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Эпилепсия – одно из наиболее распространенных и одновременно серьезных заболева-
ний головного мозга, от которого страдают более 70 миллионов человек во всем мире. 
Имеющиеся противосудорожные препараты способны подавить приступы у двух тре-
тей больных, у оставшейся трети пациентов эпилепсия признается фармакорезистент-
ной и требует иных видов лечения, таких как хирургическое вмешательство, которое 
также не всегда приводит к положительным результатам. Преодоление резистентно-
сти – сложная комплексная задача, для решения которой требуется понимание биохи-
мических путей и общих патологических процессов, лежащих в основе эпилепсии, 
в первую очередь апоптоза. Целью данной работы стало изучение влияния антибио-
тика минолексина на уровни апоптоза и экспрессию апоптоз-ассоциированных моле-
кул (p53, Bcl‑2, каспаза‑3 и каспаза‑8) в височной коре, подлежащем белом веществе 
и гиппокампе крыс линии Крушинского – Молодкиной (КМ) с наследственной ауди-
огенной эпилепсией при длительном киндлинге. Использованы крысы КМ в возрасте 
11 месяцев, которых подвергали аудиогенной стимуляции и вводили внутрибрюшин-
но физраствор или антибиотик тетрациклинового ряда второго поколения минолексин 
в дозе 45 мг/кг, растворенный в физрастворе, в течение 14 дней, далее следовали 7 дней 
отдыха, после которых была проведена некропсия. Исследована кора височной доли 
и подлежащее белое вещество, гиппокамп. Оценивали уровни апоптоза (TUNEL) и экс-
прессию апоптоз-ассоциированных белков (p53, Bcl‑2, каспаза‑3 и -8) (иммуногистохи-
мия, вестерн-блоттинг). У крыс линии КМ с наследственной аудиогенной эпилепсией 
показано повышение уровня апоптоза при длительном киндлинге во всех исследован-
ных областях мозга. Выявлен р53-зависимый, но не зависящий от каспаз механизм ак-
тивации апоптоза. При введении минолексина наблюдался антиапоптотический и ней-
ропротективный эффект в височной доле и гиппокампе экспериментальных крыс.
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ВВЕДЕНИЕ

Эпилепсия – одно из наиболее распространенных неврологических заболеваний, 
которым поражено более 70 миллионов человек по всему миру. Основу терапии со-
ставляют пероральные препараты. Их механизмы действия не отличаются большим 
разнообразием и основаны на блокировании каналов Na+ и/или Ca2+, стимулировании 
ГАМК или ингибировании передачи сигналов глутамата. Они могут подавлять судоро-
ги у двух третей больных, но даже в этом случае не изменяют долгосрочный прогноз, 
а у оставшейся трети пациентов эпилепсия признается фармакорезистентной и требует 
иных методов лечения, включая хирургическое вмешательство, также не дающих га-
рантий излечения. Поиск лекарств от эпилепсии не прекращается, что обусловлено со-
храняющейся лекарственной устойчивостью. В настоящее время разработка методов 
лечения сосредоточена на исследовании механизмов действия новых препаратов, те-
рапии, специфичной для синдромов, и поиске общих патологических механизмов [1].

К таким общим патологическим механизмам, лежащим в основе не только эпи-
лепсии, но и других заболеваний ЦНС, относится дегенерация нейронов. Выделяют 
более 12 типов клеточной гибели, среди которых в патогенезе эпилепсии, особенно 
фармакорезистентной, наибольшее значение имеет апоптоз нейронов и глиальных кле-
ток головного мозга [2].

Апоптоз – это физиологический процесс запрограммированной гибели клеток, ко-
торый играет важную роль как при развитии и нормальном функционировании нерв-
ной системы, так и при ее патологиях. Основные особенности апоптоза включают 
агрегацию хроматина в большие массы, примыкающие к ядерной мембране, сохране-
ние целостности внутриклеточных органелл и рассеивание клеточного содержимого 
в окруженных мембраной «апоптозных тельцах» [3]. Эксперименты выявили законо-
мерности фрагментации ДНК в поврежденном судорожным припадком мозге, говоря-
щие об активации апоптоза [3]. Апоптоз, особенно выраженный в гиппокампе, может 
быть одной из причин формирования лекарственной устойчивости из-за усиливающе-
гося с каждым следующим судорожным припадком повреждения структур мозга [4]. 
Клеточная гибель может осуществляться двумя путями: внешнерецепторным и вну-
тренним митохондриальным. В отличие от некроза, апоптоз осуществляется высоко-
упорядоченным молекулярным механизмом, который требует энергии и может вклю-
чать транскрипцию специфичных генов – проапоптотического фактора транскрипции 
р53, выполняющих различные функции белков семейства Bcl‑2 и каспаз [5].

Фактор транскрипции и супрессор опухолей р53 – тетрамерный фосфопротеин, ко-
торый управляет рядом основных клеточных функций, включая транскрипцию генов, 
синтез и репарацию ДНК, регуляцию клеточного цикла, старение и гибель клеток. Этот 
белок является одним из ключевых модуляторов реакции клеток на стресс, активация 
которого запускает апоптоз в различных типах клеток, в число которых входят и нейро-
ны. В нервной системе р53 активен при ее формировании в норме и при различных не-
врологических расстройствах, таких как инсульт, болезни Альцгеймера и Паркинсона, 
синдром Ангельмана, черепно-мозговые травмы, боковой амиотрофический склероз, 
аутизм, спиноцеребеллярная атаксия и эпилепсия [6].

Белок Bcl‑2 (B Cell Lymphoma/Leukaemia 2) массой 26 кДа способствует развитию 
злокачественных опухолей, не давая их клеткам погибнуть, но при этом не усиливая 
пролиферацию [7]. Bcl‑2 – член обширного и консервативного семейства белков, обла-
дающих как про-, так и антиапоптотическими свойствами. Он помогает нейронам пе-
режить неблагоприятные воздействия, такие как окислительный стресс [8]. Изучение 
ткани головного мозга пациентов с эпилепсией показало значительное увеличение 
уровней белка Bcl‑2 у людей с ее лекарственно-устойчивыми формами. Также Bcl‑2 
положительно связан с продолжительностью, частотой и тяжестью эпилептических 
припадков [9].
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Каспазы представляют собой эволюционно консервативные аспартат-специфиче-
ские цистеиновые протеазы, присутствующие в клетках в качестве зимогенов, которые 
образуют активный фермент после протеолитического расщепления. Запускается ка-
скад каспаз, который завершается активацией эффекторных каспаз, таких как каспа-
за‑3, которые расщепляют ключевые внутриклеточные структурные белки и белки вы-
живания и активируют фермент, ответственный за характерную фрагментацию ДНК. 
В настоящее время идентифицировано 18 каспаз млекопитающих, которые можно раз-
делить на провоспалительные, противовоспалительные, исполнительные и обладаю-
щие еще неизвестными функциями [10].

Во время апоптоза активированная каспаза‑3 расщепляет широкий спектр субстра-
тов, что приводит к характерным морфологическим изменениям в клетках. Она играет 
ключевую роль в регуляции роста и поддержании гомеостатического состояния как 
нормальных, так и злокачественных клеток и тканей в многоклеточных организмах. 
Участие каспазы‑3 в патогенезе как острых, вызванных инсультом или травмой, так 
и вялотекущих нейродегенеративных заболеваний сводится к апоптозу определенных 
популяций клеток [11].

Каспаза‑8 опосредует гибель клеток в ответ на внешние сигналы, но ее роль также 
не сводится лишь к этому. Сложность биохимических путей и сходящихся на ней взаи-
модействий таковы, что ее новые функции продолжают открывать спустя более чем 20 
лет. Большую их часть можно описать собирательным термином «паноптоз», который 
в основном включает в себя три вида запрограммированной гибели клеток, а именно 
пироптоз, апоптоз и некроптоз [12].

Первичный эпилептической фокус при аудиогенной эпилепсии находится в слу-
ховом стволе. Гиппокамп и кора рекрутируются вторично в ходе киндлинга. Ранее 
уже проводились исследования молекулярно-клеточных изменений в гиппокампе 
при аудиогенном киндлинге, было показано усиление пролиферативной активности 
гиппокампа при отсутствии дегенеративных процессов в этой структуре [13]. Таким 
образом, аудиогенный киндлинг является адекватной моделью для исследования изме-
нений мозга, вызванных судорожной активностью.

Повреждение тканей височной доли чаще всего вызывает эпилептические припад-
ки, что стало относительно ясно к концу 1880-х годов [14]. Примерно у 60% пациентов 
наблюдается фокальная форма эпилепсии, и в трети этих случаев, когда эпилептиче-
ский очаг локализуется преимущественно в височной доле, имеющиеся лекарственные 
препараты бессильны. Височные доли являются наиболее эпилептогенной областью 
головного мозга прежде всего потому, что в наибольшей степени страдают от гипок-
сии, на их долю приходится множество травм. Судороги, возникающие в височных 
долях, весьма разнообразны по своему характеру, и некоторые из них могут быть 
столь непохожими на классическую эпилепсию, что с трудом поддаются диагностике. 
Подлежащее белое вещество, особенно его глубокие слои, участвует в генерализации 
приступов и их распространении далеко за пределы эпилептогенных зон при мезиаль-
ной височной эпилепсии. Эпилепсия приводит к общему снижению функциональной 
связанности в глубоких слоях. Показано, что при эпилепсии также наблюдаются зна-
чительные изменения морфофункциональных характеристик различных отделов гип-
покампа [15].

Используемый нами антибиотик минолексин (миноциклин (4S,4aS,5aR,12aR)-4,7-
бис(диметиламино)-1,10,11,12a-тетрагидрокси‑3,12-диоксо‑4a,5,5a,6-тетрагидро‑4H-
тетрацен‑2-карбоксамид, C23H27N3O7), выпускаемый под торговой маркой «Ми-
нолексин», относится к тетрациклинам. Минолексин является полусинтетическим 
антибиотиком второго поколения тетрациклинового ряда [16]. Отмечается его превос-
ходная пероральная абсорбция, биодоступность, приближающаяся к 100%, и способ-
ность проникать во все органы, в том числе в головной мозг. Обладая высокой ли-
пофильностью, он способен преодолевать гематоэнцефалический барьер, а благодаря 
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широкому спектру действия – справляться не только с инфекциями. [17]. Показано, что 
препарат оказывает защитное действие при множестве неврологических расстройств, 
включая травму спинного мозга, инсульт, рассеянный склероз, боковой амиотрофи-
ческий склероз, болезнь Хантингтона, болезнь Паркинсона и эпилепсию, в том числе 
не поддающуюся лечению другими препаратами [18]. Минолексин обладает проти-
вовоспалительными, иммуномодулирующими и антиапоптотическими свойствами, 
что позволяет использовать его при лечении неврологических расстройств [19]. Ми-
ноциклин показал выраженный нейропротективный эффект в модели эпилептического 
статуса у крыс при введении пилокарпина. Эпилептический статус вызывает острую 
и постоянную активацию микроглии и астроцитов в поле CA1 гиппокампа и прилега-
ющей коре. Введение миноциклина один раз в день в дозе 45 мг/кг в течение 14 дней 
после эпилептического статуса с последующим шестинедельным мониторингом пока-
зало снижение активации микроглии, повышение уровней интерлейкина‑1β и фактора 
некроза опухоли-α в исследуемых зонах мозга, снижение потери нейронов, а также 
снижение частоты, продолжительности и тяжести судорог [20]. В экспериментах по 
лечению нейроинфекций были обнаружены нейропротективные, противовоспали-
тельные и антиапоптотические свойства миноциклина. Препарат ингибировал апоп-
тоз в нейронах головного мозга человека, на что указывало ингибирование активации 
каспазы‑3 и поли-АДФ-рибозополимеразы [21]. Препарат уже показал многообещаю-
щие результаты в экспериментальной неврологии, что было связано с его высокой ли-
пофильностью, став безопасным и эффективным дополнением к антипсихотическим 
препаратам [22].

На основании данных литературы мы предположили, что минолексин, оказыва-
ющий положительный эффект в животных моделях эпилепсии, может делать это за 
счет уменьшения апоптоза и нейровоспаления в головном мозге. В связи с этим целью 
данной работы стало изучения влияния антибиотика минолексина на уровни апоптоза 
и экспрессию апоптоз-ассоциированных молекул (p53, Bcl‑2, каспаза‑3 и каспаза‑8) 
в височной коре, подлежащем белом веществе и гиппокампе крыс линии Крушинско-
го  – Молодкиной (КМ) с наследственной аудиогенной эпилепсией при длительном 
киндлинге.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Генетическая предрасположенность к аудиогенной эпилепсии у крыс была выявле-
на еще в 1906 г., когда в Вистаровском институте (США) вывели аутбредную линию 
крыс Вистар (Wistar). Некоторые из крыс реагировали на громкие звуки эпилептоморф-
ными припадками. С тех пор на их основе в разных странах было создано несколько 
линий крыс с аудиогенной эпилепсией. Одной из них стала линия крыс КМ, выве-
денная на биологическом факультете МГУ им. М.В. Ломоносова Л.В. Крушинским, 
Л.Н. Молодкиной и Д.А. Флессом. В настоящее время у этих животных хорошо изуче-
ны поведенческие, морфологические и генетические особенности, которые частично 
пересекаются с таковыми у больных эпилепсией людей и другими линиями грызунов 
с аудиогенной эпилепсией. Таким образом, они подходят для экспериментального мо-
делирования эпилепсии [23].

В качестве экспериментальной модели эпилепсии нами были использованы самцы 
и самки крыс линии КМ в возрасте 11 месяцев, реагирующие на звук частотой 9 кГц 
и мощностью 50 дБ полным и стабильным клонико-тоническим судорожным припад-
ком. В соответствии с целью и задачами эксперимента они были случайным образом 
разделены на следующие группы: киндлинг с введением физраствора (5 самцов и 5 
самок), киндлинг с введением минолексина (5 самцов и 5 самок), контроль с введением 
физраствора (6 самок и 4 самца) (рис. 1). Животных содержали в стандартных условиях 
в соответствии с правилами, утвержденными санитарным врачом РФ от 29.08.2014 г. 
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№ 51, в поликарбонатных клетках по одной группе одного пола с круглосуточным 
доступом к воде и пище. Содержание животных осуществлялось в контролируемых 
условиях окружающей среды (при температуре 22 ± 3 °C и относительной влажности 
воздуха 30–70%), с 12-часовым циклом освещения.

Control saline rat group (4♂ + 6♀)

21141 7

Kindling saline rat group (5♂ + 5♀)

Kindling antibiotic rat group (5♂ + 5♀)

Audiogenic kindling stimulation (9 kHz, 50 dB) + antibiotic (45 mg/kg)

Audiogenic kindling stimulation (9 kHz, 50 dB) + saline

Rest period of rat group

Rest period of rat group

N
ecropsy

Days

Рис. 1. План эксперимента.

В настоящее время в более чем 99% случаев крысы линии КМ в трехмесячном воз-
расте в ответ на звуковое воздействие демонстрируют развернутый судорожный при-
падок, который характеризуется стадией дикого бега и клонико-тоническими судоро-
гами [24]. Распределение животных по группам было случайным. Внутрибрюшинные 
инъекции физраствора или минолексина в дозе 45 мг/кг, растворенного в физрастворе, 
проводились внутрибрюшинно по окончании каждой звуковой стимуляции (9 кГц, 50 
дБ) в течение 14 дней. В качестве контрольной была взята группа крыс КМ, не под-
вергавшихся киндлингу и получавших инъекции физраствора. Эксперимент продол-
жался 14 дней, после чего был сделан перерыв длительностью 7 дней, во время кото-
рого животные не повергались киндлингу и не получали препарат (рис. 1). Контроль 
эпилептических припадков у крыс производился визуально. Во время эксперимента 
у животных, подвергнутых киндлингу, фиксировался латентный период – время начала 
приступа (в пределах 60 с) от момента подачи звукового сигнала, а также особенно-
сти припадка, производилась видеорегистрация. С началом приступа воспроизведение 
звука останавливали.

После завершения эксперимента была проведена некропсия с использованием пре-
парата «Золетил», перфузия физраствором, декапитация и извлечение головного мозга. 
Мозг каждой крысы разделяли на две половины в сагиттальной плоскости. Правую 
половину мозга для иммуногистохимического (ИГХ) и TUNEL анализа фиксировали 
в 4%-ном параформальдегиде на фосфатном буфере и оставляли на 2 дня при 4 °С, 
а затем переносили в раствор 20%-ной сахарозы на 5 дней. Далее помещали в емкость 
с изопентаном, находящуюся в сухом льду, на 1 мин при –50 ºС, затем хранили при –80 
ºС. Чередующиеся срезы толщиной 5–6 мкм изготовляли на криостате (Leica, Герма-
ния) и фиксировали на предметных стеклах для проведения ИГХ. Согласно атласу моз-
га крысы [25], интерес представляла амигдало-пириформная область (височная кора) 
и гиппокамп (рис. 2).

Из левой половины иссекали дорсальный гиппокамп, кору и белое вещество височ-
ной доли для вестерн-блотта.
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Temporal cortex and white matter

Hippocdampal hilus
CA4 hippocampus subfield
Granular cell layer dentate gyrus

Рис. 2. Расположение исследуемых структур головного мозга крысы.

На срезах замороженных препаратов головного мозга (10 мкм, криотом Leica CM 
1520) определяли уровень апоптоза методом TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl trans-
ferase dUTP nick end labeling) (набор для TUNEL In Situ, Elabscience E-CK-A320, Green, 
FITC). Также определяли экспрессию проапоптотического белка р53, антиапоптотиче-
ского белка Bcl‑2 и каспазы‑3, -8 иммуногистохимическим методом с использованием 
поликлональных антител к р53 и Bcl‑2 (1: 100, SANTA CRUZ), выявление с помощью 
диаминобензидина.

Изображения срезов головного мозга были получены с помощью микроскопа PFM 
(WPI) с цветной камерой Leica DFC300 FX для анализа в разрешении 1280 × 960 пиксе-
лей и на сканирующем микроскопе для лабораторных исследований Pannoramic MIDI 
(3DHISTECH Ltd.) при увеличении х200. Подсчет оптической плотности проводился 
с использованием программы PhotoM версии 1.31 на 4–5 срезах исследуемой обла-
сти головного мозга (височная кора, белое вещество, зубчатая извилина гиппокампа, 
область СА4 и хилус) каждого животного, далее рассчитывали среднюю оптическую 
плотность.

Для оценки изменений уровней белков каспаза‑3 и -8 биоптаты височной коры, под-
лежащего белого вещества и гиппокампа гомогенизировали в лизирующем буфере с ин-
гибиторами фосфатазы (Roche, #04 906 837 001) и протеазы (Sigma-Aldrich, #P8340). 
Общее количество белка оценивали по методу Лоури, используя бычий сывороточный 
альбумин в качестве стандарта. Белки разделяли в 12%-ном полиакриламидном геле, 
затем переносили на нитроцеллюлозную мембрану (Santa Cruz Biotechnology). Мем-
браны инкубировали в течение ночи при 4 °C с первичными поликлональными анти-
телами к каспазе‑3 (1: 1000; Abclonal), моноклональными антителами к каспазе‑8 (1: 
1000; Cloud-Clone Corp) и β-тубулину (1: 1000; Cloud-Clone Corp). Анализ блотов про-
водили методом денситометрии с учетом нормализации относительно окрашивания 
на весь белок с помощью Ponso с использованием гель-документирующей системы 
(ChemiDoc, BioRad, США). Также определяли экспрессию белка гена домашнего хо-
зяйства тубулина, коррелирующего с общим количеством белка в пробе. Относитель-
ную плотность каждой белковой полосы определяли количественно с использованием 
программного обеспечения ImageJ 6.0.

Статистическую обработку данных проводили в программе GraphPad Prism 8.0.1. 
Нормальность распределения проверяли с помощью критерия Шапиро  – Уилка 



1461ИЗМЕНЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ АПОПТОЗ-АССОЦИИРОВАННЫХ

(Shapiro-Wilk test). Для сравнения равенства дисперсий использовался t-критерий Фи-
шера. В случае нормального распределения сравнение проводилось параметрическим 
методом – дисперсионным анализом ANOVA, в остальных случаях сравнение произво-
дилось непараметрическим методом – критерием Краскела – Уоллиса. Апостериорные 
сравнения (пост-хок тесты) в случае использования ANOVA проводили с помощью 
критерия Тьюки. В случае ненормального распределения и применения критерия Кра-
скела – Уоллиса апостериорные сравнения проводились критерием Данна. Значений, 
выходящих за пределы трех сигм, зарегистрировано не было.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В данной работе исследованы височная кора и подлежащее белое вещество, а также 
три области гиппокампа (гранулярный слой зубчатой извилины, хилус и подполе СА4). 
Выбор обусловлен тем, что данные зоны мозга наиболее часто повреждаются при эпи-
лепсии, и очаги эпилептической активности часто локализуются в них. Показано, что 
при эпилепсии наблюдаются значительные изменения морфофункциональных харак-
теристик различных отделов гиппокампа. Еще в 1825 г. результаты вскрытий показали, 
что гиппокамп сморщен и кальцинирован у людей с эпилепсией. Многие пациенты, 
особенно со склерозом гиппокампа, помимо судорог испытывают когнитивные труд-
ности [15]. При эпилепсии в нем отмечается появление аномальных возбуждающих 
цепей, изменения рецепторов и мембран, аберрантный нейрогенез в хилусе и синапто-
генез с прорастанием мшистых волокон, появление мутантных форм ГАМК- и каинат-
ных рецепторов, реактивный астроцитарный глиоз [26].

В височной коре крыс линии КМ с наследственной аудиогенной эпилепсией (рис. 
3a) в контроле наблюдается низкий уровень апоптоза (количество TUNEL-позитивных 
клеток), он повышается при киндлинге в группе крыс, получавших физраствор, и сни-
жается у крыс, подвергшихся киндлингу при одновременном введении минолексина. 
Различия между всеми тремя группами статистически значимы при F(2, 21) = 15.39; 
р = 0.0001.

В белом веществе наблюдаются сходные изменения (рис. 3b). В контрольной груп-
пе уровень апоптоза низкий, увеличивается в группе Киндлинг физраствор и умень-
шается в случае введения минолексина на фоне киндлинга. Данные изменения носят 
статистически достоверный характер при F(2, 21) = 12.86; р = 0.01.

Для всех исследуемых областей гиппокампа (поле СА4, гранулярный слой зубча-
той извилины и хилус) различия между всеми тремя группами (рис. 3c – e и 4a – e, 
f – k) аналогичны и носят статистически значимый характер при F(2, 20) = 4.17; р = 0.03, 
F(2, 20) = 24.10; р = 0.0001 и F(2, 20) = 14.86; р = 0.0001 соответственно.

Таким образом, длительный аудиогенный киндлинг приводит к индукции гибели 
клеток всех исследованных областей мозга – коры, подлежащего белого вещества и раз-
личных зон гиппокампа. Введение минолексина крысам предупреждает активацию 
апоптоза при киндлинге в этих участках мозга. У получавших минолексин крыс при 
киндлинге уровни апоптоза остались выше по сравнению с животными контрольной 
группы, не подвергавшимися киндлингу, за исключением хилуса и поля СА4 гиппо-
кампа, где количество TUNEL-позитивных клеток соответствует таковому в контроле.

Мы исследовали экспрессию одного из основных активаторов апоптоза, онкосу-
прессора р53, при длительном киндлинге и введении минолексина. В височной коре 
у крыс линии КМ, подвергшихся киндлингу и не получивших лечение (рис. 4a), на-
блюдается статистически значимый рост экспрессии р53, F(2, 23) = 3.71; р = 0.04 по срав-
нению с контролем, что говорит об активации р53-зависимого каскада апоптоза при 
эпилептических припадках. Введение минолексина оказывает положительный эффект, 
снижая экспрессию р53 до значений, близких к контрольным.
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Рис. 3. Изменения числа TUNEL-позитивных клеток в исследуемых отделах головного мозга крыс Крушин-
ского – Молодкиной. (a) – кора височной доли, (b) – белое вещество, (c) – поле СА4 гиппокампа, (d) – гра-
нулярный слой зубчатой извилины гиппокампа, (e) – хилус гиппокампа. TUNEL-позитивные клетки в гип-
покампе крыс линии Крушинского – Молодкиной, х200. (f) – Контроль физраствор, DAPI, (g) – Киндлинг 
физраствор, DAPI, (h) – Киндлинг антибиотик, DAPI, (i) – Контроль физраствор, TUNEL, (j) – Киндлинг 
физраствор, TUNEL, (k) – Киндлинг антибиотик, TUNEL. p < 0.05 по сравнению: * с группой Контроль физ-
раствор, # с группой Киндлинг физраствор.
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В подлежащем белом веществе (рис. 4b) имеет место аналогичная картина со ста-
тистически значимым (F(2, 23) = 13.38; р = 0.0001) усилением экспрессии р53 после 
киндлинга и его снижением до близких к контрольным значениям у животных, допол-
нительно получавших инъекции минолексина.

В поле СА4 гиппокампа достоверных изменений не выявлено (F(2, 24) = 0.59; р = 
0.62), и экспрессия р53 не менялась при киндлинге и введении минолексина (рис. 4с).
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Рис. 4. Уровень экспрессии р53 в исследуемых отделах головного мозга крыс линии Крушинского – Молод-
киной. (a) – кора височной доли, (b) – белое вещество, (c) – поле СА4 гиппокампа, (d) – гранулярный слой 
зубчатой извилины гиппокампа, (e) – хилус гиппокампа. р53-иммунопозитивные клетки в гиппокампе крыс 
линии Крушинского – Молодкиной, Иммуногистохимия, х200. (f) – Контроль физраствор, (g) – Киндлинг 
физраствор, (h) – Киндлинг антибиотик. p < 0.05 по сравнению: * с группой Контроль физраствор, # с груп-
пой Киндлинг физраствор.
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В гранулярном слое зубчатой извилины гиппокампа введение минолексина не по-
казало положительного эффекта, и экспрессия р53 в экспериментальных группах ста-
тистически достоверно отличалась от контроля в большую сторону при F(2, 21) = 3.14; р 
= 0.01 (рис. 4d). Однако это говорит не о бесполезности минолексина, а о не связанных 
с р53 механизмах апоптоза, так как при лечении его уровень снижался (рис 3b).
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Рис. 5. Уровень экспрессии Bcl‑2 в исследуемых отделах головного мозга крыс линии Крушинского – Мо-
лодкиной. (a) – кора височной доли, (b) – белое вещество, (c) – поле СА4 гиппокампа, (d) – гранулярный 
слой зубчатой извилины гиппокампа, (e) – хилус гиппокампа. Bcl‑2-иммунопозитивные клетки в гиппо-
кампе крыс линии Крушинского – Молодкиной, Иммуногистохимия, х200. (f) – Контроль физраствор, (g) – 
Киндлинг физраствор, (h) – Киндлинг антибиотик. p < 0.05 по сравнению: * с группой Контроль физраствор, 
# с группой Киндлинг физраствор.
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В хилусе гиппокампа после киндлинга наблюдался рост экспрессии р53 по срав-
нению с контрольной группой (F(2, 22) = 9.04; р = 0.006) и его снижение при введении 
антибиотика по сравнению с крысами, проходившими киндлинг и не получавшими 
лечения (рис. 4е, f – h).

Таким образом, в височной коре и белом веществе динамика экспрессии р53 при-
мерно соответствует изменениям количества TUNEL-позитивных клеток. В гиппокам-
пе изменения экспрессии р53 зависели от зоны гиппокампа – отсутствие изменений 
в зоне СА4, активация р53-каскада при киндлинге в гранулярном слое и хилусе, при 
этом в гранулярном слое при введении минолексина уровень р53 был повышен по 
сравнению с контролем и группой киндлинг, а в хилусе введение минолексина приво-
дило к снижению синтеза р53 по сравнению с группой киндлинг.

В височной коре крыс линии КМ (рис. 5a) при киндлинге наблюдается достоверное 
снижение экспрессии Bcl‑2 по сравнению с контрольной группой и его повышение при 
лечении минолексином (F(2, 22) = 3.66; р = 0.04), что соотносится с уровнем апоптоза. 
В белом веществе картина иная, и экспрессия Bcl‑2 постоянна во всех трех группах 
(F(2, 22) = 1.86; р = 0.26).

Во всех трех исследуемых областях гиппокампа картина принципиально сходна – 
киндлинг не изменяет экспрессию Bcl‑2, а введение минолексина снижает ее, F(2, 23) = 
3.71; p = 0.04 для поля СА4, F(2, 21) = 3.89; p = 0.0058 для гранулярного слоя зубчатой 
извилины и F(2, 23) = 3.74; p = 0.03 для хилуса соответственно (рис. 5c – e и f – h).

Таким образом, этот антиапоптотический белок играет различную роль в противо-
действии апоптозу в зависимости от области мозга, мы наблюдали повышение экспрес-
сии Bcl‑2 в коре при введении минолексина, и этому соответствует снижение уровня 
апоптоза, отсутствие изменений в белом веществе и снижение уровня этого белка в гип-
покампе, где, вероятно, играют роль другие антиапоптотические белки.

В височной коре крыс линии КМ, предрасположенных к аудиогенным судорогам, 
статистически значимых изменений экспрессии caspase‑3 не зафиксировано, F(2, 9) = 0.33; 
p = 0.73 (рис. 6а). В подлежащем белом веществе зафиксировано достоверное снижение 
экспрессии каспазы‑3 при киндлинге независимо от того, получали ли крысы минолексин, 
по сравнению с контрольной группой F(2, 21) = 5.46; p = 0.01 (рис. 6b). В гиппокампе значи-
мых изменений уровня экспрессии каспазы‑3 не выявлено, F(2, 21) = 0.76; p = 0.48 (рис. 6c).
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Рис. 6. Изменения оптической плотности каспаза‑3-иммунореактивного материала в исследуемых отделах 
головного мозга крыс линии Крушинского – Молодкиной. (а) – кора височной доли, (b) – белое вещество, 
(c) – гиппокамп. # p < 0.05 по сравнению с группой Киндлинг физраствор.
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В височной коре крыс линии КМ (рис. 7а), а также в гиппокампе (рис. 7c) стати-
стически значимых изменений экспрессии каспазы‑8 не выявлено при F(2, 21) = 0.78; p = 
0.47 и F(2, 21) = 0.75; p = 0.49 соответственно. В подлежащем белом веществе ее экспрес-
сия при введении минолексина достоверно снижалась, и здесь обнаружены различия 
как с контрольной группой, так и с животными, подвергавшимися киндлингу и не по-
лучавшими лечения, F(2, 21) = 8.48; p = 0.003 (рис. 7b).

Таким образом, в эксперименте не изменялась экспрессия каспазы‑3 и -8 в височ-
ной коре и гиппокампе, и наблюдалось снижение ее экспрессии в белом веществе при 
киндлинге (только каспазы‑3) и при сопутствующем введении минолексина (обе кас-
пазы).
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Рис. 7. Изменения оптической плотности каспазы‑8-иммунореактивного материала в исследуемых отделах 
головного мозга крыс линии Крушинского – Молодкиной. (а) – кора височной доли, (b) – белое вещество, 
(c) – гиппокамп. p < 0.05 по сравнению: * с группой Контроль физраствор, # с группой Киндлинг физраствор.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время является актуальным поиск средств для терапевтического ле-
чения фармакорезистентной эпилепсии. Предполагается, что в развитии фармакорези-
стентности играют роль нейровоспаление и апоптоз. В связи с этим активно проводятся 
исследования молекулярных механизмов судорожной активности мозга и возможно-
сти фармакологической коррекции нарушений. Так, в эксперименте с киндлингом мин-
далевидного тела (амигдалы) 45 взрослым самцам крыс линии Wistar были имплан-
тированы биполярные стимулирующие и монополярные регистрирующие электроды, 
заканчивающиеся в базолатеральной миндалине. За 60 мин до электрической стимуля-
ции, проводившейся дважды в день с минимальным интервалом 6 ч, животным вну-
трибрюшинно вводился раствор миноциклина в дозах 50, 25 и 12.5 мг/кг. Миноциклин 
оказывал противосудорожное действие на прошедших киндлинг крыс, а его введение 
в дозе 25 мг/кг в течение 10 дней оказывало также противоэпилептогенное действие во 
время киндлинга и отодвигало начало судорожных припадков [27]. Миноциклин и дру-
гие тетрациклины, такие как доксициклин, нашли применение в экспериментальной 
неврологии, став дополнением к классическим лекарственным средствам [22]. В лите-
ратуре имеются сведения о положительном опыте применения миноциклина у людей. 
У 53-летнего пациента после операции по удалению астроцитомы начались эпилеп-
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тические припадки. Обследование выявило лекарственно-устойчивую симптоматиче-
скую фокальную эпилепсию с частыми припадками. Различные противосудорожные 
препараты не оказали положительного эффекта. В этой ситуации по показаниям, не 
предусмотренным инструкцией, в схему лечения был добавлен миноциклин в дози-
ровке 50 мг два раза в день из-за его противовоспалительных эффектов, что оказало 
выраженный противосудорожный эффект [28].

Морфофункциональные изменения при эпилепсии затрагивают в первую очередь 
височную долю и гиппокамп. Согласно классификации эпилептических синдромов, 
височная эпилепсия делится на два основных типа. Первый – медиальная, при которой 
приступ возникает преимущественно в височных медиальных структурах, таких как 
гиппокамп, энторинальная кора, миндалевидное тело и парагиппокампальная извили-
на. Вторым является латеральная или неокортексная эпилепсия, при которой патоло-
гический процесс затрагивает височный неокортекс, который включает верхнюю, ме-
диальную и нижнюю височные извилины, височно-затылочные и височно-теменные 
области, а также ассоциативные сенсорные области слухового и зрительного анализа-
торов, речевые центры [29].

Аномалии височной коры часто встречаются у пациентов с эпилепсией. Изменен-
ная морфология поверхности, в том числе значительная структурная атрофия, была 
выявлена у пациентов в переднемедиальных областях ипсилатерально. Эта локали-
зованная регионарная атрофия тесно коррелирует со структурными изменениями, 
обнаруженными в гиппокампе. Причиной прогрессирующей атрофии коры, в том 
числе за пределами эпилептогенных зон, является нагрузка из-за повторяющихся су-
дорожных припадков [30]. Эти данные подтверждают актуальность нашего исследо-
вания.

В проведенном эксперименте мы наблюдали повышение уровня апоптоза при 
длительном киндлинге в височной доле (кора и белое вещество) и гиппокампе у крыс 
КМ, при активации р53-зависимого пути в височной доле и хилусе. По данным дру-
гих авторов, у пациентов со склерозом гиппокампа обнаружена атрофия зубчатой 
извилины и СА4, что показали автоматизированная волюметрия и гистологическое 
исследование подполей [31]. Снижение количества олигодендроцитов в CA4 и гра-
нулярных нейронов в зубчатой извилине отмечается не только при эпилепсии, но 
и при шизофрении [32], нарушениях сна и депрессии [33]. Значительные микро-
структурные изменения в поле СА4, а также в зубчатой извилине проявляются на 
ранних стадиях болезни Альцгеймера, тогда как CA1–3 вовлекаются в патологиче-
ский процесс позже [34]. Выявлено антиапоптотическое действие минолексина при 
киндлинге во всех исследованных областях мозга. Полученные результаты согласу-
ются с другими исследованиями, согласно которым антибиотик оказывает нейро-
протекторное действие на животных моделях травм ЦНС и некоторых нейродеге-
неративных заболеваний [35]. Минолексин обладает нейропротекторным действием 
при ишемии головного мозга. Его введение ингибирует активацию микроглии, что 
вызывает снижение продукции воспалительных цитокинов, включая TNF-α и IL‑1β, 
активности и пролиферации Т-клеток, ингибирование индуцибельной синтазы окси-
да азота, снижение концентрации свободных радикалов, включая супероксид-анион, 
гидроксильный радикал и перекись водорода в условиях окислительного стресса. 
Снижение перекисного окисления липидов связано с повышением активности ан-
тиоксидантных ферментов (каталаза, супероксиддисмутаза, глутатионпероксидаза 
и др.) [36]. Возможно, именно противовоспалительное действие минолексина опре-
делило нейропротекторный эффект в нашем эксперименте. Определение количества 
TUNEL-позитивных клеток подтвердило нейропротекторные и антиапоптотические 
эффекты минолексина in vivo посредством ингибирования апоптоза в модели контр-
олируемой кортикальной травмы мозга у крыс, выявлено снижение дефицита двига-
тельной функции в тесте с ходьбой по сужающейся дорожке [37].
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Введение минолексина крысам КМ, подвергнутым аудиогенному киндлингу, при-
водило к супрессии р53-зависимого пути апоптоза в височной доле (кора и подлежащее 
белое вещество) и в хилусе гиппокампа, в зоне СА4 и гранулярном слое зубчатой изви-
лины гиппокампа этого эффекта не выявлено. Другими авторами также показано, что 
введение миноциклина через 1 ч после черепно-мозговой травмы и субарахноидально-
го кровоизлияния у крыс Sprague-Dawley уменьшало отек головного мозга и защища-
ло его от p53-ассоциированного апоптоза и воспаления, индуцированного NLRP3-ин-
фламмасомой, которая контролирует созревание и высвобождение провоспалительных 
цитокинов, в основном интерлейкина‑1β (IL‑1β) [38]. В другом эксперименте крысам 
Sprague-Dawley проводили двусторонний зажим почечной артерии в течение 30 мин 
с последующей реперфузией и вводили миноциклин либо физиологический раствор 
в течение 36 ч перед ишемией. Уже через 24 ч после ишемии подтвердился антиапоп-
тотический эффект миноциклина (снижение количества TUNEL-позитивных клеток). 
Он также уменьшал высвобождение цитохрома с в цитоплазму и снижал активацию 
р53 и Bax [39]. В эксперименте по изучению токсичности билирубина на рыбках данио 
была выявлена опасность билирубина для нервной системы и описаны вызванные им 
двигательные нарушения. Гены врожденного иммунитета и гены, связанные с апоп-
тозом, такие как гены белков TLR4, NF-κB p65, STAT3 и p53, усиленно экспресси-
ровались при концентрации билирубина 10 мкг/мл. Введение миноциклина рыбкам 
уменьшало нейроповеденческие расстройства, вызванные билирубином, при этом экс-
прессия р53 снижалась [40]. Однако есть и противоположные данные. Лечение мино-
циклином мышей с ксенотрансплантатами рака яичников OVCAR‑3 приводило к ин-
гибированию белка (HIF)-1α (индуцируемый гипоксией фактор) и повышению уровня 
p53 с инактивацией пути AKT/mTOR/p70S6K/4E-BP1 [41].

Полученные результаты показали, что снижение уровня Bcl‑2 при длительном 
киндлинге наблюдается только в височной коре, при этом введение минолексина воз-
вращает его уровень к контрольным значениям, что, очевидно, играет роль в сни-
жении апоптоза. Мы не выявили ключевой роли антиапоптотического белка Bcl‑2 
в поддержании выживаемости клеток при длительном аудиогенном киндлинге в бе-
лом веществе и гиппокампе крыс линии КМ. Возможно, за это отвечают другие белки 
из его семейства, такие как Mcl‑1. Данные других авторов об участии минолексина 
в регуляции экспрессии Bcl‑2 в мозге при различных патологиях также различны. 
Введение минолексина усиливает экспрессию Bcl‑2, снижает экспрессию Bax и кас-
пазы‑3 у крыс Sprague-Dawley в эксперименте с черепно-мозговой травмой и суб-
арахноидальным кровоизлиянием [38], повышает экспрессию Bcl‑2 в опыте с пе-
рекручиванием яичников для изучения ишемии и апоптоза у крыс Wistar [42], при 
моделировании глаукомы с перерезанием зрительного нерва у крыс Wistar [43]. При 
имитации варикоцеле у крыс Wistar миноциклин снижал Bax и усиливал экспрессию 
гена и белка Bcl‑2 по сравнению с контрольной группой. Кроме того, введение мино-
циклина значительно снижало скорость апоптоза половых клеток, что подтверждено 
методом TUNEL [44]. В других условиях миноциклин может действовать как про-
тивоопухолевый препарат. Экспозиция миноциклина на линии MCF‑7 опухолевых 
клеток из инвазивной аденокарциномы протоков молочной железы человека вызвала 
усиление апоптоза, повышение экспрессии Bax и каспазы‑3 и снижение уровней Bcl‑2 
и прокаспазы‑3 [45].

В нашем эксперименте не выявлено повышения уровней инициаторной каспазы‑8 
и эффекторной каспазы‑3 при длительном киндлинге во всех изученных отделах мозга, 
можно предположить, что период отдыха после киндлинга (7 дней) не дает возможно-
сти обнаружить повышение каспаз в период киндлинга или сразу после его окончания 
в головном мозге крыс КМ. Влияние минолексина в этом случае на экспрессию каспаз 
носило ограниченный характер, отмечено снижение уровня каспаз только в белом ве-
ществе. Возможно, имеют место механизмы апоптоза, не зависящие от каспаз, и ней-
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ропротекторный эффект минолексина обусловлен в основном его супрессирующим 
действием на р53, либо здесь могут присутствовать иные механизмы. Так, эпилептиче-
ский припадок связан с окислительным стрессом и митохондриальной дисфункцией. 
Основным триггером апоптоза в этом случае может выступать консервативный мито-
хондриальный трансмембранный белок, индуцирующий апоптоз (AIF), способный без 
каспаз индуцировать конденсацию хроматина и фрагментацию ДНК. В поле зрения ис-
следователей он попал в 1994 г., когда было замечено, что на ранних стадиях апоптоза 
падает митохондриальный трансмембранный потенциал из-за повреждения митохон-
дрий. AIF высвобождался в цитозоль, далее он проникал в ядра. Помимо апоптоген-
ной активности AIF проявляет NADH-оксидазную активность и участвует в регуляции 
проницаемости мембран митохондрий. Его блокирование антителами или нокаут гена 
показали, что AIF нужен для запуска апоптоза в ответ на некоторые стимулы. Он важен 
для гибели клеток во время кавитации эмбриоидных тел, самой первой волны каспазо-
независимой гибели клеток, необходимой для морфогенеза мышей [46]. В то же вре-
мя AIF играет защитную роль благодаря NADH-оксидоредуктазной активности, пока 
находится на своем месте. Функция белка меняется в процессе деубиквитинирования 
деубиквитиназой 1 OTU (OTUD1). Деубиквитинирование AIF по K244 изменяет нор-
мальную структуру митохондрий, нарушая процесс окислительного фосфорилирова-
ния, а деубиквитинирование AIF по K255 усиливает ДНК-связывающую способность, 
из-за чего клетка гибнет [47].

Данные других авторов говорят о том, что миноциклин способен подавлять экс-
прессию каспазы‑3 и -8. В эксперименте с повреждением сетчатки глаз крыс, вызван-
ным действием света, активность каспазы‑3 возрастала, но введение миноциклина до 
или после светового повреждения в дозах 30 и 45 мг/кг соответственно приводило 
к уменьшению количества TUNEL-позитивных фоторецепторов и ослабляло экспрес-
сию каспазы‑3 [48]. При экспериментальном диабете, вызванном введением стрепто-
зотоцина, развивается диабетическая ретинопатия. Введение миноциклина подавляет 
выработку воспалительных цитокинов, уменьшает их высвобождение из активиро-
ванной микроглии и снижает активность каспазы‑3 в сетчатке крыс Sprague-Dawley. 
Такой же результат достигнут на культуре нейронов сетчатки R28 и микроглии [49]. 
В мышиной модели болезни Гентингтона R6/2 – аутосомно-доминантного нейроде-
генеративного заболевания, которое в настоящее время не поддается лечению, после 
ишемии миноциклин ингибировал активацию мРНК каспазы‑3 и -1, сдерживая про-
грессирование симптомов [50]. Миноциклин защищал волосковые клетки внутрен-
него уха крыс Sprague-Dawley от повреждений при введении ототоксичного антиби-
отика (аминогликозида гентамицина), ингибируя сразу три пути: фосфорилирование 
p38 MAPK, высвобождение цитохрома с и активацию каспазы‑3 [52]. Таким образом, 
миноциклин обладает защитной активностью при различных моделях апоптоза, оче-
видно, в зависимости от условий, кроме того, действие его может быть тканеспеци-
фичным. Нейропротективное действие миноциклина, обусловленное ингибированием 
активации микроглии и каспазы‑3, может помочь при японском энцефалите – вирусном 
природно-очаговом заболевании, которое переносится комарами. Специфического ле-
чения японского энцефалита не существует, а у больных выявляется обширная потеря 
нейронов и вторичное воспаление. В эксперименте мыши, получавшие миноциклин, 
выживали после заражения штаммом JEV GP78, в отличие от не получавших лечения 
животных [52].

В основе патогенеза болезни Паркинсона лежит гибель дофаминергических ней-
ронов черной субстанции, связанная с массивным астроглиозом и активацией ми-
кроглии. Апоптоз в данном случае опосредуется каспазой‑3 и -8. В настоящее время 
эффективных методов лечения болезни Паркинсона нет, но ингибирование каспаз 
может замедлить ее прогрессирование и улучшить качество жизни пациентов. На 
модели болезни Паркинсона показано, что миноциклин снижает активацию глии 
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и оказывает нейропротекторное действие в черной субстанции мозга подопытных 
животных [53].

Таким образом, длительный аудиогенный киндлинг приводит к повышению уров-
ня апоптоза клеток височной доли и гиппокампа у крыс КМ. Механизмы этого апоп-
тоза носят тканеспецифический характер – в инициации гибели клеток играет роль 
р53-зависимый каскад (внутренний путь активации апоптоза) в височной доле и в хи-
лусе гиппокампа, но не в зоне СА4 и гранулярном слое зубчатой извилины, где, оче-
видно, инициаторами апоптоза являются другие белки. По результатам исследования 
можно предположить, что в височной коре снижение уровня антиапоптотического 
белка Bcl‑2 может быть одной из причин апоптоза, вызванного судорожными при-
падками, в то время как в подлежащем белом веществе и гиппокампе он, вероятно, не 
играет заметной роли. Показаны антиапоптотические и нейропротективные свойства 
антибиотика минолексина на модели крыс линии КМ с наследственной аудиогенной 
эпилепсией. Введение его приводит к снижению уровня вызванного повторяющимися 
судорожными припадками апоптоза нейронов во всех изученных областях головно-
го мозга: височной коре и подлежащем белом веществе, гранулярном слое зубчатой 
извилины гиппокампа, хилусе, поле СА4. Для выяснения механизмов, лежащих в ос-
нове его действия, нами был проведен анализ экспрессии апоптоз-ассоциированных 
белков (р53, Bcl‑2, каспаза‑3, -8). Можно заключить, что в основном терапевтический 
эффект минолексина при длительном аудиогенном киндлинге у крыс КМ обусловлен 
ингибированием проапоптотического белка р53. Меньшую роль в патогенезе эпилеп-
сии у этих крыс играет Bcl‑2, о чем говорит разная реакция отделов мозга крыс на 
введение минолексина. Не была показана активная роль каспаз в данном экспери-
менте, при введении минолексина показано только снижение экспрессии каспазы‑8 
в белом веществе и в некоторой степени каспазы‑3 в височной коре при киндлинге. 
Можно предположить, что при введении минолексина при длительном аудиогенном 
киндлинге происходит подавление как внутреннего, р53-зависимого пути апоптоза, 
так и внешнерецепторного.
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Epilepsy is one of the most common and serious diseases of the brain, affecting more than 
70 million people worldwide. Available anticonvulsants are able to suppress seizures in 
two thirds of patients, and in the remaining third of patients, epilepsy is considered drug-
resistant and other types of treatment are required, such as surgery, which also does not 
always lead to positive results. Overcoming resistance is a complex task that requires an 
understanding of the biochemical pathways and general pathological processes underlying 
epilepsy, primarily apoptosis. The purpose of this work was to study the effect of the 
antibiotic minolexin on the levels of apoptosis and the expression of apoptosis-associated 
molecules (p53, Bcl‑2, caspase‑3 and caspase‑8) in the temporal cortex, underlying white 
matter and hippocampus of Krushinsky-Molodkina rats with hereditary audiogenic epilepsy 
with long-term kindling. Materials and methods. We used Krushinsky-Molodkina rats at 
the age of 11 months, which were subjected to audiogenic stimulation and administered 
intraperitoneally with 1 ml of saline solution or the second-generation tetracycline series 
minolexin at a dose of 45 mg/kg, dissolved in saline solution for 14 days. The temporal 
lobe cortex and underlying white matter, the hippocampus, were examined. Apoptosis 
levels (TUNEL) and expression of apoptosis-associated proteins (p53, Bcl‑2, caspase‑3 
and -8) were assessed (immunohistochemistry, Western blotting). Results. In Krushinsky-
Molodkina rats with hereditary audiogenic epilepsy, an increase in the apoptosis level was 
shown during long-term kindling. A p53-mediated, but caspase-independent mechanism 
of apoptosis activation has been identified. When minolexin was administered, an anti-
apoptotic and neuroprotective effect was observed in the temporal lobe and hippocampus 
of rats.
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