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Нарушения в работе нейромедиаторных систем при моделировании развития височ-
ной эпилепсии наиболее детально изучены в структурах переднего мозга – в ви-
сочной коре, амигдале и гиппокампе. Известно, что в ходе формирования височной 
эпилепсии в модели аудиогенного киндлинга наблюдается распространение эпилеп-
тиформной активности из стволовых отделов в вышележащие отделы мозга. Однако 
молекулярные механизмы нарушения регуляции нейротрансмиссии в нижних буграх 
четверохолмия у грызунов с генетической предрасположенностью к аудиогенным 
судорожным припадкам в ходе эпилептогенеза остаются неизученными. Изменения 
в работе нейромедиаторных систем нижних бугров четверохолмия на начальных эта-
пах эпилептогенеза может вносить существенный вклад в эпилептизацию структур 
переднего мозга. В настоящей работе проведен комплексный анализ маркеров актив-
ности глутамат- и ГАМКергических нейронов в нижних буграх четверохолмия крыс 
Крушинского – Молодкиной (КМ), генетически предрасположенных к аудиогенным 
судорожным припадкам. Для моделирования ранних этапов развития височной пар-
циальной эпилепсии был использован модифицированный протокол аудиогенного 
киндлинга, в ходе которого крыс подвергали ежедневным аудиогенным судорожным 
припадкам в течение семи дней. В качестве контроля использовали наивных крыс 
КМ. Несмотря на то, что предрасположенность к аудиогенным судорожным при-
падкам у грызунов часто связывают с нарушениями в ГАМКергической передаче 
сигнала, нам не удалось выявить значимых изменений в экспрессии ферментов син-
теза ГАМК и субъединицы α1 GABAA-рецептора у крыс линии КМ ни через сутки, 
ни через неделю после завершения последнего судорожного припадка. При этом 
через сутки после завершения эксперимента наблюдалось усиление глутаматерги-
ческой трансмиссии в нижних буграх четверохолмия: повышался уровень актив-
ности ERK1/2-киназ и белка экзоцитоза синапсина 1, а также экспрессия VGLUT1 
и VGLUT2 и синаптического белка SV2B. Через неделю после последнего припадка 
наблюдалось только повышенное содержание VGLUT1 в нижних буграх четверо-
холмия, это свидетельствует о том, что устойчивые изменения затрагивают нейроны 
вышележащих структур, в частности, височной коры. 
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ВВЕДЕНИЕ

Прогнозы течения и тяжести височной эпилепсии во многом зависят от сроков, 
в которые начато медикаментозное лечение, а также от этиологии эпилептиформной 
активности. Такие факторы как большое количество приступов до начала лечения, по-
вторение приступов в первый месяц заболевания и отсутствие ответа на первый про-
тивосудорожный препарат являются критичными для пациентов с впервые диагности-
рованной эпилепсией [1–3]. Одной из актуальных за дач при исследованиях эпилепсии 
является изучение патологических процессов, происходящих на начальных этапах раз-
вития заболевания. Для изучения механизмов, лежащих в основе хронических форм 
эпилепсии, а также для изучения эффектов и механизмов действия противосудорож-
ных препаратов используют различные химические, травматические, электрические 
и генетические животные модели [4].

Генетической моделью рефлекторной эпилепсии являются грызуны, демонстри-
рующие аудиогенные судорожные припадки (АСП), в том числе крысы линий Wistar 
Audiogenic Rat (WAR), Genetically Epilepsy Prone Rat (GEPR), Крушинского – Молод-
киной (КМ). АСП, возникающие при воздействии звукового стимула, сопровождают-
ся возбуждением в нижних буграх четверохолмия (НБЧ), что было доказано многими 
авторами на крысах с аудиогенной эпилепсией разных линий GEPR [5, 6], WAR [7, 8] 
и на мышах линии DBA/2 [9], а также в экспериментах с использованием введения 
в четверохолмие агонистов и антагонистов рецепторов глутамата и ГАМК [5, 10]. Из 
НБЧ сигнал передается в верхние бугры четверохолмия, что приводит к началу судо-
рожного припадка, включающему в себя дикий бег, клонические или клонико-тониче-
ские судороги. Известно, что для реализации АСП достаточно повышения активности 
глутаматергической иннервации НБЧ, тогда как перерезка путей в вышележащие от-
делы не предотвращает развитие АСП [11]. О минорном вовлечении вышележащих 
отделов мозга на ранних этапах эпилептизации (1–3 последовательных эпизода АСП) 
свидетельствует также тот факт, что на фоне значительных изменений ЭЭГ в стволо-
вых отделах мозга изменения в коре при первых нескольких АСП или не отмечаются 
или незначительны [12, 13].

Для исследования механизмов формирования височной эпилепсии широко исполь-
зуется модель аудиогенного киндлинга. Повторные предъявления звукового стимула 
крысам, демонстрирующим АСП, постепенно приводят к генерализации эпилепти-
формной активности и формированию посттонических судорог, что является резуль-
татом распространения эпилептиформной активности на структуры переднего мозга 
(гиппокамп, амигдалу, неокортекс) [13, 14]. У крыс линии КМ уже после первых cеми 
припадков мы наблюдали первые признаки генерализации эпилептиформной активно-
сти, которые проявлялись в виде посттонического припадка и сопровождались апопто-
тическими процессами в гиппокампе [15]. После 14 ежедневных АСП у крыс изменя-
ется характер протекания судорожного припадка, добавляется стадия посттонических 
судорог, что характерно для височной эпилепсии. Кроме того, ранее было показано 
возникновение устойчивых нарушений в регуляции глутаматергических нейронов 
гиппокампа при 14- и 21-дневном аудиогенном киндлинге [16].

Нарушения в работе нейромедиаторных систем при развитии височной эпилепсии 
наиболее детально изучены в структурах переднего мозга – в височной коре, амигдале 
и гиппокампе [17, 18]. Однако вопрос о молекулярных механизмах нарушений регуля-
ции нейротрансмиссии в НБЧ у крыс КМ в ходе эпилептогенеза остается открытым, 
а данные крайне малочисленны. При этом очевидно, что возникновение нарушений 
в работе НБЧ при аудиогенной эпилепсии сами по себе могут приводить к дальней-
шему усилению эпилептиформной активности, ее распространению в другие отделы 
мозга и формированию лимбических генерализованных судорог, характерных для ви-
сочной эпилепсии.
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Для выявления нарушений в регуляции нейромедиаторных систем НБЧ в настоя-
щей работе мы использовали крыс линии КМ, которых подвергали ежедневным звуко-
вым стимуляциям в течение 7 дней, что позволило рассматривать такой семидневный 
киндлинг как начальную стадию формирования височной эпилепсии. Целью настоя-
щей работы являлось исследование изменений в регуляции глутамат- и ГАМКергиче-
ских нейронов в НБЧ после 7 АСП. В работе оценивали как краткосрочные изменения 
в биохимических показателях активности ГАМК- и глутаматергических систем в НБЧ 
через 1 день после последней звуковой стимуляции, так и хронические, сохраняющие-
ся через неделю после последнего АСП и, возможно, приводящие к распространению 
эпилептиформной активности в высшие отделы мозга. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
В экспериментах использовали взрослых крыс линии КМ (Московский государст-

венный университет, Россия) в возрасте 4–6-ти месяцев (с полностью сформированной 
судорожной готовностью). Крыс содержали по 4–5 животных в клетке при цикле день/
ночь 12 ч/12 ч со свободным доступом к пище и воде. Общее количество животных 
в экспериментах – 24.

Экспериментальные группы
Для оценки изменений в ГАМК- и глутаматергической нейротрансмиссии в НБЧ на 

начальной стадии эпилептизации мозга была использована модифицированная модель 
аудиогенного киндлинга. Крыс в течение 7 дней подвергали ежедневным звуковым 
стимуляциям. Звуковой стимул генерировался с помощью компьютерной программы 
NCH Tone Generator (© NCH Software, Австралия), параметры звука: 50 дБ, 10 кГц. 
Каждую крысу помещали в тестовую камеру для адаптации на 5 мин и затем подвер-
гали воздействию акустического стимула. Звук выключали, как только крыса начина-
ла демонстрировать судорожный припадок. С помощью видеокамеры регистрировали 
наличие и продолжительность стадий судорожного припадка, включающих латентный 
период, дикий бег, клонические и тонические судороги. Если в течение 1 мин стимуля-
ции у животного не возникало судорог, его исключали из эксперимента, но доля таких 
животных составляла меньше одного процента (по результатам многолетних наблюде-
ний). После повторных звуковых раздражений у животных появлялась дополнитель-
ная стадия судорожного припадка, посттонический (лимбический) клонус, что свиде-
тельствовало о распространении эпилептиформной активности в передний мозг [19]. 

Были проведены две независимые серии экспериментов. 
В первой серии экспериментов крыс КМ подвергали 7 АСП, что соответствует 

стадии начала развития лимбических генерализованных припадков. Первую группу 
крыс выводили из эксперимента через сутки после седьмого АСП (группа 7 + 1) (n = 
8), вторую – через 7 дней (период отдыха) после последнего припадка (группа 7 + 7) 
(n = 8). В качестве контрольной группы использовали крыс КМ без опыта АСП (n = 
8) – наивная группа. Для того, чтобы все животные были выведены из эксперимента 
одновременно, крыс 1-й группы начинали подвергать звуковым стимуляциям на 7 дней 
позже, чем крыс 2-й группы. 

Половину крыс наркотизировали смесью золетил/ксилазин (60 мг/кг + 10 мг/кг; 
Virbac, Франция). Затем животных перфузировали транскардиально охлажденным 
0.01 М фосфатно-буферным солевым раствором (PBS: (мМ) 137 NaCl, 2.7 KCl, 10 
Na2HPO4, 1.76 KH2PO4, pH 7.4), затем 5%-ным формалином (в PBS) в течение 15 мин. 
Животных декапитировали, мозг всех животных извлекали и фиксировали в 5%-ном 
формалине при 4°C в течение 5 дней, затем погружали в 20%-ный раствор сахарозы/
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PBS для криозащиты (4°C, 3 дня), далее замораживали и хранили при –80°C до даль-
нейшего использования. Вторую половину крыс быстро декапитировали, из мозга вы-
деляли НБЧ и гомогенизировали в тризоле для ПЦР в реальном времени анализа мРНК 
белков интереса. 

Во второй серии экспериментов также использовали 7-дневную экспозицию дейст-
вия звука. В первом эксперименте крыс КМ подвергали 7 АСП и выводили из экспе-
римента через сутки после последнего припадка (группа 7 + 1) (n = 5) одновременно 
с соответствующей контрольной группой крыс КМ без опыта АСП (n = 5). Во втором 
эксперименте крыс КМ подвергали 7 АСП и выводили из эксперимента через 7 дней 
(период отдыха) после последнего припадка (группа 7 + 7) (n = 4) одновременно с со-
ответствующей контрольной группой крыс КМ без опыта АСП (n = 6). В этой серии 
экспериментов животных быстро декапитировали, НБЧ препарировали и гомогенизи-
ровали для дальнейшего биохимического анализа. Экспрессию и активность белков, 
регулирующих активность ГАМК- и глутаматергических нейронов, исследовали с по-
мощью Вестерн-блот анализа.

Гистологический анализ 
Срезы НБЧ крыс из 1–3-й групп первого эксперимента толщиной 10 мкм были из-

готовлены с помощью криостата (Leica, Германия). Изготавливали 15 чередующихся 
серий препаратов, содержащих фронтальные срезы НБЧ на одном уровне в ростро-
каудальном направлении. После стандартных предварительных процедур срезы одной 
из 15 серий инкубировали с первичными антителами к каждому исследуемому белку 
(табл. 1). Затем срезы промывали в PBS и инкубировали в течение 1 ч с биотинилиро-
ванными вторичными антителами (1:300, Vector Laboratories Inc.), после чего следо-
вала часовая инкубация со стрептавидин-пероксидазным комплексом (1:500, Supelco, 
#S2438). Пероксидазную реакцию выявляли в буфере, содержащем 0.05% 3.3′-диами-
нобензидина (DAB, Sigma-Aldrich, #D5637) и перекись водорода (0.01%). 

Содержание фосфо-ERK1/2, VGLUT1 и GLUT2. Обработку срезов проводили 
в стандартных условиях в каждом эксперименте, т. е. контрольные и эксперименталь-
ные группы в каждом эксперименте собирали, фиксировали и обрабатывали одновре-
менно. Для изучения специфичности иммуноокрашивания проводили отрицательный 
контроль (тот же протокол без первичных антител), который не показал иммуноре-
активности. Анализ срезов проводили с микроскопа Zeiss Axio Imager A1 (Carl Zeiss 
Microscopy GmbH) и программного обеспечения PhotoM.

Изменения, вызванные судорожной активностью, анализировали в центральном 
ядре НБЧ. Для каждого животного анализировали пять срезов на одном уровне ис-
следуемой зоны. Для этого фотографии переводили в 8-битный формат с помощью 
PhotoshopCS6. Количество фосфо-ERK1/2 иммуномеченых клеток в центральном ядре 
НБЧ считали вручную. Данные представлены в виде количества клеток на 0.2 мм2. 
Поскольку VGLUT 1 и VGLUT2 локализованы преимущественно на пресинаптиче-
ских окончаниях, их содержание в центральном ядре НБЧ (область интереса выделяли 
вручную) оценивали по оптической плотности метки в области интереса как разницу 
между уровнем серого в центральном ядре НБЧ за вычетом уровня серого на участ-
ке препарата, не содержащем иммунореактивное вещество. Результаты представлены 
в относительных единицах оптической площади на мкм2.

Вестерн-блот анализ 
Экспрессию и активность белков, регулирующих активность ГАМК- и глутаматер-

гических нейронов, исследовали с помощью Вестерн-блот анализа. НБЧ гомогенизи-
ровали в буфере для лизиса при 4°C (20 мМ Tris pH 7.5, 1% Triton-X100, 100 мМ NaCl, 
1 мМ ЭДТА, 1 мМ ЭГТА) с ингибиторами протеаз (Sigma-Aldrich, #P8340) и фосфатаз 
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Таблица 1. Список использованных антител 

Белок
Использованные 
первичные ан-

титела

Ис-
точ-
ник

Разве-
дение 
пер-
вич-
ных 

анти-
тел

Разведение 
вторичных 

антител, 
конъюги-

рованных с 
пероксида-

зой

Разведе-
ние вто-
ричных 
биоти-

нилиро-
ванных 
антител

Разве-
дение 

стрепта-
видин-

перокси-
дазного 
комп-
лекса

α,β-Tubulin Cell Signaling 
#2148 rabbit WB 

1:2000 WB 1:10000 - -

GAPDH Abcam ab8245 mouse WB 
1:1000 WB 1:40000 - -

GAD65/67 Santa Cruz sc-
365180 mouse WB 

1:500 WB 1:40000 - -

GABAARα1 NovusBio 
NB300-191 rabbit WB 

1:1000 WB 1:10000 - -

VGLUT1 Merck 
#MAB5502 mouse

WB 
1:1000

IHC 
1:250

WB 1:40000 IHC 
1:500

IHC 
1:1000

VGLUT2 Merck MAB5504 mouse

WB 
1:1000

IHC 
1:250

WB 1:40000 IHC 
1:500

IHC 
1:1000

NKCC1 DSHB 
Hybridoma # t4. mouse WB 

1:500 WB 1:40000

phospho-KCC2 
(Ser940)

PhosphoSolutions 
p1551-940 rabbit WB 

1:1000 WB 1:10000

Total-KCC2 Merck 07-432 rabbit WB 
1:1000 WB 1:10000

phospho-
ERK1/2
(Thr204/
Tyr202)

Cell Signaling 
#4376 rabbit

WB 
1:1000

IHC 
1:100

WB 1:10000 IHC 
1:300

IHC 
1:500

Total-ERK1/2 Cell signaling 
#9102 rabbit WB 

1:1000 WB 1:10000

phospho-Syn1 
(Ser 62,Ser 67) Merck AB9848 rabbit WB 

1:750 WB 1:10000

Total-Syn1 Millipore 
AB1543P rabbit WB 

1:1000 WB 1:10000

SV2A DSHB 
AB_2315387 mouse WB 

1:1000 WB 1:40000

SV2B BiossAntibodies 
bs-11365R rabbit WB 

1:750 WB 1:10000
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(Roche, #04 906 837 001). Нерастворимый осадок удаляли центрифугированием. Об-
щее содержание белка в образцах определяли методом Лоури с бычьим сывороточ-
ным альбумином (БСА) в качестве стандарта. Супернатант смешивали в соотношении 
2:1 с загрузочным буфером (0.2 М Трис-HCl pH 6.7, 6% додецилсульфата натрия, 15% 
глицерина, 0.003% бромфенолового синего и 10% β-меркаптоэтанола) и инкубирова-
ли в течение 10 мин при 96°С. Равные количества проб (10 мкг белка на линию) за-
гружали для электрофореза. Белки разделяли в 10- или 12%-ном полиакриламидном 
геле, а затем переносили на нитроцеллюлозную мембрану (Santa Cruz Biotechnology, 
#sc-3718). Мембраны инкубировали в 5%-ном обезжиренном молоке или 3%-ном БСА 
в Tris буфере с добавлением Tween 20 (TBST; 0.1% Tween 20, 20 мМ Tris, 137 мМ NaCl; 
pH 7.4) в течение 1 ч и затем инкубировали в течение ночи с первичными антителами 
против исследуемых белков (табл. 1). Затем мембраны промывали в буфере TBST и ин-
кубировали со вторичными поликлональными (1:10000; Sigma-Aldrich, #A5420) или 
моноклональными (1:40000; Sigma-Aldrich, #A9044) антителами в течение 1 ч при ком-
натной температуре. Специфические белки визуализировали с помощью хемилюми-
несцентной реакции с субстратом SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate 
(ThermoFisher Scientifi c, #34075) с использованием ChemiDoc MP Imaging System 
(#12003154, Bio-Rad). Относительную плотность каждой белковой полосы оценивали 
по соотношению каждого исследуемого белка к GAPDH или α,β-тубулину с помощью 
программного обеспечения ImageLab (версия 6.0; Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 
Калифорния, США). 

Таблица 2. Использованные праймеры

Ген
Номер в базе 
данных NCBI

Последовательность 
левого праймера

Стар-
товая 

позиция 
левого 

праймера

Последовательность 
правого праймера

Стар-
товая 

позиция 
правого 

праймера

gabaAα1 NM_183326.2 agcctgcatttaagaacaga 2726 gcaacagtgaagttatgagc 2830

gad65 NM_012563.2 gtacgccatgctcattgccc 818 agagaggatcaaaagccccg 1115

gad67 NM_017007.2 gctggaaggcatggaaggtttta 615 acgggtgcaatttcatatgtgaacata 836

nkcc1 NM_031798.2 tcgtgagaggaggaggagcatac 1137 agatgcccagaagaaccaccac 1370

kcc2 NM_001393675 tgatggggactggatattct 4986 aacagaaactttgctcttgc 5208

s18 NM_213557.1 cctgcgagtactcaacacca 81 ctgctttcctcaacaccaca 190

gapdh NM_017008.4 tccctcaagattgtcagcaa 496 agatccacaacggatacatt 803
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Анализ мРНК с помощью ОТ-ПЦР в реальном времени
Тотальную РНК выделяли из образцов НБЧ с помощью реагента для выделения РНК 

PureZOL™ (BioRad, #732-6890). Концентрацию РНК определяли на спектрофотометре 
CLARIOstar Plus (BMG LABTECH) по стандартной методике. Чистоту образцов РНК про-
веряли по соотношению оптической плотности A260/A280 > 1.8. Два мкг тотальной РНК 
использовали для синтеза кДНК с помощью набора RevertAid First Strand cDNA Synthesis 
Kit (Thermo Scientifi c, #K1622). Количественную ОТ-ПЦР в реальном времени проводили 
с использованием Evrogen 5x qPCR mix-HS SYBR (Evrogen, #PK147L). Праймеры (табл. 2) 
были сконструированы с помощью программы Primer-BLAST (NCBI, США). 

Для ПЦР в реальном времени использовали систему LightCycler 96 (Roche). Пара-
метры ПЦР были следующими: начальная денатурация – один цикл при 95°C в течение 
5 мин; 45 циклов денатурации, амплификации и количественной оценки (95°C в тече-
ние 10 с, 53°C в течение 15 с и 72°C в течение 30 с); кривая плавления – начало при 
65°C и постепенное повышение до 95°C. Пороговые значения циклов нормировали по 
отношению к среднему геометрическому референсных генов s18 и gapdh. Экспрессия 
в контрольных НБЧ оценивалась как «1». Относительную кратность экспрессии генов 
рассчитывали по методу 2-ΔΔCt. Результаты представлены в виде гистограмм. Каждое 
значение было объединено из 3 независимых ПЦР-реплик для каждого образца кДНК.

Статистический анализ 
Статистическую обработку данных проводили с помощью U-теста Манна–Уитни 

и теста Краскела–Уоллиса с последующим апостериорным тестом Данна при p < 0.05. 
Статистический анализ данных проводился с использованием программного обеспе-
чения GraphPad Prism 7 (GraphPad Prism Software Inc., Сан-Диего, Калифорния). Все 
результаты представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего (SEM). 
Различия считались достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка ГАМКергической нейротрансмиссии в НБЧ крыс линии КМ после киндлинга
ГАМКергическую нейротрансмиссию оценивали по двум параметрам: оценка со-

держания ферментов синтеза ГАМК глутаматдекарбоксилазы 65 и 67 (GAD65 и GAD67) 
использована как показатель продукции ГАМК в НБЧ, а содержание α1-субъединицы 
GABAA-рецептора использовали как маркер чувствительности нейронов НБЧ к дейст-
вию ГАМК-опосредованной нейротрансмиссии, поскольку именно α1 является одной 
из основных субъединиц, присутствующих в центральном ядре НБЧ наряду с β2- и γ2- 
субъединицами GABAA-рецептора [20]. Оказалось, что после семи судорог уровень 
экспрессии ферментов синтеза ГАМК остается неизменным: мы не обнаружили ста-
тистически значимых различий ни в экспрессии мРНК GAD65 и 67 (рис. 1a, b), ни 
в содержании белка (рис. 1c). Уровень экспрессии α1-субъединицы GABAA-рецептора, 
также оцениваемый методами ОТ-ПЦР (рис. 1d) и Вестерн-блот анализа (рис. 1e, f), 
остался на уровне контроля.

Оценка активности регуляторов внутриклеточной концентрации хлорид-ионов 
в НБЧ после киндлинга

Поскольку GABAА-рецепторы являются каналами для ионов хлора, изменение кон-
центрации хлорид-ионов в нейронах может изменить функциональные свойства ре-
цепторов [21]. Ключевыми регуляторами внутриклеточной концентрации хлора в ней-
ронах являются два котранспортера: натрий-калий-два-хлор котранспортер (NKCC1) 
и калий-хлор-котранспортер (KCC2) [22]. Сравнив экспрессию NKCC1 и KCC2 в НБЧ 
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крыс через сутки и спустя неделю после семидневного киндлинга, мы показали, что 
экспрессия белка и мРНК NKCC1 остается неизменной через сутки после семидневно-
го киндлинга и остается на том же уровне после недели отдыха (рис. 2a, c, e). Экспрес-
сия мРНК KCC2 (рис. 2b) и общее содержание белка оставались на том же уровне, что 
и у контрольных животных (рис. 2f, j). Анализ содержания фосфорилированной (по 
Ser940) формы KCC2 в НБЧ показал, что семикратное предъявление звукового стимула 
вызывает достоверное увеличение фосфорилированной (активной) формы KCC2 спу-
стя сутки после киндлинга (рис. 2h, j). Через неделю уровень экспрессии мРНК KCC2 
и NKCC1 (рис. 2a, b) и содержание белков KCC2 и NKCC1, а также фосфорилирован-
ного KCC2 не отличались от контрольных значений (рис. 2g, i, k).

Оценка активности глутаматергической нейротрансмиссии в НБЧ крыс линии КМ 
после киндлинга

Для оценки активности глутаматергической системы мы оценивали экспрессию ве-
зикулярных транспортеров глутамата VGLUT1 и VGLUT2. Повторяющиеся судороги 
приводили к увеличению содержания VGLUT1 в центральном ядре НБЧ, оцениваемо-

Рис. 1. Анализ белков, участвующих в ГАМКергической нейротрансмиссии в НБЧ крыс линии КМ после 
7-дневного киндлинга: экспрессия мРНК GAD67 (a) и GAD65 (b) в НБЧ у наивных животных и у крыс 
через 24 ч и через 7 дней после киндлинга не отличалась; Вестерн-блот анализ не выявил изменений в со-
держании белков GAD65 и GAD67 в НБЧ у крыс КМ через 24 ч после киндлинга (c, f); экспрессия мРНК 
α1-субъединицы рецептора GABAA в НБЧ у наивных животных и через 24 ч после киндлинга не отличалась 
(d); Вестерн-блот анализ не выявил изменений в содержании α1-субъединицы рецептора GABAA через 24 ч 
и через 7 суток после киндлинга (e, f). Репрезентативные изображения иммуноблота (f). Графики результа-
тов анализа ПЦР в реальном времени показывают изменение экспрессии мРНК по сравнению с наивными 
животными. Значения нормированы на среднее геометрическое референсных генов. Графики результатов 
Вестерн-блот анализа показывают оптическую плотность иммунопозитивного вещества, произвольные еди-
ницы (a. u.). Данные представлены как среднее ± SEM.
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го иммуногистохимически, через 24 ч после последнего судорожного припадка (рис. 
3a, b). Аналогичные результаты для этой временной точки были получены методом 
Вестерн-блот анализа (рис. 3c, e). Повышенный уровень экспрессии белка VGLUT1 
сохранялся спустя неделю после последнего АСП (рис. 3d, e). Содержание белка 
VGLUT2 в НБЧ также было выше после серии припадков как при выявлении методом 
ИГХ (рис. 3i, j), так и при оценке экспрессии белка методом Вестерн-блот анализа (рис. 
3f, h). В отличие от VGLUT1 содержание VGLUT2 через неделю после киндлинга уже 
не отличалось от контрольных значений (рис. 3g, h).

Рис. 2. Анализ котранспортеров Cl- в НБЧ крыс линии КМ после 7-дневного киндлинга: содержание мРНК 
NKCC1 (a) и мРНК KCC2 (b) в НБЧ у наивных животных через 24 ч и через 7 суток после киндлинга не 
отличалось; содержание белка NKCC1 (c, d, e) и KCC2 (f, g, j, k) в НБЧ у наивных животных через 24 ч и че-
рез 7 суток после киндлинга не отличалось; содержание фосфорилированного KCC2 увеличивалось через 
сутки после киндлинга (h, j); содержание общего белка KCC2 в НБЧ у наивных животных через 24 ч и через 
7 суток после киндлинга не отличалось (i, k). Репрезентативные изображения иммуноблота (e, j, k). Графи-
ки результатов анализа ПЦР в реальном времени показывают изменение экспрессии мРНК по сравнению 
с наивными животными. Значения нормированы на среднее геометрическое референсных генов. Графики 
результатов Вестерн-блот анализа показывают оптическую плотность иммунопозитивного вещества, про-
извольные единицы (a. u.). Данные представлены как среднее ± SEM. * р < 0.05 по сравнению с контролем.
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Рис. 3. Анализ содержания транспортеров глутамата VGLUT1 и VGLUT2 в НБЧ крыс линии КМ после 
7-дневного киндлинга: содержание белков VGLUT2 и VGLUT1 оценивали по оптической плотности 
VGLUT1 (a); VGLUT2 (i) иммунореактивного вещества на гистологических препаратах НБЧ. Репрезента-
тивные изображения НБЧ: VGLUT1 (b); VGLUT2 (j). Также оценку содержания везикулярных транспор-
теров проводили методом Вестерн-блот анализа: VGLUT1 (c, d); VGLUT2 (f, g). Графики показывают оп-
тическую плотность иммунопозитивного вещества, произвольные единицы (a. u.). Репрезентативные изо-
бражения иммуноблотов (e) и (h) соответственно. Данные представлены как среднее ± SEM. * – р < 0.05 по 
сравнению с контролем.



490 НИКОЛАЕВА и др. 

Оценка активности ERK1/2-киназ в НБЧ крыс линии КМ после киндлинга
ERK1/2 сигнальный каскад является важнейшим посредником в глутаматергиче-

ской нейротрансмиссии [23]. Активность ERK1/2 опосредованной регуляции актив-
ности нейронов НБЧ определяли по экспрессии и содержанию активных (фосфори-
лированных) форм ERK1/2-киназ. Методом Вестерн-блот анализа было показано, что 
после серии из семи АСП увеличивается содержание активной (фосфорилированной 
по Thr204/Tyr202) формы белка ERK1/2 (рис. 4a, c) при неизменяющемся содержании 
неактивной формы киназ (рис. 4b, c). Чтобы оценить, насколько устойчивы эти изме-
нения, мы сравнили содержание фосфо-ERK1/2 у контрольных животных через сутки 
после семидневного киндлинга и спустя неделю. Иммуногистохимическое окраши-
вание показало значительное увеличение фосфо-ERK1/2-иммунопозитивных клеток 
через 24 ч после последней судороги, через 7 дней после последнего припадка коли-
чество нейронов, содержащих фосфо-ERK1/2, в центральном ядре НБЧ снижается до 
контрольных значений (риc. 4d, e). 

Оценка активности экзоцитоза в нижних буграх четверохолмия
Экзоцитоз является одним из механизмов регуляции глутаматергической нейро-

трансмиссии, в том числе за счет регуляции ERK1/2-киназами активности белка си-

Рис. 4. Анализ содержания фосфо-ERK1/2 в НБЧ крыс линий КМ после 7-дневного киндлинга. На графиках 
представлены результаты Вестерн-блот анализа фосфорилированного (a) и общего белка ERK1/2 (b) в НБЧ 
наивных крыс линии КМ и через 24 ч после окончания последнего припадка. Графики показывают увели-
чение оптической плотности фосфо-ERK1/2-киназ, произвольные единицы (a. u.). Репрезентативные изо-
бражения иммуноблотов (c). Иммуногистохимическим методом показано увеличение числа фосфо-ERK1/2 
иммунопозитивных клеток в НБЧ крыс линии КМ через 24 ч после киндлинга (d). Репрезентативные изо-
бражения фосфо-ERK1/2–иммунореактивного вещества на гистологических препаратах НБЧ (e). Данные 
представлены как среднее ± SEM. *р < 0.05 по сравнению с контролем, ** p ˂ 0.01 отличия между группами 
крыс, декапитированных через сутки и через 7 дней после последнего припадка.
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напсин 1. Кроме того, показано, что эпилептиформная активность связана с повышен-
ным уровнем фосфорилирования синапсина 1 в положении Ser62/Ser67, регулируемого 
киназами ERK1/2 [24–26]. Мы сравнили экспрессию и фосфорилирование (по Ser62/
Ser67) синаптического белка синапсина 1 и везикулярных синаптических белков SV2A 
и SV2B у контрольных животных и у животных через 24 ч после последней судороги. 
Оказалось, что содержание фосфорилированного синапсина 1 (Syn1(Ser62/Ser67)) зна-
чительно повышалось после семи судорожных припадков, в то время как общее содер-
жание синапсина 1 в НБЧ оставалось неизменным (рис. 5a, b, c). Помимо экспрессии 
и уровня фосфорилирования синапсина 1, мы оценивали содержание в НБЧ синапти-
ческих гликопротеинов SV2A и SV2B, для которых показано изменение экспрессии 
при височной эпилепсии [27, 28]. При сравнении экспрессии белков SV2A и SV2B 
в НБЧ у крыс, перенесших 7 АСП, и контрольных живот ных мы обнаружили, что экс-
прессия SV2A оставалась неизменной (рис. 5d, f), а  содержание белка SV2B, характер-
ного для глутаматергических нейронов, возрастало в результате киндлинга (рис. 5e, f), 
что также свидетельствует об усиленном выбросе глутамата.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

1. Семидневный киндлинг не вызывает изменений в синтезе ГАМК и экспрессии GABAAα1

В последнее время появляется все больше доказательств того, что эпилептогенез 
возникает в первую очередь из-за дефицита торможения, опосредованного ГАМК 

Рис. 5. Анализ содержания синаптических белков синапсина 1, SV2A и SV2B в НБЧ крыс линии КМ после 
7-дневного киндлинга. На графиках представлены результаты Вестерн-блот анализа фосфорилированного 
(a) и общего белка синапсина 1 (b, c), SV2A (d, f) и SV2B (e, f) в НБЧ наивных крыс линии КМ и через 24 ч 
после киндлинга. Графики показывают оптическую плотность иммунопозитивного вещества, произвольные 
единицы (a. u.). Репрезентативное изображение иммуноблотов (f). Данные представлены как среднее ± SEM. 
*р < 0.05 по сравнению с контролем.
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[29, 30] и вызванного снижением экспрессии субъединиц рецепторов ГАМК и поте-
рей ГАМКергических интернейронов [30, 31]. ГАМКергическая система в НБЧ иг-
рает важную роль в предрасположенности к аудиогенной эпилепсии. Однако данные 
о количестве ГАМКергических нейронов, уровне экспрессии глутаматдекарбоксилазы 
и чувствительности рецепторов к ГАМК разнятся. Так, у крыс линии GEPR после 3 
судорожных припадков показано увеличение количества ГАМКергических нейронов 
в НБЧ [32]. У наивных крыс линии КМ количество ГАМКергических клеток в НБЧ 
не отличается от такового у крыс КМ 0, устойчивых к действию звука, однако уро-
вень экспрессии GAD67 выше, чем у контрольных животных [33]. В нашей лабора-
тории было показано, что у крыс линии КМ на ранних этапах онтогенеза активность 
ГАМКергической системы, оцениваемая по экспрессии кальций-связывающего белка 
парвальбумина в клетках, содержащих GAD67, в НБЧ достоверно выше, чем у крыс 
линии Вистар [34]. Однако у взрослых крыс КМ экспрессия парвальбумина и GAD67 
падает значительно ниже уровня, характерного для взрослых крыс линии Вистар, 
и такой дефицит ГАМКергического торможения, вероятно, является одним из условий 
формирования судорожной готовности и возникновения стабильных судорог в ответ 
на звуковой стимул [34]. Предполагая, что развитие височной эпилепсии в результате 
аудиогенного киндлинга может быть связано с дальнейшим угнетением активности 
ГАМКергических нейронов в НБЧ, мы оценили их активность после семидневного 
киндлинга. Оказалось, что через сутки после семи АСП уровень экспрессии фермен-
тов синтеза ГАМК остается неизменным: мы не обнаружили статистически значимых 
различий ни в содержании белка, ни в экспрессии мРНК GAD65 и 67. При этом мы 
показали, что и через сутки, и через 7 суток после семи АСП уровень экспрессии α1-
субъединицы GABAA-рецептора также остался на уровне контроля. Это подтверждает 
полученные ранее данные, свидетельствующие о том, что под влиянием трех кратков-
ременных эпилептических припадков не изменяется уровень экспрессии субъединиц 
α1 и α4 GABAA-рецептора, однако ГАМК-опосредованные моносинаптические тор-
мозные постсинаптические токи (IPSC) снижаются на 55%. Причиной этого сниже-
ния, вероятно, является изменение состава субъединиц рецепторов за счет снижения 
уровня субъединицы γ2 [35]. 

Семидневный киндлинг вызывает кратковременное повышение активности KCC2 
и не влияет на экспрессию KCC2 и NKCC1

Роль ГАМК в передаче сигнала ГАМКергическими рецепторами зависит от вну-
триклеточной концентрации ионов хлора, которая определяет реверсивный потенциал 
для токов. Если внутриклеточная концентрация ионов хлора низкая, то поток хлора 
будет направлен внутрь клетки, вызывая гиперполяризацию мембраны и ингибируя 
проведение нервного импульса; в противном случае, когда концентрация ионов хлора 
повышена, поток хлора изменяет свое направление, и GABAA-рецепторы вместо тор-
мозной выполняют возбуждающую функцию. В норме в зрелых нейронах поддержива-
ется низкая концентрация ионов хлора, что позволяет мембране быть гиперполяризо-
ванной. Деполяризующие потенциалы ГАМК наблюдаются у новорожденных, а также 
при таких патофизиологических состояниях, как травма, инсульт или эпилепсия [36]. 
Таким образом, баланс хлора крайне важен для обеспечения эффективного торможе-
ния. Ключевыми регуляторами внутриклеточной концентрации ионов хлора в нейро-
нах являются два котранспортера: NKCC1 и KCC2.

Известно, что изменения в экспрессии и активности NKCC1 и KCC2 наблюдают-
ся при ряде неврологических и психических заболеваний, в том числе у пациентов 
с диагнозом эпилепсия, а также при моделировании эпилепсии на животных. Причем 
в литературе встречаются данные как о снижении экспрессии KCC2 и повышении 
NKCC1 [37, 38], так и наоборот: в ряде работ показано повышенное содержание KCC2 
в отдельных структурах мозга у пациентов с височной эпилепсией, а также на экспери-



493АНАЛИЗ СОСТОЯНИЯ ГЛУТАМАТ- И ГАМКЕРГИЧЕСКИХ НЕЙРОНОВ 

ментальных моделях эпилептиформных состояний. Так, было показано, что у хомяков 
с аудиогенной эпилепсией в продолговатом мозге экспрессия КСС2 увеличена, но по-
нижена в НБЧ и гиппокампе [39, 40]. Предположив, что баланс хлорид-ионов может 
быть нарушен и в ходе формирования височной эпилепсии у крыс линии КМ, мы оце-
нивали экспрессию NKCC1 и KCC2 в НБЧ мозга крыс через сутки и спустя неделю по-
сле семидневного киндлинга.  Мы показали, что экспрессия мРНК КСС2 и NKCC1 не 
отличалась у наивных и подвергнутых звуковой стимуляции крыс КМ. Также экспрес-
сия белка NKCC1 не изменяется через сутки после семидневного киндлинга и остает-
ся на том же уровне после недели отдыха. Анализ KCC2 в четверохолмии животных 
после киндлинга показал, что семикратное предъявление звукового стимула вызывает 
достоверное увеличение фосфорилированной (активной) формы KCC2 спустя сутки 
после семидневного киндлинга. Через неделю уровень фосфорилированного KCC2 не 
отличался от контрольного. Неизменность экспрессии NKCC1 и увеличение фосфо-
рилированной формы KCC2 позволяют предположить, что изменяется соотношение 
транспорта ионов хлора двумя котранспортерами, это может приводить к некоторому 
снижению, но никак не к повышению внутриклеточной концентрации ионов хлора. 
То есть при семидневном киндлинге мембрана остается гиперполяризованной, синтез 
ГАМК и экспрессия α1-субъединицы GABAA-рецептора не изменяется, и ГАМК по-
прежнему продолжает оказывать тормозящее действие.

2. Киндлинг вызывает изменения экспрессии везикулярных транспортеров глутамата VGLUT1 
и VGLUT2 в нижних буграх четверохолмия

Одним из маркеров активности глутаматергических нейронов являются везикуляр-
ные транспортеры глутамата VGLUT1 и VGLUT2, отвечающие за захват нейротранс-
миттера синаптическими везикулами, что подготавливает их к выведению. В четверо-
холмии обнаруживаются везикулярные транспортеры глутамата VGLUT1 и VGLUT2. 
Глутаматергические нейроны, иннервирующие НБЧ, в которых экспрессируется 
VGLUT2, в основном локализованы в нижележащих отделах головного мозга, а так-
же в самих НБЧ. А VGLUT1, выявляемый в НБЧ, экспрессируется главным образом 
в клетках слуховой коры [41]. Мы показали, что повторяющиеся судороги приводят 
к увеличению экспрессии VGLUT2 в НБЧ через сутки после окончания последнего 
припадка. Содержание VGLUT2 в НБЧ через неделю после семидневного киндлинга 
уже не отличалось от контрольных значений. Содержание белка VGLUT1 также повы-
шалось после семи АСП и, в отличие от VGLUT2, сохранялось повышенным спустя 
неделю после последней судороги. Изменения в экспрессии обоих транспортеров глу-
тамата свидетельствуют об усилении глутаматергической трансмиссии в НБЧ после 
семидневного киндлинга. Ранее нами было показано, что после семи АСП уже проис-
ходит активация механизмов, отвечающих за структурную перестройку гиппокампа, 
наблюдаемую при более продолжительном аудиогенном киндлинге [15]. Повышенное 
содержание VGLUT1 в четверохолмии через неделю после семи припадков позволя-
ет предположить устойчивое повышение продукции VGLUT1 глутаматергическими 
нейронами слуховой коры, что может быть биохимическим субстратом генерализации 
эпилептиформной активности мозга вследствие семи перенесенных АСП.

3. Киндлинг вызывает увеличение активности ERK1/2

Известно, что одним из факторов, участвующих в реализации судорожной актив-
ности и влияющих на экспрессию везикулярного транспортера глутамата VGLUT2, 
является активность ERK1/2-киназ, которые выявляются в глутаматергических ней-
ронах, экспрессирующих VGLUT2 [23]. Уровень экспрессии и фосфорилирования 
ERK1/2-киназ позволяет судить об активности нейронов в НБЧ. Мы показали, что че-
рез сутки после серии из семи АСП содержание активной фосфорилированной фор-
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мы белка ERK1/2 в ткани НБЧ увеличивается при неменяющемся уровне экспрессии 
этого белка. Также в центральном ядре НБЧ через сутки после окончания киндлинга 
увеличилось число нейронов, содержащих фосфорилированные ERK1/2-киназы, что 
свидетельствует об усилении активности большего числа нейронов. Чтобы оценить, 
насколько устойчивы эти изменения, мы сравнили содержание фосфорилированных 
ERK1/2-киназ у контрольных животных спустя неделю после семидневного киндлинга. 
Оказалось, что через 7 дней после последнего припадка число нейронов, содержащих 
активную форму ERK1/2-киназ, снижается и уже не отличается от контрольных значе-
ний. Показанное нами транзиторное повышение активности ERK1/2-киназ в четверо-
холмии хорошо согласуется с кратковременным же повышением содержания VGLUT2 
в этой структуре и указывает на то, что семидневный аудиогенный киндлинг вызывает 
непродолжительную активацию глутаматергической нейротрансмиссии в НБЧ.

4. Семидневный киндлинг приводит к активации синаптических белков в нижних буграх 
четверохолмия

Экзоцитоз является одним из важнейших механизмов работы химического синапса, 
определяющих активность секреции нейромедиаторов через пресинаптическую мем-
брану в синаптическую щель. Чтобы оценить активность экзоцитоза в нейронах НБЧ 
у крыс после перенесенного киндлинга, мы сравнили экспрессию и фосфорилирова-
ние синапсина 1, одного из ключевых белков, участвующих в регуляции высвобожде-
ния нейромедиаторов. Активность синапсина 1 зависит от уровня его фосфорилирова-
ния, в том числе обусловленного работой ERK1/2-киназ, фосфорилирующих синапсин 
1 по Ser62/Ser67 [26]. Известно, что синапсин 1 экспрессируется в тех же нервных окон-
чаниях, что и транспортеры глутамата [42]. Мы показали, что содержание фосфорили-
рованного по Ser62/Ser67 синапсина 1 в НБЧ значительно повышалось после семи АСП, 
в то время как общее содержание синапсина 1 оставалось неизменным. Мы предпола-
гаем, что повышенная активность синапсина 1, вероятно, способствует интенсивному 
выбросу глутамата у животных после серии аудиогенных припадков.

Помимо активности синапсина 1, мы оценивали такие показатели активности экзо-
цитоза, как везикулярные синаптические белки SV2A и SV2B. Обе изоформы экспрес-
сируются в четверохолмии. Известно, что SV2A может экспрессироваться как в глута-
матергических, так и в ГАМКергических нейронах, в то время как экспрессия SV2B 
характерна преимущественно для глутаматергических нейронов [43, 44]. Сравнив экс-
прессию этих белков в НБЧ у крыс, перенесших 7 АСП, и контрольных животных, мы 
обнаружили, что экспрессия SV2A оставалась неизменной, а содержание белка SV2B, 
характерного для глутаматергических нейронов, возрастало в результате киндлинга, 
что также свидетельствует об усиленном выбросе глутамата. Увеличение содержания 
белка SV2B и фосфорилированного синапсина 1 может быть одной из причин патоло-
гического повышения глутамат-опосредованной синаптической пластичности на ран-
них этапах эпилептогенеза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на то, что предрасположенность к аудиогенным судорогам у грызу-
нов часто связывают с нарушениями в ГАМКергической передаче сигнала, нам не 
удалось выявить значимых изменений в экспрессии ферментов синтеза ГАМК и α1-
субъединицы GABAA-рецептора у крыс линии КМ после семидневного киндлинга на 
начальном этапе формирования эпилепсии. При этом у крыс линии КМ на начальной 
стадии формирования височной эпилепсии наблюдается усиление глутаматергической 
трансмиссии в НБЧ – повышается уровень экспрессии VGLUT1 и VGLUT2 , а также 
экспрессия синаптического белка SV2B и активность синапсина 1. Повышенное со-
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держание VGLUT1 в НБЧ через неделю после последнего припадка свидетельствует 
об устойчивых изменениях, затрагивающих нейроны вышележащих структур, в част-
ности, височной коры.
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Analysis of the State of Glutamate- and Gaba-Ergic Neurons in the Inferior Colliculi 
of Krushinsky – Molodkina Strain Rats at Early Stages of Epileptogenesis

S. D. Nikolaevaa, *, L. S. Nikitinaa, M. V. Glazovaa, V. T. Bakhteevaa, 
and E. V. Chernigovskayaa

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

*e-mail: sveta.nikolaeva@gmail.com

Disturbances in the neurotransmitter systems during the development of temporal lobe 
epilepsy have been most detailed studied in forebrain structures – in the temporal cortex, 
amygdala, and hippocampus [1, 2]. It is known that during the formation of temporal 
lobe epilepsy in the model of audiogenic kindling there is a spread of e pileptiform 
activity from brainstem to forebrain structures. However, the molecular mechanisms of 
neurotransmission dysregulation in the inferior colliculi in rodents with genetic prone to 
audiogenic seizures during epileptogenesis remain unknown. Ch anges in neurotransmitter 
systems of inferior colliculi may contribute signifi cantly to the recruitment of forebrain 
structures during the initial stages of epileptogenesis.
The current work provides a comprehensive anal ysis of activity markers of glutamate- and 
GABA-ergic neurons in inferior colliculi of Krushinsky – Molodkina (KM) rats genetically 
prone to audiogenic seizures. A modifi ed audiogenic kindling protocol was u sed to model 
the early stages of temporal lobe epilepsy development. In this protocol rats were subjected 
to daily audiogenic seizures for seven days. Naive KM rats were used as controls.
Although the rodent’s predisposition to aud iogenic seizures is often associated with 
disruptions in GABAergic transmission, no signifi cant changes were found in the 
expression of GABA synthesis enzymes or the α1 subunit of the GABAA receptor in the 
brains of KM rats, either 24 hours or a week after their last convulsive  seizure. However, 
24 hours after the last audiogenic seizure, an increase in glutamatergic transmission in the 
inferior colliculi was observed: the activity of ERK 1/2 kinases and the exocytosis protein 
synapsin 1 increased, as well as the expression of VGLUT1 and VGLUT2 and the synaptic 
protein SV2B. One week after t he last seizure, only an increase in VGLUT1 content in the 
inferior colliculi was observed, suggesting that persistent changes occur in the neurons of 
forebrain structures, in particular, the temporal cortex.

Keywords: epilepsy, infer ior colliculi, GABA, glutamate, rat, Krushinsky – Molodkina 
strain, audiogenic convulsive seizures
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