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Аннотация. Эпилепсия и стресс тесно взаимосвязаны. Эпилепсия является 
фактором, провоцирующим хронический стресс, а с другой стороны, стресс 
является частым триггером эпилептического припадка. Развитие височной 
эпилепсии часто приводит к нарушениям гормонального баланса, в частно-
сти к нарушениям в работе гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальной 
системы (ГГАКС), отвечающей за стрессорный ответ организма на внеш-
нее воздействие. Изменения в уровне гормонов могут определять тяжесть 
заболевания, способствуя изменению функциональной активности отделов 
мозга, участвующих в развитии эпилептической активности. Целью насто-
ящей работы было исследование механизмов регуляции центрального зве-
на ГГАКС при моделировании с помощью аудиогенного киндлинга у крыс 
линии Крушинского–Молодкиной (КМ) состояния, сходного с височной 
эпилепсией человека. Для этого крыс подвергали ежедневной аудиогенной 
стимуляции в течение 24 дней. Материал для анализа молекулярных меха-
низмов регуляции кортиколиберинергических нейронов паравентрикуляр-
ного ядра гипоталамуса и кортикотропоцитов передней доли гипофиза брали 
через сутки после последнего судорожного припадка, что позволило охарак-
теризовать долгосрочные нарушения в их регуляции, вызванные эпилепти-
формной активностью. Мы не выявили отклонений в продукции кортиколи-
берина, в экспрессии глюкокортикоидных рецепторов, а также в плотности 
ГАМК- и глутаматергической иннервации паравентрикулярного ядра, что 
свидетельствует об устойчивости центрального звена ГГАКС к аудиоген-
ному киндлингу. Снижение содержания гамма- и дельта-субъединиц ГАМ-
К(А)-рецепторов в паравентрикулярном ядре, а также уменьшение содер-
жания кортиколиберина и GAD67 в наружной зоне срединного возвышения 
указывают на снижение чувствительности нейронов паравентрикулярного 
ядра к ГАМКергической регуляции и на торможение секреции кортиколи-
берина в портальный кровоток. Низкий уровень секреции кортиколибери-
на в портальный кровоток приводит к снижению CREB-опосредованного 
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синтеза адренокортикотропного гормона в аденогипофизе. Таким образом, 
повышенная секреция кортикостерона в кровь, показанная нами ранее, 
по-видимому, определяется повышенной чувствительностью клеток коры 
надпочечников к адренокортикотропному гормону, а не активностью цен-
трального звена ГГАКС. 

Ключевые слова: гипоталамус, гипофиз, кортиколиберин, проопиомеланокор-
тин, адренокортикотропный гормон, эпилепсия, вторичный эпилептогенез
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Abstract. Epilepsy and stress are closely interrelated, with epilepsy contributing to 
chronic stress and stress often triggering epileptic seizures. Temporal lobe epilepsy 
is frequently associated with hormonal imbalance, particularly with dysfunction of 
the hypothalamic–pituitary–adrenal (HPA) axis, which governs the stress response. 
Hormonal alterations may influence modulate disease severity by affecting the func-
tional state of brain regions involved in epileptogenesis. The aim of this study was to 
investigate the mechanisms regulating the central component of the HPA axis using 
an audiogenic kindling in Krushinsky–Molodkina rats, which reproduces a condi-
tion similar to human temporal lobe epilepsy. Daily audiogenic stimulation was ap-
plied for 24 days. Tissue samples from the hypothalamus and anterior pituitary were 
collected 24 hours post-seizure to assess long-term molecular alterations in CRH 
neurons of the paraventricular nucleus and anterior pituitary corticotrophs induced 
by the kindling protocol. No alterations were observed in CRH production, gluco-
corticoid receptor expression, or GABAergic and glutamatergic innervation density 
within the PVN, indicating the stability of the central HPA axis to audiogenic kin-
dling. A decrease in the levels of the gamma and delta subunits of GABAA receptors 
in the PVN, along with decreased CRH and glutamate decarboxylase 67 (GAD67) 
content in the external zone of the median eminence, indicate diminished GAB-
Aergic control of PVN neurons and a suppression of CRH release into the portal 
circulation. Reduced CRH secretion into the portal circulation leads to decreased 
CREB-mediated synthesis of adrenocorticotropic hormone (ACTH) in the anterior 
pituitary. Thus, the elevated corticosterone secretion into the bloodstream observed 
in our earlier work is likely due to increased sensitivity of adrenal cortical cells to 
ACTH, rather than to enhanced activity of the central HPA axis.

Keywords: hypothalamus, pituitary, CRH, POMC, ACTH, secondary epilepsy, 
epileptogenesis
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ВВЕДЕНИЕ

Эпилепсия является одним из распространенных неврологических заболеваний 
и включает в себя неоднородную группу синдромов, характерной чертой боль-
шинства из которых является развитие спонтанных повторяющихся судорожных 
приступов [1]. Среди всех форм эпилепсии наибольший интерес представляет ви-
сочная парциальная эпилепсия, поскольку в этой группе чаще всего встречаются 
фармакорезистентные формы [2, 3].

Эпилепсия и стресс находятся в тесной взаимосвязи. Сама по себе эпилепсия 
является фактором, провоцирующим хронический стресс, как из-за реализации 
самих припадков, так и из-за тревожности, связанной со сложностью сохранения 
привычного образа жизни [4]. С другой стороны, стресс является частым триггером 
эпилептического припадка и фактором, его усугубляющим [5–7]. Показана повы-
шенная частота рецидивов эпилепсий в ситуациях, связанных с высоким уровнем 
стрессов у населения во время войн или чрезвычайных ситуаций [8–10].

Нарушение баланса возбуждающих и тормозных нейромедиаторных механиз-
мов в мозге, с одной стороны, является причиной развития эпилептиформных 
припадков [11, 12], а с другой, может способствовать развитию нейроэндокринных 
расстройств [13]. И хотя гормональные отклонения чаще всего не являются пер-
вопричиной эпилепсии, изменения в уровне гормонов могут определять тяжесть 
заболевания, способствуя изменению функциональной активности отделов мозга, 
участвующих в развитии эпилептической активности [13]. Вместе с тем отмечено, 
что эпилептиформные припадки способны оказывать влияние на нейроэндокрин-
ный статус [13]. Одним из таких расстройств гормонального баланса при эпилепсии 
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являются нарушения в работе гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальной си-
стемы (ГГАКС), отвечающей за стрессорный ответ организма на внешнее воз-
действие. У пациентов больных эпилепсией наблюдаются повышенный уровень 
кортизола в крови [14–16], в том числе и в интериктальный период [17–19].

ГГАКС является многоуровневой системой, регулируемой на уровне синтеза 
и секреции кортиколиберина и вазопрессина нейронами мелкоклеточной части 
паравентрикулярного ядра (ПВЯ), последующей активации этими нейрогормо-
нами синтеза и секреции адренокортикотропного гормона (ACTH) кортикотропо-
цитами аденогипофиза, которые в свою очередь стимулируют синтез и секрецию 
в кровь глюкокортикоидных гормонов клетками коры надпочечников [20]. Повы-
шение концентрации глюкокортикоидов в крови приводит к торможению синтеза 
и секреции кортиколиберина и ACTH по механизму обратной связи, обеспечивая 
затухание стресс-реакции. Механизмы, лежащие в основе повышения синтеза 
кортикостерона/кортизола при эпилепсии, до сих пор остаются невыясненными, 
и крайне мало данных, касающихся нарушений центральных механизмов регуля-
ции активности кортикотропоцитов аденогипофиза и коры надпочеников.

Адекватной моделью для исследований механизмов нарушений регуляции гор-
монального баланса при височной эпилепсии являются грызуны, демонстрирую-
щие аудиогенную рефлекторную эпилепсию [21, 22]. Крысы линии Крушинско-
го–Молодкиной (КМ) позволяют воспроизводить эпилептиформные припадки без 
хирургических операций на головном мозге и фармакологических вмешательств. 
Многократное повторение аудиогенного судорожного припадка приводит к рас-
пространению эпилептиформной активности преимущественного стволового ге-
неза на отделы переднего мозга (аудиогенный киндлинг) [23, 24], сопровождается 
возникновением спонтанных припадков в части случаев (данные не опубликованы) 
и гибелью некоторых животных. Аудиогенный киндлинг позволяет реализовать 
механизм развития височной эпилепсии – вторичный эпилептогенез [25].

В исследованиях, проведенных на  крысах, генетически предрасположенных 
к аудиогенной рефлекторной эпилепсии, было показано, что звуковая стимуляция 
судорожного припадка, в том числе у крыс линии КМ, вызывает паттерн измене-
ний активности ГГАКС, очень похожий на наблюдаемый при стрессе, в котором за 
немедленной секрецией гормонов гипоталамуса следует активация синтеза и се-
креции гормонов гипофиза, приводящие к продолжительному усилению синтеза 
и секреции кортикостерона клетками коры надпочечников [26, 27]. Ранее нами было 
показано, что после многократных ежедневных аудиогенных судорожных припадков, 
когда гиппокамп уже полностью вовлечен в реализацию судорожной активности 
и крысы линии КМ демонстрируют миоклонические лимбические судороги [24], 
развивается гипертрофия надпочечников и концентрация кортикостерона значи-
тельно нарастает [28]. Хроническое и устойчивое повышение уровня кортикостерона 
в крови, сопровождающее аудиогенный киндлинг уже после первого предъявления 
звукового стимула [28, 29], позволяет предположить участие ГГАКС в реализации 
структурно-функциональных перестроек мозга, приводящих к его эпилептизации. 
Исследование влияния аудиогенного киндлинга на состояние центрального звена 
ГГАКС и экспрессию глюкокортикоидных рецепторов (GR) в нейронах ПВЯ ранее 
не проводилось. Целью данного исследования было оценить влияние многократ-
ных аудиогенных судорожных припадков, приводящих к аудиогенному киндлингу 
и формированию состояния, аналогичного височной эпилепсии у человека, на статус 
центрального звена ГГАКС и экспрессию GR в нейронах ПВЯ.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
В экспериментах были задействованы взрослые (4–4,5 месяца) самцы крыс ин-

бредной линии КМ. Изначально эти животные были получены нами в Московском 
государственном университете (биологический факультет, кафедра высшей нерв-
ной деятельности). С 2017 г. линия крыс поддерживается путем близкородствен-
ного скрещивания в виварии Института эволюционной физиологии и биохимии 
им. И.М. Сеченова РАН. 

Животных содержали группами по 4–5 особей в клетке в стандартных условиях 
(20 ± 2 °C, цикл день/ночь 12/12 ч) со свободным доступом к еде и воде. 

Экспериментальные группы
Для исследования многократных судорожных стимуляций на центральное звено 

ГГАКС животных подвергали аудиогенному киндлингу – ежедневным однократ-
ным стимуляциям аудиогенных судорог в течение 24 дней (группа «Kindl 24+1», 
n = 9). Каждое животное помещали в тестовую камеру для адаптации (5 мин) и затем 
подвергали действию акустического стимула (100 дБ, 10 кГц), который генерирова-
ли с помощью компьютерной программы NCH Tone Generator (© NCH Software, 
Австралия). Звук выключали как только крыса начинала демонстрировать припа-
док. Если в течение 1 мин стимуляции у животного не возникало судорог, его ис-
ключали из эксперимента. Первоначально аудиогенные припадки включали в себя 
стадии латентного периода, дикого бега, клонических и тонических судорог, за 
которыми следовала постиктальная каталепсия. После повторных звуковых сти-
муляций у животных появлялась дополнительная стадия судорожного припадка, 
посттонический (лимбический) клонус, что свидетельствовало о распространении 
эпилептиформной активности в структуры переднего мозга [30]. В качестве кон-
троля использовали «наивных» крыс КМ, которых не подвергали стимуляциям 
судорог (группа «naive», n = 9). 

Животных группы «Kindl 24+1» выводили из эксперимента на следующий день 
после последней судорожной стимуляции. Животных контрольной группы выводи-
ли из эксперимента одновременно с животными группы «Kindl 24+1». Крыс нарко-
тизировали смесью Телазола (40 мг/кг, Zoetis) и Ксиланита (10 мг/кг, NITA-FARM). 
Далее 5 крыс из каждой экспериментальной группы декапитировали, каждый 
мозг извлекали вместе с гипофизом и фиксировали в 4%-ном параформальдегиде 
на фосфатном буфере (мМ: 137 NaCl, 2,7 KCl, 10 Na2HPO4, 1,76 KH2PO4, pH 7,4) 
при 4 °С в течение 7 дней, после чего инкубировали в 20%-ном растворе сахарозы 
на фосфатном буфере (4 °С, 3 дня) для криопротекции, замораживали и хранили 
при –80 °С. Из каждого замороженного мозга при помощи криостата Leica (Leica 
Microsystems GmbH) изготавливали серии чередующихся фронтальных срезов тол-
щиной 8 мкм, которые помещали на предметные стекла с адгезионным покрытием 
(CYTOTEST, # 0313-7171-16). 

Остальных животных также декапитировали и извлекали гипофизы, которые 
гомогенизировали в лизисном буфере (20 мМ Tris pH 7,5, 1% Triton-X100, 100 мМ 
NaCl, 1 мМ EDTA, 1 мМ EGTA), содержащем ингибиторы протеаз (Sigma-Aldrich, 
#P8340) и ингибиторы фосфатаз (Roche, #04 906 837 001). Нерастворимые мате-
риалы удаляли центрифугированием (12 000 g, 15 мин, при комнатной температу-
ре). Общее содержание белка в образцах определяли методом Лоури. В качестве 
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стандарта использовали бычий сывороточный альбумин. Супернатант смешивали 
в соотношении 2 : 1 с 3-кратным загрузочным буфером (0,2 М Трис-HCl, pH 6,7, 
6%-ный додецилсульфат натрия, 15%-ный глицерин, 0,003%-ный бромфеноловый 
синий и 10%-ный β-меркаптоэтанол), инкубировали 10 мин при 96 °C и исполь-
зовали для дальнейшего вестерн-блот-анализа.

Иммуногистохимический анализ

Анализ белков интереса проводили при помощи стандартного биотин-стрепта-
видинового протокола. После стандартных предварительных процедур срезы инку-
бировали в течение ночи при комнатной температуре в растворе первичных анти-
тел против глюкокортикоидных рецепторов (GR; 1 : 100, Cell Signaling Technology, 
#12041), кортиколиберина (CRH; 1  : 1000, Peninsula Laboratories, #T-4037), ве-
зикулярного транспортера глутамата 2 (VGLUT2; 1 : 500, Millipore, #MAB5504), 
глутаматдекарбоксилазы 67 (GAD67; 1 : 1000, Millipore, #MAB5406), субъединиц 
ГАМК(А)-рецепторов гамма2 (1 : 200, Antibodies-online, #ABIN3181676) и дельта 
(1 : 150, Novus Biologicals, #NB300-200). После этого срезы отмывали в фосфат-
ном буфере и инкубировали в растворе вторичных биотинилированных антител 
Goat anti-rabbit IgG (1 : 500, Vector Laboratories, #BA-1000) или Goat Anti-Mouse 
IgG (1 : 500, Vector Laboratories, #BA-9200), а затем – в растворе стрептавидин-пе-
роксидазы (1 : 500, Supelco, #S2438) в течение часа при комнатной температуре. 
Визуализацию пероксидазной реакции проводили в фосфатном буфере, содержа-
щем 3,3′-диаминобензидин (0,05%, Sigma-Aldrich, #D5637) и пероксид водорода 
(0,01%). После этого срезы заключали под покровные стекла в монтирующую среду 
«Витрогель» (ООО «БиоВитрум», #HM-VI-A500).

Двойное иммуномечение фосфорилированного cAMP response element-binding 
protein (CREB) (phospho(Ser133)-CREB) и проопиомеланокортина (РОМС)/адре-
нокорикотропного гормона (АСТН) в клетках передней доли гипофиза проводили 
последовательно с применением биотин-стрептавидинового протокола, описан-
ного выше. Сначала phospho(Ser133)-CREB выявляли с помощью первичных ан-
тител Millipore #05-807 (1 : 600) и 3,3′-диаминобензидина, а затем РОМС/АСТН 
выявляли с помощью первичных антител Millipore # AB902 (1 : 16000) и VECTOR 
SG Peroxidase Substrate Kit SK-0047. 

Для каждой процедуры иммуногистохимического анализа делали негативный 
контроль (тот же протокол без применения первичных антител), который не выявил 
неспецифического мечения. 

Анализ срезов проводили при помощи микроскопа Zeiss Axio Imager A1 
(Carl Zeiss Microscopy GmbH) и программы ImageJ (version 6.0). Экспрессию кор-
тиколиберина, гамма 2- и дельта-субъединиц ГАМК(А)-рецепторов в ПВЯ, а так-
же VGLUT2, GAD67 и кортиколиберина в срединном возвышении гипоталамуса 
оценивали как оптическую плотность иммунопозитивного вещества. Оптическая 
плотность фона оценивалась на том же срезе в неиммунореактивной ткани мозга. 
Экспрессию GR в ПВЯ оценивали как число иммунопозитивных клеток (на фото-
графию среза). Для оценки колокализации phospho(Ser133)-CREB и РОМС/АСТН 
в клетках передней доли гипофиза проводили подсчёт клеток с двойным мечением 
(на фотографию среза).
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Вестерн-блот-анализ
Для электрофореза в гель загружали равные количества образцов (10 мкг белка 

на линию). Белки разделяли в 10%-ном полиакриламидном геле, а затем переноси-
ли на нитроцеллюлозную мембрану (BioRad, #1620112) и проводили выявление пе-
ренесенных белковых фракций путем окрашивания в растворе Ponceau S (Millipore, 
# 1.14275). Затем мембраны промывали в буферном растворе Трис с добавлением 
Tween (TBST: 0,1% Tween 20, 20 мМ Трис, 137 мМ NaCl; pH 7,4) и блокировали 
в TBST, содержащем 5% обезжиренного молока, в течение 1 ч при комнатной тем-
пературе. После этого мембраны инкубировали в растворе первичных антител 
против POMC/ACTH (1 : 20000, Millipore, # AB902) или актина (1 : 1000, Abcam, 
#ab3280) в течение ночи при 4 °С. Мембраны промывали в буфере TBST, а затем ин-
кубировали в растворе вторичных антител, конъюгированных с пероксидазой хре-
на, Anti-rabbit IgG (1 : 10000, Sigma-Aldrich, #A0545) или Anti-Mouse IgG (1 : 40000, 
Sigma-Aldrich, #A9044) в течение 1 ч при комнатной температуре. Специфические 
белковые полосы визуализировали с помощью хемилюминесцентной реакции пе-
роксидазы с субстратом Clarity™ Western ECL Substrate (#1705060, Bio-Rad) с ис-
пользованием ChemiDoc MP Imaging System (#12003154, Bio-Rad Laboratories Inc., 
Hercules, CA, США).

Денситометрический анализ содержания POMC и ACTH проводили с помощью 
программы ImageJ (версия 6.0). Сигнал белка интереса нормировали на сигнал 
актина.

Статистический анализ
Все данные, полученные с помощью иммуногистохимического анализа и ве-

стерн-блот-анализа, обрабатывались статистически с помощью непараметрическо-
го U-теста Манна–Уитни с использованием программного обеспечения GraphPad 
Prism 7. Результаты представлены как медиана ± интерквартильный размах. Раз-
личия считались значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Известно, что нарушение работы мозга при эпилепсии связано с нарушением 
баланса тормозных и возбуждающих нейромедиаторов. Мы проанализировали 
содержание маркеров ГАМК и глутаматергической иннервации мелкоклеточной 
области ПВЯ гипоталамуса.

Выявление VGLUT2 позволяет визуализировать глутаматергическую иннерва-
цию кортиколиберинергических нейронов [31]. GAD 67 является ключевым фер-
ментом синтеза ГАМК [32] и часто используется для визуализации плотности 
ГАМКергической иннервации структур мозга [33]. Через сутки после серии из 
24 аудиогенных судорожных припадков мы не выявили различий в оптической 
плотности GAD67 и VGLUT2 иммунореактивного вещества в ПВЯ (рис. 1), это 
указывает на то, что аудиогенный киндлинг не влияет на плотность ГАМК- и глу-
таматергической иннервации ПВЯ крыс линии КМ.

Снижение оптической плотности дельта- и гамма 2-субъединиц ГАМК(А)-ре-
цепторов иммунореактивного вещества в ПВЯ гипоталамуса крыс КМ, взятых 
через сутки после 24-го аудиогенного судорожного припадка, свидетельствует 
о снижении чувствительности нейронов к ГАМКергической регуляции (рис. 2).
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Ранее был показан повышенный уровень кортикостерона в крови у крыс КМ 
через сутки после 24-дневного аудиогенного киндлинга [28]. За эффекты повышен-
ной концентрации кортикостерона в крови отвечают низкоафинные рецепторы 
к глюкокортикоидам. Мы оценили количество нейронов мелкоклеточной зоны 
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ПВЯ, содержащих GR-иммунопозитивное вещество в ядрах. Различий между ин-
тактными крысами КМ и крысами через сутки после завершения 24-дневного ау-
диогенного киндлинга не было обнаружено, что указывает на отсутствие различий 
в активности GR‑опосредованного торможения несмотря на повышенный уровень 
кортикостерона в крови (рис. 3a, б).

Для оценки влияния многократных судорожных припадков на активность син-
теза кортиколиберина нейронами ПВЯ гипоталамуса мы сравнили содержание 
кортиколиберин-иммунореактивного вещества в мелкоклеточной области ПВЯ 
у интактных крыс КМ и крыс КМ, взятых через сутки после 24-го аудиогенного 
судорожного припадка. Анализ содержания кортиколиберин-иммунопозитивного 
вещества в ПВЯ не выявил различий в оптической плотности между интактны-
ми крысами КМ и крысами, взятыми через 24 ч после завершения аудиогенного 
киндлинга, что свидетельствует об отсутствии изменений в экспрессии кортико-
либерина (рис. 3в, г).

Нейрогемальный отдел
Кортиколиберин из мелкоклеточной части ПВЯ транспортируется в наруж-

ную зону срединного возвышения, где он через портальный кровоток поступает 
в аденогипофиз и связывается с рецепторами на мембране кортикотропов аде-
ногипофиза, активируя синтез и секрецию ACTH [20]. Мы оценили содержание 
кортиколиберин-иммунопозитивного вещества в наружной зоне срединного воз-
вышения и показали, что через 24 ч после завершения аудиогенного киндлинга 
оптическая плотность кортиколиберин-иммунопозитивного вещества в наружной 
зоне срединного возвышения снизилась, это свидетельствует об истощении запа-
сов кортиколиберина в нейронах [34], и может приводить к снижению секреции 
кортиколиберина в портальный кровоток (рис. 4a, б). 

Мы сравнили содержание маркеров ГАМК и глутаматергической иннервации 
в наружной зоне срединного возвышения интактных крыс КМ и крыс КМ через 
24 ч после 24-го аудиогенного судорожного припадка. Мы не выявили различий 
в оптической плотности VGLUT2 иммунореактивного вещества в наружной зоне 

Рис. 1. Влияние аудиогенного киндлинга на содержание везикулярного транспортера глутамата 
2 (VGLUT2) (a) и глутаматдекарбоксилазы 67 (GAD67) (б) в паравентрикулярном ядре (PVN) 
гипоталамуса у крыс линии Крушинского–Молодкиной (КМ). Иммуногистохимический анализ 
показал, что после 24-дневного аудиогенного киндлинга (Kindl 24+1) содержание VGLUT2 (a) 
и GAD67 (в) в мелкоклеточной части PVN крыс КМ не отличалось от контрольных животных 
(Naive). На графиках представлена оптическая плотность иммунопозитивного вещества в от-
носительных единицах (arbitrary units, a.u.). Данные представлены в виде медианы ± интерк-
вартильный размах. (в), (г) – репрезентативные микрофотографии VGLUT2 (в) и GAD67 (г) 
в PVN «наивных» крыс КМ и крыс КМ после 24-дневного аудиогенного киндлинга. Масштабная 
линейка: 100 мкм
Fig. 1. The effect of audiogenic kindling on the content of vesicular glutamate transporter 2 (VGLUT2) 
and glutamate decarboxylase 67 (GAD67) in the hypothalamic paraventricular nucleus (PVN) of Kru-
shinsky–Molodkina (KM) rats. (a), (б) – immunohistochemical analysis showed that after 24-day 
audiogenic kindling (Kindl 24+1), VGLUT2 (a) and GAD67 (б) content in the parvocellular PVN 
of KM rats did not differ from those in control animals (Naive). The plots show optical density of the 
immunopositive substance in arbitrary units (a.u.). Data are presented as median ± interquartile range. 
(в), (г) – Representative micrographs of VGLUT2 (в) and GAD67 (г) in the PVN of naïve and kindled 
KM rats. Scale bars: 100 µm
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срединного возвышения, это указывает на то, что аудиогенный киндлинг не влияет 
на плотность глутаматергической иннервации наружной зоны срединного возвы-
шения (рис. 4в, г). Анализ содержания GAD 67-иммунопозитивного вещества пока-
зал снижение его оптической плотности в наружной зоне срединного возвышения 
через 24 ч после завершения аудиогенного киндлинга (рис. 4д, е). Показано, что 
ГАМК в наружной зоне срединного возвышения оказывает возбуждающее действие 
на секреторную активность кортиколиберинергических нейронов ПВЯ [35]. Сни-
жение плотности возбуждающей ГАМКергической иннервации наружной зоны 
срединного возвышения хорошо согласуется со снижением секреции кортиколи-
берина в кровь через 24 ч после завершения аудиогенного киндлинга. 

Аденогипофиз
Кортиколиберин, поступающий через портальный кровоток в  аденогипо-

физ, связывается с  рецепторами на  кортикотропоцитах и  активирует синтез 
POMC/ACTH за счет активации PKA/CREB сигнального пути. Мы показали 
снижение количества POMC/ACTH клеток, демонстрирующих ядерную локали-
зацию фосфо-CREB-иммунопозитивного вещества у крыс после аудиогенного 
киндлинга, что указывает на снижение активности протеинкиназа А(PKA)/CREB 
сигнального пути регуляции транскрипции POMC/ACTH (рис. 5a, б). Уровень 
синтеза POMC/ACTH мы оценили с помощью иммуноблоттинга по содержанию 
POMC/ACTH в пробах, содержащих аденогипофиз. Было показано снижение как 
POMC, так и ACTH (рис. 5в, г, д), что хорошо согласуется со снижением содер-
жания фосфо-CREB в кортикотропоцитах аденогипофиза и снижением ACTH 
в крови крыс КМ, показанном нами ранее [28].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Целью настоящей работы было охарактеризовать влияние многократных ау-
диогенных судорожных припадков на функциональное состояние центрального 
звена ГГАКС у крыс линии КМ.

Рис. 2. Аудиогенный киндлинг снижает содержание субъединиц ГАМК(А)-рецепторов + (GABA 
AR) в паравентрикулярном ядре (PVN) гипоталамуса у крыс линии Крушинского–Молодкиной 
(КМ). Иммуногистохимический анализ показал достоверное снижение иммунореактивности 
дельта- (a) и гамма 2- (б) субъединиц ГАМК(А)-рецепторов в мелкоклеточной части PVN крыс 
КМ после 24-дневного аудиогенного киндлинга (Kindl 24+1) по сравнению с контрольными 
животными (Naive). На графиках представлена оптическая плотность иммунопозитивного 
вещества в относительных единицах (arbitrary units, a.u.). Данные представлены в виде меди-
аны ± интерквартильный размах. * – р < 0,05. (в), (г) – репрезентативные микрофотографии 
дельта- (в) и гамма 2- (г) субъединиц ГАМК (А)-рецепторов в PVN «наивных» крыс КМ и крыс 
КМ после 24-дневного аудиогенного киндлинга. Масштабная линейка: 100 мкм
Fig. 2. Audiogenic kindling decreases the content of GABA(A)-receptor (GABA AR) subunits in the 
hypothalamic paraventricular nucleus (PVN) of Krushinsky–Molodkina (KM) rats. (a), (б) – immu-
nohistochemical analysis detected a significant decrease in delta (a) and gamma 2 (б) subunits of GABA 
AR in the parvocellular PVN of KM rats after 24-day audiogenic kindling (Kindl 24+1) when compared 
with control (Naive). The plots show optical density of the immunopositive substance in arbitrary units 
(a.u.). Data are presented as median ± interquartile range. * – p < 0.05. (в), (г) – representative micro-
graphs of delta (в) and gamma 2 (г) subunits of GABA AR in the PVN of naïve and kindled KM rats. 
Scale bars: 100 µm
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В представленном исследовании нас интересовало, как влияет хроническая 
эпилепсия на активность центрального звена ГГАКС, поэтому мы использовали 
модель аудиогенного киндлинга у крыс линии КМ. Стрессорный ответ, так же, как 
и эпилептиформная активность, имеет острую и хроническую фазы. В острой фазе 
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Рис. 3. Влияние аудиогенного киндлинга на содержание глюкокортикоидных рецепторов (GR) 
и кортиколиберина (CRH) в паравентрикулярном ядре (PVN) гипоталамуса у крыс линии Кру-
шинского–Молодкиной (КМ). Иммуногистохимический анализ не выявил достоверных изме-
нений в содержании GR (а) и CRH (в) в мелкоклеточной части PVN крыс КМ после 24-дневного 
аудиогенного киндлинга (Kindl 24+1) по сравнению с контролем (Naive). На графике (a) пред-
ставлено количество GR-позитивных клеточных ядер (на срез), на графике (в) – оптическая 
плотность CRH-иммунопозитивного вещества в относительных единицах (arbitrary units, a.u.). 
Данные представлены в виде медианы ± интерквартильный размах. (б), (г) – репрезентативные 
микрофотографии GR (б) и CRH (г) в PVN «наивных» крыс КМ и крыс КМ после 24-дневного 
аудиогенного киндлинга. Масштабная линейка: 100 мкм
Fig. 3. The effect of audiogenic kindling on the content of glucocorticoid receptors (GR) and corticotropin-re-
leasing hormone (CRH) in the hypothalamic paraventricular nucleus (PVN) of Krushinsky–Molodkina (KM) 
rats. Immunohistochemical analysis showed no alterations in the GR (a) and CRH (в) content in the parvo-
cellular PVN of KM rats after 24-day audiogenic kindling (Kindl 24+1) when compared with control (Naive). 
The plot (a) demonstrates the numbers of GR‑positive cell nuclei (per section), the plot (в) shows optical density 
of the immunopositive substance in arbitrary units (a.u.). Data are presented as median ± interquartile range.  
(б), (г) – representative micrographs of GR (б) and CRH (г) in the PVN of naïve and kindled KM rats. 
Scale bars: 100 µm
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эпилептиформной активности при однократной аудиогенной стимуляции, вызы-
вающей судорожный припадок у крыс КМ, наблюдается немедленное повышение 
секреции гормона гипофиза ACTH, сопровождающееся значительным усилением 
продукции кортикостерона клетками коры надпочечников [29]. При этом мы по-
казали, что у крыс линии Вистар, являющейся материнской для крыс линии КМ, 
звуковая стимуляция, провоцирующая генерализованный судорожный припадок 
у крыс линии КМ, не только не вызывает судорожный припадок, но и не приводит 
к значительным изменениям в уровне ACTH и кортикостерона в крови [29]. Таким 
образом, хотя и очевидно, что модель звуковой стимуляции эпилептиформных су-
дорожных припадков должна быть неразрывно связана с акустическим стрессом, 
активация ГГАКС, по-видимому, является специфичным для аудиогенного судо-
рожного припадка ответом мозга крыс линии КМ, вызванным генерализованной 
судорожной активностью.

Поскольку нас интересовали хронические изменения в мозге, отвечающие за 
реакцию центрального звена ГГАКС на хроническую судорожную активность, мы 
исследовали изменения в активности центральных звеньев ГГАКС через 24 ч после 
длительного аудиогенного киндлинга.

Активация центрального звена ГГАКС является многоэтапным процессом, при-
водящим к повышению содержания глюкокортикоидов в крови [20]. Глюкокорти-
коиды регулируют активность нейронов мозга за счет связывания с высокоафин-
ными минералокортикоидными и низкоафинными GR, широко представленными 
в различных структурах мозга [36]. В том числе глюкокортикоиды регулируют ак-
тивность самой ГГАКС за счет механизма отрицательной обратной связи, который 
основан на связывании избытка кортикостерона с низкоафинными рецепторами 
к глюкокортикоидным гормонам GR [37]. Высокий уровень экспрессии этих ре-
цепторов наблюдается в ПВЯ гипоталамуса и в кортикотропоцитах аденогипофиза. 
GR-опосредованное ингибирование – достаточно сложный процесс, осуществля-
ющийся в разные временные периоды за счет разных механизмов. Наиболее актив-
но GR-опосредованное ингибирование происходит в течение минут после стресса, 
и, по-видимому, осуществляется за счет негеномных механизмов. Затем следует 
развертывание геномных механизмов GR-опосредованной регуляции [20, 38], 
которое приводит к отставленному во времени хроническому изменению актив-
ности компонентов ГГАКС. Задачей данной работы было исследование измене-
ний в активности ГГАКС через сутки после последнего аудиогенного судорожного 
припадка, поэтому нас в большей степени интересовало влияние многократных 
аудиогенных судорожных припадков на реализацию именно геномных эффектов 
GR. Мы не выявили изменений в транслокации GR в ядра нейронов ПВЯ, это 
свидетельствует о том, что, несмотря на многократно возросшую концентрацию 
кортикостерона в крови [28], аудиогенный киндлинг не влияет на чувствительность 
нейронов ПВЯ к высоким концентрациям глюкокортикоидов через сутки после 24 
аудиогенных судорожных припадков.

Другим способом регуляции активности центрального звена ГГАКС является 
нейромедиаторный. Основными нейромедиаторами, обеспечивающими базаль-
ную и стресс-индуцированную активность кортиколиберинергических нейронов 
ПВЯ, являются норадреналин, глутамат, ГАМК, серотонин, дофамин, ацетилхолин 
и гистамин [39]. В данном исследовании мы сфокусировались на наиболее хорошо 
изученных в контексте эпилепсии глутамате и ГАМК. За глутаматергическую воз-
буждающую иннервацию ПВЯ отвечают в основном структуры ствола мозга [40] 
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и отделы переднего мозга [41]. За ГАМКергическую иннервацию ПВЯ отвечают 
в основном ГАМКергические нейроны перивентрикулярной зоны гипоталаму-
са [42], которые в покое оказывают тормозное воздействие на кортиколиберинерги-
ческие нейроны ПВЯ за счет активации ГАМК(А)-рецепторов [42, 43]. В условиях 
стресса ГАМК может оказывать возбуждающее действие на терминали кортико-
либеринергических нейронов в наружной зоне срединного возвышения, потен-
цируя секрецию кортиколиберина в портальный кровоток [35]. Разные эффекты 
ГАМК связаны с нарушением градиента Cl– из-за различий в представленности 
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транспортеров хлора в нейронах – в телах клеток преимущественно экспрессиру-
ется калий-хлоридный котранспортер 2 (KCC2), а в терминалях натрий-калий-хло-
ридный котранспортер 1 (NKCC1) [35]. Уровень экспрессии рецепторов к ГАМК 
в различных компартментах нейронов также является важным фактором, опреде-
ляющим эффективность нейротрансмиссии. В последние годы появились данные, 
что синтез и секреция кортиколиберина в кортиколиберинергических нейронах 
ПВЯ могут регулироваться независимо [35, 44]. Поэтому биохимические маркеры 
разных типов регуляции мы оцениваем независимо – в области ПВЯ, где находятся 
тела кортиколиберинергических нейронов, и в наружной зоне срединного воз-
вышения, где располагаются их аксоны и происходит секреция кортиколиберина 
в портальный кровоток.

Многократные аудиогенные судорожные припадки не повлияли на плотность 
ГАМК и глутаматергической иннервации нейронов ПВЯ. Неудивительно, что мы 
не выявили изменений и в уровне биосинтеза кортиколиберина – содержание кор-
тиколиберина в нейронах ПВЯ через сутки после 24 аудиогенных судорожных при-
падков не отличалось от контроля. Однако через сутки после 24 припадков наблю-
далось снижение содержания дельта- и гамма 2-субъединиц ГАМК(А)-рецепторов, 
что является показателем снижения чувствительности нейронов ПВЯ к тормозной 
ГАМКергической регуляции [45]. В совокупности полученные данные свидетель-
ствуют о том, что в отличие от хронического стресса, аудиогенный киндлинг не ока-
зывает долгосрочного влияния на GR‑опосредованный механизм обратной связи, 
а также ГАМК- и глутаматергическую иннервацию ПВЯ. В целом можно сказать, 
что после завершения 24 аудиогенных судорожных припадков, функциональная 
активность нейронов ПВЯ гипоталамуса не отличалась от контроля, за исключением 
снижения чувствительности нейронов ПВЯ к ГАМКергической регуляции.

Высокая устойчивость гипоталамуса к эпилептизации также была отмечена 
в модели электрического киндлинга [46]. Отсутствие значительных изменений 
в активности центрального звена ГГАКС в разных моделях эпилепсии, вероятно, 
связано с важной гомеостатической ролью гипоталамуса.

Мы проанализировали влияние многократных аудиогенных судорожных при-
падков у крыс КМ на интенсивность выведения нейрогормона кортиколиберина 

Рис. 4. Иммуногистохимический анализ кортиколиберина (CRH), везикулярного транспортера 
глутамата 2 (VGLUT2) и глутаматдекарбоксилазы 67 (GAD67) в срединном возвышении (МЕ) 
гипоталамуса у крыс линии Крушинского–Молодкиной (КМ) после аудиогенного киндлинга. 
Результаты показали, что 24-дневный аудиогенный киндлинг вызывает достоверное снижение 
уровня CRH (a) и GAD67 (д), однако не оказывает влияния на VGLUT2 (в) в наружной зоне 
МЕ у крыс КМ (Kindl 24+1) по сравнению с контролем (Naive). На графиках представлена 
оптическая плотность иммунопозитивного вещества в относительных единицах (arbitrary units, 
a.u.). Данные представлены в виде медианы ± интерквартильный размах. * – р < 0,05. (б), (г), 
(е) – репрезентативные микрофотографии CRH (б), VGLUT2 (г) и GAD67 (е) в МЕ наивных 
крыс КМ и крыс КМ после 24-дневного аудиогенного киндлинга. Масштабная линейка: 200 мкм
Fig 4. Immunohistochemical analysis of corticotropin-releasing hormone (CRH), vesicular glutamate 
transporter 2 (VGLUT2) and glutamate decarboxylase 67 (GAD67) in the hypothalamic median emi-
nence (ME) of Krushinsky–Molodkina (KM) rats exposed to audiogenic kindling. The results showed 
that 24-day audiogenic kindling induced a significant reduction in the CRH (a) and GAD67 (д), but had 
no effect on VGLUT2 (в) in the ME external layer of KM rats when compared with control (Naive). The 
plots show optical density of the immunopositive substance in arbitrary units (a.u.). Data are presented 
as median ± interquartile range. * – p < 0.05. (б), (г), (е) – representative micrographs of CRH (б), 
VGLUT2 (г), and GAD67 (е) in the ME of naïve and kindled KM rats. Scale bars: 200 µm
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из аксонов нейронов ПВЯ в портальный кровоток. Через сутки после завершения 
серии многократных аудиогенных судорожных припадков мы не выявили измене-
ний содержания VGLUT2 в наружной зоне срединного возвышения, что указывает 
на независимость секреции кортиколиберина от глутаматергиченской регуляции. 
За ГАМКергическую иннервацию наружной зоны срединного возвышения отве-
чают AGRP (Agouti-related peptide) нейроны аркуатного ядра [47]. Мы наблюдали 
снижение содержания GAD67 в наружной зоне срединного возвышения, что ука-
зывает на снижение плотности ГАМКергической иннервации терминалей корти-
колиберинергических нейронов. Показано, что в отличие от ПВЯ, где ГАМК ока-
зывает классическое тормозное влияние на кортиколиберинергические нейроны, 
в терминалях, локализованных в наружной зоне срединного возвышения, ГАМК 
может стимулировать секрецию кортиколиберина в портальный кровоток [35]. Это 
связано с преобладанием транспортера хлора NKCC1 в терминалях кортиколибери-
нергических нейронов и соответственно с повышенной внутриклеточной концен-
трацией Cl-, которая приводит к снижению чувствительности постсинаптической 
мембраны к тормозному действию ГАМК [35]. Очевидно, показанное снижение 
содержания кортиколиберин-иммунопозитивного вещества в наружной зоне сре-
динного возвышения в сочетании с уменьшением ГАМКергической возбуждающей 
иннервации указывает на низкий уровень секреции кортиколиберина в порталь-
ный кровоток и подтверждается снижением концентрации ACTH в крови [28].

Регуляция активности кортикотропоцитов аденогипофиза также зависит от 
многих факторов. За инициацию синтеза и/или секреции отвечают преимуществен-
но кортиколиберин и вазопрессин, а за торможение – глюкокортикоиды [47, 48]. 

Рис. 5. Влияние аудиогенного киндлинга на активность транскрипционного фактора CREB 
и содержание проопиомеланокортина (РОМС) и адренокортикотропного гормона (АСТН) 
в аденогипофизе наивных крыс линии Крушинского–Молодкиной (КМ). (a) – иммуногисто-
химический анализ выявил снижение локализации активного фосфорилированного CREB 
(phospho(Ser133)-CREB) в  ядрах POMC/ACTH-позитивных кортикотропоцитов аденоги-
пофиза у крыс КМ после 24-дневного аудиогенного киндлинга (Kindl 24+1) по сравнению 
с контролем (Naive). На графике представлены количества клеток, иммунопозитивных к phos-
pho(Ser133)-CREB и РОМС/АСТН (на срез). (б) – репрезентативные микрофотографии им-
муномечения phospho(Ser133)-CREB (коричневый) и РОМС/АСТН (синий) в аденогипофизе 
«наивных» крыс КМ и крыс КМ после 24-дневного аудиогенного киндлинга. Масштабная 
линейка: 50 мкм. (в), (г) – вестерн-блот-анализ также выявил достоверное снижение уровня 
АСТН (в) и РОМС (г) в аденогипофизе под влиянием многократных судорожных стимуляций. 
(д) – репрезентативные иммуноблоты РОМС/АСТН и актина в аденогипофизе наивных крыс 
КМ и крыс КМ после 24-дневного аудиогенного киндлинга. Данные представлены в виде ме-
дианы ± интерквартильный размах. * – р < 0,05
Fig. 5. The effect of audiogenic kindling on the activity of the transcription factor CREB and the levels 
of proopiomelanocortin (POMC) and adrenocorticotropic hormone (ACTH) in the anterior pituitary of 
Krushinsky–Molodkina (KM) rats. (a) – immunohistochemical assay showed a decreased localization of 
the active phosphorylated CREB (phospho(Ser133)-CREB) in the nuclei of POMC/ACTH-positive an-
terior pituitary corticotrophs of KM rats after 24-day audiogenic kindling (Kindl 24+1) when compared 
with control rats (Naive). The plot shows the numbers of phospho(Ser133)-CREB and РОМС/АСТН 
double-positive cells (per section). (б) – representative micrographs of phospho(Ser133)-CREB (brown) 
and POMC/ACTH (blue) in the in the anterior pituitary of naïve and kindled KM rats. Scale bars: 
50 µm. (в), (г) – western blot analysis also detected a decrease in the levels of ACTH (в) and POMC 
(г) in the anterior pituitary after multiple seizure stimulations. (д) – representative immunoblots of 
POMC/ACTH and actin in the anterior pituitary of naïve and kindled KM rats. Data are presented as 
median ± interquartile range. * – p < 0.05
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Кортиколиберин, секретированный в наружной зоне срединного возвышения через 
портальный кровоток, транспортируется в переднюю долю гипофиза, где связыва-
ется с рецепторами к кортиколиберину 1-го типа. Активация рецептора кортико-
либерина стимулирует транскрипцию POMC за счет (cAMP)/PKA/CREB-сигналь-
ного пути [49, 50]. Мы показали, что через 24 ч после многократных аудиогенных 
судорожных припадков снижается содержание фосфо-CREB в кортикотропоцитах 
аденогипофиза, это приводит к снижению содержания POMC/ACTH в аденогипо-
физе, а также к снижению концентрации ACTH в крови [28], что указывает на PKA 
опосредованное снижение синтеза POMC и снижение интенсивности секреции 
ACTH.

Таким образом, многократные аудиогенные судорожные припадки не влияют 
на активность синтеза кортиколиберина нейронами ПВЯ гипоталамуса, что сви-
детельствует об устойчивости гипоталамуса к аудиогенному киндлингу и хорошо 
согласуется с результатами классических экспериментов с электрической стиму-
ляцией гипоталамуса [46]. Снижение содержания кортиколиберина в наружной 
зоне срединного возвышения отражает низкий уровень секреции кортиколиберина 
в портальный кровоток, что приводит к уменьшению синтеза ACTH в аденогипо-
физе и его секреции в кровь. Таким образом, повышенная секреция кортикосте-
рона в кровь, по-видимому, определяется повышенной чувствительностью клеток 
коры надпочечников к ACTH, а не активностью центрального звена ГГАКС.
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