1-го эпизода активного плавания, с 85.2 ± 8.9 128.8 ± 8.9**

Время плавания, с 48.4 ± 6.4 67.0 ± 6.4*

Время иммобильности, с 154.2 ± 10.1 120.8 ± 10.1#

Число ныряний 2.0 ± 0.6 6.0 ± 0.6**
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ства крыс линии WAG/Rij, рожденных матерями, потреблявшими КД, которые

подвергались (108.0 ± 12.6 – правое полушарие и 113.1 ± 12.9 – левое полушарие,

р = 0.5) и не подвергались (97.2 ± 9.5 – правое полушарие и 102.3 ± 9.8 – левое по-

лушарие, р = 0.5) поведенческому тестированию (рис. 1). Число ДА-ергических

нейронов в VTA было статистически значимо больше только у потомства крыс ли-

нии WAG/Rij, рожденных матерями, потреблявшими МОД, и подвергнутых пове-

денческому тестированию, по сравнению как с потомством крыс линии WAG/Rij

контрольной группы, и подвергнутых поведенческому тестированию (p < 0.05 –

правое и левое полушарие), так и с потомством крыс линии WAG/Rij эксперимен-

тальной группы, и не подвергнутых поведенческому тестированию (p < 0.05 – пра-

вое и левое полушарие).

На рис. 2 показаны микрофотографии срезов мозга крыс линии WAG/Rij, окра-

шенные на TH. Можно видеть, что наибольшее число TH-иммунопозитвных кле-

ток у крысы линии WAG/Rij, рожденной матерью, потреблявшей МОД во время

перинатального периода, и подвергнутой поведенческому тестированию (рис. 2а).

Двухфакторный дисперсионный анализ показал, что факторы “диета матери”

(F(1, 127) = 16.4, p < 0.001) и “поведенческое тестирование” (F(1, 127) = 4.3, p < 0.05) ока-

зывают статистически значимое влияние на число нейронов, окрашенных по ме-

тоду Ниссля, в области VTA. Число нейронов у крыс линии WAG/Rij, рожденных

матерями, потреблявшими МОД, было больше по сравнению с крысами контроль-

Рис. 1. Число ТН-иммунопозитивных клеток (TH-immunopositive cells) в VTA у крыс линии WAG/Rij.

КД (CD) – контрольная диета, МОД (MED) – метилобогащенная диета. *p < 0.05 – у крыс линии

WAG/Rij, рожденных матерями, потреблявшими МОД, и подвергнутых поведенческому тестированию

по сравнению c остальными группами крыc. Каждая точка означает индивидуальное значение для ил-

люстрации вариабельности внутри каждой группы. Слева – левое полушарие. Справа – правое полуша-

рие. Горизонтальные линии – средние значения показателей в каждой группе.
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ной группы как в левом (13.6 ± 0.6 – МОД и 6.1 ± 0.8 – КД, р < 0.01) (рис. 3), так и в

правом полушарии (15.0 ± 0.6 – МОД и 6.8 ± 0.8 – КД, р < 0.01) мозга (рис. 3). В группе,

которая подвергалась поведенческому тестированию, не наблюдалось статистиче-

ски значимых различий по данному показателю между животными эксперимен-

тальной и контрольной группы в левом (8.6 ± 1.6 – МОД и 7.1 ± 1.1 – КД, р = 0.7) и

правом (8.3 ± 1.6 – МОД и 9.1 ± 1.2 – КД, р = 0.9) полушарии мозга (рис. 3). Межполу-

шарных различий по числу нейронов в области VTA не обнаружено ни в одной из

исследованных групп животных.

Длительность первого эпизода активного плавания (r = 0.69, p < 0.05) (рис. 4a) и

число свешиваний с открытых рукавов приподнятого крестообразного лабиринта

(r = 0.77, p < 0.05) (рис. 4b) у крыс линии WAG/Rij положительно коррелировало с

числом ТН-иммунопозитивных клеток.

Рис. 2. Микрофотографии срезов мозга 6-месячных крыс линии WAG/Rij, иллюстрирующие TH-имму-

нопозитивные клетки на уровне VTA. (a) у крысы, рожденной матерью, потреблявшей МОД, и подверг-

нутой поведенческому тестированию; (b) у крысы, рожденной матерью, потреблявшей МОД, и не под-

вергнутой поведенческому тестированию; (c) у крысы, рожденной матерью, потреблявшей КД, и под-

вергнутой поведенческому тестированию; (d) у крысы, рожденной матерью, потреблявшей КД, и не

подвергнутой поведенческому тестированию. Ув. ×100.

(а) (b)

(c) (d)
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Рис. 3. Число нейронов, окрашенных по Нисслю (the number of Nissl-stained neurons) на уровне VTA, у

крыс линии WAG/Rij. КД (CD) – контрольная диета, МОД (MED) – метилобогащенная диета. ** p < 0.01 – у

крыс линии WAG/Rij, рожденных матерями, потреблявшими МОД и не подвергнутых поведенческому

тестированию, по сравнению с остальными группами крыс. Каждая точка означает индивидуальное

значение для иллюстрации вариабельности внутри каждой группы. Слева – левое полушарие. Справа –

правое полушарие. Горизонтальные линии – средние значения показателей в каждой группе.
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Рис. 4. Связь между длительностью первого эпизода активного плавания (the first episode of climbing, s) и

числом свешиваний с открытых рукавов приподнятого крестообразного лабиринта (number of hanging)

и числом ТН-иммунопозитивных клеток (TH-immunopositive cells) у крыс линии WAG/Rij. По оси абс-

цисс – число ТН-иммунопозитивных клеток, по оси ординат – длительность первого эпизода активно-

го плавания (a) и число свешиваний (b). Коэффициенты корреляции Пирсона: (a) – r = 0.69, p < 0.05;

(b) – r = 0.77, p < 0.05.

100

120

80

60

40

20

0 100 200 300 40050 150 250 350

(a)

T
h

e
 fi

rs
t 

e
p

is
o

d
e
 o

f 
c
li

m
b

in
g
, 

s

TH-immunopositive cells

2.0

2.5

1.5

1.0

0.5

0 100 200 300 40050 150 250 350

(b)

N
u

m
b

e
r 

o
f 

h
a

n
g
in

g

TH-immunopositive cells



914 ФЕДОСОВА и др.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Данные, полученные в настоящей работе, указывают на более низкое проявле-

ние симптомов депрессии у потомства крыс линии WAG/Rij, рожденного матеря-

ми, потреблявшими МОД, по сравнению с потомством крыс линии WAG/Rij, рож-

денного матерями, потреблявшими КД. У экспериментальной группы крыс линии

WAG/Rij в тесте принудительного плавания длительность 1-го эпизода активного

плавания, длительность плавания и число ныряний были значимо больше, а время

иммобильности – меньше (тенденция) по сравнению с контрольной группой крыс

данной линии. Кроме того, в тесте “Открытое поле” у экспериментальной группы

крыс линии WAG/Rij число выходов в центр “поля” было значимо больше, чем у

контрольной группы. Число выходов в центр является показателем исследователь-

ской мотивации, обычно пониженной при депрессии [26]. С этими данными со-

гласуются результаты ранее проведенного нами исследования [12, 13], в котором

было показано, что МОД матери в перинатальном периоде может уменьшить про-

явления депрессии, коморбидной абсанс-эпилепсии у взрослого потомства крыс

линии WAG/Rij. Показано, что длительность иммобильности была меньше, а дли-

тельность 1-го эпизода активного плавания, число ныряний (тест принудительного

плавания), а также предпочтение раствора сахарозы (тест потребления сахарозы)

были больше у взрослого потомства крыс линии WAG/Rij, рожденного матерями,

потреблявшими МОД, по сравнению с потомством, матери которых потребляли

КД [12, 13]. Симптомы как абсанс-эпилепсии, так и депрессии являются ДА-зави-

симыми. Так, снижение активности ДА-ергической системы мозга вызывает уси-

ление пик-волновой активности у крыс линии WAG/Rij [3] и крыс линии GAERS

[4, 5]. Острое введение селективного антагониста ДА-ергических Д2/Д3-рецепто-

ров раклоприда усугубляло симптомы депрессивно-подобного поведения и подав-

ляло антидепрессантный эффект хронического введения имипрамина [6]. Выявлена

также гипофункция мезолимбической ДА-ергической системы мозга – более низ-

кая концентрации ДА в прилежащем ядре у крыс линии WAG/Rij (снижение ДА-ерги-

ческого тонуса) по сравнению с крысами Wistar без патологии [7, 8]. В нашей преды-

дущей работе у потомства крыс линии WAG/Rij, рожденного матерями, потребляв-

шими МОД, был продемонстрирован более высокий ДА-ергический тонус [22] и

более высокий уровень экспрессии генов, в том числе гена TH в прилежащем яд-

ре [13] по сравнению с потомством крыс линии WAG/Rij, рожденного матерями,

потреблявшими КД.

Результаты иммуногистохимического окрашивания срезов на уровне VTA пока-

зывают, что у крыс линии WAG/Rij, рожденных матерями, потреблявшими МОД,

число TH-иммунопозитивных клеток (ДА-ергических нейронов) в области VTA

было больше по сравнению с крысами контрольной группы. Имеется целый ряд

данных, свидетельствующих о высокой чувствительности VTA к эпигенетическим

факторам различной природы, что может проявляться изменением числа клеток,

составляющих данную область головного мозга, или их более высокой активности.

Так, на модели пентилентетразолового киндлинга у мышей показана сниженная

по сравнению с животными контрольной группы активность ДА-ергических ней-

ронов в VTA в ответ на новизну [28]. Материнская забота, когда крыса-мать уси-

ленно вылизывает и проявляет заботу о детенышах, увеличивает число TH-имму-

нопозитивных клеток VTA на 6-й постнатальный день, и положительный эффект

материнской заботы на число ДА-ергических нейронов сохранялся также у взрос-

лого потомства [29]. Ссаживание самок с самцами в течение 1 недели приводило к

увеличению ТН-иммунопозитивных клеток в VTA примерно на 12% у самцов; со-

держание самцов в домашней клетке с обогащенной средой также приводило к

14%-му увеличению ТН-иммунопозитивных клеток VTA [30].
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Различие в числе ДА-ергических нейронов в VTA у крыс линии WAG/Rij, рож-

денных матерями, потреблявшими МОД, достигало уровня статистической значи-

мости только у той группы животных, которая подвергалась поведенческому те-

стированию (p < 0.05 – для правого и левого полушария мозга). ДА-ергические

нейроны мы определяли по числу ТН-иммунопозитивных клеток, усиленно про-

дуцирующих TH. ТH обеспечивает как базальный уровень дофамина, так и необ-

ходимое изменение его содержания при действии различных эндо- и экзогенных

стимулов [31]. К числу экзогенных воздействий можно отнести проведенное пове-

денческое тестирование. Хорошо известно, что активность ДА-ергических нейро-

нов VTA связана с движением. Например, мыши, помещенные в цилиндрический

сосуд с водой, значительно увеличивали число плавательных движений в единицу

времени при оптогенетической стимуляция ДА-ергических нейронов VTA [32].

Повышение продукции TH в ДА-ергических нейронах, вероятно, обеспечивает бо-

лее высокую выявляемость ТН-иммунопозитивных клеток у потомства крыс ли-

нии WAG/Rij, подвергнутых как поведенческому тестированию, так и воздействию

МОД матери (по сравнению со всеми остальными группами крыс).

Результаты окрашивания срезов по Нисслю в области VTA подтверждают ре-

зультаты иммуногистохимического окрашивания срезов на уровне VTA: число

нейронов в области VTA у потомства крыс линии WAG/Rij, рожденных матерями,

потреблявшими МОД, было больше по сравнению с потомством той же линии,

рожденных матерями, потреблявшими КД. Однако это различие было значимым

только в группе, не подвергавшейся поведенческому тестированию. Метод окра-

шивания срезов по Нисслю позволяет обнаружить на срезе нейроны, выявляя спе-

цифичный для данных клеток нуклеопротеидный комплекс (тигроид), при этом,

однако, невозможно выявить нейротрансмиттерную специфичность выявляемых

нейронов в поле зрения исследователя и подсчитать их количество [25]. VTA пред-

ставляет собой гетерогенную область, которая включает в себя множество нейронов, ха-

рактеризующихся различными нейрохимическими и нейрофизиологическими

свойствами. Установлено, что примерно 55–65% нейронов VTA – это ДА-ергиче-

ские нейроны. Кроме того, VTA содержит также значительное число ГАМК-ерги-

ческих нейронов, вырабатывающих тормозный нейромедиатор ГАМК [33]. Кроме

того, эксперименты на грызунах выявили мезохабенулярный путь, состоящий из

аксонов нейронов VTA, которые выделяют, помимо дофамина и ГАМК, возбужда-

ющий нейромедиатор глутамат [34]. Таким образом, результаты, полученные в на-

шей работе, могут быть объяснены тем, что в отсутствие активации животных по-

веденческим тестированием, материнская МОД способствует увеличению числа

как ДА-ергических нейронов, так и не-ДА-ергических нейронов VTA, которые,

тем не менее, модулируют работу ДА-ергических нейронов. И только суммарное

воздействие МОД матери (обеспечивает повышение числа выявляемых, в том числе

ДА-ергических, нейронов) и поведенческого тестирования (обеспечивает по-

вышение продукции TH в ДА-ергических нейронах) приводит к статистически

значимым различиям числа ДА-ергических нейронов у крыс линии WAG/Rij, под-

вергнутых как поведенческому тестированию, так и воздействию МОД матери (по

сравнению со всеми остальными группами крыс).

Увеличение числа ДА-ергических нейронов в VTA, то есть в области мозга, ко-

торая содержит тела нейронов мезолимбического ДА-ергического пути, вероятнее

всего, влечет за собой увеличение концентрации ДА в прилежащем ядре – конеч-

ной структуре мезолимбической системы, получающей ДА-ергические терминали

из VTA [23], что приводит к повышению ДА-ергического тонуса мозга [8, 22]. Та-

ким образом, данные, полученные в настоящей работе, согласуются с предположе-

нием о том, что в основе уменьшения симптомов депрессивно-подобного поведе-

ния лежит повышение ДА-ергического тонуса у потомства крыс линии WAG/Rij,
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рожденных матерями, потреблявшими МОД. Это предположение подтверждается,

в том числе, данными корреляционного анализа: обнаружены значимые положи-

тельные корреляции между числом ТН-иммунопозитивных клеток и длительно-

стью первого эпизода активного плавания (r = 0.69, p < 0.05) (рис. 4a), а также чис-

лом свешиваний с открытых рукавов приподнятого крестообразного лабиринта

(r = 0.77, p < 0.05) (рис. 4b).

В настоящее время морфологические и функциональные расстройства транс-

миссии ДА в головном мозге рассматривают как одну из основных причин разви-

тия депрессии. Некоторые виды депрессии сопровождаются потерей ДА-ергиче-

ских нейронов, а возрастные депрессивные расстройства можно прямо объяснить

с позиций гибели ДА-ергических нейронов головного мозга [35]. Интересно, что у

крыс линии WAG/Rij в возрасте 2-х месяцев отсутствуют фенотипические прояв-

ления абсанс-эпилепсии [36] и депрессии [37]; снижения ДА-ергического тонуса

(уменьшения содержания ДА в прилежащем ядре) в этом возрасте также не наблю-

дается [37]. В возрасте 6-ти месяцев пик-волновая активность [3, 36] и симптомы

депрессии [3, 6] хорошо выражены, и сопровождаются снижением ДА-ергического

тонуса [7, 8]. Наиболее вероятная причина – уменьшение сохранности ДА-ергиче-

ских нейронов мезолимбической ДА-ергической системы. Можно предположить,

что одним из возможных механизмов сниженного числа ДА-ергических нейронов

в VTA, приводящих к формированию поведенческих симптомов депрессии у крыс

линии WAG/Rij, может быть недостаточность нейротрофических факторов. Одним

из эндогенных нейротрофических факторов, специфичных для ДА-ергической си-

стемы и рассматривающихся как мощный терапевтический агент, является глиаль-

ный нейротрофический фактор (glial cell line-derived neurotrophic factor, GDNF)

[38].

GDNF способствует дифференцировке и выживанию ДА-ергических нейронов

путем увеличения экспрессии TH и других необходимых белков, включая белок,

связанный с ядерным рецептором-1 (Nuclear receptor related-1 protein, Nurr1) [39].

GDNF может значительно увеличить квант выброса ДА из синаптических терми-

налей [40]. Введение GDNF в ДА-ергические нейроны крыс, выделенные из VTA,

приводит к увеличению возбуждающих синапсов, и тем самым способствует вы-

свобождению ДА из терминалей. Одна из возможностей заключается в том, что

GDNF может способствовать росту локальных возбуждающих синаптических вхо-

дов к структурам мозга, богатым ДА-ергическими нейронами [41]. Nurr1 играет

роль фактора транскрипции на ранних этапах дифференцировки ДА-ергических

нейронов среднего мозга, однако он продолжает экспрессироваться во взрослом

возрасте. Экспрессия Nurr1 обычно снижается при болезни Паркинсона, и в неко-

торых случаях заболевания были выявлены мутации в гене этого белка. Дефицит

Nurr1 в созревающих ДА-ергических нейронах приводил к быстрому истощению

запасов ДА и дегенерации ДА-ергических нейронов в стриатуме [42].

Таким образом, в настоящей работе впервые показано, что материнская МОД во

время перинатального периода увеличивает число ДА-ергических (TH-иммунопо-

зитивных) нейронов в VTA у взрослого потомства крыс линии WAG/Rij. Данные,

полученные в настоящей работе, позволяют предположить, что уменьшение симп-

томов депрессивно-подобного поведения у потомства крыс линии WAG/Rij, рож-

денных матерями, потреблявшими МОД, происходит вследствие благоприятного

воздействия МОД на развитие мезолимбической ДА-ергической системы мозга.

МОД матери во время перинатального периода вызывает увеличение числа ДА-

синтезирующих нейронов в VTA и вследствие этого повышение ДА-ергического

тонуса мозга.
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The Effect of Maternal Methyl-Enriched Diet on the Number of Dopaminergic Neurons 

in the Ventral Tegmental Area in Adult Offspring of WAG/Rij Rats
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WAG/Rij rats are genetic model of absence epilepsy with comorbid depression. Patho-

logic phenotype in WAG/Rij rats was shown to be associated with reduced dopamine (DA)

tone within the mesolimbic DAergic brain system. Previously, it was found that maternal

methyl-enriched diet (MED) in the perinatal period increases DA content in the meso-

limbic DAergic brain system and reduces absence seizures and comorbid depression in

adult offspring of WAG/Rij rats. Ventral tegmental area (VTA), containing DA cells

bodies, is a main source of the mesolimbic DA synthesis. The aim of this study was to

test the hypothesis that increases in the mesolimbic DAergic tone induced by maternal

MED in offspring may be due to an increase in the number of DA-synthesizing neurons

in the VTA. Immunohistochemistry for thyrosine hydroxylase (TH) was used to assess

the number of TH-immunopositive cells in adult offspring of WAG/Rij rats born to

mothers fed control diet or MED and subjected or not subjected to behavioral testing for

2 consecutive days in the light-dark choice, open field, elevated plus maze and forced

swimming tests. One hour after the forced swimming test animals were anesthetized.

Brains were fixed using transcardial perfusion. The number of DAergic neurons was de-

termined by the number of TH-immunopositive cells on brain slices at the level of VTA.

The number of TH-immunopositive cells was counted in left and right hemispheres sep-

arately. A significant effect of maternal MED on the number of cells in the VTA express-

ing TH has been established. Adult WAG/Rij offspring born to mothers fed MED had an

increased number of TH-immunopositive cells as compared with the offspring born to

mothers fed control diet. Moreover, in WAG/Rij offspring born to mothers fed MED,

the number of TH-immunopositive cells was greater in animals subjected to behavioral

testing compared with animals not subjected to behavioral testing. The effects of mater-

nal MED and behavioral testing on the number of TH-immunopositive cells in the VTA

were equally expressed in the left and right hemispheres of the brain. Results suggest that

maternal MED in the perinatal period can affect the developing mesolimbic DAergic

brain system, promoting the generation and/or maintenance of DA neurons in the VTA,

and thereby prevent the occurrence of genetic absence epilepsy and comorbid depression

in the offspring of WAG/Rij rats.

Keywords: absence epilepsy, comorbid depression, dopaminergic neurons, VTA, mater-

nal methyl-enriched diet, mesolimbic dopamine system, WAG/Rij rats
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