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Эпилепсия является одним из самых распространенных неврологических забо-
леваний, однако судорожные припадки не удается полностью купировать у 30%
больных, что требует разработки новых фармакологических подходов к ее лече-
нию. При некоторых патологических состояниях, в том числе фармакорези-
стентных формах эпилепсии, механизмы удаления глутамата из синаптической
щели могут нарушаться, поэтому один из перспективных подходов при таких па-
тологических состояниях может быть связан с воздействием на переносчики глу-
тамата. В данном обзоре анализируются современные данные об изменениях
экспрессии белков-транспортеров возбуждающих аминокислот (ЕААТ, excitato-
ry amino acid transporters) при эпилепсии у человека, а также в моделях судорож-
ных состояний и эпилепсии у животных. Рассматриваются способы воздействия
на экспрессию и активность транспортеров как перспективную терапевтическую
мишень при лечении судорожных состояний, особое внимание уделено анализу
применения антибиотика цефтриаксона, усиливающему экспрессию и актив-
ность EAAT-2.
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Эпилепсия является одним из самых распространенных неврологических забо-
леваний, по оценке ВОЗ ею страдают около 50 миллионов человек во всем мире
[1]. В настоящее время, несмотря на большой арсенал противоэпилептических
средств, судорожные припадки не удается полностью купировать у 30% больных
[2, 3]. Отсутствие терапевтического эффекта в трети случаев эпилепсии требует
разработки новых фармакологических подходов к ее лечению. По современным
представлениям одним из ключевых механизмов патогенеза эпилепсии является
нарушение соотношения процессов возбуждения и торможения в ЦНС [4]. Про-
цессы возбуждения в ЦНС обеспечиваются глутаматергической системой [5], по-
этому ее роль в механизмах патогенеза эпилепсии и судорожных состояний при-
влекает особое внимание исследователей [4, 6, 7]. Глутамат обеспечивает быструю
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деполяризацию постсинаптического нейрона через ионотропные АМРА- и
NMDA-рецепторы [5] до тех пор, пока он не будет захвачен из синаптической ще-
ли астроцитами и быстро превращен в глутамин, который не вызывает деполяриза-
цию нейронов [7]. В норме концентрация глутамата во внеклеточном пространстве
поддерживается на низком уровне, около 0.6–2.0 мкМ [8–10], но при некоторых
патологических состояниях, в том числе фармакорезистентных формах эпилепсии,
механизмы удаления глутамата из синаптической щели могут нарушаться [4, 11],
что приводит к повышению внеклеточной концентрации глутамата в эпилептоген-
ных областях мозга [6, 12]. Это, наряду с усиленной пресинаптической и астроци-
тарной секрецией, при эпилептической активности может приводить к накопле-
нию глутамата во внеклеточном пространстве и эксайтотоксичности [6]. Повыше-
ние внеклеточной концентрации глутамата в ткани мозга было найдено также при
многих экспериментальных судорожных моделях на животных – пилокарпиновой
[13], пентилентетразоловом киндлинге [14], 4-аминопиридиновой [15], каинатной
[16], пикротоксиновой [17], хотя в ряде других экспериментах на животных, в том
числе с использованием пилокарпиновой модели [18], повышения концентрации
глутамата во время судорог не отмечалось. Используя метод микродиализа ткани
мозга, повышенная концентрация глутамата была обнаружена в гиппокампе боль-
ных эпилепсией не только в момент припадков, но также до их начала, это свиде-
тельствует о том, что гиперактивация глутаматергической системы может лежать в
основе возникновения и распространения судорог [19–21]. Предполагается, что
перспективным подходов при таких патологических состояниях может быть воз-
действие на переносчики глутамата из синаптической щели [22]. В данном обзоре
анализируются современные данные об изменениях экспрессии белков-транспор-
теров возбуждающих аминокислот (ЕААТ, excitatory amino acid transporters) при
эпилепсии у человека, а также в моделях судорожных состояний и эпилепсии у жи-
вотных. Рассматриваются способы воздействия на экспрессию и активность
транспортеров как на перспективную терапевтическую мишень при лечении судо-
рожных состояний.

СТРОЕНИЕ И РАЗНООБРАЗИЕ ТРАНСПОРТЕРОВ
ВОЗБУЖДАЮЩИХ АМИНОКИСЛОТ (ЕААТ)

Основным путем удаления глутамата из синаптической щели является его
транспорт в астроциты и ферментативное превращение в неактивный глутамин
для дальнейшего транспорта в нейроны и превращения в глутамат (глутамат-глута-
миновый цикл) [6, 7]. Система захвата глутамата из синаптичской щели состоит из
5 видов белков-транспортеров (ЕААТ, excitatory amino acid transporters): EAAT-1
(GLAST у крыс и мышей) [23], EAAT-2 (GLT-1) [24], EAAT-3 (EAAC-1) [25], EAAT-4
[26] и ЕААТ-5 [27]. EAAT-1 и EAAT-2 экспрессируются в астроцитах [28, 29], хотя
они также могут экспрессироваться на других типах глиальных клеток, включая
микроглию и олигодендроглию [30]. Кроме того, хотя изначально ЕААТ-2 считал-
ся сугубо астроцитарным, позднее обнаружилась и его нейрональная пресинапти-
ческая форма [31, 32]. Переносчик ЕААТ-3, в отличие от EAAT-2 и EAAT-1, экс-
прессируется в нейронах, преимущественно на постсинаптической мембране тела
и дендритов, в первую очередь, в гиппокампе, стриатуме, мозжечке и обонятель-
ных луковицах. Пресинаптическая локализация обнаружена лишь на терминалях
ГАМКергических нейронов, таких как клетки Пуркинье мозжечка [33, 34]. ЕААТ-4
экспрессируется в постсинаптических мембранах на шипиках клеток Пуркинье
мозжечка [35], а ЕААТ-5 – в фоторецепторах и биполярных клетках сетчатки [27].

Несмотря на разнообразие форм глутаматных переносчиков, считается, что в
норме более 90% обратного захвата глутамата осуществляется через ЕААТ-2 [22,
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36, 37], и 80% глутаматных транспортеров гиппокампа (одной из наиболее вовле-
ченных в эпилептогенез структур) относятся именно к этому типу [38]. Экспрессия
EAAT-3 в зрелом мозге оценивается примерно в 100 раз ниже, чем EAAT-2 [39], од-
нако, согласно исследованию с использованием антисмыслового нокдауна EAAT-3,
до 20% транспорта глутамата в стриатуме и до 40% в некоторых синапсах гиппо-
кампа крыс может быть опосредовано именно EAAT-3 [40]. Вероятно, что глиаль-
ные транспортеры обеспечивают базовую регуляцию средней концентрации глута-
мата в ткани мозга, тогда как нейрональный транспортер EAAT-3 регулирует ее
очень локально и обеспечивает модуляторный эффект для конкретных синапсов
[34, 40]. Нокдаун экспрессии либо глиальных или нейронального транспортеров с
помощью антисмысловых кодонов ведет к нейродегенерации и поведенческим на-
рушениям, включающим моторные нарушения и судороги [40].

Кроме широкого распространения в нервной системе EAAT-2 отличается разно-
образием ткане- и видоспецифичных изоформ, кодируемых разными сплайс-вари-
антами его гена [41, 42]. Разнообразие изоформ, хотя и менее обильное, обнаруже-
но также для переносчиков ЕААТ-1 [43] и ЕААТ-3 [44].

Некоторые точечные мутации могут приводить к развитию патологических со-
стояний. Например, мутантные варианты гена EAAT-1 могут способствовать раз-
витию различных неврологических расстройств, таких как атаксия, эпилепсия,
мигрень, биполярное расстройство и шизофрения [45, 46]. Например, замена нук-
леотида цитозина на гуанин в положении –1047 (–1047 C > G) гена EAAT-1 ведет к
развитию атаксии, гемиплегии и судорогами [45], что связано со сниженным пере-
носом глутамата.

Транспортеры ЕААТ состоят из трех субъединиц. ЕААТ-1 и EAAT-2 представля-
ют собой гомотримеры, в то время как ЕААТ-3 и ЕААТ-4 могут образовывать не
только гомотримеры, но и ЕААТ-3/ЕААТ-4 гетеротримеры [47].

Транспорт глутамата в клетку – многоступенчатый процесс и сопряжен со входом
трех ионов Na+ и одного Н+, а также выходом одного иона К+ [48], что позволяет в
нормальных физиологических условиях поддерживать колоссальный концентраци-
онный градиент глутамата (до 106-кратного) по разные стороны мембраны [49]. Кро-
ме ионов Na+ и К+ переносчики пропускают ионы Cl-, однако ЕААТ-1–3 отличают-
ся низкой проводимостью для ионов хлора в отличие от ЕААТ-4–5, поэтому хлор-
ный транспорт играет роль в переносе глутамата только у последних [50]. При
патологических состояниях, например, в условиях эксайтоксичности, когда нарас-
тает концентрация внеклеточных ионов [K+], а также отношение концентраций
внутриклеточных ионов [Na+]/[K+], транспорт глутамата может происходить в об-
ратном направлении [51, 52], поэтому работа транспортеров, напротив, увеличива-
ет накопление глутамата в межклеточном пространстве и утяжеляет патологиче-
ское состояние.

ИЗМЕНЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ ПЕРЕНОСЧИКОВ
EAAT-1–3 ПРИ ЭПИЛЕПСИИ У ЧЕЛОВЕКА

Для изучения экспрессии транспортеров, образцы эпилептического мозга полу-
чают во время нейрохирургических операций по удалению эпилептогенных участ-
ков у больных с фармакорезистентными формами эпилепсии. Как правило, ис-
пользуют образцы двух типов: 1) участки склеротизированного гиппокампа у боль-
ных с мезиальной височной эпилепсией и 2) образцы коры и гиппокампа при
других формах височной эпилепсии без гиппокампального склероза. В качестве
контроля используют образцы ткани неповрежденного мозга, полученные при
удалении глиом головного мозга, или используют материал аутопсии. Во всех этих
подходах есть существенные ограничения, связанные со сложностью подбора сба-
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лансированных контрольных и экспериментальных групп, поэтому данные об из-
менении экспрессии EAAT-1–3 при различных формах эпилепсии в этих исследо-
ваниях достаточно противоречивы. S. Tessler c соавт. исследовали экспрессию
транспортеров на уровнях мРНК и белка с использованием методов in situ гибриди-
зации, вестерн-блота и иммуногистохимии в образцах височной коры и гиппокампа,
полученных при операциях у людей с височной эпилепсией, и не обнаружили отли-
чий в экспрессии ни для EAAT-2, ни для EAAT-1 по сравнению с образцами мозга
людей без эпилепсии, полученными при аутопсии [53], однако вариативность уров-
ня экспрессии EAAT-2 в эпилептической группе была выше, чем у контрольной
группы. С помощью иммуногистохимических методов и вестерн-блота T. Eid c со-
авт. не выявили различий по содержанию белка EAAT-2 в гиппокампе больных с
мезиальной височной эпилепсией с гиппокампальным склерозом и другими фор-
мами височной эпилепсии [54]. Сходные данные были получены в работе 2007 г., в
этом исследовании авторы не выявили различий в уровне экспрессии EAAT-1
EAAT-2 методом вестерн-блота в аналогичных группах больных эпилепсией [55],
однако, используя иммунофлуоресцентный метод, было выявлено, что паттерн
распределение переносчиков различается при разных формах эпилепсии [55].

Более низкий уровень экспрессии белка EAAT-2 был выявлен иммуногистохи-
мическими методами в образцах склерозированного гиппокампа больных с височ-
ной эпилепсией по сравнению с образцами гиппокампа больных эпилепсией без
гиппокампального склероза или гиппокампа людей без эпилепсии [56]. Эти же авто-
ры не нашли никаких различий в экспрессии EAAT-1 между этими группами паци-
ентов и увеличения экспрессии EAAT-3 у больных с височной эпилепсией с гиппо-
кампальным склерозом [56]. В сходном исследовании с использованием иммуноги-
стохимических методов и in situ гибридизации также было выявлено выраженное
снижение экспрессии EAAT-2 у больных с эпилепсией с гиппокампальным склеро-
зом. Однако у больных с эпилепсией без гиппокампального склероза, напротив,
было отмечено повышение уровня EAAT-2 в областях CA1 и CA2 по сравнению с
гиппокампом людей без эпилепсии, полученным при аутопсии [57]. Эти же авторы
отметили небольшое снижение иммунореактивности EAAT-1 в склеротическом
гиппокампе человека в области CA4 гиппокампа и супрагранулярном и полиморф-
ном слоях зубчатой извилины по сравнению с контролем, полученным при ауто-
псии [57]. В обеих группах больных с височной эпилепсией было обнаружено уве-
личение уровня экспрессии EAAT-3 в нейронах полей СА1 и СА2 гиппокампа и
гранулярном слое зубчатой извилины по сравнению с контрольной группой [57].
Кроме изменений в уровне экспрессии транспортеров в ткани мозга больных с ви-
сочной эпилепсией без гиппокампального склероза часто встречаются альтерна-
тивные сплайс-варианты транспортера EAAT-2 [58].

Таким образом, клинические данные показывают, что при эпилепсии височной
доли экспрессия как астроцитарных (EAAT-1–2), так и нейронального (EAAT-3)
транспортеров изменяется, хотя эти изменения могут зависеть от конкретной фор-
мы заболевания. В качестве основных выявленных тенденций можно отметить: 1)
уменьшение экспрессии астроцитарных транспортеров, при этом более выражен-
ное снижение отмечается для EAAT-2 в склеротизированном гиппокампе; 2) уве-
личение экспрессии нейронального транспортера EAAT-3.

ИЗМЕНЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ ПЕРЕНОСЧИКОВ
EAAT-1–3 В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ МОДЕЛЯХ 

СУДОРОЖНЫХ СОСТОЯНИЙ И ЭПИЛЕПСИИ

В экспериментах на животных следует различать эффекты на экспрессию пере-
носчиков, выявленные после острых судорожных состояний, изменения в ходе
эпилептогенеза и эффекты хронической эпилепсии. Так, однократное введение
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пентилентетразола, приводящее к острому судорожному состоянию, вызывало
кратковременное (в течение суток) повышение уровня экспрессии белка EAAT-1 в
гиппокампе крыс, который потом возвращался к исходному уровню [59, 60], что,
вероятно, отражает активацию защитных противосудорожных механизмов в этой
модели.

Довольно противоречивые данные об изменении экспрессии транспортеров по-
казаны при использовании литий-пилокарпиновой модели. Эта модель считается
одной из лучших моделей височной эпилепсии человека и воспроизводит основ-
ные характеристики и этапы развития этого заболевания [61]. Сразу после введе-
ния пилокарпина возникает острое судорожное состояние, продолжающееся не-
сколько часов. Затем, после латентного периода, длящегося от нескольких дней до
нескольких недель, в течение которых судороги не проявляются, у животных разви-
вается хроническая фаза заболевания, характеризующаяся спонтанными рецидиви-
рующими судорогами, нарушениями поведения [62–66]. В гиппокампе 6-недельных
мышей через сутки после эпилептического статуса, вызванного пилокарпином, с по-
мощью вестерн-блот анализа было выявлено снижение уровня EAAT-2 [67]. Мы на-
блюдали усиление экспрессии мРНК EAAT-2 в латентный период литий-пилокар-
пиновой модели в миндалине [68], медиальной префронтальной коре и дорсаль-
ном гиппокампе и отсутствие изменений в экспрессии EAAT-1 и EAAT-3 [69].
Снижение продукции EAAT-2 после введения пилокарпина было показано в коре
мозга (в латентный период модели) и гиппокампе (в хронический период) [70].
Увеличение экспрессии мРНК ЕААТ-2 наблюдалось в гиппокампе самок крыс Ви-
стар через месяц после литий-пилокарпиновых судорог [71]. В экспериментах на
крысах с использованием пилокарпиновой модели в хронической фазе выявлено
трехкратное увеличение экспрессии мРНК ЕААТ-3 и отсутствие изменений в экс-
прессии ЕААТ-2 в зубчатой извилине [72].

С чем именно связаны различия между результатами, полученными в разных ла-
бораториях, сейчас ответить сложно. Так как экспрессия EAAT-2 динамично регу-
лируется многими факторами, в том числе локальной гибелью нейронов [73], то
можно предположить, что эти различия обусловлены большой вариативностью в
длительности первоначального эпилептического статуса, особенностями протека-
ния эпилептогенеза, степенью морфологических нарушений в гиппокампе.

Данные об экспрессии транспортеров, полученные с использованием других
моделей эпилепсии, также свидетельствуют о том, что уровень их экспрессии изме-
няется в ходе развития болезни. С помощью методов иммуногистохимии и вестерн-
блота J.A. Hubbard с соавт. обнаружили существенное увеличение экспрессии белка
EAAT-2 в дорсальном гиппокампе через сутки после внутригиппокампального вве-
дения каината, а затем снижение его экспрессии на 4-е и 7-е сутки [74]. Через месяц,
на стадии хронической височной эпилепсии, уровень экспрессии белка примерно
соответствовал контролю [74]. В работе M. Nonaka c соавт. методом in situ гибриди-
зации увеличение экспрессии мРНК EAAT-1 наблюдалось в области СА3 гиппо-
кампа уже через 12 ч после судорог, достигало максимума через 48 ч, а через неделю
снижалось до контрольного уровня [75]. Интересно, что в период эпилептогенеза
функциональная активность глутаматных транспортеров может быть даже выше,
чем в контроле. Например, электрофизиологические исследования, выполненные
на переживающих срезах гиппокампа мозга, полученных через 1–2 недели после
каинатных судорог, показывают, что фаза спада транспортерного астроцитарного
тока имеет более быструю кинетику, что свидетельствует о большей скорости эли-
минации глутамата из синаптической щели, при этом различий в уровне экспрес-
сии EAAT-1 и EAAT-2 выявлено не было [76].

При развитии эпилепсии большинство исследователей выявляет снижение экс-
прессии как мРНК, так и белка EAAT-2 и EAAT-1, например, такое снижение было
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показано при формировании височной эпилепсии, вызванной введением хлорида
железа [77], через 60 дней после введения каината [78], в киндлинговой пентилен-
тетразоловой модели эпилепсии [79], а также у мутантной линии мышей El со
спонтанными судорогами [80]. Экспрессия же нейронального глутаматного транс-
портера ЕААТ-3 в гиппокампе в отличие от глиальных транспортеров EAAT-2 и
EAAT-1, как правило, возрастает [78, 81]. Увеличение экспрессии транспортера
ЕААТ-3 в ходе эпилептогенеза на фоне снижения экспрессии и активности EAAT-2
и EAAT-1 может быть одним из компенсаторных механизмов организма, противо-
действующих эпилептогенезу [81].

Таким образом, экспериментальные данные, полученные с использованием
разных моделей судорожных состояний и эпилепсии, показывают, что экспрессия
транспортеров глутамата может как уменьшаться, так и возрастать в зависимости
от типа изучаемой модели, возраста животных, времени, прошедшего после судо-
рожного припадка, структуры мозга. Наиболее часто исследователи отмечают
кратковременное увеличение экспрессии глиальных транспортеров сразу после
острых судорожных состояний, что, вероятно, является компенсаторной реакцией
на интенсивную активность нейронов и избыточный выброс ими глутамата. В не-
которых моделях, которые не сопровождаются эпилептогенезом, этот механизм
является достаточно эффективным и, вероятно, позволяет избежать эксайтоток-
сичности и гибели нейронов. Однако в других моделях эпилепсии этого механизма
недостаточно, в результате развивающегося нейровоспаления происходит умень-
шение экспрессии глиальных глутаматных транспортеров [73], что в свою очередь
может усиливать эксайтотоксичность.

Следует отметить, что большинство исследователей совсем не принимает во
внимание морфологические и функциональные нарушения в организации синап-
сов при судорожных состояниях, которые могут сказываться на эффективности
транспорта глутамата даже в большей степени, чем изменения в уровне экспрессии
транспортеров. Например, было показано уменьшение астроцитарного покрытия
возбуждающих синапсов в нейротрансплантантах с эпилептиформной активно-
стью [82]. Атрофия наиболее дистальных веточек астроцитов, непосредственно
участвующих в формировании синапсов, была выявлена в гиппокампе крыс в хро-
нической фазе литий-пилокарпиновой модели [83]. Такие морфологические изме-
нения ухудшают эффективность транспорта глутамата из синаптического про-
странства даже при сохранении уровня экспрессии транспортеров. В дополнение к
морфологическим изменениям астроцитов недавно было выявлено, что молекулы
транспортера EAAT-2 очень мобильны и могут перемещаться по мембране астро-
цита в зависимости от нейрональной и глиальной активности, что в свою очередь
может регулировать эффективность синаптической передачи [84]. Эти данные
убеждают, что фокус дальнейших исследований роли транспортеров при эпилеп-
сии должен быть направлен не столько на количественную оценку их экспрессии в
различных структурах мозга, сколько на изучение их ультраструктурного распреде-
ления и функциональной активности, а также механизмов регуляции их экспрес-
сии и функционирования.

ИССЛЕДОВАНИЯ НА ТРАНСГЕННЫХ ЖИВОТНЫХ

Важный вклад для понимания роли транспортеров при эпилепсии вносят иссле-
дования на трансгенных животных. У нокаутных по гену Glast–/– (EAAT-1 KO) мы-
шей не наблюдается спонтанных судорог [85], однако у таких мышей наблюдаются
более тяжелые пентилентетразол-индуцированные судороги [86]. Интересно, что
развитие амигдалярного киндлинга у них либо не отличалось от контроля [86], ли-
бо киндлинг, наоборот, происходит медленнее, чем у контрольных мышей [87, 88].
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Механизм этого явления пока не понятен, однако он может быть обусловлен ком-
пенсаторным повышением экспрессии других переносчиков (EAAT-2 и ЕААТ-3 в
коре) [54], либо подавлением экспрессии транспортера ГАМК GAT-1 в гиппокам-
пе у нокаутных мышей [87].

Нокаутные по гену Glt-1–/– мыши (EAAT-2 KO) отличаются повышенным уров-
нем внеклеточной концентрации глутамата и развитием спонтанных судорожных
припадков, что приводит к высокой ранней смертности животных [89]. Введение
пентилентетразола вызывает у них резкие высокоамплитудные спайки на ЭЭГ [89].
Экспериментальное снижение экспрессии EAAT-2 с помощью РНК-интерферен-
ции также приводит к значительной гибели нейронов гиппокампа и сильным эпи-
лептическим припадкам [40].

Так как EAAT-2 может экспрессироваться и в нейронах и в астроцитах, то, ис-
пользуя избирательную инактивацию гена Glt-1 в разных типах клеток, G.T. Petr с
соавт. показали, что элиминация EAAT-2 из астроцитов приводит к снижению
уровня белка EAAT-2 в нервной ткани приблизительно на 80% [90]. Это сопровож-
далось снижением массы тела животных и судорогами, приводящими к высокой
смертности. Напротив, когда экспрессия EAAT-2 была нарушена в нейронах, то у
таких мышей была нормальная выживаемость и не наблюдалось судорог [90]. Эти
данные свидетельствует о том, что астроцитарный EAAT-2 имеет очень большое
значение для нормального функционирования ЦНС.

Следует также отметить, что повышение экспрессии EAAT-2 в 1.5–2 раза спо-
собно защитить трансгенных мышей в пилокарпиновой модели от эпилептическо-
го статуса со смертельным исходом, нейропатологических процессов и развития
спонтанных судорожных припадков в хроническую фазу модели [91].

У мышей нокаутных по гену Eaac-1–/– (EAAT-3 KO) не наблюдается ни эпилеп-
тических судорог, ни нарушений поведения, при этом компенсаторных изменений
экспрессии EAAT-1 и EAAT-2 также не обнаружено [92]. С возрастом у таких мы-
шей развивается дикарбоновая аминоацидурия, так как этот транспортер в норме
экспрессируется еще в почках [92]. Тем не менее, предполагается, что EAAT-3 мо-
жет принимать участие в эпилептогенезе. Возможный механизм участия ЕААТ-3
связан с его влиянием на синтез ГАМК путем декарбоксилирования глутамата в
пресинаптических окончаниях интернейронов. Искусственное снижение экспрес-
сии ЕААТ-3 методом РНК-интерференции вызывает снижение синтеза ГАМК в
интернейронах гиппокампа, что ведет к гипервозбудимости и возникновению эпи-
лептического статуса, сопровождающегося судорожной активностью на ЭЭГ и по-
веденческими нарушениями [40, 93]. Электрофизиологические исследования на
переживающих таламо-кортикальных и гиппокампальных срезах мозга мышей вы-
являют гипервозбудимость нейронов и ослабление тонического торможения [93].

Таким образом, в той или иной степени все три транспортера могут быть вовле-
чены в патогенез судорожных состояний, однако роль астроцитарного EAAT-2 яв-
ляется наиболее явной, и изменения его экспрессии приводит к существенному
изменению порога судорожной готовности. В связи с этим основное внимание ис-
следователей направлено именно на астроцитарный EAAT-2 как на потенциаль-
ную мишень при лечении эпилепсии и предотвращении эпилептогенеза.

СПОСОБЫ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКОГО ВОЗДЕЙСТВИЕ
НА ЭКСПРЕССИЮ И АКТИВНОСТЬ EAAT-2

Активность транспортеров глутамата можно регулировать разными способами,
как с помощью фармакологических агентов, изменяя функциональные свойства
транспортеров, так и влияя на их экспрессию, воздействуя на различные регуля-
торные клеточные системы [94]. К сожалению, в настоящее время молекулярные
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механизмы, обеспечивающие эти процессы, изучены недостаточно [22]. Полное
рассмотрение фармакологии транспортеров не является целью данного обзора, по-
этому здесь будут рассмотрены только некоторые вещества, которые потенциально
могут быть использованы для противосудорожной терапии путем воздействия на
EAAT-2. Особое внимание будет уделено цефтриаксону, который довольно широ-
ко используется в экспериментальной терапии моделей судорожных состояний и
эпилепсии. Подробное рассмотрение фармакологии транспортеров глутамата и
способов регуляции их экспрессии может быть найдено в ряде недавних обзоров
[22, 94, 95].

Цефтриаксон
Цефалоспориновый антибиотик цефтриаксон из группы бета-лактамов облада-

ет активирующим влиянием на экспрессию и активность астроцитарного транс-
портера глутамата EAAT-2 [96–98]. Впервые влияние цефтриаксона на экспрессию
EAAT-2 было показано J. Rothstein с соавт. в 2005 году [96]. С помощью вестерн-
блот анализа авторы нашли более чем двукратное увеличение экспрессии белка
EAAT-2 после применения цефтриаксона как в in vitro, так и in vivo экспериментах.
Даже спустя 3 месяца после 5-дневного введения цефтриаксона 12-недельным мы-
шам наблюдалось 3-кратное увеличение экспрессии EAAT-2 в поле СА3 гиппокам-
па, а именно увеличение его активного сплайс-варианта EAAT-2a [96]. Обработка
фетальных человеческих астроцитов (PHFA) цефтриаксоном также приводила к до-
зозависимому (до 3.5-кратного) увеличению мРНК EAAT-2 [98]. Следует отметить,
что цефтриаксон обладает селективным активирующим эффектом на EAAT-2, не
влияя на экспрессию EAAT-1, ЕААТ-3 и ЕААТ-4 [96].

Путем измерения транспорта меченного L-[3H] глутамата установлено, что цеф-
триаксон усиливает не только экспрессию EAAT-2, но и его функциональную ак-
тивность в качестве транспортера глутамата [97].

Применение цефтриаксона и вызванное им увеличение экспрессии EAAT-2 ведет к
снижению концентрации глутамата в синаптической щели и может обуславливать
противосудорожный эффект цефтриаксона, показанный в ряде работ [99–103]. Так, в
модели пентилентетразолового киндлинга на крысах введение цефтриаксона в до-
зе 200 мг/кг каждые 12 ч в течение 3 суток, начиная после 6-го введения пентилен-
тетразола, позволило существенно ослабить проявления киндлинга. В группе крыс
с лечением цефтриаксоном пентилентетразоловые судороги были слабее и короче
по сравнению с группой без применения цефтриаксона [100]. Ослабление судорог,
вызванных однократным введением пентилентетразола, наблюдалось у мышей
двух возрастных групп (4 и 12 недель) после 6-дневного введения цефтриаксона
(200 мг/кг) [101] и в сходных экспериментах у крыс [99]. Однако авторы отмечают,
что применение цефтриаксона не было равно эффективным, и у части животных
ослабления судорог не было выявлено [101]. Противосудорожный эффект цефтри-
аксона был выявлен в модели постравматической эпилепсии [103]. Травматиче-
ское повреждение мозга вызывает снижение экспрессии белка EAAT-2 в коре ип-
силатерального полушария и повышение экспрессии глиального фибриллярного
кислого белка (GFAP) у крыс, что свидетельствует о развитии астроглиоза. В даль-
нейшем травматическое повреждение мозга часто провоцирует развитие эпилеп-
сии. Однако лечение цефтриаксоном (200 мг/кг, в течение 7 дней после травмы)
позволяет восстановить уровень EAAT-2 в поврежденной коре до контрольного
уровня и существенно ослабляет астроглиоз, уменьшает частоту и длительность
спонтанных судорог [103].

Кроме противосудорожного эффекта цефтриаксона неоднократно показано его
нейропротективное действие [37, 96, 98, 104–106]. Введение цефтриаксона снижа-
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ло гибель нейронов в модели глобальной ишемии мозга [107], кислородно-глюкоз-
ной депривации и дегенерации мотонейронов [96].

Однако не все экспериментальные работы подтверждают выраженный эффект цеф-
триаксона на экспрессию EAAT-2. Так, 5-дневное введение цефтриаксона (200 мг/кг)
взрослым самцам крыс Вистар не изменило экспрессию EAAT-2 на уровне мРНК
(ПЦР в реальном времени) и белка (вестерн-блот) ни в одной из изученных структур
мозга: гиппокампе, миндалине, стволе мозга, гипоталамусе, стриатуме и фронталь-
ной коре [106]. В работе 2016 г. W. Krzyzanowska с соавт. было показано, что 5-днев-
ное введение цефтриаксона (200 мг/кг) здоровым крысам увеличивало экспрессию
мРНК EAAT-2 в лобной коре и стриатуме, но не в гиппокампе, а иммунофермент-
ный анализ на белок EAAT-2 не выявлял изменений в экспрессии ни в одной из изу-
чаемых структур [108]. В этом же эксперименте была показана способность цеф-
триаксона увеличивать экспрессию мРНК и белка EAAT-2 в группе животных с
фокальной ишемией, а предварительное лечение цефтриаксоном давало суще-
ственный нейропротекторный эффект при фокальной ишемии [108]. У новорож-
денных крыс введение цефтриаксона (200 мг/кг) в течение 3 дней избирательно
увеличивало экспрессию белка EAAT-2 только в коре, но не в гиппокампе или
стриатуме [105].

Эффективность использования цефтриаксона не была подтверждена в модели
эпилепсии на мышах, вызванной вирусом мышиного энцефаломиелита (Theiler’s
Murine Encephalomyelitis Virus (TMEV)) [109]. В этой работе J. Loewen с соавт. по-
казали, что двукратное введение цефтриаксона в дозе 400 мг/кг в течение 7 дней
мышам на фоне вирусной инфекции никак не ослабляло тяжесть судорог и не
уменьшало их число. Авторы, используя методы иммнофлуоресценции и вестерн-
блота, смогли обнаружить небольшое, но достоверное увеличение экспрессии бел-
ка EAAT-2 только в области СА1 гиппокампа, но не в других областях гиппокампа
и коры больших полушарий. Другим важным итогом их работы стал факт, что ле-
чение цефтриаксоном не ослабило нейродегенерацию и глиоз в гиппокампе или
коре, вызванные нейровоспалением и судорогами, несмотря на способность цеф-
триаксона повышать экспрессию EAAT-2 в гиппокампе [109].

Считается, что транскрипционный фактор NF-B является сигнальным путем,
опосредующим активирующее влияние цефтриаксона на экспрессию EAAT-2 [98].
NF-B связывается с промотором гена EAAT-2 и усиливает его транскрипцию, а
концентрация IB (ингибитора NF-B) в цитоплазме, наоборот, снижается под
действием цефтриаксона (в данной работе наблюдалось 2-кратное снижение концен-
трации IB) путем его протеасомной деградации. Роль NF-B в регуляции экспрес-
сии EAAT-2 цефтриаксоном показана в серии экспериментов с трансфекцией вектор-
ной конструкции, несущей делецию на 5'-конце промотора гена EAAT-2, в фетальные
человеческие астроциты (PHFA) и их обработкой цефтриаксоном. Базальная актив-
ность промоторов с делециями –490 и –202 нуклеотида была значительно снижена,
что подтвердило предположение о роли 4 сайтов связывания NF-B в –616/–203 об-
ласти промотора гена EAAT-2 для его работы. Кроме того, добавление ингибиторов
NF-B пирролидина, дитиокарбамата и SN50 отчетливо подавляло активацию
EAAT-2 промотора цефтриаксоном с незначительными изменениями в базальной
активности промотора [98].

Другие фармакологические агенты, воздействующие на экспрессию EAAT-2
Некоторые -лактамные антибиотики, такие как ампициллин, цефазолин и це-

фоперазон, вызывали сходные эффекты в усилении экспрессии EAAT-2 в двух изу-
ченных авторами структурах мозга: префронтальной коре и прилежащем ядре
[110]. Эти данные показывают, что многие -лактамные антибиотики активируют
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EAAT-2 на уровне транскрипции и могут служить для активации экспрессии
EAAT2. Также активирующее действие на экспрессию EAAT-2 обнаружено для по-
лусинтетического антибиотика группы тетрациклинов миноциклина [111].

Широко распространенный антиэпилептический препарат вальпроат оказывает
свое противосудорожное действие при хроническом использовании, в том числе
через активацию экспрессии ЕААТ-2 в гиппокампе наряду с модуляцией ГАМКер-
гической и глутаматергической нейротрансмиссии, активацией антиапоптотиче-
ских механизмов и ингибированием гистондеацетилазы [112]. Активирующее дей-
ствие на экспрессию EAAT-2 обнаружено для трициклического антидепрессанта
амитриптилина, усиливающего также экспрессию EAAT-1 [113].

Кроме ряда фармакологических агентов экспрессию EAAT-2 усиливает ряд эн-
догенных биологически активных веществ – эпидермальный фактор роста [114],
кортизол [115] и его синтетический аналог дексаметазон [116], эстрадиол [71, 117],
гистамин [118]. Другим специфическим активатором экспрессии и активности
EAAT-2 является лиганд нейроиммунофилина GPI-1046. Было показано, что он
специфически активирует экспрессию EAAT-2, но не EAAT-1 как в первичной
культуре астроцитов коры мыши, в органотипической культуре спинного мозга,
так и в гиппокампе, таламусе и коре мыши в экспериментах in vivo [119].

Воздействие на функциональную активность EAAT-2
Другая группа фармакологических агентов усиливает не экспрессию переносчика, а

его функциональную активность. К таким веществам относится паравиксин-1, полу-
чаемый из яда паука Parawixia bistriata и являющийся специфическим активатором
ЕААТ-2. Транспорт глутамата через переносчик зависит от градиентов ионов Na+

и, в гораздо большей степени, ионов К+ [95, 120]. Паравиксин-1 усиливает К+-за-
висимые конформационные изменения транспортера, оказывая таким образом ак-
тивирующее действие на его работу [120, 121]. Активность EAAT-2, экспрессиро-
ванного в клетках культуры HEK293, дозозависимым образом усиливал рилузол,
препарат, используемый при лечении бокового амиотрофического склероза, при
этом максимальная из использованных концентраций рилузола (100 мкМ) увели-
чивала транспортерный ток на 30%. Следует отметить, что рилузол оказывал ана-
логичный активирующий эффект также на EAAT-1 и EAAT-3 [122].

Препарат LDN/OSU-0212320, являющийся производным пиридазина, оказыва-
ет активирующее воздействие на глутаматный транспортер EAAT2, было показано,
что он существенно уменьшает смертность, оказывает нейропротекторный эффект
и ослабляет спонтанные судороги в пилокарпиновой модели височной эпилепсии
у мышей [123].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Активное участие транспортеров глутамата в патогенезе судорожных состояний
и эпилепсии делает их перспективной терапевтической мишенью для разработки
новых противосудорожных препаратов. Снижение накопления глутамата в синап-
тической щели благодаря фармакологическому усилению функций транспортеров
глутамата может улучшить состояние пациентов с судорожными состояниями. Од-
нако следует иметь в виду, что при низком уровне кислорода и энергетических суб-
стратов, а также при изменении ионных градиентов, что наблюдается при эпилеп-
тическом статусе, транспортеры глутамата могут начать работать реверсивно и, на-
против, обеспечивать выход глутамата в синаптическую щель. При таких условиях
противосудорожный эффект могут оказать ингибиторы транспортеров. Влияние
различных активаторов и ингибиторов глутаматных транспортеров на эпилептоге-
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нез на сегодняшний день изучено слабо. Дальнейшие исследования необходимы
для более полного понимания их влияние на клеточном, сетевом и организменном
уровне, включая не только процесс эпилептогенеза, но и сопутствующие вегета-
тивные, когнитивные и психоэмоциональные нарушения.
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Glutamate Transporters (EAATs 1–3) as Contributors to the Pathogenesis
and Promising Therapeutic Targets in Epilepsy
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Epilepsy is one of the most common neurological diseases, with drug-resistant seizures
reported in 30% of patients. Hence, there us pressing need in the development of new
pharmacological approaches. In some drug-resistant forms of epilepsy, the mechanisms
for the glutamate removal from the synaptic cleft may be compromised. A promising ap-
proaches for such pathological conditions is enhancement of the functional activity of
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glutamate transporters. In this review, we analyze the emerging data on changes in the
expression of excitatory amino acid transporters (EAAT) in human epilepsy, as well as in
animal models of epileptic seizures. The pharmacological and molecular approaches
which change the expression and activity of EAATs, with effects on epileptic seizures are
considered. Special attention is paid to the analysis of the use of the antibiotic ceftriax-
one, which is a potent enhancer of the expression and activity of EAAT-2, and a poten-
tial therapeutic candidate.

Keywords: epilepsy, excitatory amino acid transporter, ceftriaxone, epilepsy model, glu-
tamate
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