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Целью настоящей работы являлась оценка межлинейных различий в функцио-
нальном состоянии гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальной системы
(ГГАКС) у интактных крыс линии Вистар и линии Крушинского–Молодкиной
(КМ), являющихся генетической моделью рефлекторной аудиогенной эпилеп-
сии, и анализ динамики изменений ГГАКС у крыс линии КМ в ходе и после су-
дорожного припадка. Полученные результаты показали, что у крыс линии КМ
понижена активность кортиколиберинергических нейронов, вследствие повы-
шенного тормозного влияния ГАМКергических нейронов. В передней доле гипо-
физа было отмечено повышенное содержание проопиомеланокортина (ПОМК) и
адренокортикотропного гормона (АКТГ). При этом, базальный уровень АКТГ и
кортикостерона в крови у крыс линий КМ и Вистар не отличается. Таким обра-
зом, полученные данные свидетельствуют о существовании нарушений во взаи-
модействии гипоталамуса и гипофиза у крыс линии КМ, что по-видимому, мо-
жет являться одним из возможных механизмов, обеспечивающих поддержание
концентрации гормонов в крови на уровне, характерном для контрольных крыс
материнской линии Вистар. Однократный судорожный припадок у крыс линии
КМ приводит к усилению выведения кортиколиберина и вазопрессина в порталь-
ный кровоток, а также АКТГ в системный кровоток непосредственно на клонико-
тонической стадии, которая развивается спустя 6–10 с с момента предъявления
звукового сигнала. Также показано продолжительное повышение уровня кортико-
стерона в крови в течение 24 ч. Звуковая стимуляция с теми же параметрами у крыс
линии Вистар не приводила к достоверным изменениям в концентрации АКТГ и
кортикостерона в крови. Таким образом, полученные данные указывают на специ-
фический характер активации ГГАКС у крыс линии КМ, что является следствием
распространения эпилептиформной активности в мозге и свидетельствуют о воле-
ченности ГГАКС в реализацию судорожной активности.
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Эпилепсия является одним из распространенных неврологических заболеваний
и включает в себя неоднородную группу синдромов, характерной чертой большин-
ства из которых является развитие спонтанных повторяющихся судорожных при-
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ступов [1]. В связи с гетерогенностью данного заболевания изучение молекулярных
механизмов патогенеза различных типов эпилепсии, в том числе рефлекторной, в
настоящее время является одной из актуальных задач медико-биологических иссле-
дований. Для рефлекторной эпилепсии характерно развитие эпилептиформного при-
падка в результате воздействия сенсорного стимула (акустического, визуального и др.)
[2]. Одной из экспериментальных моделей для исследования рефлекторной аудио-
генной эпилепсии являются крысы линии Крушинского–Молодкиной (КМ).
Данная линия крыс стала результатом селекции и близкородственного скрещива-
ния крыс линии Вистар, демонстрирующих судорожные припадки при звуковой
стимуляции [3]. В настоящее время в более 99% случаев крысы линии КМ в 3-х ме-
сячном возрасте в ответ на звуковое воздействие демонстрируют развернутый су-
дорожный припадок, который характеризуется стадией дикого бега, клонико-то-
ническими судорогами и постиктальной депрессией. Использование крыс линии
КМ является адекватным подходом для изучения факторов, способствующих раз-
витию предрасположенности к заболеванию [4].

Известно, что наряду с нейромедиаторными системами, эндокринная система, в
частности ГГАКС, может быть вовлечена в регуляцию эпилептиформной активно-
сти [5]. На различных моделях эпилепсии было продемонстрировано, что гормоны
ГГАКС могут оказывать разнонаправленное действие на судорожный припадок
[5]. Показано, что кортиколиберин и кортикостерон способны повышать нейро-
нальную возбудимость и восприимчивость к судорогам [6]. Особенно уязвимыми яв-
ляются структуры лимбической системы [7]. В то же время применение АКТГ явля-
ется одним из вариантов рекомендуемых схем лечения инфантильных спазмов [8].

Известно, что судорожные припадки различной этиологии сопровождаются ак-
тивацией ГГАКС [9, 10]. В настоящее время существует относительно немного ра-
бот, в которых был проведен анализ влияния аудиогенного припадка на актив-
ность периферического звена ГГАКС у крыс линии КМ [11]. При этом характер из-
менений активности центральных звеньев ГГАКС и механизмов их регуляции при
судорожной активности в настоящее время не изучен.

В данном исследовании была проведена оценка зависимости активности
ГГАКС от предрасположенности к аудиогенной эпилепсии. Активность ГГАКС
оценивалась на основании содержания кортиколиберина и вазопрессина в гипота-
ламусе, ПОМК и АКТГ в передней доле гипофиза, а также уровня АКТГ и корти-
костерона в крови. Для исследования механизмов регуляции состояния централь-
ных звеньев ГГАКС нами были проанализированы межлинейные различия в
ГАМК-ергической иннервации гипоталамуса у крыс линии Вистар и линии КМ, в
связи с тем, что ГАМК является основным нейромедиатором, участвующим в регуля-
ции активности нейронов мелкоклеточной части паравентрикулярного ядра (ПВЯ)
гипоталамуса [12]. ГАМК-ергическая иннервация гипоталамуса оценивалась на
основании содержания глутаматдекарбоксилазы (GAD67) в волокнах, иннервиру-
ющих нейроны ПВЯ гипоталамуса и наружную зону срединного возвышения, в свя-
зи с тем, что уровень фермента отражает уровень синтеза нейромедиатора в нейро-
нах и таким образом используется в качестве маркера содержания ГАМК [13]. Ана-
лиз содержания белка cFos в нейронах ПВЯ гипоталамуса и активной формы
транскрипционного фактора CREB в передней доле гипофиза позволили оценить ин-
тенсивность экспрессии кортиколиберина и ПОМК соответственно [14, 15]. Анализ
содержания белка, участвующего в экзоцитозе секреторных гранул, SNAP25 в пе-
редней доле гипофиза позволил оценить уровень секреции АКТГ в системный
кровоток [16].

Также была проанализирована динамика изменения активности обоих цен-
тральных и периферического звеньев ГГАКС в ходе судорожного припадка. Из-
вестно, что для грызунов интенсивный звук является одним из стрессорных факто-
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ров, способствующих активации ГГАКС [17]. Поэтому, для того чтобы определить
является ли активация ГГАКС у крыс линии КМ следствием распространения
эпилептиформной активности в мозге или следствием реакции на акустический
стресс, был проведен эксперимент, в ходе которого мы проанализировали влияние
звуковой стимуляции с теми же параметрами на содержание гормонов ГГАКС в
крови у крыс линии Вистар.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе были использованы половозрелые самцы крыс линии Вистар (n = 30) и
крыс линии КМ (n = 26) в возрасте 4.5–6 мес., массой 300–400 г. Животные содер-
жались в стандартных условиях вивария со свободным доступом к воде и еде. Все
процедуры с использованием животных проводились согласно этическим принци-
пам, изложенным в Европейской конвенции по защите позвоночных животных,
используемых для экспериментальных и других научных целей, и были одобрены
этической комиссией ИЭФБ РАН.

1. Для оценки межлинейных различий в функциональном состоянии ГГАКС
были использованы интактные половозрелые самцы крыс линии Вистар (n = 10) и
линии КМ (n = 9).

2. Для оценки влияния однократного аудиогенного судорожного припадка на
функциональное состояние ГГАКС крыс линии КМ подвергали звуковой стиму-
ляции интенсивностью 50 Дб и частотой 10 кГц. В эксперименте были проанализи-
рованы следующие группы крыс линии КМ: контрольная группа (n = 5), на стадии
клонико-тонических судорог (n = 4), через 1 ч после окончания судорожного при-
падка (n = 4), через 24 ч после окончания судорожного припадка (n = 4).

3. Для того чтобы исключить влияние аудиогенного стресса на функциональное
состояние ГГАКС у крыс линии КМ, крыс линии Вистар также подвергали звуко-
вой стимуляции с теми же параметрами в течение 1 мин. В эксперименте были про-
анализированы следующие группы крыс линии Вистар: контрольная группа (n = 5),
сразу после окончания звуковой стимуляции (n = 5), через 1 ч после звуковой сти-
муляции (n = 5), через 24 ч после звуковой стимуляции (n = 5).

Во всех экспериментах после декапитации у каждого животного были взяты образ-
цы крови. Для получения сыворотки пробирки с кровью центрифугировали 25 мин
при 1800 g при температуре 4°С и отбирали супернатант.

В первом и втором экспериментах головной мозг фиксировали в 4%-ном пара-
формальдегиде на фосфатно-солевом буфере (PBS: (мМ) 137 NaCl; 2.7 KCl;
10 Na2HPO4; 1.76 KH2PO4; рН 7.4) в течение 7 дней. После этого следовали 3 про-
мывки головного мозга в PBS. Затем головной мозг погружали в 20%-ный раствор
сахарозы на PBS. Головной мозг был заморожен. Серии чередующихся срезов ги-
поталамо-гипофизарной системы были приготовлены во фронтальной плоскости
толщиной 8 мкм на криостате.

В первом эксперименте из головного мозга иссекали гипоталамус и гипофиз для
приготовления проб для вестерн-блот анализа. Образцы гомогенизировали в лизи-
рующем буфере, содержащем ингибиторы протеаз и фосфатаз. Лизаты центрифу-
гировали 15 мин при 12000 g при комнатной температуре, затем отбирали суперна-
тант, после чего к одной части отобранного супернатанта добавляли 2 части 3х SDS
буфера, содержащего 0.2 М Трис-HCl, pH 6.7; 6% додецилсульфат натрия; 15% гли-
церина; 0.003% бромфенолового синего и 10% β-меркаптоэтанол, и инкубировали
10 мин при температуре +96°С.

Иммуноферментный анализ. Концентрация АКТГ и кортикостерона в сыворотке
крови была оценена с помощью коммерческого набора для иммуноферментного
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определения АКТГ (Phoenix Pharmaceuticals, № EKE-001-21) и кортикостерона
(Arbor Assays № K014-C1; Хема, № K210R) согласно инструкции производителя.

Иммуногистохимический анализ. Иммуногистохимический анализ был проведен
стрептавидин-биотиновым методом по стандартному протоколу. Срезы инкубиро-
вали в растворе первичных антител против кортиколиберина (1 : 1000; Peninsula
Lab. № T-4037), нейрофизина II (1 : 1000; PS 41, любезно предоставленных Dr. Har-
old Gainer, NIH, Bethesda, США) [18], GAD67 (1 : 1000; Millipore № MAB5406),
фосфо-CREB (Ser133; 1 : 600; Upstate № 05-807), cFos (1 : 1000; Calbiochem № PC38)
в течение 18 ч при температуре 24°C (кортиколиберин, фосфо-CREB, GAD67) или
в течение 48 ч при температуре 4°C (нейрофизин II, cFos). После этого следовала
инкубация с биотинилированными вторичными антителами против иммуноглобу-
линов G кролика или мыши (BA-1000 или BA-9200, Vector Laboratories, Inc.), раз-
веденными 1 : 500 и со стрептавидин-пероксидазным комплексом (S2438, Sigma-
Aldrich) в разведении 1 : 700 в течение часа каждая. Для визуализации реакции сре-
зы инкубировали в растворе 3,3'-диаминобензидина (0.05%) и перекиси водорода
(0.01%) в течение 7 мин. Все препараты серии были обработаны параллельно. Для
оценки специфичности иммунного окрашивания в каждом случае делали отрица-
тельный контроль (выполнение иммуногистохимической реакции без первичных
антител), результатом чего было отсутствие иммунного окрашивания. Анализ про-
изводили с помощью светового микроскопа Zeiss Axio Imager A1.

Вестерн-блот анализ. Разделение белков в пробах по их молекулярной массе про-
исходило с помощью электрофореза в 10%-ном полиакриламидном геле по Лэмм-
ли (SDS-PAGE). Затем белковые фракции переносились на нитроцеллюлозную
мембрану (GVS, США), после чего следовала инкубация мембран в растворе пер-
вичных антител против кортиколиберина (1 : 3000; Peninsula Lab. № T-4037),
АКТГ (1 : 2000; Millipore № AB902), SNAP25 (1 : 1000; Chemicon № MAB331), акти-
на (1 : 2000; Abcam № 3280) и тубулина (1 : 1000; Cell Signaling Technology № 2148).
После промывок мембраны инкубировали с вторичными антителами, конъюгиро-
ванными с пероксидазой хрена: против иммуноглобулина G кролика (1 : 10000;
А0545, Sigma-Aldrich) или против иммуноглобулина G мыши (1 : 40000; А9044, Sig-
ma-Aldrich). Реакцию визуализировали с помощью набора ECL plus (Thermo Fisher
Scientific № 34075) по протоколу производителя. Денситометрический анализ про-
водили с использованием программы ImageJ. Нормирование уровня экспрессии
белков интереса проводили по уровню экспрессии референсных белков актина
и/или тубулина.

Морфометрический анализ препаратов. Оценка содержания кортиколиберина,
нейрофизина II, cFos в нейронах мелкоклеточной части ПВЯ гипоталамуса,
GAD67 в волокнах, иннервирующих эти нейроны, а также фосфо-CREB в адено-
гипофизе производилась на основании измерения оптической плотности иммуно-
реактивного вещества и подсчета количества иммуномеченных ядер с помощью
программного обеспечения PhotoM и ImageJ. Данные были выражены в условных
единицах оптической плотности или числом иммуномеченных ядер.

Статистический анализ данных. Данные представлены в виде среднего ± стан-
дартное отклонение. Сравнение независимых выборок проводили с помощью не-
параметрического критерия Манна–Уитни (Mann–Whitney U-test) или непарамет-
рического теста Краскела–Уоллиса (Kruskal–Wallis test) с использованием про-
граммного обеспечения GraphPad Prism7. Различия считали достоверными при
уровне значимости p < 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Межлинейные различия в функциональном состоянии ГГАКС у интактных крыс ли-
ний КМ и Вистар. Было показано, что у крыс линии КМ по сравнению с крысами ли-
нии Вистар содержание GAD67 было повышено в волокнах, иннервирующих нейро-
ны мелкоклеточной части ПВЯ гипоталамуса (Вистар 0.232 ± 0.01 и КМ 0.273 ± 0.025,
р < 0.05), а также в волокнах, иннервирующих наружную зону срединного возвы-
шения (Вистар 0.059 ± 0.005 и КМ 0.069 ± 0.005, р < 0.05). При этом мы показали,
что у крыс линии КМ оптическая плотность кортиколиберин-иммунореактивного
вещества была ниже в нейронах ПВЯ гипоталамуса (Вистар 0.124 ± 0.004 и КМ
0.118 ± 0.004, р < 0.05) и в наружной зоне срединного возвышения, чем у крыс ли-
нии Вистар (рис. 1А–В). Пониженное содержание кортиколиберина в гипоталаму-
се у крыс линии КМ по сравнению с крысами линии Вистар также было продемон-
стрировано и с помощью вестерн-блот анализа (рис. 1Г).

Для оценки содержания и распределения вазопрессина в нейронах мелкокле-
точной части ПВЯ гипоталамуса иммуногистохимически был выявлен нейрофи-
зин II, который совместно с вазопрессином синтезируется из общего препрогор-
мона, транспортируется и секретируется в эквимолярных количествах [19]. Различий в
оптической плотности вазопрессин-нейрофизин II-иммунореактивного вещества в
нейронах мелкоклеточной части ПВЯ (Вистар 0.185 ± 0.012 и КМ 0.182 ± 0.029) и в на-
ружной зоне срединного возвышения (Вистар 0.059 ± 0.004 и КМ 0.057 ± 0.006) у
крыс линии КМ и линии Вистар выявлено не было.

В передней доле гипофиза у крыс линии КМ по сравнению с крысами линии
Вистар было отмечено повышенное количество фосфо-CREB-иммунопозитивных
ядер (Вистар 411 ± 17 и КМ 435 ± 9, р < 0.05), а также повышенное содержание
ПОМК и АКТГ (рис. 2А–В). Содержание SNAP25 в аденогипофизе у крыс линии
КМ также было достоверно выше, чем у крыс линии Вистар (рис. 2Г). При этом
концентрация АКТГ (Вистар 1.118 ± 0.257 и КМ 1.137 ± 0.254) и кортикостерона
(Вистар 216.46 ± 84.34 и КМ 156.19 ± 70.85) в сыворотке крови у крыс линии Вистар
и линии КМ не различалась.

Влияние однократного судорожного припадка на функциональное состояние
ГГАКС крыс линии КМ. Мы показали, что количество cFos-иммунопозитивных
ядер в нейронах мелкоклеточной части ПВЯ гипоталамуса крыс линии КМ на кло-
нико-тонической стадии судорожного припадка не отличалось от такового в кон-
троле (рис. 3В). Однако через 1 ч после завершения судорожного припадка количе-
ство cFos-иммунопозитивных ядер в нейронах мелкоклеточной части ПВЯ гипота-
ламуса крыс линии КМ значительно превышало значения в контроле и на
клонико-тонической стадии припадка (рис. 3А–В). При этом мы не выявили изме-
нений в оптической плотности кортиколиберин-иммунореактивного вещества ни
в нейронах ПВЯ гипоталамуса (контроль 0.091 ± 0.011; клонико-тонические судо-
роги 0.094 ± 0.014; 1 ч 0.097 ± 0.007; 24 ч 0.084 ± 0.007), ни в волокнах наружной зо-

Рис. 1. Оценка содержания кортиколиберина в гипоталамусе интактных крыс линий Вистар и КМ. 
Иммуногистохимическое выявление кортиколиберина в волокнах наружной зоны срединного возвы-
шения крыс линии Вистар (А) и линии КМ (Б). В – Содержание кортиколиберина в наружной зоне сре-
динного возвышения (НЗСВ). Белые столбики – интактные крысы линии Вистар. Темные столбики –
интактные крысы линии КМ. Средняя оптическая плотность выражена в условных единицах ± стан-
дартное отклонение. * – p < 0.05 статистически достоверные различия между линиями крыс. Г – Ве-
стерн-блот анализ содержания кортиколиберина в гипоталамусе крыс линий Вистар и КМ. Значения
нормировали по тубулину. Белые столбики – интактные крысы линии Вистар. Темные столбики – ин-
тактные крысы линии КМ Средняя оптическая плотность выражена в условных единицах ± стандарт-
ное отклонение. * – p < 0.05 статистически достоверные различия между линиями крыс.
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ны срединного возвышения (контроль 0.148 ± 0.015; клонико-тонические судороги
0.143 ± 0.008; 1 ч 0.149 ± 0.007; 24 ч 0.15 ± 0.004) у крыс линии КМ ни на клонико-
тонической стадии судорожного припадка, ни через 1 и 24 ч после его завершения.
Однако на клонико-тонической стадии припадка была отмечена транслокация корти-
колиберин-иммунопозитивного вещества в периваскулярную область наружной зоны
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срединного возвышения, а также увеличение размера сосудов (рис. 4А, Б). Кроме того,
на клонико-тонической стадии судорожного припадка у крыс линии КМ было по-
казано снижение оптической плотности вазопрессин-нейрофизин II-иммунореак-
тивного вещества в нейронах мелкоклеточной части ПВЯ гипоталамуса и повыше-
ние в волокнах наружной зоны срединного возвышения (рис. 5А, Б). Через 1 ч по-
сле завершения судорожного припадка содержание вазопрессин-нейрофизина II у
крыс линии КМ в нейронах ПВЯ гипоталамуса оставалось пониженным по срав-
нению с контролем, в то время как в наружной зоне срединного возвышения со-

Рис. 2. Оценка уровня ПОМК, АКТГ и SNAP25 в передней доле гипофиза интактных крыс линий Ви-
стар и КМ.
А – Вестерн-блот анализ содержания ПОМК и АКТГ в передней доле гипофиза крыс линий Вистар и
КМ. Значения нормировали по актину. Содержание ПОМК (Б) и АКТГ (В) в передней доле гипофиза
крыс линий Вистар и КМ. Белые столбики – интактные крысы линии Вистар. Темные столбики – ин-
тактные крысы линии КМ. Средняя оптическая плотность выражена в условных единицах ± стандарт-
ное отклонение. * – p < 0.05 статистически достоверные различия между линиями крыс. Г – Вестерн-
блот анализ содержания SNAP25 в передней доле гипофиза крыс линий Вистар и КМ. Значения норми-
ровали по актину. Белые столбики – интактные крысы линии Вистар. Темные столбики – интактные
крысы линии КМ. Средняя оптическая плотность выражена в условных единицах ± стандартное откло-
нение. * – p < 0.05 статистически достоверные различия между линиями крыс.
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держание вазопрессин-нейрофизина II вернулось к контрольным значениям
(рис. 5А, Б). Через 24 ч у крыс линии КМ уровень вазопрессин-нейрофизина II в
нейронах мелкоклеточной части ПВЯ гипоталамуса не отличался от контрольных
значений, при этом в наружной зоне срединного возвышения содержание вазо-
прессин-нейрофизина II было повышено по сравнению с контролем (рис. 5А, Б).
Содержание GAD67 в волокнах, иннервирующих наружную зону срединного воз-
вышения у крыс линии КМ повышалось в ходе и после завершения припадка (кон-

Рис. 3. Оценка содержания cFos в нейронах мелкоклеточной части паравентрикулярного ядра гипотала-
муса крыс линии КМ, подвергнутых звуковой стимуляции.
Иммуногистохимическое выявление cFos в нейронах мелкоклеточной части паравентрикулярного ядра
гипоталамуса контрольных крыс линии КМ (А) и крыс линии КМ через 1 ч после судорожного припад-
ка (Б). В – Число cFos-иммунопозитивных ядер в мелкоклеточной части паравентрикулярного ядра ги-
поталамуса (ПВЯ) у контрольных крыс (контроль, белые столбики), на клонико-тонической стадии су-
дорожного припадка, которая развивалась спустя 6–10 с после предъявления звукового сигнала (судо-
роги, светло-серые столбики), через 1 ч (1 ч, серые столбики) и через 24 ч (24 ч, темно-серые столбики)
после окончания судорожного припадка. Данные представлены как среднее число иммуномеченных
ядер на ПВЯ ± стандартное отклонение. * – p < 0.05 статистически достоверные различия по сравнению
с контролем.
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троль 0.084 ± 0.015; клонико-тонические судороги 0.11 ± 0.003; 1 ч 0.104 ± 0.009;
24 ч 0.106 ± 0.008, р < 0.05). Концентрация АКТГ в сыворотке крови у крыс линии
КМ повышалась непосредственно на клонико-тонической стадии судорожного
припадка по сравнению с контролем (рис. 6А). Через 1 и 24 ч после судорожного
припадка уровень АКТГ у крыс линии КМ не отличался от такового в контроле
(рис. 6А). Уровень кортикостерона в сыворотке крови у крыс линии КМ повышал-
ся через 1 ч после судорожного припадка и оставался на повышенном уровне в те-
чение 24 ч (рис. 6Б).

Влияние однократной звуковой стимуляции на функциональное состояние ГГАКС крыс
линии Вистар. У крыс линии Вистар однократная звуковая стимуляция с теми же пара-
метрами в течение 1 мин не приводила к достоверным изменениям в концентрации
АКТГ (контроль 1.081 ± 0.188; 1 мин 0.964 ± 0.275; 1 ч 1.233 ± 0.238; 24 ч 1.206 ± 0.256) и
кортикостерона (контроль 175.28 ± 33.29; 1 мин 155.89 ± 79.1; 1 ч 139.93 ± 67.83; 24 ч
129.56 ± 24.47) в крови ни через 1 мин, ни через 1 и 24 ч.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

На первом этапе исследования для того, чтобы охарактеризовать взаимосвязь
ГГАКС и предрасположенности к аудиогенным судорожным припадкам, была
проведена оценка межлинейных различий в функциональном состоянии ГГАКС у
крыс линий КМ и Вистар. В настоящее время существует относительно немного
работ о вовлеченности ГГАКС в формирование повышенной судорожной готовно-
сти ЦНС. Так, показано, что у крыс линии WAR (Wistar Audiogenic Rat), предрас-
положенных к аудиогенным судорогам, увеличена площадь пучковой зоны корко-
вого вещества надпочечников, повышена стресс-реактивность периферического
звена ГГАКС, а также нарушен циркадианный ритм секреции АКТГ в кровь по
сравнению с крысами линии Вистар [20]. Для крыс линии КМ характерен пони-
женный уровень кортикостерона в крови в течение первого месяца жизни и при
этом более раннее развитие ответной реакции ГГАКС на стрессорные воздействия
в постнатальном онтогенезе [21]. Однако мы не обнаружили в литературе данных о

Рис. 4. Анализ наружной зоны срединного возвышения крыс линии КМ, подвергнутых звуковой стиму-
ляции.
Иммуногистохимическое выявление кортиколиберина в волокнах наружной зоны срединного возвы-
шения контрольных крыс линии КМ (А) и крыс этой линии на клонико-тонической стадии судорожно-
го припадка, которая развивалась спустя 6–10 с после предъявления звукового сигнала (Б).

100 мкм 100 мкм
А Б
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межлинейных различиях у крыс линий КМ и Вистар в функциональном состоянии
и механизмах регуляции центральных звеньев ГГАКС.

Мы показали, что у крыс линии КМ повышено содержание GAD67 в волокнах,
иннервирующих мелкоклеточную часть ПВЯ гипоталамуса, что сопровождалось
пониженным содержанием кортиколиберина у крыс линии КМ в телах нейронов
ПВЯ, по сравнению с крысами линии Вистар. Полученные данные свидетельству-
ют о пониженной активности кортиколиберинергических нейронов гипоталамуса
у крыс с генетической предрасположенностью к судорожным припадкам на фоне
повышенной тормозной ГАМК-ергической иннервации. У крыс линии КМ повы-
шенное содержание GAD67 было отмечено не только в волокнах, иннервирующих
тела нейронов ПВЯ гипоталамуса, но также и в волокнах, иннервирующих их от-
ростки, образующие наружную зону срединного возвышения, что было сопряжено
с пониженным содержанием кортиколиберина в них. Показано, что в отличие от
тормозного влияния ГАМК на тела кортиколиберинергических нейронов, на их
отростки ГАМК способен оказывать деполяризующее действие вследствие изме-

Рис. 5. Оценка содержания нейрофизина II в нейронах мелкоклеточной части паравентрикулярного яд-
ра гипоталамуса и в волокнах наружной зоны срединного возвышения крыс линии КМ, подвергнутых
звуковой стимуляции.
Содержание нейрофизина II-иммунореактивного вещества в мелкоклеточной части паравентрикуляр-
ного ядра гипоталамуса (мчПВЯ) (А) и в наружной зоне срединного возвышения (НЗСВ) (Б) у кон-
трольных крыс (контроль, белые столбики), на клонико-тонической стадии судорожного припадка, ко-
торая развивалась спустя 6–10 с после предъявления звукового сигнала (судороги, светло-серые стол-
бики), через 1 ч (1ч, серые столбики) и через 24 ч (24 ч, темно-серые столбики) после окончания
судорожного припадка. Средняя оптическая плотность выражена в условных единицах ± стандартное
отклонение. * – p < 0.05 статистически достоверные различия по сравнению с контролем.
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нения хлорного градиента за счет повышения экспрессии NKCC1 и понижения
экспрессии KCC2 в этих отростках, таким образом способствуя усилению секре-
ции кортиколиберина [22, 23]. В целом, пониженное содержание кортиколиберина
в отростках нейронов ПВЯ гипоталамуса, сопровождающееся повышенной воз-
буждающей ГАМК-ергической иннервацией наружной зоны срединного возвы-
шения, может указывать на повышенный уровень секреции кортиколиберина из
терминалей в портальную систему кровотока.

Известно, что основной функцией кортиколиберина является регуляция синте-
за и секреции АКТГ в передней доле гипофиза [24]. Поэтому на следующем этапе
мы проанализировали содержание активной формы транскрипционного фактора
CREB, участвующего в регуляции транскрипции гена ПОМК [15]. Мы показали
повышенное содержание фосфо-CREB в аденогипофизе у крыс линии КМ по
сравнению с крысами линии Вистар, что сопровождалось повышенным содержа-
нием ПОМК и АКТГ. Повышенный уровень гормонов в аденогипофизе у крыс ли-
нии КМ по сравнению с крысами линии Вистар на фоне повышенного содержа-
ния активной формы транскрипционного фактора CREB указывает на существо-

Рис. 6. Оценка содержания гормонов передней доли гипофиза и надпочечников в крови крыс линии
КМ, подвергнутых звуковой стимуляции.
Концентрация АКТГ (А) и кортикостерона (Б) в сыворотке крови у контрольных крыс (контроль, белые
столбики), на клонико-тонической стадии судорожного припадка, которая развивалась спустя 6–10 с
после предъявления звукового сигнала (судороги, светло-серые столбики), через 1 ч (1 ч, серые столби-
ки) и через 24 ч (24 ч, темно-серые столбики) после окончания судорожного припадка. Данные пред-
ставлены как среднее значение ± стандартное отклонение. * – достоверность различий по сравнению с
контролем при p < 0.05.
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вание нарушений у данной линии крыс на этапе транскрипции. Однако различий в
базальной концентрации АКТГ и кортикостерона в крови у крыс линий КМ и Ви-
стар выявлено не было. Полученные нами данные об отсутствии межлинейных разли-
чий в концентрации гормонов ГГАКС в периферической крови у крыс линий КМ и
Вистар в норме хорошо согласуются с данными, полученными ранее В.Г. Шаляпиной
с соавт [21]. В связи с тем что, несмотря на повышение содержания АКТГ в гипо-
физе, не происходит увеличения его уровня в крови, мы предположили существо-
вание нарушений также и в секреции АКТГ кортикотропоцитами аденогипофиза у
крыс линии КМ на уровне экзоцитоза секреторных гранул. Мы показали повы-
шенное содержание белка SNARE комплекса SNAP25 в передней доле гипофиза у
крыс линии КМ по сравнению с крысами линии Вистар. Из данных литературы
известно, что повышенное содержание SNAP25 в секреторных клетках коррелиру-
ет со снижением секреторной активности этих клеток [25]. Таким образом, сово-
купность полученных данных о повышенном синтезе ПОМК и повышенном со-
держании АКТГ на фоне повышенного уровня SNAP25 в аденогипофизе при не
отличающемся уровне АКТГ в крови свидетельствует о том, что для крыс линии
КМ характерны нарушения на уровне регуляции экзоцитоза секреторных гранул.

В целом, на основании полученных данных можно заключить, что для крыс ли-
нии КМ, генетически предрасположенных к судорожным припадкам, характерны
нарушения во взаимодействии центральных звеньев ГГАКС, при том что базаль-
ный уровень гормонов аденогипофиза и надпочечников в крови у крыс обеих ли-
ний не отличается. По-видимому, показанные нарушения во взаимодействии ги-
поталамуса и гипофиза являются одним из возможных механизмов, обеспечиваю-
щих поддержание концентрации гормонов в крови у крыс линии КМ на уровне
характерном для контрольной крыс материнской линии Вистар.

Показано, что эпилептиформные припадки различной этиологии сопровожда-
ются секрецией гормонов ГГАКС [9]. Однако механизмы, лежащие в основе повы-
шения гормонов ГГАКС в ходе и после припадков до конца не ясны. Исследова-
ния о влиянии судорожных припадков на функциональное состоянии ГГАКС в ос-
новном выполнены на фармакологических моделях эпилепсии. Однако следует
отметить, что природа судорог, вызванных применением хемиконвульсантов является
иной по сравнению с судорогами, вызванными звуковыми раздражителями [26]. Так,
локальное или системное введение пилокарпина или каината у грызунов вызывает
возникновение очага возбуждения в гиппокампе и как следствие паттерны лимби-
ческих судорог [26, 27], в то время как аудиогенный судорожный припадок сопро-
вождается возникновением эпилептиформной активности в стволовых структурах
мозга [28]. При этом в гиппокампе и неокортексе эпилептиформной активности
выявлено не было [28]. Исследований функционального состояния центральных
звеньев ГГАКС и механизмов их регуляции в ходе и после аудиогенного эпилепти-
формного припадка не проводилось.

Было показано, что возбуждающее влияние ГАМК на отростки нейронов ПВЯ
гипоталамуса может являться одной из причин усиления секреции кортиколибе-
рина в портальную систему кровотока [22]. Мы показали повышение содержания
GAD67 в волокнах, иннервирующих наружную зону срединного возвышения, на
клонико-тонической стадии судорожного припадка, через 1 и 24 ч после его окон-
чания, что может свидетельствовать о повышении возбуждающей ГАМК-ергиче-
ской иннервации отростков кортиколиберинергических нейронов. Это сопровож-
далось повышением секреции кортиколиберина на клонико-тонической стадии
судорожного припадка, о чем свидетельствует транслокация кортиколиберин-им-
мунореактивного вещества в периваскулярную область наружной зоны срединного
возвышения и увеличение размера сосудов у крыс линии КМ. Кроме того, нами
также было показано перераспределение вазопрессина из тел нейронов в их от-
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ростки у крыс линии КМ непосредственно на стадии клонико-тонических судорог.
Известно, что уровень вазопрессина в наружной зоне срединного возвышения
коррелирует с его уровнем в портальной системе кровотока [29]. Таким образом,
полученные данные о содержании и распределении нейрогормонов указывают на
усиление секреторной активности кортиколиберинергических и вазопрессинерги-
ческих нейронов на ранних стадиях припадка. И действительно, было показано
повышение концентрации АКТГ в сыворотке крови уже на клонико-тонической
стадии судорожного припадка у крыс линии КМ. Таким образом, совокупность
полученных данных свидетельствует о том, что активация центральных звеньев
ГГАКС – гипоталамуса и гипофиза – происходит уже на клонико-тонической ста-
дии, которая развивается спустя 6–10 с с момента предъявления звукового сигнала.

Об активации этих нейронов вследствие аудиогенного припадка также свиде-
тельствует повышение количества cFos-иммунопозитивных ядер в нейронах мел-
коклеточной части ПВЯ гипоталамуса крыс линии КМ через 1 ч после завершения
судорожного припадка по сравнению с контрольной группой и на клонико-тони-
ческой стадии припадка. Через 1 ч после окончания судорожного припадка у крыс
линии КМ содержание вазопрессина в нейронах мелкоклеточной части ПВЯ оста-
валось пониженным. Однако в наружной зоне срединного возвышения уровень ва-
зопрессина возвращался к контрольным значениям, как и уровень АКТГ в сыво-
ротке крови. При этом концентрация кортикостерона через 1 ч после судорожного
припадка была значительно выше, чем в контроле и на стадии клонико-тониче-
ских судорог. Полученные нами данные об активации периферического звена
ГГАКС вследствие однократного судорожного припадка хорошо согласуются с по-
лученными ранее данными, где было показано повышение уровня кортикостерона
в крови через 5 мин после судорожного припадка в крови у крыс линии КМ, при
этом повышенный уровень кортикостерона сохранялся в течение 1 ч [11, 21, 30].

Кроме того, нами была впервые проанализирована активность ГГАКС у крыс
линии КМ на более отставленной временной точке. Через 24 ч после завершения
судорожного припадка содержание вазопрессина в нейронах мелколеточной части
ПВЯ гипоталамуса у крыс линии КМ не отличалось от такового в контрольной
группе. Однако в наружной зоне срединного возвышения содержание вазопресси-
на было повышено по сравнению с контролем. При этом был показан повышеный
уровень кортикостерона в сыворотке крови. Полученные данные свидетельствуют
о продолжительной активации центрального и периферического звеньев ГГАКС у
крыс линии КМ вследствие аудиогенного припадка.

Однако остается неясным, что же является фактором, способствующим актива-
ции ГГАКС на ранней стадии припадка у крыс линии КМ – акустический стресс,
вызванный звуковым воздействием, или развивающаяся в ответ на звуковой сти-
мул эпилептиформная активность?

Ранее было показано, что воздействие звонка с интенсивностью 110–115 дБ в те-
чение 90 с приводило к повышению уровня кортикостерона в крови через 5 мин у
крыс линии КМ, но не у крыс линии Вистар [30]. В данном исследовании мы пока-
зали, что минутная звуковая стимуляция с теми же параметрами (частота 10 кГц;
интенсивность 50 дБ), что и для крыс линии КМ, не приводила к достоверным из-
менениям в концентрации АКТГ и кортикостерона в крови у крыс линии Вистар
ни через 1 мин, ни через 1 и 24 ч.

Таким образом, полученные данные указывают на то, что активация гипотала-
мо-гипофизарно-адренокортикальной системы у крыс линии КМ, вызванная
аудиогенным судорожным припадком, носит специфический характер, является
следствием распространения эпилептиформной активности в мозге и свидетель-
ствуют о вовлеченности гипоталамо-гипофизарной системы в реализацию судо-
рожной активности у крыс линии КМ.
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Functional State of the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis
in Krushinsky–Molodkina Rats
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Abstract—The aim of present work was to evaluate functional state of the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis (HPA) in both naïve control Wistar rats and Krushinsky–Molodki-
na (KM) rats, genetically prone to audiogenic epilepsy, and analyzed the changes of activi-
ty of HPA in KM rats during and after expression of audiogenic seizure (AGS). Obtained
data demonstrated that the activity of corticotropin-releasing hormone (CRH) neurons in
KM rats was reduced, due to the increased inhibitory effect of GABAergic neurons. In the
anterior pituitary, we observed accumulation of proopiomelanocortin and adrenocortico-
tropic hormone (ACTH). However, basal levels of ACTH and corticosterone were equal in
the blood in both naïve KM rats and Wistar rats. Thus, the data indicate the disturbances
in the interaction between the hypothalamus and the pituitary gland in KM rats, which can
be one of the regulatory mechanisms for maintaining hormone concentrations in the
blood. Analysis of AGS effects on HPA demonstrated increasing secretion of CRH and
vasopressin into the portal system of KM rats and ACTH in the blood at clonus-tonus
stages, which expresses in 6–10 seconds after sound stimulation. Therein corticosterone
level was increased in KM rats during 24 hours. In Wistar rats, the sound stimulation did
not change the levels of ACTH and corticosterone in the blood. Thus, we demonstrated
specific activation of HPA in KM rats by AGS as a result of epileptiform activity overspread-
ing in the brain that revealed participation of HPA is the expression of seizure activity.

Keywords: Krushinsky–Molodkina rats, reflex epilepsy, hypothalamic-pituitary-adrenal
axis, CREB, SNAP25, cFos, audiogenic seizure
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