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В последние годы активно обсуждается роль в патогенезе эпилепсии астро- и мик-
роглиальных клеток и связанного с ними нейровоспаления. Эти клетки могут быть 
в разных функциональных состояниях, крайние из которых A1 и M1 фенотипы 
продуцируют преимущественно провоспалительные (способствующие эпилепто-
генезу) белки, а A2 и M2 фенотипы – противовоспалительные (предотвращающие 
эпилептогенез) белки. Предполагается, что использование препаратов, способ-
ных стимулировать поляризацию от М1 и А1 к М2 и А2 фенотипам, может стать 
успешной стратегией лечения эпилепсии. К таким препаратам относятся агонисты 
ядерных рецепторов, активируемых пролифератором пероксисом (PPARs). Целью 
данной работы стало изучение изменений экспрессии микро- и астроглиальных 
белков, вовлеченных в регуляцию эпилептогенеза, в дорзальном гиппокампе крыс 
в литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии и исследование влияния на 
эти процессы агониста PPAR бета/дельта кардарина. Кардарин вводили на началь-
ных этапах эпилептогенеза (в течение 7 дней после индукции TLE модели), через 
два месяца (хроническая фаза модели) проводили анализ экспрессии генов интереса 
в дорзальном гиппокампе методом ОТ-ПЦР в реальном времени. Проведенное ис-
следование выявило изменение экспрессии генов астро- и микроглиальных белков 
в процессе эпилептогенеза, в основном связанное с усилением нейровоспалитель-
ных процессов и ослаблением нейропротекторных свойств этих клеток. У TLE крыс 
увеличивалась экспрессия генов маркеров активации астро- (Gfap) и микроглии 
(Aif1), про- (Il1b, Nlrp3) и противовоспалительных (Il1rn) белков, маркеров феноти-
па A1 астроцитов (Lcn2, Gbp2) и ростовых факторов (Bdnf, Fgf2). Экспрессия гена 
защитного М2 фенотипа Arg1 снижалась у TLE крыс. Наиболее яркий эффект введе-
ния кардарина проявился в усилении экспрессии гена маркера A2 фенотипа астро-
цитов S100a10.
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ВВЕДЕНИЕ

Эпилепсия является одним из наиболее распространенных и тяжелых неврологиче-
ских заболеваний [1]. Около 30% больных эпилепсией оказываются нечувствительными 
к существующим методам лечения [2]. Используемые в клинике препараты устраняют 
симптомы заболевания, но они не позволяют полностью предотвратить эпилептогенез 
[3]. Более чем у 17% пациентов прием используемых в клинике противоэпилептиче-
ских препаратов приводит к развитию нежелательных побочных нервно-психических 
нарушений [4]. Поэтому поиск новых методов лечения, способных предотвращать раз-
витие эпилептических процессов и связанных с ними нарушений, является актуальной 
проблемой.

Традиционно развитие эпилептических нарушений в мозге связывают с дисба-
лансом активности возбуждающих и тормозных систем в нейронных сетях [5], одна-
ко в последнее время появляется все больше данных о роли в патогенезе эпилепсии 
микро- и астроглиальных клеток, а также связанных с ними процессов: нейровоспале-
ния и метаболических нарушений [6, 7]. Роль нейровоспаления в патогенезе острых су-
дорог и эпилепсии доказана с помощью применения противовоспалительной терапии 
[8], использования животных, нокаутных по гену рецептора провоспалительного цито-
кина интерлейкина-1 [9] и в других моделях. Астро- и микроглиальные клетки играют 
ключевую роль в индукции воспалительных реакций в мозге [10]. При этом они могут 
быть в различных функциональных состояниях, крайние из которых соответственно 
A1 и M1 фенотипы продуцируют преимущественно провоспалительные (способству-
ющие эпилептогенезу), а A2 и M2 фенотипы – противовоспалительные (предотвраща-
ющие эпилептогенез) белки. Выдвинута гипотеза, согласно которой успешной стра-
тегией лечения заболеваний, патогенез которых связан с нейровоспалением, включая 
эпилепсию, может быть использование препаратов, способных стимулировать поляри-
зацию от М1 и А1 к М2 и А2 фенотипам [11, 12].

Среди препаратов, способных влиять на поляризацию глиальных клеток, снижать 
выраженность нейровоспалительных процессов, регулировать липидный и энергети-
ческий обмен, в настоящее время активно изучаются агонисты ядерных рецепторов, 
активируемых пролифератором пероксисом (PPARs) [13, 14]. PPARs бывают трех ти-
пов – альфа (α), бета/дельта (β/δ) и гамма (γ). Все типы PPARs экспрессируются в раз-
личных клетках организма, включая клетки мозга: они обнаружены в нейронах [15], 
олигодендроцитах [16], микроглии [17] и астроцитах [18]. Естественными лигандами 
этих рецепторов являются свободные жирные кислоты, эйкозаноиды и др. [19]. Вы-
явлено, что терапевтические эффекты кетогенной диеты опосредуются PPARs [20]. 
Нейропротекторные свойства синтетических агонистов PPARs показаны в моделях 
различных нейропатологий, включая эпилепсию [21, 22]. Наибольшее число работ, 
выполненных на моделях эпилепсии, посвящено описанию защитных свойств агони-
стов PPARγ [23]. В частности, эти эффекты были показаны на модели острых судорог, 
индуцированных пентилентетразолом [23], и на модели хронической височной эпи-
лепсии [24]. Защитное действие агонистов PPARγ при эпилепсии реализуется через по-
давление окислительного стресса и нейровоспаления [24, 25]. Значительно хуже в экс-
периментальных моделях эпилепсии исследованы свойства агонистов PPARs других 
типов – альфа и бета/дельта, несмотря на то, что они также показывают противовос-
палительные свойства в других моделях нервных заболеваний [26].

В данной работе мы исследовали эффекты агониста PPAR β/δ кардарина 
(GW 501516) в хронической литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии 
у крыс. Данная модель по патофизиологическим, патоморфологическим, биохимиче-
ским и поведенческим показателям достаточно точно воспроизводит патологические 
процессы, наблюдающиеся при развитии височной эпилепсии у людей [27, 28]. В част-
ности, после индукции патологического процесса (у человека – травма или другая па-
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тология, провоцирующая эпилептогенез, в модели – введение пилокарпина) сначала 
судороги не проявляются (латентный период), а затем развиваются спонтанные реци-
дивирующие судороги (хронический период). В проведенном исследовании мы оце-
нили влияние введений кардарина в латентный период TLE модели на наблюдаемые 
в хронический период модели изменения экспрессии генов микроглиальных и астро-
глиальных белков, вовлеченных в регуляцию эпилептогенеза.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
Работа выполнена на 7–8-недельных самцах крыс аутбредной линии Вистар, масса 

тела 110–210 г (среднее – 140.2 ± 27.7 г). Животных содержали в стандартных условиях 
по 4–6 крыс в клетке при 12-часовом световом цикле (ночь – с 8 вечера до 8 утра). На 
протяжении всего эксперимента животные имели свободный доступ к корму и воде.

Литий-пилокарпиновая модель и введение кардарина
Схема эксперимента представлена на рис. 1. Для моделирования височной эпи-

лепсии (TLE) крысам внутрибрюшинно (в/б) вводили 127 мг/кг хлорида лития (LiCl, 
Sigma-Aldrich, США), что позволяло снизить дозу пилокарпина и уменьшить смерт-
ность животных [29]. 23 ч спустя крысам вводили (–) скополамин метилбромид (в/б, 
1 мг/кг, Sigma-Aldrich) для предотвращения периферических эффектов пилокарпина 
и через 1 ч – агонист мускариновых рецепторов пилокарпин (в/б, Sigma-Aldrich). Пи-
локарпин вводили поэтапно по 10 мг/кг каждые 30 мин до развития 4-й стадии судорог 
(rearing) по модифицированной шкале Racine [30]. Суммарная доза пилокарпина сос-
тавляла 20–40 мг/кг. Крысы, у которых после четвертой инъекции (40 мг/кг) судоро-
ги не развились, были исключены из эксперимента. Судороги останавливали через 90 
мин введением диазепама (в/б, 10 мг/кг, Sigma-Aldrich). Контрольным животным вво-
дили раствор LiCl. Ранее нами было показано, что подобная схема индукции модели 
вызывает развитие TLE у большинства экспериментальных животных [8].

Далее крысы случайным образом были разделены на 4 группы (всего 47 живот-
ных): 1) контрольная нелеченая группа крыс (Cntr+Veh; n = 6), которым вводился рас-
творитель (1 мл/кг диметилсульфоксид, DMSO, в/б); 2) экспериментальная группа без 
терапии – крысы, которым вводили пилокарпин с растворителем (TLE+Veh; n = 7); 3) 
контрольные животные с введением кардарина (GW 501516; 2.5 мг/кг, в/б), растворен-
ного в DMSO (Cntr+GW; n = 7); 4) экспериментальная группа с лечением (TLE+GW; n 
= 7). DMSO использовался в качестве растворителя, поскольку кардарин нерастворим 
в воде. Кардарин вводили 1 раз в день в указанной дозе в течение первой эксперимен-
тальной недели. Первая инъекция была сделана через сутки после введения пилокар-
пина. Указано число выживших животных, использованных для биохимического ана-
лиза. Немногим более 30% леченых и нелеченых крыс, которым вводили пилокарпин, 
погибли в процессе эксперимента. Кардарин не влиял на выживаемость животных. 
Для улучшения выживаемости в первые дни после введения пилокарпина эксперимен-
тальные крысы получали специальный уход: их кормили влажным кормом (фрукты, 
каши). Животным, которые сильно теряли вес, вводили внутримышечно 15%-ный рас-
твор глюкозы.

Обратная транскрипция с последующей полимеразной цепной реакцией
Через 120 дней после индукции TLE животных декапитировали. Мозг быстро извле-

кали и замораживали при температуре –80 °C. Выделение ткани мозга производили на 
срезах, сделанных на замораживающем микротоме OTF5000 (Bright Instruments, Лутон, 
Великобритания) при температуре –20 °C. Дорзальную область гиппокампа (рис. 1) вы-
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деляли согласно атласу мозга крыс [31]. Гиппокамп был выбран для анализа как струк-
тура, играющая ключевую роль в развитии TLE [32]. Схема выделения представлена на 
рис. 1. Тотальную РНК выделяли с использованием реагента ExtractRNA (Evrogen, Мо-
сква, Россия) в соответствии с инструкциями производителя. Концентрацию и чистоту 
РНК определяли с помощью спектрофотометра NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher Scientific, 
Уолтем, Массачусетс, США) на основе поглощения при 260 нм и соотношении поглоще-
ния при 260/280 нм соответственно.

Далее проводили обратную транскрипцию. Для синтеза кДНК мы использовали 
1 мкг тотальной РНК, олиго-dT (0.5 мкг на 1 мкг РНК) и 9-мерные случайные прайме-
ры (0.25 мкг на 1 мкг РНК, ООО "Синтез ДНК", Москва, Россия), 100 единиц обратной 
транскриптазы M–MLV (Evrogen) в соответствии с протоколом производителя. Реак-
цию проводили в общем объеме 20 мкл. Полученную кДНК разводили в 10 раз перед 
проведением ПЦР.

ПЦР проводили с использованием технологии TaqMan на термоциклере C1000 Touch 
в сочетании с CFX384 Touch™ (Bio-Rad, Геркулес, Калифорния, США) в общем объе-
ме 6 мкл с 0.8 мкл кДНК, 0.5 единиц Taq M-полимеразы (Alkor Bio, Санкт-Петербург, 
Россия), 3.5 мМ MgCl2 и специфическими прямыми и обратными праймерами и зон-
дами. Последовательности праймеров и зондов, а также полные названия генов приве-
дены в табл. 1, они были изготовлены ООО "ДНК-Синтез". Все пробы были проанали-
зированы в 3 повторах.

В работе анализировали мРНК генов белков, уровень экспрессии которых изме-
няется в эпилептогенезе (см. ссылки далее): 1) маркеров активации астроглиальных 
(Gfap) [33] и микроглиальных (Aif1) [34] клеток; 2) провоспалительных (Il1b, Nlrp3, 
Tnfa) и противовоспалительных (Il1rn) белков [3, 35]; 3) маркеров провоспалительно-
го (А1) (Lcn2, Ptx3) и нейропротекторного фенотипа (А2) астроглии (S100a10, Gbp2) 
[12, 36]; маркеров провоспалительного М1 (Nos2) [37] и противовоспалительного М2 
(Arg1, Tgfb1) фенотипов микроглии [38, 39]; 4) нейротрофических факторов Fgf2 [40], 

−1 0
24 h

LiCl

Days after
pilocarpine

administration

Pilocarpine

7

Cardarine (GW 501516):
2.5 mg/kg/day, i/p

120

Real-time RT-PCR,
analysis of gene expression in

the dorsal hippacsmpus:
•   Gfap, Aif1;
•   Il1b, Il1rn, Tnfa, Nlrp3;
•   Lcn, Gbp2, S100a10, Ptx3;
•   Nos2, Arg1;
•   Fgf2, Gdnf, Bdnf;
•   Ppara, Ppard, Pparg.

Group:
1) Cntr+Veh, n = 6
2) TLE+Veh, n = 7
3) Cntr+GW, n = 7
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Рис. 1. Схема эксперимента. Cntr+Veh – контрольная группа без введения кардарина; TLE+Veh – экспе-
риментальная группа без введения кардарина; Cntr+GW – контрольная группа с введением кардарина; 
TLE+GW – экспериментальная группа с введением кардарина. На срезе мозга представлена схема выделе-
ния дорзального гиппокампа.
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Bdnf [40, 41], Gdnf [42]. Кроме того, мы оценили влияние кардарина на экспрессию 
генов PPARs (Ppara, Ppard, Pparg) [23, 26].

Относительная экспрессия генов интереса была рассчитана методом 2–∆∆Ct [43]. 
Нормализация данных была выполнена по среднему геометрическому значению для 
трех наиболее стабильных референсных генов, выбранных из 9 референсных генов 
(Actb, Gapdh, B2m, Rpl13a, Sdha, Ppia, Hprt1, Pgk1, Ywhaz). Референсные гены были 
отобраны на основе всестороннего ранжирования, полученного с помощью онлайн-
инструмента RefFinder® (http://blooge.cn/RefFinder/) в соответствии с описанным ра-
нее протоколом [44]. В проведенном исследовании для нормализации данных были 
использованы следующие референсные гены: Sdha, Gapdh и Ywhaz.

Таблица 1. Использованные последовательности праймеров и зондов

Ген Последовательность праймеров и зондов 5′ → 3′

Actb (actin beta)
NM_031144
[45] (праймеры)
[44] (зонд)

TGTCACCAACTGGGACGATA
GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
FAM–CGTGTGGCCCCTGAGGAGCAC-BHQ1

Gapdh (glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase)
NM_017008
[46]

TGCACCACCAACTGCTTAG
GGATGCAGGGATGATGTTC
R6G-ATCACGCCACAGCTTTCCAGAGGG-BHQ2

B2m (beta-2-microglobulin)
NM_012512
[47]

TGCCATTCAGAAAACTCCCC
GAGGAAGTTGGGCTTCCCATT
ROX-ATTCAAGTGTACTCTCGCCATCCACCG-BHQ1

Rpl13a (ribosomal protein L13a)
NM_173340
[48] (праймеры)
[44] (зонд)

GGATCCCTCCACCCTATGACA
CTGGTACTTCCACCCGACCTC
FAM–CTGCCCTCAAGGTTGTGCGGCT-BHQ1

Sdha (succinate dehydrogenase complex 
flavoprotein subunit A)
NM_130428
[49] (праймеры)
[44] (зонд)

AGACGTTTGACAGGGGAATG
TCATCAATCCGCACCTTGTA
R6G-ACCTGGTGGAGACGCTGGAGCT-BHQ2

Ppia (peptidylprolyl isomerase A)
NM_017101
[44]

AGGATTCATGTGCCAGGGTG
CTCAGTCTTGGCAGTGCAGA
ROX–CACGCCATAATGGCACTGGTGGCA-BHQ1

Hprt1 (hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase 1)
NM_012583
[48] (праймеры)
[44] (зонд)

TCCTCAGACCGCTTTTCCCGC
TCATCATCACTAATCACGACGCTGG
FAM–CCGACCGGTTCTGTCATGTCGACCCT-BHQ1
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Ген Последовательность праймеров и зондов 5′ → 3′

Pgk1 (phosphoglycerate kinase 1)
NM_053291
[50] (праймеры)
[44] (зонд)

ATGCAAAGACTGGCCAAGCTAC
AGCCACAGCCTCAGCATATTTC
R6G-TGCTGGCTGGATGGGCTTGGA-BHQ2

Ywhaz (tyrosine 3-monooxygenase/
tryptophan 5-monooxygenase activation 
protein zet)
NM_013011
[50] (праймеры)
[44] (зонд)

GATGAAGCCATTGCTGAACTTG
GTCTCCTTGGGTATCCGATGTC
ROX-TGAAGAGTCGTACAAAGACAGCACGC-BHQ1

Il1b (interleukin 1 beta)
NM_031512
[51]

CACCTCTCAAGCAGAGCACAG
GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC
FAM-TGTCCCGACCATTGCTGTTTCCTAG-BHQ1

Aif1 (allograft inflammatory factor 1)
NM_017196.3
[51]

CAACACACTGCAGCCTCATC
AAGCTTTTCCTCCCTGCAAA
Cy5-CCCCACCTAAGGCCACCAGCGTCTGA-BHQ3

Gfap (glial fibrillary acidic protein)
NM_017009.2
[52]

TGGCCACCAGTAACATGCAA
CAGTTGGCGGCGATAGTCAT
HEX–CGGTCCAAGTTTGCAGACCTCACAG-BHQ2

Il1rn (interleukin 1 receptor antagonist)
NM_022194.2
[52]

GGGGACCTTACAGTCACCTAAT
GGTTAGTATCCCAGATTCTGAAGG
ROX-AGTCAGCTGGCCACCCTGCTGGGA-BHQ2

Nlrp3 (NLR family pyrin domain 
containing 3)
NM_001191642

CAGACCCTCATGTTGCCTGT
AGACCTCGGCAGAAGCTAGA
FAM–CCAGACTGGTGAACTGCTGCCTCA-BHQ1

Lcn2 (lipocalin 2)
NM_130741.1

AGCTACGATGTGCAAGTGGC
CCCCTTGGTTCTTCCGTACA
FAM–CGACACTGACTACGACCAGTTTGCCA-BHQ1

Arg1 (arginase 1)
NM_017134.3
[53] (праймеры)

AGCTGGGAATTGGCAAAGTG
AACTCAGGTGAATGGGCCTT
HEX-TGGAAGAGACCTTCAGCTACCTGC-BHQ2

S100a10 (S100 calcium binding protein 
A10)
NM_031114.1

CATTTCACAGGTTTGCAGGGG
GCACTGGTCCAGGTCTTTCA
Cy5-AGGACCCTCTGGCTGTGGACA-BHQ3

Продолжение таблицы 1
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Ген Последовательность праймеров и зондов 5′ → 3′

Ptx3 (pentraxin 3)
NM_001109536.2

AAACTTCGCCTCTCCAGCAA
CATGGTGTGGGGTCCTCG
HEX-TGCTCTCTGGTCTGCAGTGTTGGC-BHQ2

Gbp2 (guanylate binding protein 2)
NM_133624.2

AGTCAATGGGCCACGTCTAA
AGTGGGTGATGGCCTTTTGT
HEX-AGCAGTGGGTCTCTCCCCTGCA-BHQ2

Nos2 (nitric oxide synthase 2)
NM_012611.3
[54]

CAGAAGCAGAATGTGACCATCAT
CGGAGGGACCAGCCAAATC
ROX–CCACCACACAGCCTCAGAGTCCTT-BHQ2

Ppara (peroxisome proliferator activated 
receptor alpha)
NM_013196.2
[55] (праймеры)
[52] (зонд)

AATCCACGAAGCCTACCTGA
GTCTTCTCAGCCATGCACAA
FAM-AGGCCCGGGTCATACTCGCAGGAA-BHQ1

Ppard (peroxisome proliferator activated 
receptor delta)
NM_013141.2
[52]

CAAACCCACGGTAAAGGCGG
TGGCTGTTCCATGACTGACC
HEX–CCAGGCCTGCAGGCGCCACGCCA-BHQ2

Pparg (peroxisome proliferator activated 
receptor gamma)
NM_013124.3
[56] (праймеры)
[52] (зонд)

CCTGAAGCTCCAAGAATACC
GATGCTTTATCCCCACAGAC
HEX–CCCTCATGGCCATCGAGTGCC-BHQ2

Gdnf (glial cell derived neurotrophic 
factor)
NM_019139.2

GACCGGATCCGAGGTGC
GCGCTTCGAGAAGCCTCTTA
HEX-TGCCTTCCCGCTGCCCGCCG-BHQ2

Bdnf (brain derived neurotrophic factor)
NM_001270630.1

CCATAAGGACGCGGACTTGTAC
GAGGAGGCTCCAAAGGCACTT
ROX–CTTCCCGGGTGATGCTCAGCAGT-BHQ2

Fgf2 (fibroblast growth factor 2)
NM_019305.2

AGCGGCTCTACTGCAAGAAC
TGGAGCTGTAGTTTGACGTGT
R6G-AGACGGCCGCGTGGACGGCGTCCG-BHQ2

Окончание таблицы 1
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Статистическая обработка результатов
Статистический анализ проводился с использованием программ SPSS Statistics 

23 (IBM, США) и GraphPad Prism (GraphPad Software, США). Выбросы определяли 
с помощью квартильного метода. Для проверки нормальности распределений исполь-
зовали критерий Колмогорова – Смирнова. Однородность дисперсии оценивали по 
методу Ливиня. Для данных с нормальным распределением использовался двухфак-
торный ANOVA (модель х лечение) с апостериорным тестом множественных сравне-
ний Сидака, для ненормально распределенных данных и для групп с большой разни-
цей в дисперсиях – тест Крускала – Уоллиса с последующим апостериорным тестом 
множественных сравнений Данна. Данные на графиках представлены в виде среднего 
и стандартных ошибок (в случае нормального распределения данных) либо в виде ме-
дианы и квартилей (для ненормально распределенных данных). Различия считали ста-
тистически значимыми при р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Поскольку эпилептогенез сопровождается астро- и микроглиозом, связанными 
с развитием спонтанных рецидивирующих судорог [57], мы оценили экспрессию ге-
нов маркеров активации астроцитов (Gfap) и микроглии (Aif1) у леченых и нелеченых 
TLE крыс. Показано, что экспрессия названных генов резко возрастает в процессе фор-
мирования TLE (p < 0.001). Кардарин не оказывал влияния на экспрессию этих генов 
(рис. 2), аналогичные изменения наблюдались как у леченых, так и нелеченых крыс.
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Рис. 2. Относительная экспрессия генов маркера активации астроцитов Gfap (a) и микроглиальных кле-
ток Aif1 (b) в дорзальном гиппокампе экспериментальных и контрольных крыс; * р < 0.05, двухфакторный 
ANOVA (модель х лечение) с апостериорным тестом множественных сравнений Сидака или непараметри-
ческий аналог ANOVA тест Крускала – Уоллиса с апостериорным тестом множественных сравнений Данна.
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Учитывая важную роль нейровоспаления в развитии эпилептических процессов [3], 
мы также оценили экспрессию генов провоспалительных и противовоспалительных бел-
ков в гиппокампе экспериментальных животных. TLE крысы отличались повышенной 
экспрессией провоспалительных генов Il1b (seizure – F1,19 = 9.23; p < 0.01) и Nlrp3 (H = 
14.37; p < 0.01) (рис. 3), однако апостериорные сравнения не выявили достоверного от-
личия леченых и нелеченых экспериментальных крыс от контроля по показателям экс-
прессии гена Il1b. По уровню мРНК Nlrp3 достоверные различия между контрольными 
и TLE крысами обнаружены только в группах животных, которым вводили кардарин (p < 
0.01). Экспрессия провоспалительного гена Tnfa достоверно не изменялась ни в одной из 
групп (рис. 3). Продукция мРНК гена противовоспалительного цитокина антагониста ре-
цепторов интерлейкина-1 Il1rn усиливалась у TLE крыс (seizure – F1,23 = 20.55; p < 0.001). 
Эти изменения в равной степени отмечались как у леченых, так и нелеченых животных 
(рис. 3, p < 0.05).

Рис. 3. Относительная экспрессия генов провоспалительных белков Il1b (a), Nlrp3 (b), Tnfa (d) и противо-
воспалительного цитокина Il1rn (с) в дорзальном гиппокампе экспериментальных и контрольных крыс; * 
р < 0.05, ** p < 0.01, двухфакторный ANOVA (модель х лечение) с апостериорным тестом множественных 
сравнений Сидака или непараметрический аналог ANOVA тест Крускала – Уоллиса с апостериорным тестом 
множественных сравнений Данна.
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Одним из основных вопросов, ответ на который мы хотели получить в настоящем ис-
следовании, было изучение возможного влияния кардарина на поляризацию астро- и ми-
кроглии, поскольку ранее было показано, что эпилептогенез связан с увеличением доли 
глиальных клеток с провоспалительными A1 и M1 фенотипами [11]. Мы предполагали, 
что кардарин может обратить этот процесс, направив поляризацию в сторону защитных 
A2 и M2 фенотипов. Для решения этого вопроса мы провели анализ экспрессии генов 
маркерных белков, характерных соответственно для провоспалительных и защитных фе-
нотипов астро- (рис. 4) и микроглии (рис. 5).

(b)

4
3
2
1
0

−1

Cntr+
Veh

TLE+Veh

Cntr+
GW

TLE+GW

Gbp2
Finteraction(1,23) = 1.13; p = 0.30
Ftreatment(1,23) = 0.44; p = 0.52
FTLE(1,23) = 20.89; p < 0.001

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

sio
n

m
R

N
A

, l
og

2

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

sio
n

m
R

N
A

, l
og

2

***

(a)

3
2
1
0

−1
−2

Cntr+
Veh

TLE+Veh

Cntr+
GW

TLE+GW

Lcn2
Finteraction(1,23) = 0.79; p = 0.38
Ftreatment(1,23) = 1.70; p = 0.21

FTLE(1,23) = 9.24; p < 0.01

1.5

1.0

0.5

0

−0.5

Cntr+
Veh

TLE+Veh

Cntr+
GW

TLE+GW

(c)

1.5
1.0
0.5

0
−0.5
−1.0

Cntr+
Veh

TLE+Veh

Cntr+
GW

TLE+GW

Ptx3
Finteraction(1,22) = 0.87; p = 0.36
Ftreatment(1,22) = 0.06; p = 0.82

FTLE(1,22) = 2.61; p < 0.12

(d)
S100a10

Finteraction(1,22) = 5.55; p = 0.02
Ftreatment(1,22) = 11.56; p < 0.01

FTLE(1,22) = 6.12; p = 0.02
**

**

Рис. 4. Относительная экспрессия генов маркеров провоспалительного А1 фенотипа (a, b) и нейропротек-
торного фенотипа А2 (с, d) астроглии в дорзальном гиппокампе экспериментальных и контрольных крыс; * 
р < 0.05, ** p < 0.01, двухфакторный ANOVA (модель х лечение) с апостериорным тестом множественных 
сравнений Сидака.
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Нами показано, что экспрессия генов маркеров провоспалительного А1 фенотипа ас-
троцитов Lcn2 и Gbp2 увеличивается у TLE крыс (соответственно F1,23 = 9.24; p < 0.01 
и F1,23 = 20.89; p < 0.001). Эти изменения носили однонаправленный характер у леченых 
и нелеченых крыс, хотя для Lcn2 межгрупповые сравнения выявляют достоверные разли-
чия в группах животных, которым вводили кардарин, а для Gbp2 – в группах нелеченых 
крыс. Продукция мРНК белка защитного А2 фенотипа Ptx3 значимо не изменялась, а экс-
прессия гена другого маркера А2 S100a10 зависела как от TLE (F1,22 = 6.12; p = 0.02), так 
и от лечения кардарином (F1,22 = 11.56; p < 0.01), взаимодействие факторов (F1,22 = 5.55; p 
= 0.02). Максимальное увеличение экспрессии этого гена маркера А2 астроцитов отмеча-
ется у леченых TLE крыс.
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Рис. 5. Относительная экспрессия генов маркеров провоспалительного М1 (a) и противовоспалительного 
М2 (b) фенотипа микроглии, а также их соотношение (c) в дорзальном гиппокампе экспериментальных 
и контрольных крыс. * р < 0.05 в двухфакторном ANOVA (модель х лечение) с апостериорным тестом мно-
жественных сравнений Сидака.
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Экспрессия гена маркера M1 микроглии Nos2 немного усиливалась у TLE крыс, од-
нако различия не достигали статистической значимости (F1,22 = 3.20; p = 0.09, рис. 5). При 
этом TLE приводила к уменьшению продукции мРНК маркера защитного М2 фенотипа 
Arg1 (F1,22 = 5.40; p = 0.04). Известно, что в макрофагах и микроглии ферменты аргиназа 
(ген Arg1) и индуцибельная NO-синтаза (ген Nos2) конкурируют за субстрат L-аргинин, 
что может активировать внутриклеточные каскады, связанные с продукцией защитных 
(М2) или провоспалительных (M1) факторов [58]. Поэтому мы дополнительно проана-
лизировали соотношение Arg1/Nos2 как показатель баланса нейропротекторных и повре-
ждающих механизмов. Соотношение Arg1/Nos2 снижалось (F1,20 = 25.00; p < 0.001), что 
свидетельствует о превалировании активности М1 микроглии у TLE крыс. Кардарин зна-
чимо не влиял на эти изменения.

Далее мы исследовали экспрессию генов нескольких трофических факторов, вовле-
ченных в регуляцию эпилептогенеза – Bdnf, Gdnf и Fgf2 (рис. 6). Экспрессия Bdnf и Fgf2 
увеличивалась у TLE животных (соответственно F1,21 = 12.52; p < 0.01 и F1,22 = 8.28; p < 
0.01), при этом при межгрупповом сравнении достоверные отличия от контроля для Bdnf 
выявлены у нелеченых, а для Fgf2 – у леченых крыс.
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Рис. 6. Относительная экспрессия генов нейротрофических факторов Bdnf (a), Gdnf (b) и Fgf2 (с) в дор-
зальном гиппокампе крыс; * р < 0.05; двухфакторный ANOVA (модель х лечение) с апостериорным тестом 
множественных сравнений Сидака.



826 ХАРИСОВА и др. 

Мы также исследовали, может ли введение кардарина повлиять на экспрессию генов 
PPARs у наших животных (рис. 7). Исследование показало, что TLE не влияла на экспрес-
сию генов Ppard и Pparg. Экспрессия Ppara снижалась у TLE крыс (F1,22 = 5.16; p = 0.03), 
однако это снижение наблюдалось преимущественно в группе нелеченых крыс (апосте-
риорные сравнения, критерий Тьюки, между Cntr+Veh и TLE+Veh группами – p = 0.07; 
между Cntr+GW и TLE+GW группами – p = 0.94). Достоверного влияния кардарина в ис-
пользованной нами дозе и схеме введения на экспрессию генов PPARs не обнаружено.

Таким образом, проведенное исследование выявило, что экспрессия большинства 
исследованных генов (показателей активации микро- и астроглиальных клеток, мар-
керов нейровоспаления, M1, A1, M2, A2 фенотипов, ростовых факторов) изменяется 
в хроническую фазу литий-пилокарпиновой модели. Кардарин усиливал экспрессию 
генов Nlrp3, Lcn2, S100a10, Tgfb2 и Fgf2, а также ослаблял повышенную у TLE крыс 
экспрессию генов Gbp2, Bdnf.

Рис. 7. Относительная экспрессия генов PPARs: Ppara (a), Ppard (b), Pparg (c) в дорзальном гиппокампе 
крыс; двухфакторный ANOVA (модель х лечение).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе в литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии у крыс 
мы изучили изменения экспрессии в клетках гиппокампа генов астро- и микрогли-
альных белков, вовлеченных в регуляцию эпилептогенеза, а также оценили возмож-
ность предотвращения развития этих нарушений с помощью введения агониста PPAR 
бета/дельта кардарина. Доза и схема введения кардарина были подобраны в нашем 
предыдущем исследовании как эффективные для уменьшения TLE-индуцированных 
нарушений поведения [59].

Проведенное исследование выявило изменение экспрессии большого числа иссле-
дованных глиальных генов в хроническую фазу TLE модели. В частности, эпилептоге-
нез был сопряжен с увеличением экспрессии генов маркеров активации астро- (Gfap) 
и микроглии (Aif1). Глиальный фибриллярный кислый белок (GFAP) считается мар-
кером реактивного астроглиоза [60], а воспалительный фактор аллотрансплантата 1 
(AIF1) – маркером микроглиоза [61]. Гиппокампальный астро- и микроглиоз, также как 
и повышение экспрессии генов Gfap и Aif1, характерны для клиники TLE [62] и неод-
нократно были описаны в литий-пилокарпиновой модели [63]. Астро- и микроглио-
зис не только являются следствием эпилептогенеза, но и могут усиливать дальнейшее 
развитие эпилептических процессов [64]. Кардарин не влиял на TLE-индуцированное 
усиление экспрессии генов Gfap и Aif1.

Сам по себе факт активации микро- и астроглиальных клеток не позволяет судить 
об их свойствах, поскольку они могут находиться в различных функциональных со-
стояниях (фенотипах), полярными из которых являются соответственно провоспа-
лительные M1 и A1 и защитные М2 и А2 фенотипы, хотя и существует целый ряд 
промежуточных состояний, и клетки могут переходить от одного фенотипа к другому 
[12, 65]. Препараты, способные усилить поляризацию в сторону защитных фенотипов, 
рассматриваются как перспективные для лечения различных нервных заболеваний, 
патогенез которых связан с нейровоспалением [86–88]. Такими свойствами могут об-
ладать агонисты PPARs. На культуре микроглиальных клеток, стимулированных бакте-
риальным эндотоксином (что усиливает М1 поляризацию), было показано, что добав-
ление в культуральную среду агониста PPARγ росиглитазона способствует сдвигу от 
M1 к M2 фенотипу. Этот эффект был связан с улучшением аутофагии через активацию 
сигнального пути LKB1/AMPK [14].

Нейровоспаление играет ключевую роль в эпилептогенезе [3, 66]. Однако в моде-
лях эпилепсии способность агонистов PPARs влиять на поляризацию глиальных кле-
ток ранее не изучалась. В данной работе мы исследовали влияние агониста PPAR бета/
дельта на экспрессию про- и противовоспалительных генов, а также генов маркеров 
A1/A2 и M1/M2 фенотипов в литий-пилокарпиновой модели TLE.

Нами показано, что в хроническую фазу TLE модели у животных имеет место раз-
витие воспалительных процессов – усиливается экспрессия гена провоспалительного 
цитокина интерлейкина 1 бета (Il1b), основного компонента инфламмасом (Nlrp3), мар-
керов астроцитарного A1 фенотипа липокалина (Lcn2) и интерферон-индуцированного 
гуанилат-связывающего белка 2 (Gbp2). Аналогичная тенденция наблюдалась в отно-
шении маркера микроглиального фенотипа М1 индуцибельной NO-синтазы (Nos2), что 
наряду с увеличением соотношения Nos2/Arg1 свидетельствует о сдвиге M1/M2 поля-
ризации в сторону провоспалительного M1 фенотипа. Эти изменения наблюдались как 
у леченых, так и у нелеченых животных. Полученные результаты хорошо согласуются 
с данными, полученными ранее нами [3, 52], и с данными других авторов [36, 67], выя-
вившими усиление экспрессии провоспалительных генов Il1b, Nlrp3 и Lcn2 при эпилеп-
тогенезе. Кардарин незначительно усиливал экспрессию генов Nlrp3 и Lcn2, но ослаблял 
повышенную экспрессию гена Gbp2 и не влиял на TLE-индуцированное усиление экс-
прессии гена Il1b, поэтому мы не можем сделать однозначный вывод о влиянии карда-
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рина на экспрессию провоспалительных генов и генов – маркеров провоспалительных 
фенотипов. Ранее противовоспалительные свойства кардарина были продемонстриро-
ваны на культуре клеток эмбрионального мозга крыс, стимулированных бактериальным 
липополисахаридом [68]. Отсутствие выраженного действия кардарина на экспрессию 
провоспалительных генов в нашем исследовании может быть связано с тем, что мы ис-
пользовали другую экспериментальную модель, изучали отсроченные эффекты лечения, 
использовали животных другого возраста и более низкую дозу препарата. При этом сле-
дует отметить, что Gbp2 не только является маркером A1 астроцитов, но он также повы-
шает апоптоз нейронов в патологических условиях [69], поэтому вызванное кардарином 
ослабление экспрессии гена Gbp2 может играть положительную роль для предотвраще-
ния TLE-индуцированной гибели нервных клеток.

В отличие от генов – маркеров провоспалительных A1 и M1 фенотипов, экспрессия 
которых усиливалась в хроническую фазу TLE модели, экспрессия генов защитных 
белков A2 и M2 фенотипов у экспериментальных крыс менялась разнонаправленно: 
продукция мРНК аргиназы 1 (Arg1, маркер М2) снижалась, экспрессия гена пентрак-
сина 3 (Ptx3, маркер A2) значимо не изменялась, а экспрессия гена противовоспали-
тельного цитокина антагониста рецепторов IL-1 (Il1rn) увеличивалась в гиппокампе 
как леченых, так и нелеченых TLE крыс. Усиление экспрессии гена Il1rn в гиппокампе 
крыс в хроническую фазу литий-пилокарпиновой модели ранее было показано [52]. 
Экспрессия генов Arg1 и Ptx3 в литий-пилокарпиновой модели исследована впервые.

Наиболее яркие эффекты кардарина показаны в отношении экспрессии гена марке-
ра А2 фенотипа S100a10, она увеличивалась только у леченых животных. Ранее усиле-
ние экспрессии гена S100a10 было выявлено в гиппокампе крыс в каинатной модели 
височной эпилепсии [70]. Данный белок традиционно рассматривается как маркер A2 
астроцитов [71], хотя его экспрессия также обнаружена в некоторых других клетках 
мозга [72]. Белок S100A10 в комплексе с аннексином A2 вовлечен в организацию ли-
пидных микродоменов на клеточной мембране, он участвует в связывании актиновых 
филаментов и каркасов цитоскелета, в мембранном транспорте и фибринолизе [73, 74], 
что объясняет его вовлеченность в нейрорепаративные процессы. Однако в наиболь-
шей степени функции S100A10 в мозге обсуждаются в связи с его возможной ролью 
в патогенезе депрессивных расстройств [75]: нехватка этого белка вызывает депрес-
сивно-подобное поведение, а лечение антидепрессантами усиливает экспрессию гена 
S100a10 в гиппокампе [75]. В недавно проведенном исследовании нами были выявле-
ны анксиолитические эффекты кардарина в литий-пилокарпиновой модели эпилепсии 
[59]. Возможно, хотя бы частично эти эффекты опосредуются усилением экспрессии 
гена S100a10.

Нами также была исследована экспрессия генов трех ростовых факторов – BDNF, 
FGF2 и GDNF, продуцируемых микро- и астроглиальными клетками [76–78] и вовле-
ченных в регуляцию эпилептогенеза. В данном исследовании нами показано, что экс-
прессия генов Bdnf и Fgf2 увеличивается у TLE крыс, а экспрессия гена Gdnf не изме-
няется. Ранее усиление экспрессии гена Bdnf было показано в височных областях мозга 
пациентов с эпилепсией [79] и гиппокампе экспериментальных животных в пилокар-
пиновой модели эпилепсии [80]. Роль BDNF при эпилептогенезе в настоящее время 
активно дискутируется [81]. С одной стороны, связываясь с мембранным рецептором 
тирозинкиназы B (TrkB), он запускает серию каскадных реакций, которые приводят: 
1) к фосфорилированию и активации циклического аденозинмонофосфат-связываю-
щего белка (CREB), который опосредует транскрипцию генов, связанных с дифферен-
цировкой нейронов и их выживанием [82]; 2) к снижению возбудимости пирамидных 
нейронов энторинальной коры [83]. Эти эффекты BDNF препятствуют эпилептогенезу. 
С другой стороны, BDNF может способствовать развитию эпилептических процессов. 
Показано, что внутригиппокампальное введение BDNF может индуцировать судороги, 
вероятно, за счет стимуляции прорастания мшистых волокон (важный патогенетиче-
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ский механизм эпилепсии [84]). В целом предполагается [81], что в физиологических 
концентрациях BDNF способствует выживанию нейронов, однако избыточная экс-
прессия BDNF может значительно повышать возбудимость нейронов и увеличивать 
восприимчивость к эпилепсии. В нашем исследовании TLE приводила к многократ-
ному усилению экспрессии гена Bdnf в клетках гиппокампа, кардарин ослаблял эти 
нарушения, что, вероятно, можно рассматривать как антиэпилептогенный эффект.

Нейротрофический фактор глиальной клеточной линии (GDNF) является мощным 
фактором выживания для некоторых типов нейронов. Повышение уровня GDNF путем 
инъекций в гиппокамп вирусных агентов, продуцирующих этот белок, снижает выра-
женность судорог в экспериментальных моделях эпилепсии [85]. Ранее было показано 
усиление экспрессии гена Gdnf в гиппокампе крыс в первые часы после судорог, индуци-
рованных введением каиновой кислоты [86] либо пилокарпина [87]. Возможно, что уси-
ление экспрессии этого гена отражает запуск защитных систем мозга на ранних этапах 
эпилептогенеза. В проведенном нами эксперименте мы не наблюдали усиления экспрес-
сии гена Gdnf в хроническую фазу литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии.

Мы показали также, что у животных с TLE в дорзальном гиппокампе возрастает 
экспрессия гена Fgf2, и этот эффект сильнее выражен у крыс, которым вводили кар-
дарин. FGF2 является многофункциональным фактором роста, вовлеченным в регу-
ляцию процессов нейрогенеза, нейровоспаления и синаптической пластичности [88], 
нарушенной при эпилептогенезе [89]. Нейропротекторные и регенеративные свойства 
FGF2 показаны на многих моделях нервных заболеваний [88]. Экспрессия гена Fgf2 
в гиппокампе возрастает во многих моделях острых судорог и эпилепсии [90]. Так же 
как и BDNF, FGF2 может оказывать разнонаправленное действие на развитие эпилеп-
тических процессов, с одной стороны, усиливая процессы возбуждения, с другой – 
предотвращая гибель нейронов [90]. В частности, было показано, что внутримозговое 
введение фармакологических доз FGF2 провоцирует иктальную активность в нейро-
нах гиппокампа [91]. Однако хроническое введение низких доз FGF2 не изменяет тя-
жесть каинат-индуцированных судорог, но предотвращает связанную с ними гибель 
нейронов в гиппокампе [92], а также блокирует развитие поведенческих нарушений 
в данной модели эпилепсии [91]. В нашем исследовании отмечается относительно не-
большое увеличение экспрессии гена Fgf2, незначительно усиленное кардарином. Ра-
нее нами показано, что кардарин ослабляет поведенческие нарушений в TLE модели 
[59]. Эти факты позволяют рассматривать повышение экспрессии гена Fgf2 в нашем 
эксперименте скорее как нейропротекторный эффект.

В проведенном нами исследовании впервые показано, что при развитии TLE в дор-
зальном гиппокампе крыс снижается экспрессия гена Ppara. Ранее было показано, что 
агонисты PPARα ослабляют развитие нейровоспаления в различных эксперименталь-
ных моделях [93, 94]. Также выявлено, что активация PPARα снижает выраженность 
никотин-индуцированных судорог у крыс [95] и уменьшает частоту приступов у паци-
ентов с фармакорезистентной ночной лобной эпилепсией [96]. Поэтому выявленное 
нами уменьшение экспрессии гена Ppara свидетельствует о подавлении естественных 
нейропротекторных механизмов у крыс с TLE.

В целом проведенное нами исследование выявило изменение активности астро- 
и микроглии в процессе эпилептогенеза, в основном связанное с усилением нейро-
воспалительных процессов и ослаблением нейропротекторных свойств этих клеток. 
Влияние кардарина на эти нарушения было умеренным, основной его эффект проявил-
ся в усилении экспрессии гена защитного маркера A2 астроцитов S100a10.
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от 26.01.2023 г.). Все эксперименты проводятся в соответствии с Руководством по обращению 
с лабораторными животными, действующими в Институте эволюционной физиологии и биохи-
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Effect of Cardarin on Gene Expression of Proteins Involved in Epileptogenesis in Rat 
Hippocampus in the Lithium-Pilocarpine Model of Temporal Lobe Epilepsy
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In recent years, the role of astro- and microglial cells and associated neuroinflammation 
in the pathogenesis of epilepsy has been extensively discussed. These cells can be in dif-
ferent functional states, the extreme A1 and M1 phenotypes producing predominantly 
pro-inflammatory (promoting epileptogenesis) proteins, and the A2 and M2 phenotypes 
producing anti-inflammatory (preventing epileptogenesis) proteins. It has been suggested 
that the use of drugs that can stimulate polarisation from M1 and A1 to M2 and A2 phe-
notypes may be a successful strategy for the treatment of epilepsy. Such drugs include 
agonists of peroxisome proliferator-activated receptor nuclear receptors (PPARs). The aim 
of this study was to investigate changes in the expression of micro- and astroglial pro-
teins involved in the regulation of epileptogenesis in the dorsal hippocampus of rats in the 
lithium-pilocarpine model of temporal lobe epilepsy (TLE) and to investigate the effect of 
the PPAR agonist beta/delta cardarine on these processes. Cardarin was administered at the 
initial stages of epileptogenesis (within 7 days after induction of the TLE model), and two 
months later (chronic phase of the model) we analysed the expression of genes of interest 
in the dorsal hippocampus by real-time RT-PCR. The performed study revealed changes in 
gene expression of astro- and microglial proteins during epileptogenesis, mainly associated 
with the enhancement of neuroinflammatory processes and weakening of neuroprotective 
properties of these cells. In TLE rats the expression of genes of markers of astro- (Gfap) 
and microglia activation (Aif1), pro- (Il1b, Nlrp3) and anti-inflammatory (Il1rn) proteins, 
markers of the A1 phenotype of astrocytes (Lcn2, Gbp2) and growth factors (Bdnf, Fgf2) 
was increased. Gene expression of the protective M2 phenotype Arg1 gene was decreased 
in TLE rats. The most striking effect of cardarine administration was manifested in the 
enhanced expression of the marker A2 gene of the S100a10 astrocyte phenotype.

Keywords: lithium-pilocarpine model of temporal lobe epilepsy, cardarin (GW 501516), 
glia, proinflammatory genes, M1/M2 polarisation, A1/A2 polarisation, trophic factors


