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Эпилепсия тесно связана с нарушением функции тормозной ГАМК-нейро-

трансмиссии. В данном исследовании использовались крысы Крушинского–

Молодкиной (КМ), генетически склонные к аудиогенным припадкам (АГП).

Для крыс КМ характерно развитие аудиогенной эпилепсии в постнатальном он-

тогенезе, с началом АГП в возрасте 1.5–2 мес. и полным развитием экспрессии

АГП к 3-м месяцам. Мы проанализировали ГАМК-ергическую систему нижних

бугров четверохолмия (НБЧ) крыс КМ на разных стадиях постнатального разви-

тия. В качестве контроля использовали крыс линии Вистар. В НБЧ молодых

крыс линии КМ экспрессия Na+/K+/Cl– котранспортера 1 (NKCC1) была уве-

личена, в то время как K+/Cl– котранспортер 2 (KCC2) был неизменен, что ука-

зывает на нарушение постсинаптического действия ГАМК на ранних стадиях

постнатального развития. Более того, мы выявили увеличение экспрессии вези-

кулярного транспортера ГАМК (VGAT) в НБЧ, что дополнительно указывает на

более высокую активность высвобождения ГАМК. У взрослых крыс, напротив,

выявлено снижение экспрессии транспортера KCC2, что указывает на снижение

ГАМК-опосредованного торможения в клетках-мишенях. Таким образом, вос-

приимчивость к судорогам у взрослых крыс КМ может быть вызвана нарушения-

ми регуляции ГАМК в НБЧ.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время появляется все больше доказательств того, что нарушение

тормозной нейротрансмиссии γ-аминомасляной кислоты (ГАМК) в головном моз-

ге является одним из ключевых механизмов развития эпилепсии [1]. Так, исследо-

вания клинического материала от пациентов с эпилепсией и экспериментальных

моделей продемонстрировали утрату ГАМК-ергических нейронов, ослабление

синтеза ГАМК и снижение количества рецепторов ГАМК на мембранах клеток-

Сокращения: КМ – крысы Крушинского–Молодкиной; НБЧ – нижние бугры четверохолмия; АГП –
аудиогенный припадок; KCC2 – K

+
/Cl

–
 котранспортер 2; NKCC1 – Na

+
/K

+
/Cl

–
 котранспортер;

VGAT – везикулярный транспортер ГАМК; GABAAR(α) – α1-субъединица рецептора ГАМК-А.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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мишеней [2–5]. Более того, эпилептиформная активность может быть связана с

изменением экспрессии транспортеров Cl– – K+/Cl– котранспортера 2 (KCC2) и

Na+/K+/Cl– котранспортера 1 (NKCC1) в нейронах, что приводит к нарушению

баланса Cl– и, как следствие, к ослаблению ГАМК-ергического торможения и да-

же переключению эффекта ГАМК с торможения на возбуждение [6, 7].

Перспективным экспериментальным подходом для выявления генетически обу-

словленных механизмов эпилептогенеза является использование животных с гене-

тической предрасположенностью к рефлекторным (аудиогенным) припадкам.

В настоящее время существует несколько хорошо изученных линий крыс с аудио-

генной чувствительностью, включая генетически предрасположенных к эпилеп-

сии крыс (GEPR), аудиогенных крыс Вистар (WAR), аудиогенных крыс Вистар из

Страсбурга (WAS) и крыс Крушинского–Молодкиной (КМ) [8]. Повышенная вос-

приимчивость к судорогам развивается у таких животных в постнатальном онтоге-

незе, что делает эти модели особенно удобными для изучения механизмов и дина-

мики развития наследственной эпилепсии у человека.

Электрофизиологические исследования животных, генетически склонных к

аудиогенным припадкам, показали, что одиночные звуковые стимулы вызывают

эпилептиформную активность в стволе мозга, а ключевой структурой, ответствен-

ной за запуск АГП, являются нижние бугры четверохолмия (НБЧ) [9–11]. В то же

время предыдущие исследования показали, что животные, склонные к аудиоген-

ным припадкам, демонстрируют ряд изменений в ГАМК-ергической системе НБЧ,

включая аномально низкий синтез ГАМК и снижение экспрессии KCC2 [12–15].

Действительно, такие изменения могут способствовать повышенной возбудимости

этой структуры мозга и развитию рефлекторной эпилепсии. Однако дисбаланс

ГАМК наблюдался в основном у животных, подвергавшихся звуковой стимуля-

ции, что затрудняет разграничение наследственных и вызванных судорогами изме-

нений. Тем не менее, разумно предположить, что у крыс, склонных к аудиогенной

эпилепсии, постнатальное развитие связано с аномальным формированием ней-

ронных связей, которое опосредовано наличием генетически обусловленных абер-

раций в ГАМК-ергической системе, что обуславливает восприимчивость к судоро-

гам во взрослом возрасте.

У грызунов первые недели постнатального развития являются критическим пе-

риодом для становления ГАМК-ергической системы в НБЧ. В НБЧ здоровых крыс

ГАМК-ергические клетки обнаруживаются с 8-го дня постнатального периода (P8),

а к концу первого месяца жизни их количество уже не отличается от взрослых жи-

вотных [16]. Более того, раннее постнатальное развитие связано с постепенным

увеличением экспрессии KCC2 в нейронах, что необходимо для установления тор-

мозного (гиперполяризующего) действия ГАМК, которое наблюдается к концу

второй недели жизни [17, 18]. С другой стороны, практически нет данных о разви-

тии ГАМК-ергической системы у лабораторных грызунов с наследственной эпи-

лепсией. Чтобы хотя бы частично восполнить недостающую информацию, мы

проанализировали созревание этой системы в НБЧ крыс КМ в постнатальном он-

тогенезе.

Аудиогенная рефлекторная эпилепсия у крыс КМ полностью формируется к

3-му месяцу жизни [19]. На более ранних стадиях постнатального развития крысы

КМ либо не реагируют на звуковую стимуляцию, либо демонстрируют неполный

паттерн припадков, который обычно включает в себя только фазу дикого бега. Ра-

нее мы продемонстрировали задержку постнатального морфогенеза НБЧ аудио-

генных крыс КМ по сравнению с контрольными крысами Вистар [20]. Более того,

анализ GAD67, парвальбумина (PV) и синапсина 1 выявил аномальное функцио-

нирование ГАМК-ергических нейронов в НБЧ крыс КМ, как в молодом, так и во
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взрослом состоянии [21]. В настоящем исследовании мы продолжили изучение

НБЧ крыс КМ, уделяя особое внимание ГАМК-ергической трансмиссии. Полу-

ченные результаты позволяют выявить генетически обусловленные изменения в

созревании тормозных цепей в НБЧ и предположить вклад наблюдаемых измене-

ний в формирование повышенной судорожной готовности

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
В наших экспериментах использовались самцы и самки крыс КМ (Московский

государственный университет, Россия). Эти крысы были выведены путем близко-

родственного скрещивания крыс Вистар и в настоящее время все животные демон-

стрируют клонико-тонические судороги в ответ на интенсивную (10 кГц) звуковую

стимуляцию. Предрасположенность к аудиогенной эпилепсии крыс КМ развивается

в постнатальном онтогенезе и полностью формируется в возрасте 3–3.5 мес.

Для выявления генетически обусловленных аберраций в ГАМК-ергической си-

стеме НБЧ мы использовали наивных крыс КМ, которые ранее не подвергались

звуковой стимуляции и не имели опыта АГП до окончания эксперимента. Были

исследованы три возрастные группы крыс КМ: 1) животные в возрасте 15 дней

(P15, n = 8), когда происходит активный морфогенез НБЧ; 2) двухмесячные живот-

ные (P60, n = 8) с завершенным развитием НБЧ; 3) четырехмесячные животные

(P120, n = 8), которые демонстрируют полностью развитую предрасположенность

к АГП. В качестве контроля использовали крыс Вистар соответствующего возраста

(n = 8 для каждой возрастной группы). Все животные содержались в стандартных

клетках вивария при свето-темновом цикле 12/12 и свободном доступе к пище и воде.

Пробоподготовка
Четырех животных из каждой экспериментальной группы глубоко анестезиро-

вали путем внутривенной инъекции смеси золетил/ксилазин (60 мг/кг + 10 мг/кг;

Virbac, Франция), перфузировали транскардиально фосфатно-буферным солевым

раствором (PBS), затем 4% параформальдегидом (PFA) и декапитировали. Мозг

всех животных был извлечен, постфиксирован в 4% PFA при +4°C (5 дней), затем

погружен в 15% сахарозу для криозащиты (3 дня), затем заморожен и хранился при

‒80°C для дальнейшего иммуногистохимического анализа.

Других четырех животных из каждой группы декапитировали, мозг извлекали,

делили на полушария, а затем препарировали НБЧ. НБЧ из обоих полушарий всех

этих животных использовали для Вестерн-блот анализа.

Иммуногистохимия
Серии срезов мозга (во фронтальной плоскости) толщиной 10 мкм изготавлива-

ли с помощью криостата Leica. Иммуногистохимический анализ проводили в со-

ответствии со стандартным протоколом с биотин-стрептавидином. Криосрезы

(10 мкм), содержащие НБЧ, инкубировали с первичными антителами (табл. 1) в

течение ночи при комнатной температуре. Затем срезы промывали в PBS, инкуби-

ровали в течение 1 ч с биотинилированными вторичными антителами (табл. 1) с

последующей инкубацией с комплексом стрептавидин-пероксидаза (1 : 500, Supel-

co, #S2438) в течение 1 ч. Пероксидазную реакцию выявляли в буфере, содержа-

щем 3,3'-диаминобензидин (ДАБ, Sigma-Aldrich, #D5637) и перекись водорода

(0.01%). Чтобы проверить специфичность окрашивания, мы провели отрицательный

контроль (тот же протокол без первичных антител), который показал отсутствие

окрашивания. Наконец, срезы обезвоживали и накрывали покровным стеклом.
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Обработка срезов

Обработку срезов проводили в стандартных условиях в каждом эксперименте,

т.е. контрольные и экспериментальные группы в каждом эксперименте собирали,

фиксировали и обрабатывали для анализа одновременно. Анализ иммуноокраши-

вания в НБЧ проводили с использованием изображений, полученных с помощью

объектива 20×/0.5 на микроскопе Zeiss Axio Imager A1 (Carl Zeiss Microscopy GmbH).

Для анализа каждого исследуемого белка отбирали каждый 15-й срез. Всего для

каждого животного было проанализировано пять срезов исследуемой зоны для

каждого иммуноокрашивания.

Экспрессию α1-субъединицы ГАМК-А рецепторов (GABAAR(α)), KCC2 и NKCC1 в

центральном ядре НБЧ оценивали как оптическую плотность иммунопозитивного

вещества на 8-битных изображениях с использованием программы ImageJ (версия 6.0).

Оптическую плотность фона оценивали на том же срезе в неиммунореактивной

ткани мозга.

Вестерн-блот анализ

Образцы НБЧ гомогенизировали в лизирующем буфере (20 мМ Tris pH 7.5,

1% Triton-X100, 100 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ ЭГТА), содержащем ингибиторы

протеаз (Sigma-Aldrich, #P8340) и коктейль ингибиторов фосфатаз (Roche, #04 906

837 001), используя механический гомогенизатор при 4°С. Нерастворимые матери-

алы удаляли центрифугированием. Общее содержание белка в образцах определя-

ли методом Лоури с бычьим сывороточным альбумином (БСА) в качестве стандар-

та. Супернатант смешивали в соотношении 2 : 1 с 3× буфером для нанесения проб

(0.2 М Трис-HCl pH 6.7, 6% додецилсульфат натрия, 15% глицерин, 0.003% бромфе-

ноловый синий и 10% β-меркаптоэтанол) и инкубировали 10 мин при 96°C. Равные

количества образцов (10 мкг белка на лунку геля) загружали для электрофореза, бел-

ки разделяли на 10% полиакриламидном геле, а затем переносили на нитроцеллю-

Таблица 1. Использованные антитела для иммуногистохимии (ИГХ) и Вестерн-блот ана-
лиза (WB)

Антитела Производитель
Разведение 

для ИГХ
Разведение 

для WB

Первичные антитела

KCC2 Polyclonal Antibody Invitrogen, #PA5-78544 1 : 250 1 : 1000

Na-K-Cl cotransporter
Monoclonal Antibody

DSHB Hybridoma Product, # t4 1 : 100 1 : 500

GABA-AR alpha 1 Antibody Novusbio, #NB300-191 1 : 100 1 : 1000

VGAT Polyclonal Antibody Invitrogen, #PA-27569 – 1 : 1000

Actin Мonoclonal antibody Abcam, #ab3280 – 1 : 2000

Вторичные антитела

Goat Anti-Mouse IgG antibody 
(H + L), biotinylated

Vector Laboratories, #BA-9200 1 : 500 –

Goat anti-rabbit IgG antibody
(H + L), biotinylated

Vector Laboratories, #BA-1000 1 : 500 –

Anti-rabbit IgG (whole mole-
cule)–peroxidase antibody
produced in goat

Sigma-Aldrich, #A0545 – 1 : 10000

Anti-Mouse IgG (whole mole-
cule)–Peroxidase antibody
produced in rabbit

Sigma-Aldrich, #A9044 – 1 : 40000
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лозную мембрану (Santa Cruz Biotechnology, #sc-3718). Мембраны инкубировали в

5% обезжиренном молоке или 3% БСА в Трис-буфере с добавлением детергента

Tween (TBST) (0.1% Tween 20, 20-мМ Трис, 137-мМ NaCl; pH 7.4) в течение 1 ч, а за-

тем инкубировали в течение ночи с первичными антителами (табл. 1). После этого

мембраны промывали в буфере TBST и инкубировали с конъюгированными с пе-

роксидазой вторичными антителами против кролика или мыши (табл. 1) в течение

1 ч при комнатной температуре. Специфические белковые полосы визуализировали

с помощью хемилюминесцентной реакции с субстратом SuperSignal™ West Dura Ex-

tended Duration Substrate (ThermoFisher Scientific, #34075) с использованием Chemi-

Doc MP Imaging System (#12003154, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, США).

Денситометрический анализ содержания белка проводили с помощью програм-

мы ImageJ (версия 6.0). Экспрессию везикулярного транспортера ГАМК (VGAT) в

НБЧ оценивали путем нормализации к актину. Детекцию белков, используемых

для нормализации, проводили с использованием тех же мембран, что и детекцию

белков интереса.

Статистический анализ
Все данные, полученные с помощью Вестерн-блоттинга, ПЦР в реальном вре-

мени и иммуногистохимического анализа, обрабатывались статистически с помо-

щью U-критерия Манна–Уитни с использованием программного обеспечения

GraphPad 7. Результаты представлены как среднее ± стандартная ошибка средне-

го (SEM). Различия считались значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В наших экспериментах мы использовали наивных крыс КМ, не подвергавших-

ся ранее звуковому воздействию и не испытывавших аудиогенных припадков.

В качестве контроля использовали крыс Вистар. Исследовались животные трех

возрастных групп: 1) 15 дней (P15), когда происходит активный морфогенез НБЧ;

2) 2 мес. (P60), когда развитие НБЧ завершено, но крысы КМ не демонстрируют

стабильных аудиогенных припадков; 3) 4 мес. (P120), когда способность крыс КМ

к АГП полностью сформирована.

Анализ ГАМК-ергической системы в нижних буграх четверохолмия (НБЧ)
Во-первых, мы проанализировали экспрессию везикулярного транспортера

ГАМК VGAT, который отвечает за загрузку ГАМК из цитоплазмы ГАМК-ергиче-

ских нейронов в синаптические везикулы [22]. Наши данные, полученные методом

Вестерн блот не выявили различий в экспрессии VGAT в НБЧ между крысами КМ

и Вистар на P15 и P120, однако в НБЧ 2-месячных крыс КМ (P60) экспрессия

VGAT была значительно повышена по сравнению с характерной для крыс линии

Вистар этого возраста (рис. 1).

Для оценки постсинаптических эффектов мы провели анализ экспрессии бел-

ков, отвечающих за эффекты ГАМК в клетках-мишенях нижних бугров четверо-

холмия. В первую очередь оценили уровень экспрессии α1-субъединицы постси-

наптического ГАМК-А рецептора (GABAAR(α)), которая является обязательным

компонентом рецептора, участвующим в связывании ГАМК [23]. Иммуногисто-

химический анализ выявил повышенную экспрессию GABAAR(α) у крыс КМ на

15-й день жизни, тогда как в других возрастных группах (P60, P120) она не отлича-

лась от соответствующего контроля Вистар (рис. 2a, 2b).

Кроме того, мы проанализировали экспрессию активных транспортеров Cl–,

KCC2 и NKCC1, которые поддерживают баланс Cl– в клетках-мишенях путем на-
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копления или вывода Cl– соответственно [6]. Наши данные показали, что при P15

экспрессия KCC2 в НБЧ крыс КМ не отличалась от характерной для крыс Вистар

(рис. 2c, 2d), в то время как экспрессия NKCC1 была выше, чем у крыс Вистар, что,

вероятно, указывает на увеличение притока Cl– (рис. 2e, 2f). В возрасте P60 экспрес-

сия обоих транспортеров не отличалась между крысами КМ и Вистар (рис. 2c–f).

Однако у 4-месячных крыс КМ наблюдалась аномально низкая экспрессия KCC2

наряду с неизмененным NKCC1 (рис. 2c–f). Наблюдаемые изменения могут ука-

зывать на изменение внутриклеточного баланса Cl– с повышением его эффлюкса у

взрослых животных.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе мы проанализировали зависящие от возраста изменения

экспрессии ключевых белков, ответственных за синтез, синаптическую передачу и

постсинаптические эффекты ГАМК в НБЧ крыс КМ в трех онтогенетических точ-

ках – P15, P60 и P120.

15-й постнатальный день (P15)
Согласно данным литературы, конец второй постнатальной недели – это пери-

од, когда нормальный морфогенез НБЧ обычно завершается, хотя некоторые про-

цессы развития продолжаются до конца первого месяца [16, 24]. Наши предыду-

щие данные показали, что двухнедельные крысы КМ все еще демонстрировали по-

вышенную пролиферацию и апоптоз в НБЧ, что указывает на задержку созревания

этой структуры по сравнению с нормальными крысами (Вистар) [20]. Более того,

наши предыдущие исследования показали, что в НБЧ крыс КМ в этот период вре-

мени экспрессия основного фермента синтеза ГАМК GAD67 была такой же, как в

контроле, что указывает на отсутствие изменений в синтезе ГАМК. PV – кальций-

связывающий белок, являющийся маркером активных ГАМКергических нейронов.

Количество PV-позитивных клеток у 15-дневных крыс КМ было ниже, чем у

Рис. 1. Экспрессия везикулярного транспортера ГАМК VGAT в нижних буграх четверохолмия (НБЧ)

крыс Крушинского–Молодкиной (КМ) и Вистар в постнатальном онтогенезе. (a) Вестерн-блот анализ

везикулярного транспортера ГАМК (VGAT) в НБЧ не выявил различий между крысами Вистар (W) и

КМ на 15-й (P15) и 120-й (P120) дни постнатального развития, однако на 60-й день (P60) экспрессия

VGAT была повышена в НБЧ крыс КМ. Данные Вестерн-блот анализа представлены как среднее ± SEM.

* – p < 0.05 по сравнению с контролем. (b) Репрезентативные изображения иммуноблота VGAT и акти-

на в НБЧ крыс КМ и Вистар на соответствующих стадиях онтогенеза.
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Рис. 2. Экспрессия белков, отвечающих за эффекты γ-аминомасляной кислоты (ГАМК) в клетках-ми-

шенях нижних бугров четверохолмия (НБЧ) крыс Крушинского–Молодкиной (КМ) и Вистар в постна-

тальном онтогенезе. (a) – Иммуногистохимический анализ показал повышенную экспрессию α1-субъ-

единицы рецепторов ГАМК-А (GABAAR (α1)) в НБЧ крыс КМ в возрасте P15, в то время как в другие

возрастные сроки она не отличалась от таковой у крыс Вистар. (b) – Репрезентативные микрофотогра-

фии ИГХ GABAAR(α) в центральном ядре НБЧ крыс Вистар и КМ в P15, P60 и P120. (c) – Экспрессия

K
+

/Cl
–

 котранспортера (KCC2) в НБЧ крыс КМ не отличалась от контроля Вистар в возрасте P15 и

P60, но была значительно снижена в P120. (d) – Репрезентативные микрофотографии ИГХ KCC2 в цен-

тральном ядре НБЧ крыс Вистар и КМ в P15, P60 и P120. (f) – Экспрессия Na
+

/K
+

/Cl
–

 котранспортера

1 (NKCC1) в НБЧ крыс КМ, напротив, была повышена в P15, но не в других временных точках. (e) –

Репрезентативные микрофотографии ИГХ NKCC1 в центральном ядре НБЧ крыс Вистар и КМ в P15,

P60 и P120. Графики (a), (c), (e) показывают оптическую плотность иммунопозитивного вещества в от-

носительных единицах (a.u.). Иммуногистохимические данные представлены как среднее ± стандарт-

ная ошибка среднего (SEM). * – p < 0.05 по сравнению с контролем. Масштабные линейки: 100 мкм.
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Вистар, что указывает на снижение активности ГАМК-ергических клеток [25].

Эти изменения сопровождались снижением активности синапсина 1, что ука-

зывает на снижение синаптической передачи, и в частности на ослабление вы-

свобождения ГАМК [25]. Вероятно, эти данные указывают на задержку формиро-

вания ГАМК-ергической системы в НБЧ крыс КМ на ранних этапах постнаталь-

ного развития.

В настоящей работе получены новые данные, дополняющие картину дисрегуля-

ции ГАМК в НБЧ крыс КМ в первые месяцы постнатального развития. Так, ана-

лиз VGAT, ответственного за загрузку ГАМК в синаптические везикулы, не выявил

изменений у 15-дневных крыс КМ, но повышенная экспрессия постсинаптиче-

ских рецепторов GABAAR(α1) указывала на снижение связывания ГАМК и интер-

нализации рецептора [26, 27], что связано с описанной ранее дисрегуляцией

ГАМК-ергической передачи.

Постсинаптические эффекты ГАМК тесно связаны с балансом Cl– в клетках-

мишенях, который, в свою очередь, зависит от экспрессии и активности транспор-

теров ионов хлора KCC2 и NKCC1 [6]. Более того, предполагается, что изменения в

соотношении экспрессии KCC2 и NKCC1 являются ключевым механизмом, кото-

рый регулирует переключение эффекта ГАМК с возбуждения на торможение во

время постнатального развития всего мозга [28, 29]. В первые постнатальные дни

преобладает экспрессия NKCC1, а экспрессия KCC2 низкая, что поддерживает от-

носительно высокую внутриклеточную концентрацию Cl– и деполяризующее дей-

ствие ГАМК [30, 31]. Затем, в течение первых двух недель, активный синаптогенез

сопровождается увеличением экспрессии KCC2, что приводит к усиленному выве-

дению Cl– из клеток и установлению гиперполяризующего эффекта ГАМК [17, 18].

Наше исследование не выявило изменений по сравнению с крысами Вистар в экс-

прессии KCC2 в НБЧ 15-дневных крыс КМ, однако наблюдалась аномально повы-

шенная экспрессия NKCC1. Эти данные недостаточны для предположения о за-

держке переключения возбуждающей функции ГАМК на тормозную в НБЧ. Тем

не менее, повышение экспрессии NKCC1 может быть связано с увеличением при-

тока Cl– в клетки-мишени ГАМК, что приводит к ухудшению тормозного действия

ГАМК, в дополнение к снижению высвобождения ГАМК.

В целом, полученные данные свидетельствуют о том, что к концу второй постна-

тальной недели активность ГАМК-ергических нейронов и ГАМК-ергическая ней-

ротрансмиссия были аномально снижены в НБЧ крыс КМ. Поскольку этот период

связан с активным созреванием ГАМК-ергической системы в этой структуре моз-

га, наши результаты свидетельствуют о генетически обусловленной задержке ста-

новления тормозных ГАМК-ергических проекций в НБЧ крыс КМ.

60-й постнатальный день (P60)
Согласно нашим предыдущим исследованиям, к концу второго месяца развитие

НБЧ у крыс КМ завершается, поскольку количество клеток, пролиферация и апо-

птоз больше не отличаются от контроля Вистар [20]. Однако повышенное число

GAD67- и PV-позитивных клеток и повышенная активность синапсина 1 в НБЧ

двухмесячных крыс КМ указывали на повышенную активность ГАМК-ергической

системы в этом слуховом центре. Наши данные показали также увеличение экс-

прессии VGAT в НБЧ, что дополнительно указывает на повышенную активность

высвобождения ГАМК. Экспрессия GABAAR(α1) рецепторов и транспортеров Cl–

в НБЧ достигла контрольного уровня. Таким образом, поскольку НБЧ является

критической структурой, ответственной за запуск АГП, наблюдаемое усиление

тормозной передачи может быть одним из основных факторов, препятствующих

стабильной экспрессии АГП у крыс КМ данного возраста.
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120-й постнатальный день (P120)

Анализ взрослых крыс КМ с полностью сформированной способностью к АСП

также продемонстрировал значительные отличия в состоянии ГАМК-ергической

системе НБЧ по сравнению с крысами родительской линии Вистар. Ранее мы об-

наружили аномально низкую экспрессию GAD67 и PV в центральных ядрах НБЧ

взрослых крыс КМ, что указывает на снижение функциональной активности

ГАМК-ергических нейронов [21]. Ранее у крыс КМ не было показано нарушений в

числе ГАМК-ергических нейронов в НБЧ относительно контрольной линии крыс

КМ “0”, не проявляющих аудиогенной эпилепсии [32]. При этом уровень экспрес-

сии мРНК GAD67 оказался у крыс КМ выше в пять раз. Однако в данном случае

крыс, подверженных аудиогенной эпилепсии не сравнивали с крысами родитель-

ской линии Вистар, что, возможно, объясняет расхождение в полученных резуль-

татах. Наши данные также показали значительное снижение экспрессии KCC2,

что позволило нам предположить снижение эффлюкса Cl– в клетках, получающих

ГАМК-ергическую иннервацию и экспрессирующих ГАМК-А рецепторы, и, сле-

довательно, ухудшение гиперполяризующего действия ГАМК в НБЧ. Таким обра-

зом, резкое ослабление ГАМК-ергической передачи, наряду с нарушением баланса

Cl– в клетках-мишенях, может вносить значительный вклад в повышенную возбу-

димость НБЧ у взрослых крыс КМ и опосредовать наступление полностью сфор-

мированной судорожной готовности.

Интересно, что исследования других грызунов с предрасположенностью к

аудиогенным судорогам показали противоположные изменения в ГАМК-ергиче-

ской системе НБЧ. Так, в центральном ядре НБЧ крыс GEPR-9 наблюдалось по-

вышенное количество GAD67-позитивных нейронов, что указывает на усиление

выработки ГАМК [10]. Кроме того, хомяки, генетически предрасположенные к

аудиогенным судорогам (GASH:Sal) продемонстрировали неизменную экспрес-

сию KCC2 в НБЧ [15]. Хотя проявление рефлекторных припадков у разных видов

животных сходны, вероятно, наблюдаемые расхождения можно объяснить различ-

ными генетическими аномалиями, которые в ходе постнатального развития при-

водят к возникновению разных нейрохимических нарушений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты настоящего исследования, наряду с предыдущими результатами [21],

позволили нам сравнить постнатальное развитие ГАМК-ергической системы в

НБЧ крыс КМ, генетически предрасположенные к аудиогенным судорогам и

предположить возможный вклад генетически обусловленных изменений в воспри-

имчивость к АГП. В ранние сроки постнатального развития (конец второй постна-

тальной недели) у крыс КМ наблюдалось снижение активности ключевых марке-

ров ГАМК-ергической системы в НБЧ по сравнению с крысами Вистар. Кроме того,

измененная экспрессия транспортеров Cl– KCC2 и NKCC1 в этой структуре мозга

указывала на дисбаланс Cl– в нейронах-мишенях и, следовательно, на нарушение

ГАМК-опосредованного торможения. Эти результаты подтверждают замедленное

созревание ГАМК-ергической системы в НБЧ, что может лежать в основе патоло-

гических изменений в дальнейшем, у взрослых крыс КМ.

К концу второго постнатального месяца (P60) у крыс КМ наблюдалась стаби-

лизация и даже повышение уровня ГАМК-передачи в НБЧ. Однако у взрослых

животных с полностью сформировавшейся судорожной готовностью (P120)

функциональная активность ГАМК-ергических клеток была значительно сниже-

на, а аномально низкий уровень KCC2 вновь позволил предположить нарушение

ГАМК-опосредованной гиперполяризации в нейронах НБЧ. С другой стороны,
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предыдущий анализ возбуждающей (глутаматергической) системы не выявил ни-

каких нарушений в НБЧ взрослых крыс КМ [21]. Таким образом, генетически обу-

словленная дисфункция тормозной передачи может быть одним из основных фак-

торов повышенной возбудимости НБЧ у крыс КМ, способствуя функционирова-

нию НБЧ как триггерной структуры аудиогеного судорожного припадка.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все применимые международные, национальные и/или институциональные принципы

ухода и использования животных были соблюдены.

Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответствовали
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Dysregulation of GABAergic System in the Inferior Colliculi 

of Rats during the Development of Audiogenic Epilepsy

S. D. Nikolaevaa, A. P. Ivleva, A. A. Naumovaa, A. A. Kulikova,
M. V. Glazovaa, *, and E. V. Chernigovskayaa

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

*e-mail: mglazova@iephb.ru

Epilepsy is tightly associated with dysfunction of inhibitory GABA neurotransmission.

In this study, Krushinsky–Molodkina (KM) rats genetically prone to audiogenic sei-

zures (AGS) were used. KM rats are characterized by the development of audiogenic ep-

ilepsy during postnatal ontogenesis, with AGS onset at the age of 1.5–2 months and fully

developed AGS expression by 3rd month. We analyzed GABAergic system of the inferior

colliculi (IC) of KM rats at different stages of postnatal development. Wistar rats were

used as a control. In the IC of young KM rats, Na+/K+/Cl– cotransporter 1 (NKCC1)

expression was increased, while K+/Cl– cotransporter 2 (KCC2) was unchanged indi-

cating impairment of postsynaptic GABA action at early stages of postnatal develop-

ment. Moreover, we revealed also an increase in the expression of vesicular GABA trans-

porter (VGAT) in the IC which additionally pointed on the higher activity of GABA re-

lease. In adult rats, in opposite, we revealed a decrease in the expression of KCC2

transporter indicating downregulation of GABA inhibition on the target cells. Thus,

GABA dysregulation in the IC can mediate the seizure susceptibility in adult KM rats.

Keywords: Krushinsky–Molodkina rats, audiogenic seizures, inferior colliculi, postnatal

ontogenesis
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