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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 
4-АП – 4-аминопиридин 

ACSF – искусственная спинномозговая жидкость 

AMPA – α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовая кислота  

AP5 – 2-амино-5-фосфоновалериановая кислота 

BDA – биотинилированный декстранамин 

CA – Аммонов рог, область собственно гиппокампа 

СС – режим фиксации тока 

CCK – холецистокинин 

CGE – каудальная область ганглиозного возвышения 

CNQX – 6-циано-7-нитрохиноксалин-2 ,3-дион 

CsMeS – цезий метансульфонат 

EAAT – транспортер глутамата 

FV  – пресинаптический спайк 

KA – каиновая кислота 

LTP  – долговременная потенциация 

MGE – медиальная область ганглиозного возвышения 

MK-801 – дизоцилпин 

NMDA – N-метил-D-аспарагиновая кислота 

O-LM –  oriens-lacunosum moleculare 

TLE – височная эпилепсия 

Vhold  – потенциал фиксации 

VC – режим фиксации напряжения 

VGLUT2 – везикулярный транспортер глутамата 2 типа 

ВПСТ – возбуждающий постсинаптический ток 

ГАМК – γ-аминомасляная кислота 

мВПСТ – миниатюрный возбуждающий постсинаптический ток 

НАДФ – никотинамидадениндинуклеотидфосфат 

ПР – проэпилептический раствор 

ЭК – энторинальная кора 

ЭР – эпилептиформный разряд 
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ВВЕДЕНИЕ 
Актуальность проблемы. Височная эпилепсия – широко распространенная форма 

фокальной эпилепсии человека. Среди прочих форм фокальных эпилепсий она наиболее 

часто является фармакорезистентной [1], поэтому вопрос разработки новых методов 

терапии стоит особенно остро. Для успешного ответа на этот вопрос требуется расширить 

существующие на сегодняшний день представления о механизмах, лежащих в основе 

височной эпилепсии. 

Известно, что анатомические особенности височной доли могут способствовать 

развитию эпилептической активности в этом регионе мозга: замкнутая энторинально-

гиппокампальная петля синаптических связей играет ключевую роль в генерации и 

поддержании аномальной синхронизированной активности [2–4]. В нескольких 

независимых исследованиях было продемонстрировано, что нейроны глубоких слоев 

энторинальной коры могут выступать в качестве источника эпилептической активности 

[5–7]. Возникнув в энторинальной коре, эпилептическая активность способна 

последовательно распространяться в зубчатую извилину, область СА3 и область СА1 

гиппокампа; затем по эфферентам нейронов CA1 возбуждение может возвращаться в 

энторинальную кору [8]. Также эпилептическая активность может поступать из 

энторинальной коры в область СА1 напрямую по височно-гиппокампальному пути [9]. 

Стоит также отметить, что, как в физиологических, так и в патофизиологических 

условиях, в гиппокампе наблюдается собственная синхронизированная активность: тета-

ритмы, гамма-ритмы, а также высокочастотные осцилляции в диапазоне 80–200 Гц [10]. В 

ряде исследований сообщалось, что собственная активность гиппокампа может 

препятствовать распространению эпилептической активности [11,12].  

После прохождения эпилептической активности нейронные сети энторинальной 

коры и гиппокампа претерпевают существенные перестройки и способны 

эпилептизироваться, то есть становиться источником эпилептической активности в 

дальнейшем. Неоднократно отмечалось, что в процессе эпилептогенеза происходит 

нарушение баланса возбуждения и торможения, в частности, может возрастать вклад 

процессов возбуждения [13]. Однако, в настоящее время остается неясным, к каким 

именно изменениям на нейронном и синаптическом уровнях приводит эпилептическая 

активность в данных структурах, нет и четкого представления о сроках происходящих 

здесь изменений. Исследовать нейрональные и синаптические последствия 

эпилептической активности на уровне целого организма затруднительно. В то же время, 

для проведения таких исследований подходят модели in vitro, в частности, широкое 

распространение получило использование переживающих срезов мозга лабораторных 
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животных. Перфузия переживающих срезов, содержащих энторинальную кору и 

гиппокамп, проэпилептическим раствором приводит к генерации двух ключевых форм 

эпилептической активности, описанных у пациентов: иктальной и интериктальной 

активности [14,15]. Под иктальной активностью понимают продолжительные разряды, 

содержащие в своем составе глутаматергические компоненты, распространяющиеся в 

соседние структуры мозга и сопровождающиеся поведенческими нарушениями. 

Интериктальная активность представляет собой короткие разряды, которые возникают 

локально, не распространяются в соседние структуры мозга и обычно не сопровождаются 

поведенческими нарушениями. Использование переживающих срезов, содержащих 

энторинальную кору и гиппокамп, позволяет провести электрофизиологическую 

регистрацию активности отдельных нейронов в указанных структурах в любой момент 

времени после подачи проэпилептического раствора.  

Цель исследования: оценить эффекты периода эпилептиформной активности in 

vitro на биофизические свойства нейронов и глутаматергическую синаптическую передачу 

в энторинальной коре и гиппокампе крыс. 

Задачи исследования: 

1. Сравнить протекание эпилептиформной активности в энторинальной коре и 

гиппокампе в модели эпилептиформной активности in vitro 

2. Оценить влияние эпилептиформной активности на биофизические свойства 

нейронов гиппокампа в модели эпилептиформной активности in vitro 

3. Оценить изменения вероятности выброса глутамата в синапсах области СА1 

гиппокампа и энторинальной коры после эпилептиформной активности в модели 

эпилептиформной активности in vitro. 

4. Исследовать изменения свойств глутаматергических рецепторов пирамидных 

нейронов области СА1 гиппокампа и нейронов энторинальной коры в ответ на 

эпилептиформную активность in vitro. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Эпилептиформная активность in vitro в энторинальной коре и гиппокампе 

протекает неодинаково: в энторинальной коре наблюдается более 

интенсивная иктальная активность, превышающая по своей суммарной 

длительности иктальную активность, регистрируемую в гиппокампе 

2. Краткий период эпилептиформной активности приводит к быстро 

развивающимся постсинаптическим изменениям глутаматергической 

передачи в энторинальной коре и гиппокампе, проявляющимся в форме 
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потенциации AMPA-рецептор-опосредованного компонента вызванных 

ответов. 

3. Эпилептиформная активность in vitro не приводит к ранним изменениям 

пресинаптических свойств нейронов коры и гиппокампа, биофизических 

мембранных свойств нейронов гиппокампа. 

Научная новизна исследования. Впервые проведено комплексное сравнение 

развития и последствий эпилептиформной активности in vitro одновременно в двух 

структурах височной доли – энторинальной коре и гиппокампе. Показано, что в обеих 

структурах наблюдаются как иктальная, так и интериктальная активность. В 

энторинальной коре наблюдалась более длительная иктальная активность по сравнению с 

гиппокампом. Впервые продемонстрировано, что в ходе эпилептиформной активности in 

vitro меняется вклад синаптических проводимостей трех основных ионотропных 

рецепторов: AMPA-, NMDA- и ГАМКа-рецепторов. Эпилептиформные разряды 1 типа 

были опосредованы сугубо проводимостью ГАМКа-рецепторов. В случае 

эпилептиформных разрядов 2 типа ГАМКа-рецепторы опосредовали ранний компонент 

ответа, тогда как AMPA- и NMDA-рецепторы – поздний компонент. Установлено, что в 

изучаемый период эпилептиформная активность in vitro не влияет на биофизические 

свойства нейронов области СА1 гиппокампа, на вероятность выброса глутамата как в 

синапсах энторинальной коры, так и синапсах области СА1 гиппокампа. Впервые 

показано, что эпилептиформная активность in vitro приводит к увеличению AMPA/NMDA 

соотношения в изучаемый период и в энторинальной коре, и в области СА1 гиппокампа. 

Полученные данные указывают на то, что AMPA-рецепторы играют важную роль в 

процессах синаптической пластичности, запускаемых эпилептиформной активностью. 

Теоретическая значимость работы заключена в том, что в результате проведения 

диссертационного исследования были получены новые данные о протекании и 

последствиях эпилептиформной активности in vitro как в энторинальной коре, так и в 

гиппокампе. Было показано, что синаптические проводимости основных типов 

ионотропных рецепторов меняются в ходе эпилептиформной активности in vitro. 

Проведенная оценка изменений глутаматергической синаптической передачи наглядно 

продемонстрировала, что эпилептиформная активность in vitro нарушает нормальное 

функционирование AMPA- и NMDA-рецепторов, приводя к увеличению соотношения 

AMPA- и NMDA-рецептор-опосредованных компонентов вызванного ответа.  

Практическая значимость работы заключается в том, что данные о временной 

динамике изменений AMPA- и NMDA-рецептор-опосредованной синаптической 

активности могут быть использованы при разработке новых подходов к терапии 
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эпилепсии, в том числе для поиска фармакологических агентов, воздействующих на 

глутаматергическую передачу. 

Апробация результатов исследования. Основные результаты диссертационного 

исследования были представлены в виде устных и стендовых докладов на VI 

Всероссийской научной конференции студентов и аспирантов с международным участием 

«Молодая фармация – потенциал будущего» (Санкт-Петербург, 2016), XIX 

Международной медико-биологической научной конференции молодых исследователей 

«Фундаментальная наука и клиническая медицина. Человек и его здоровье» (Санкт-

Петербург, 2016), XXIII Всероссийской конференции молодых ученых с международным 

участием «Актуальные проблемы патофизиологии и биохимии – 2017 (Санкт-Петербург, 

2017), XXIV Всероссийской конференции молодых ученых с международным участием 

«Актуальные проблемы биомедицины – 2018» (Санкт-Петербург, 2018), the 11th FENS 

forum of neuroscience (Берлин, 2018), VI Съезде биофизиков России (Сочи, 2019), Третьей 

международной конференции со школой молодых ученых «Физика – наукам о жизни» 

(Санкт-Петербург, 2019), XXVI Всероссийской конференции молодых учёных с 

международным участием «Актуальные проблемы биомедицины – 2020» (Санкт-

Петербург, 2020), XVI Всероссийской конференции с международным участием 

«Совещание по эволюционной физиологии имени академика Л.А. Орбели» (Санкт-

Петербург, 2020), XXVII Всероссийской конференции молодых ученых с международным 

участием «Актуальные проблемы биомедицины –  2021» (Санкт-Петербург, 2021). 

По теме диссертации опубликовано 18 печатных работ, в том числе 5 статей в 

журналах, рекомендованных Высшей аттестационной комиссией при Министерстве 

образования и науки Российской Федерации. 

Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 125 страницах 

машинописного текста и состоит из введения, обзора литературы (глава включает в себя 3 

раздела и 9 подразделов), описания материалов и методов (глава включает в себя 4 

раздела и 2 подраздела), результатов и обсуждения (глава включает в себя 7 разделов и 5 

подразделов), заключения, выводов и списка использованных источников. Диссертация 

содержит 29 рисунков. Прилагаемый список литературы включает 353 литературных 

источника. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 
1.1. Эпилепсия и эпилептогенез 

1.1.1. Эпилептическая активность и механизмы ее генерации 

Эпилепсия – одно из самых распространенных неврологических заболеваний, 

которым страдает около 1% населения планеты [16]. Под этим термином понимают 

широкий спектр расстройств, характеризующихся появлением спонтанных 

повторяющихся эпилептических приступов различной степени тяжести [17]. Височная 

эпилепсия – наиболее распространенная форма эпилепсии у взрослых [18]. У пациентов, 

страдающих височной эпилепсией, эпилептическая активность часто носит фокальный 

характер, хотя в ряде случаев наблюдаются вторично генерализованные эпилептические 

приступы. У большинства пациентов эпилептический очаг локализован в медиальных 

структурах височной доли: гиппокампе, амигдале или парагиппокампальной извилине. 

Фармакологическая терапия не всегда позволяет справиться с эпилептическими 

приступами, фармакорезистентность наблюдается у 25–30% пациентов  –  в этом случае 

показано хирургическое лечение [19]. 

Экспериментальные и клинические исследования показали, что нервная ткань у 

пациентов с эпилепсией и экспериментальных животных отличается от нормальной 

нервной ткани на молекулярном уровне [20]. Хронический процесс, сопровождающийся 

биохимическими и структурными изменениями, в результате которого нервная ткань 

приобретает способность генерировать спонтанные эпилептические разряды, получил 

название эпилептогенеза. Под этим термином обычно подразумевают период от 

воздействия провоцирующего фактора, такого как травма или инсульт, до возникновения 

первого эпилептического приступа. Традиционно, выделяют три основных фазы 

эпилептогенеза: острое повреждение головного мозга (воздействие провоцирующего 

фактора), латентный период, в ходе которого происходит «созревание» эпилептического 

очага, и собственно эпилепсия [21]. К провоцирующим факторам высокого риска 

относятся: черепно-мозговая травма, инсульт, эпилептический статус, повторяющиеся и 

продолжительные фебрильные судороги, церебральный тромбоз и нейроинфекции; 

поэтому нейробиологические основы эпилептогенеза часто исследуются путем 

экспериментального моделирования таких повреждений [22]. Воздействие 

провоцирующего фактора приводит к повышенной активности нейронов, накоплению 

внутриклеточного кальция, эксайтотоксичности, запуску сигнальных каскадов, 

изменениям экспрессии генов. В последующие дни в области травмы развиваются 

воспалительные процессы, активируются медиаторы воспаления, запускается активность 
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глиальных и эндотелиальных клеток. На более поздней стадии эпилептогенеза происходят 

процессы роста: отрастание новых аксонов, синаптогенез и ангиогенез. Следствием этих 

процессов является перестройка микроархитектуры нервной ткани [23]. Обычно латентная 

фаза эпилептогенеза представляет собой клинически тихий период. Инвазивность многих 

современных методов не позволяет применять их для изучения механизмов 

эпилептической активности, наблюдаемой непосредственного у пациентов, что 

ограничивает наши знания о конкретных процессах, отвечающих за появление, 

распространение и прекращение эпилептической активности. Исследования нервных 

тканей, полученных либо посмертно либо при хирургическом лечении эпилепсии, 

показали, что хроническая фаза эпилепсии ассоциирована с появлением структурных 

изменений – разрастанием мшистых волокон в гиппокампе, астроглиозом, гибелью 

нервных клеток в отдельных областях мозга. Тем не менее, возникновение 

эпилептической активности возможно и в отсутствие этих изменений – в ходе острых 

эпизодов эпилептической активности, наблюдаемых после травматического воздействия, 

в результате реакции на определенные фармакологические агенты, вызванных скачком 

температуры и гипоксией в детском возрасте (фебрильные судороги). Все это указывает 

на то, что даже нормальная нервная ткань при определенных условиях обладает 

потенциальной способностью генерировать эпилептические разряды. In vivo и in vitro 

модели острой эпилептиформной активности имитируют подобные состояния, однако 

остается неясным, насколько точно они способны повторять процессы, наблюдающиеся в 

человеческом мозге. 

В нескольких in vitro исследованиях сообщалось, что регистрируемая 

интериктальная активность была опосредована работой ГАМКа-рецепторов. В частности, 

одновременная регистрация активности как интернейронов, так и пирамидных нейронов 

медиальной энторинальной коры в бикукуллиновой in vitro модели показала, что 

предиктальные события сопровождались активностью интернейронов, в то время как 

пирамидные нейроны еще не генерировали потенциалов действия [24]. Что касается 

гиппокампа, то визуализация транзиентных кальциевых сигналов показала, что в ходе 

интериктальной активности большинство кальциевых сигналов берут свое начало в слое 

stratum oriens, содержащем тела oriens lacunosum-moleculare и аксо-аксональных 

интернейронов [25]. 

Хотя сам факт вовлечения интернейронов в генерацию интериктальных разрядов 

отмечался неоднократно, вклад, который эти разряды вносят в развитие 

эпилептиформного состояния, остается широко дискутируемым вопросом. Согласно 

одной из возможных интерпретаций,  активность интернейронов носит сдерживающий 
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характер и препятствует развитию эпилептиформного состояния. В частности, в 

нескольких исследованиях было показано, что активность интернейронов значительно 

усиливается в период, предшествующий началу иктального разряда, однако затем 

сменяется длительным деполяризационным блоком, в то время как пирамидные клетки 

активно генерируют потенциалы действия; при этом отмечалось, что активность 

интернейронов могла быть вторичной по своей природе и быть следствием повышения 

активности глутаматергических нейронов [26–28] . Переход к иктальной активности 

связан, по этой гипотезе, с усиленным выбросом глутамата и увеличением внеклеточной 

концентрации ионов K+, происходящих из-за активного спайкования глутаматергических 

клеток. Однако, эти наблюдения удалось повторить далеко не во всех исследованиях. 

Новые данные, полученные с применением оптогенетического подхода, также не 

дают однозначного ответа на вопрос, какую роль играют интернейроны в развитии 

эпилептиформного состояния. В in vivo модели  оптогенетическая активация 

парвальбуминовых интернейронов подавляла каинат-индуцированную иктальную 

активность [29], тогда как в моделях in vitro их же оптогенетическая активация вызывала 

спонтанные иктальные события [30,31]. Противоречивы и результаты исследования 

Sessolo M.  и соавторов, где в рамках одной и той же модели удалось получить 

разнонаправленный ответ оптогенетической стимуляции парвальбуминовых 

интернейронов: она либо способствовала распространению иктальных разрядов, либо 

препятствовала, в зависимости от того, насколько далеко активируемые 

парвальбуминовые интернейроны располагались от очага возникновения 

эпилептиформной активности [32]. Наконец, однозначный проэпилептический эффект 

наблюдался в исследовании, где кратковременная активация ГАМКа-рецепторов (путем 

оптогенетической стимуляции или с помощью локальной аппликации ГАМК) 

инициировала иктальные события в двух in vitro моделях, в in vivo 4-аминопиидиновой 

модели, а также в срезах новой коры, полученной постоперационно от пациентов, 

страдающих эпилепсией [33]. Последствия активации парвальбуминовых интернейронов 

могут зависеть от пространственно-временных характеристик их активации, поскольку 

было замечено, что переключение между антиэпилептическим и проэпилептическим 

эффектом происходило при изменении временного интервала фотостимуляции 

интернейронов относительно начала иктального разряда: в пилокарпиновой модели 

фотодеполяризация интернейронов уменьшала длительность иктального разряда, если она 

была запущена одновременно с началом разряда, но приводила к удлинению разрядов, 

если ее включение было задержано на несколько секунд [34]. 
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Неоднозначность роли, которую ГАМКа-рецептор-опосредованная синаптическая 

активность играет в развитии эпиактивности, могла бы объяснить гипотеза о том, что, в 

определенных условиях, ГАМК обладает деполяризующим эффектом. Согласно этой 

гипотезе, увеличение внутриклеточной концентрации ионов Cl- может смещать 

эквивалентный потенциал для ГАМКа-рецептор-опосредованных токов до значений, 

превышающих величину потенциала покоя мембраны, и открытие каналов ГАМКа-

рецепторов перестает эффективно гиперполяризовывать пирамидные нейроны. Поскольку 

активация дендритных рецепторов чаще оканчивается деполяризацией, было 

предположено, что накопление ионов Cl-  в дендритах происходит быстрее, чем в соме 

[35]. Что касается неонатальных судорог, накопление ионов Cl-  может быть связано с 

высокой активностью NKCC1 котранспортера в незрелых нейронах, который импортирует 

в клетку ионы Na+, K+ и Cl- [36]. ГАМКа-рецептор-опосредованной деполяризации могут 

также способствовать HCO3
--токи, которые имеют потенциал реверсии, близкий к 

положительным значениям (от -10 до -15 мВ) [37]. Кроме того, активация 

постсинаптических ГАМКа-рецепторов может повышать внеклеточную концентрацию K+ 

[38], что деполяризует соседние клетки и способствует эпилептиформной активности. K+ 

может поступать во внеклеточную среду через потенциал-зависимые K+-каналы, 

открывающиеся во время интенсивной спайковой активности; также повышение 

внеклеточной концентрации K+ связывают с работой KCC2 котранспортера, 

выкачивающего ионы K+ и Cl- после ГАМКа-рецептор-опосредованного притока Cl- в 

пирамидные клетки. Наконец, HCO3
--зависимая деполяризация может приводить к 

активации потенциал-зависимых Ca2+-каналов [39]. 

С другой стороны, еще в начале 1960-ых годов было высказано предположение, 

что ГАМКергические связи способствуют синхронизации нейрональных ансамблей во 

время генерации основных мозговых ритмов. Позже было показано, что для генерации 

гамма-осцилляций, вызываемых в условиях in vitro, требуется ГАМКа-рецептор-

опосредованное торможение, а потенциалы действия, генерируемые 

быстроразряжающимися интернейронами, привязаны к конкретной фазе этих осцилляций, 

что, вместе с результатами компьютерного моделирования, позволило предположить, что 

интернейрональные сети играют ключевую роль в синхронизации спайкования 

пирамидных нейронов в ходе гамма-осцилляций [40]. Впрочем, также существует мнение, 

что синхронизация активности пирамидных клеток области СА3, залпы потенциалов 

действия которых наблюдаются во время высокочастотных колебаний в гиппокампе, 

связана с наличием между ними рекуррентных возбуждающих связей, а не с работой 

интернейронов [41]. 
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Таким образом, согласно существующим на сегодняшний день гипотезам, переходу 

к иктальной активности могут способствовать усиленный выброс глутамата, увеличение 

внеклеточной концентрации ионов K+, деполяризационный блок активности 

интернейронов (связанный с истощением запасов ГАМК либо с чрезмерной 

деполяризацией интернейронов) синхронизация активности интернейронов, а также 

деполяризующее действие ГАМК. 

Механизмы, лежащие в основе поддержания иктальной активности, в настоящее 

время активно изучаются.  Неоднократно отмечалось, что  иктальные разряды в моделях 

in vitro генерируются с определенной периодичностью. Установлено, что иктальный 

разряд сложно подавить сразу после его возникновения, в частности, фотостимуляция 

интернейронов непосредственно в ходе разряда демонстрировала наименьшую 

эффективность [31]. Имеющиеся на сегодняшний день экспериментальные данные 

указывают на то, что как у пациентов, так и в моделях эпилепсии, отдельно взятый 

иктальный разряд с высокой вероятностью прекращается самостоятельно [42,43]. Точные 

механизмы, обеспечивающие остановку разряда, неизвестны. 

 

1.1.2. Вклад энторинальной коры в генерацию эпилептической активности 

Энторинальная кора, расположенная в передней части парагиппокампальной 

извилины, весьма консервативна по своей структуре, и у разных видов имеет схожее 

строение. В энторинальной коре выделяют шесть клеточных слоев, при этом IV слой 

отличается малым числом клеток и выступает границей между богатыми клетками 

поверхностными (II и III) и глубокими (V и VI) слоями [44]. Для цитоархитектурной 

организации латеральной энторинальной коры характерна кластеризация нейронов II слоя 

в форме широких островков, менее выраженный слой III и глубокие слои, тогда как в 

медиальной энторинальной коре, расположенной каудальнее и медиальнее латеральной, 

слои организованы более гомогенно. Известно, что медиальная энторинальная кора 

выполняет роль интерфейса между гиппокампальной формацией и областями новой коры: 

в медиальную энторинальную кору поступает информация от мультисенсорных 

ассоциативных височных и затылочных областей [45]. 

Нейрохирургические данные, а также результаты имиджинга указывают на то, что 

парагиппокампальная область глубоко вовлечена в патогенез эпилепсии [46–48]. 

Например, у некоторых пациентов, страдающих височной эпилепсией, эпилептиформная 

активность появлялась вначале в энторинальной коре, а потом уже в гиппокампе; в 

энторинальной коре при этом наблюдались атрофические изменения [5]. Более того, 

степень атрофии энторинальной коры коррелировала со степенью гиперсинхронизации 
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активности, регистрируемой в энторинальной коре и гиппокампе. Эти данные позволяют 

предположить, чтоэнторинальная кора  может служить источником генерации 

эпилептиформной активности,  распространяющейся затем в другие лимбические 

структуры. Тот факт, что в нескольких моделях височной эпилепсии наблюдалась 

выраженная уязвимость нейронов III слоя энторинальной коры, наряду с данными о том, 

что повреждение нейронов энторинальной коры становилось необратимым уже спустя 48 

часов после продолжительного периода эпилептиформной активности [49,50], позволяет 

предположить, что структурные изменения, происходящие в энторинальной коре, 

являются важным звеном раннего этапа эпилептогенеза.	

На переживающих срезах, содержащих энторинальную кору и гиппокамп, было 

показано, что иктальные разряды, вызываемые разными способами (повышенной 

концентрацией К+, пониженной концентрацией Mg2+ и 4-аминопиридином), чаще всего 

генерируются в энторинальной коре и оттуда распространяются в области CA1 и CA3 

гиппокампа [6,7]. In vitro исследования, опирающиеся на использование изолированного 

мозга, также подтвердили роль энторинальной коры в генерации иктальных разрядов [51]. 

 

1.1.3 Вклад гиппокампа в генерацию эпилептической активности 

Гиппокамп  – важная часть археокортекса. У млекопитающих это трехслойная 

структура, расположенная на медиальной поверхности височной доли головного мозга. 

Будучи важной частью лимбической системы, гиппокамп играет жизненно важную роль в 

осуществлении поведенческих и эмоциональных реакций, а также процессов памяти. Ему 

присуще наличие синхронизированных осцилляций, наблюдаемых как в 

физиологических, так и в патофизиологических условиях: тета-ритмы, гамма-ритмы, а 

также высокочастотные осцилляции и эпилептические разряды. Следовательно, 

гиппокамп может быть вовлечен в патогенез височной эпилепсии [52]. Высокочастотные 

осцилляции, находящиеся в диапазоне 80–200 Гц, регистрируются как в нормальном, так 

и в эпилептическом гиппокампе. Высокочастотные осцилляции большей частоты (200–

600 Гц) рассматривают исключительно как патологический феномен [10].  

Мультимодальная сенсорная информация поступает в гиппокампальную формацию 

от нейронов, расположенных в поверхностных слоях энторинальной коры (слои II и III) 

(рис. 1). Зубчатая извилина контролирует вход информации из энторинальной коры в 

области СА1-СА3 гиппокампа. Область CA1 получает как информацию от СА3 через 

коллатерали Шаффера, так и дополнительную сенсорную информацию непосредственно 

от пирамидных нейронов III слоя энторинальной коры через височно-гиппокампальный 
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(TA) путь, что позволяет области CA1 выступать в роли интегратора. Из области СА1 

информация передается обратно в энторинальную кору на нейроны V слоя [53].  

 
Рисунок 1. Схема возбуждающих связей между областями гиппокампальной 

формации. 

EC (entorhinal cortex) – энторинальная кора; СА1, СА3 (Cornus Ammonius 1, 

3) – области гиппокампа; DG (dentate gyrus) – зубчатая извилина; PP 

(perforant pathway) – перфорантный путь; ТА (temporoammonic pathway) – 

височно-гиппокампальный путь; MF (mossy fibers) – мшистые волокна; SC 

(Schaffer collaterals) – коллатерали Шаффера. Воспроизведено с 

модификациями по [54]. 

 

Наличие трисинаптической петли связей между энторинальной корой и 

гиппокампом приводит к тому, что парагиппокампальный регион способен быть очагом 

эпилептиформной активности. Иктальная активность может инициироваться в 

энторинальной коре и распространяться через зубчатую извилину в область СА3 и/или 

СА1. Кроме того, из-за афферентов, идущих от CA1 в энторинальную кору через 

субикулум, возбуждение может затем повторно войти в энторинальную кору [9,51]. Также 

было замечено, что иктальная активность может идти напрямую из  энторинальной коры в 

СА1 [55], либо же возникать в зубчатой извилине и впоследствии достигать 

энторинальной коры [8,56]. Также существует гипотеза, согласно которой локальных 

связей в гиппокампе может быть достаточно для устойчивой генерации эпилептиформной 

активности. Данная гипотеза опирается на данные о том, что, хотя пирамидные нейроны 

области СА1 и имеют мало прямых рекуррентных связей друг с другом, их коллатерали 

рекуррентно иннервируют многие интернейроны в s. oriens/pyramidale  [57] . 

Соответственно, в условиях, когда ГАМК оказывает деполяризующее действие, 

ГАМКергические интернейроны в s. oriens/pyramidale способны синхронно возбуждать 
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пирамидные нейроны, которые, в свою очередь, обеспечат feedback возбуждение этих 

интернейронов, замыкая, таким образом, систему положительной обратной связи, что 

будет поддерживать эпилептическую активность в гиппокампе [58]. 

Согласно многочисленным наблюдениям, эпилептизация нервной ткани 

сопровождается повышением возбудимости пирамидных нейронов CA1 и CA3 областей 

[59–61]. Пирамидные нейроны области CA3 генерируют залпы потенциалов действия, 

обеспечивая сильную и синхронизированную активацию пирамидных нейронов области 

CA1 [62]. Увеличение доли пирамидных нейронов области СА1, генерирующих залпы 

потенциалов действия, было замечено в хроническую фазу литий-пилокарпиновой модели 

эпилепсии [63–65]. В то время как в контрольных срезах ортодромная активация нейронов 

CA1 вызывала только одиночный популяционный спайк, в эпилептических срезах 

наблюдалась генерация залпов популяционных спайков по типу «все или ничего» [63]. 

Нейроны, генерирующие залпы потенциалов действия, предположительно могут 

вовлекать другие нейроны в синхронизированную популяционную активность, выступая в 

качестве инициаторов эпилептиформных разрядов и водителей ритма [65]. 

Активность относительно единообразных пирамидных нейронов находится под 

контролем ГАМКергических интернейронов, классификация которых до сих пор является 

предметом споров [66–68]. Торможение влияет на порог активации пирамидных клеток, 

паттерн генерации потенциалов действия, величину синаптической силы [69]. Регулируя 

активность пирамидных клеток, интернейроны способны синхронизировать сетевую 

активность. Более 21 типа тормозных интернейронов было выявлено в области СА1 

гиппокампа [67]. Наиболее полно изучены корзинчатые клетки, аксоны которых 

заканчиваются на телах и проксимальных дендритах пирамидных клеток. Корзинчатые 

клетки влияют на пирамидные клетки, регулируя временные характеристики спайкования, 

скорость осцилляции, синхронизацию активности. Аксо-аксональные клетки [70] 

оканчиваются исключительно на начальных сегментах аксонов, модулируя инициацию 

потенциалов действия. ГАМКергические терминали аксонов бистратифицированных 

клеток [69], сонаправлены глутаматергическим терминалям коллатералей Шаффера, 

идущим к дендритам пирамидных клеток СА1, поэтому активация этих интернейронов 

обеспечивает торможение конкретного нервного пути. O-LM клетки (oriens-lacunosum 

moleculare) [71] функционируют сходным образом, обеспечивая специфическое 

ингибирование пути, оканчивающегося в другой дендритной области – на апикальном 

холмике, который преимущественно иннервируется глутаматергическими афферентами, 

приходящими из энторинальной коры и таламуса. С применением каинатной и 

пилокарпиновой моделей эпилепсии было показано, что в гиппокампе экспериментальных 
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крыс усилено соматическое и ослаблено дендритное торможение [72]. В более позднем 

исследовании было предположено, что ослабление дендритного торможения может быть 

следствием потери O-LM клеток. Однако, помимо потери O-LM клеток, наблюдалась 

также и гибель аксо-аксональных клеток, что должно было ослабить и перисоматическое 

торможение, повлиять на механизм генерации потенциалов действия [73]. Сообщалось 

также, что в гиппокампе пилокарпиновых крыс утрачено ГАМКергическое торможение, 

осуществляемое холецистокинин-содержащими  корзинчатыми клетками (CCK-клетками) 

[74]. Потеря CCK-содержащих ГАМКергических терминалей на гранулярных клетках 

была описана и в зубчатой извилине [75]. 

Роль тормозных интернейронов в синхронизации гиппокампальной сетевой 

активности была изучена в in vitro модели, в которой для вызова эпилептиформных 

разрядов использовался краткий эпизод (0,5 с) тетанической стимуляции [76]. 

Эксперименты с одновременным отведением синаптической активности показали, что 

интернейроны, расположенные в stratum lacunosum–moleculare и stratum radiatum, были 

малоактивны в ходе эпилептиформных разрядов. В то же время, большинство 

интернейронов в stratum oriens и stratum pyramidale демонстрировали высокий уровень 

активности, причем генерируемые ими потенциалы действия были крайне синхронны 

потенциалам, генерируемым пирамидными клетками. Кроме того, повреждение stratum 

lacunosum–moleculare и stratum radiatum не оказывало существенного влияния на 

синхронизацию сетевой активности, оцениваемой в двух точках методом регистрации 

полевых потенциалов, в то время как повреждение stratum oriens и stratum pyramidale 

несколько нарушало синхронизацию. Эти данные также свидетельствуют в пользу 

гипотезы о том,  что пирамидные клетки и интернейроны s. oriens/pyramidale образуют 

систему положительной обратной связи, отвечающую за синхронизацию нейронов. 

 

1.2. Модели in vitro и их классификация 

1.2.1. Препараты мозга, используемые в in vitro исследованиях 

Переживающие срезы мозга грызунов. При изучении эпилептоподобной 

активности широко используются комплексные срезы, в которых частично сохранены 

связи между отдельными структурами: между энторинальной корой и гиппокампом [77], 

между энторинальной корой, гиппокампальной формацией и миндалиной [78], между 

неокортексом и таламусом [79], между передней частью поясной извилины и медиальным 

таламусом [80], между двумя гиппокампами [81]. 

Эпилептическую активность в переживающих срезах можно регистрировать 

несколькими способами. Регистрация полевых потенциалов используется для изучения 
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популяционных свойств [82], внутриклеточная регистрация (с помощью острых 

микроэлектродов или патч-электродов) [83] позволяет более тонко оценивать 

синаптическую активность нейрона [84], свойства ионных каналов [85] и т.д. Если 

исследуемый нейрон был заполнен красителем, его можно идентифицировать и соотнести 

его морфологические свойства (например, вид дендритного и аксонального древа) с его 

электрофизиологическими характеристиками. С помощью кальциевого имиджинга можно 

измерять динамику внутриклеточной концентрации Са2+ в отдельных клеточных 

компартментах (дендритах, шипиках), или же функциональную активность нейронных 

сетей. Таким образом, переживающие срезы подходят для проведения 

междисциплинарных исследований. 

К недостаткам переживающих срезов можно отнести следующее. Во-первых, такие 

срезы претерпевают короткий период гипоксии и механических повреждений, что может 

в дальнейшем повлиять на свойства изучаемых клеток [86]. Во-вторых, известно, что 

одним из последствий изоляции изучаемых структур мозга является резкое снижение 

спонтанной синаптической активности [87]. Это важно учитывать при использовании 

срезов неокортекса, поскольку в этих областях коры именно внешние синаптические 

входы обычно выступают в роли основного источника возбуждения. Снижение 

спонтанной активности не столь критично, например, при использования срезов 

гиппокампа, поскольку нужный уровень возбуждения может быть получен за счет его 

локальных нейронных сетей. С другой стороны, хотя ключевые глутаматергические и 

ГАМКергические синаптические связи сохраняются в гиппокампальных срезах, в них 

оказываются перерезанными связи, оказывающие модулирующее воздействие 

(дофаминергические, серотонинергические, холинергические и т.д.). В-третьих, 

горизонтальный срез мозга взрослой крысы, толщиной 400 мкм, составляет менее одной 

десятой всей структуры гиппокампа. Поскольку аксоны нейронов гиппокампа могут 

ветвиться вдоль его продольной оси [88], часть внутренних гиппокампальных связей 

оказывается утеряна. Наконец, время жизни среза составляет всего 6-12 часов. В работе 

[89] было показано, что здоровое состояние клеток гиппокампа и коры поддерживается 

только первые 4 часа.   

Изолированный гиппокамп и изолированный мозг. В ряде исследований, в том 

числе исследований эпилептоподобной активности, используются in vitro модели на 

основе изолированного гиппокампа грызунов [90,91] и изолированного мозга морской 

свинки [92]. Эти модели позволяют оценить вклад различных структур мозга в 

исследуемый процесс, они были разработаны для преодоления методологических 

ограничений, связанных с использованием переживающих срезов. Показано, что в 
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изолированном мозге морской свинки in vitro сохраняются связи между 

диэнцефалическими и телэнцефалическими структурами обоих полушарий [93]. Более 

того, сохраняются сосудистая система, гематоэнцефалический барьер и их 

взаимодействие с паренхимой головного мозга [94–96]. Изолированный мозг удобен для 

изучения направлений распространения эпилептоподобной активности, также его можно 

использовать для изучения связи между активностью нейронов и 

внеклеточными/гематоэнцефалическими/сосудистыми компартментами в ходе генерации 

паттернов эпилептоподобной активности; изолированный гиппокамп интересен тем, что 

демонстрирует спонтанную активность [87]. Тем не менее, изучение клеточных 

механизмов генерации и распространения эпилептоподобной активности, которое легко 

осуществимо в более простых in vitro моделях, сложно реализовать в изолированном 

гиппокампе и изолированном мозге.  

Органотипическая культура гиппокампа. Преимуществом использования 

органотипической культуры гиппокампа по сравнению с переживающими срезами мозга 

является стабильный уровень здоровых клеток в течение нескольких недель. Однако 

следует иметь в виду, что в процессе культивирования происходит существенная 

перестройка синаптических связей [97]. В культуре со временем растет число 

рекуррентных взаимодействий, поэтому усиливается и эпилептическая активность. 

Сначала наблюдается интериктальная активность, через пару недель уже происходят 

иктальные разряды [98]. Поэтому органотипическая культура удобна для исследования 

механизмов эпилептогенеза. Методика приготовления органотипической культуры 

подробно описана в работе [99]. 

 

1.2.2. Наиболее часто используемые модели эпилептической активности in 

vitro 

Модели, основанные на подавлении тормозной активности. Фармакологическое 

подавление торможения применяется в исследованиях эпилептоподобной активности 

достаточно давно [100]. Для этой цели обычно используют бикукуллин и пикротоксин – 

антагонисты ГАМКА-рецепторов. Было показано, что в отсутствие ГАМКА-рецептор-

обусловленной синаптической передачи могут возникать синхронизированные 

интериктальные разряды [101,102]. В дальнейшем было подтверждено, что 

регистрируемые разряды связаны с глутаматергической синаптической передачей, а 

именно обусловлены активностью AMPA/KA- и NMDA-рецепторов [103]. Как правило, 

для генерации иктальных разрядов в таких моделях требуются дополнительные 

фармакологические воздействия (по крайней мере, в срезах мозга взрослых животных), 
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например, повышение [К+]О до 5 мM [104]. Однако в срезах мозга молодых животных 

можно зарегистрировать иктальные события, используя перфузирующий раствор с [К+]О = 

3.5 мM [105]. Кроме того, используя антагонисты ГАМКА-рецепторов, иктальные разряды 

удалось получить в области CA1 в срезах мозга взрослых морских свинок [106]. Таким 

образом, этот тип in vitro моделей не слишком подходит для изучения иктогенеза, но его 

можно использовать для изучения изменений возбуждающей активности, характерных 

для хронической эпилепсии [107]. 

4-аминопиридиновая модель. 4-аминопиридин блокирует несколько типов 

калиевых каналов, из них наибольшую роль в ткани мозга играют калиевые каналы DR- и 

А-типов [108,109]. Хотя механизм конвульсионного действия 4-аминопиридина все еще 

требует дальнейших исследований, общепринятой считается гипотеза о том, что блокада 

калиевых каналов приводит к увеличению ширины спайков пресинаптического нейрона 

из-за задержки реполяризации и к повышению концентрации кальция в силу 

деполяризации нейрона. В результате этих процессов усиливается выброс медиатора 

[110,111], за счет чего возникает эпилептоподобная активность [110]. 

Добавление 4-аминопиридина в перфузирующий раствор позволяет быстро 

вызывать как интериктальную, так и иктальную активность в нервной ткани [112]. Еще 

одним преимуществом модели является возможность изучения роли ГАМКА-рецепторов в 

эпилептогенезе с помощью этой модели, поскольку 4-аминопиридин не нарушает их 

работу [113]. Представляет интерес то, что регистрируемые в 4-аминопиридиновой 

модели медленные интериктальные разряды блокируются бикукуллином, антагонистом 

ГАМКА-рецепторов [61]. 

Каинатная модель. Каинат обладает широким спектром действия, демонстрируя 

как пресинаптический, так и постсинаптический эффект, поэтому остается неясным, чем 

именно обусловлена его эпилептогенность [114–116]. Каиновая кислота может 

деполяризовать пирамидные нейроны зоны CA3 гиппокампа [117] и интернейроны [118], 

которые экспрессируют каинатные рецепторы, с другой стороны, может оказывать 

пресинаптическое воздействие на глутаматергические и ГАМКергические терминали 

[115], а также на ионные каналы [119].  

В работе на интактном гиппокампе было показано, что при введении каиновой 

кислоты даже возникает «зеркальный» очаг эпилептоподобной активности в 

контралатеральном гиппокампе [60]. Несмотря на проэпилептический эффект каината in 

vivo [114] и его способность вызывать тонико-клонические разряды, подобные иктальным, 

при наномолярных концентрациях in vitro [120], каинат не получил широкого 
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распространения в исследованиях эпилептоподобной активности в переживающих срезах 

гиппокампа. 

Модель с пониженной концентрацией внеклеточного Mg2+. Такой тип моделей в 

первую очередь основан на потенцировании NMDA-рецепторов за счет снижения 

эффективности их магниевого блока. Показано, что в переживающих гиппокампальных 

срезах мозга крысы снижение внеклеточной концентрации Mg2+ ведет к появлению 

повторяющихся краткосрочных разрядов, по своим свойствам напоминающих 

интериктальные. Длительность таких разрядов составляет от 30 до 120 мс, они возникают 

в области CA3 и распространяются в область CA1 гиппокампа, обычно не затрагивая 

зубчатую извилину [121]. Роль NMDA-рецепторов в генерации эпилептоподобной 

активности в рамках этой модели подтверждается экспериментальными данными об 

успешном подавлении регистрируемых спонтанных и вызванных эпилептоподобных 

разрядов после добавления в перфузирующий раствор антагониста NMDA-рецепторов 

AP5 [122]. Понижение внеклеточной концентрации Mg2+ до 0,2, 0,1 или номинально 0 

ммоль/л позволяет индуцировать спонтанную эпилептиформную активность в 

изолированном гиппокампе, полученном от новорожденных мышей [123]. В этом 

исследовании также было продемонстрировано, что снижение [Mg2+]O до 0,2 ммоль/л и 

повышение [К+]O до 5 ммоль/л в изолированном гиппокампе мышей на 3–4 дни жизни 

приводит к появлению высоко воспроизводимой спонтанной эпилептоподобной 

активности, которая частично блокируется применением антагониста NMDA-рецепторов 

CPP. Добавление CPP (10 мкмоль/л) в перфузирующий раствор приводило к обратимому 

исчезновению иктальных разрядов, в то время как интериктальные события продолжали 

наблюдаться. Добавление CPP в сочетании с блокатором AMPA-рецепторов CNQX в 5 из 

7 экспериментов приводило к полному исчезновению эпилептоподобной активности 

[123]. Модель пониженного магния широко используется в исследованиях на клеточных 

культурах. Используя культуральную среду с низким содержанием Mg2+, Jiang Q. с 

соавторами показали, что ранняя эпилептиформная активность приводит к временному 

снижению экспрессии GluN2B субъединицы на 7 день культивирования [124]. 

Модель с повышенной концентрацией внеклеточного К+. Повышенная 

концентрация K+ в перфузирующем растворе приводит к возникновению 

эпилептоподобной активности [125]. В работе [126] показано, что при повышенной 

концентрации K+ на фоне пачечной активности пирамидных нейронов гиппокампа 

наблюдаются NMDA-рецептор опосредованные токи вследствие сдвига равновесного 

потенциала K+. Модель повышенной концентрации K+ может быть использована для 

исследования роли астроцитов в эпилептогенезе, поскольку они отвечают за буферизацию 
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K+, тем самым влияя на возбудимость нейронов. Поскольку изменения концентрации K+ 

недостаточно, чтобы вызвать иктальные разряды, этот фактор чаще используют совместно 

с другими, к примеру, с 4-аминопиридином [61] или с пониженной концентрацией Mg2+ 

[127]. 

 

1.2.3. Факторы, влияющие на возникновение эпилептической активности in 

vitro 

При выборе модели необходимо учитывать возможную роль выключенного 

компонента системы в исследуемом процессе. К примеру, бикукуллиновая модель не 

подходит для изучения роли интернейронов в генерации эпилептических событий, 

поэтому такие исследования обычно проводятся с использованием 4-аминопиридиновой 

модели [31,128]. Модель пониженной концентрации Mg2+ не позволяет изучить роль 

NMDA-рецепторов, 4-аминопиридиновую модель необходимо с осторожностью 

применять для исследования пресинаптических процессов.  

В работах на гиппокампальных и неокортикальных переживающих срезах с 

использованием нескольких in vitro моделей было показано, что характер вызванной 

эпилептоподобной активности зависит от возраста исследуемого животного. 

Эпилептоподобная активность чаще возникала у молодых животных по сравнению с 

животными более старших возрастных групп (23-26, 41-47 дни жизни), а иктальные 

события у 41-47-дневных животных были менее продолжительны по сравнению с более 

молодыми животными [129].  

Свой вклад в эффективность той или иной in vitro модели вносят и другие 

экспериментальные условия – температура, скорость протока аэрируемого раствора, 

кислотность и осмолярность раствора.  

Осмолярность перфузирующего раствора существенно сказывается на 

возбудимости сети, поэтому должна быть строго выдержана не только в ходе 

эксперимента, но и на подготовительной стадии [130]. Оптимальной является 

осмолярность 290 мОсм/л, понижение осмолярности уже на 10% приводит к набуханию 

клеток, уменьшению межклеточного пространства, повышению возбудимости нейронов и 

появлению эпилептиформной активности [131]. Повышенная осмолярность приводит к 

сморщиванию клеток, что препятствует формированию эпилептиформной активности. 

Еще одним фактором, который необходимо учитывать в электрофизиологическом 

эксперименте, в том числе на моделях эпилептиформной активности in vitro, является 

кислотность перфузирующего раствора. Оптимальным является pH 7,4. Повышение 

кислотности приводит к понижению возбудимости, тогда как в щелочном растворе 
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наблюдается повышенная возбудимость нейронов [132]. Кислотность изменяет 

проводимость каналов синаптических рецепторов, в частности, повышение кислотности 

приводит к уменьшению NMDA-рецептор опосредованной проводимости [133] и 

увеличению ГАМКА-рецептор опосредованной проводимости [134]. Оптимальный 

уровень кислотности обычно достигается путем аэрации раствора карбогеном, но важно 

иметь в виду, что есть температурная зависимость [97]. Из-за того, что CO2 медленнее 

растворяется в теплых растворах, нежели при комнатной температуре, необходимо 

уменьшить концентрацию NaHCO3. Рекомендуют использовать концентрацию NaHCO3 21 

ммоль/л при 35°С и 26 ммоль/л при комнатной температуре [97].  

Влияние температуры на работу нейронов не ограничивается изменением 

кислотности, температура также влияет на кинетику каналов и других белков. Например, 

температурная зависимость потенциал-управляемых натриевых и калиевых каналов 

приводит к изменению формы спайков под действием температуры [135]. Поэтому и 

эпилептическая активность в моделях in vitro существенно зависит от температуры, при 

температуре ниже 32°С сложно вызвать эпилептиформные состояния активности сети 

[136]. 

Как уже было отмечено, для генерации эпилептиформной активности необходимо 

поддерживать высокий уровень оксигенации перфузирующего раствора. Для этого 

необходимо поддерживать скорость протока не менее 4 мл/мин [137]. 

Эпилептическая активность возникает из-за нарушения баланса возбуждения и 

торможения в нервной ткани. Однако факторы, приводящие к нарушению баланса, могут 

отличаться в разных случаях. Поэтому, чтобы выявлять общие закономерности, 

независящие от первичных провоцирующих факторов, предпочтительно использовать 

несколько моделей эпилептической активности в исследованиях. 

 

1.3. Роль глутаматергической системы при эпилепсии и эпилептогенезе 

В физиологических условиях концентрация глутамата во внеклеточной среде 

поддерживается на низком уровне, в диапазоне от 0,6 до 2,0 мкмоль/л [138–140]. При 

эпилепсии наблюдается многократное повышение концентрации глутамата: биопсия 

участков коры, полученных постоперационно от пациентов, страдающих 

фармакорезистентными формами эпилепсии, показала 70-80% увеличение концентрации 

глутамата в эпилептогенных областях коры по сравнению с неэпилептогенными [141]. 

Внутригиппокампальный микродиализ продемонстрировал, что повышение уровня 

глутамата предшествует наступлению эпилептического приступа [142]. Эти данные 

согласуются с гипотезой о том, что тоническое повышение внеклеточной концентрации 



24 
 

глутамата может способствовать эпилептической активности, усиливая ее [142–146]. 

Откачивание глутамата из внеклеточного пространства после эпилептического приступа 

также нарушено и происходит медленнее, чем в норме [142]. Более того, сообщалось об 

устойчивом повышении внеклеточной концентрации глутамата в эпилептогенном 

гиппокампе пациентов, страдающих височной эпилепсией [147].  

Одним из возможных механизмов накопления глутамата связан с нарушением 

работы глутамин-синтетазы – фермента, ответственного за синтез глутамина из глутамата 

и аммиака. Снижение экспрессии этого фермента, как и ослабление его активности, было 

обнаружено в астроцитах гиппокампа пациентов, полученного в ходе хирургического 

лечения височной эпилепсии [148]. Было предположено, что дефицит этого фермента 

может приводить к накоплению глутамата в астроцитах и внеклеточном пространстве, а 

также к возникновению рецидивирующих судорог и нейропатологических изменений, 

типичных для височной эпилепсии [148,149]. С другой стороны, даунрегуляция глутамин-

синтетазы может быть следствием, а не причинным фактором заболевания. 

 

1.3.1. Пресинаптические нарушения 

Изучению пресинаптических изменений в ходе эпилептогенеза и при эпилепсии 

уделяется относительно мало внимания. Значительная доля проведенных исследований 

была посвящена оценке частоты миниатюрных возбуждающих постсинаптических токов 

(мВПСТ). В частности, выявлено увеличение частоты мВПСТ нейронов области СА3 в 

модели постишемической спонтанной эпилептиформной активности [150], проекционных 

нейронов латеральной амигдалы спустя 14–16 недель после эпилептического статуса, 

вызванного пилокарпином [151], нейронов области СА1 в латентный период, спустя 7 

дней после эпилептического статуса, вызванного введением каината [152]. Однако неясно, 

связано ли наблюдавшееся увеличение частоты мВПСТ с увеличением вероятности 

выброса глутамата или же оно было обусловлено подключением молчащих синапсов. 

Кроме того, необходимо учитывать, что высвобождение глутамата контролируется 

пресинаптическими рецепторами: как гетерорецепторами (аденозиновыми, 

мускариновыми и ГАМКб-рецепторами), так и ауторецепторами (ионотропными и 

метаботропными глутаматными рецепторами) [153]. Graebenitz и соавт. 

продемонстрировали, что различия в частоте мВПСТ у контрольных и пилокарпиновых 

мышей нивелируются в присутствии антагониста NMDA-рецепторов AP5, что может быть 

связано с регулирующим влиянием пресинаптических NMDA-ауторецепторов на процесс 

высвобождения глутамата [151]. Согласно Thompson и соавторам, агонисты ГАМКб-

рецепторов, CGP44533 и CGP35024, значительно снижали частоту мВПСТ в 
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энторинальной коре. Ни один из агонистов не оказывал никакого влияния на амплитуду 

или кинетику миниатюрных ВПСТ. Однако эффект CGP44533 на частоту миниатюрных 

ВПСТ оказался снижен в срезах пилокарпиновых крыс, что может указывать на снижение 

функциональной активности пресинаптических ГАМКб-рецепторов в пилокарпиновой 

модели эпилепсии [154].  

Интересно, что в модели судорожных состояний, вызванных применением 

конвульсанта пентилентетразола, наоборот, выявлено уменьшение вероятности выброса 

глутамата. Спустя сутки после введения пентилентетразола наблюдается фасилитация 

полевых ответов в области СА1 гиппокампа при парной стимуляции коллатералей 

Шаффера, что свидетельствует об уменьшении вероятности выброса глутамата в этих 

синапсах [155,156]. Пентилентетразол, в отличие от пилокарпина и каината, не приводит к 

развитию приобретенной эпилепсии. По-видимому, снижение вероятности выброса 

глутамата в синапсах гиппокампа в этой модели может быть важным антиэпилептогенным 

фактором.  

Морфологические исследования позволяют подойти к проблеме с другой стороны, 

отвечая на вопрос о том, что происходит с количеством везикул, а также числом и 

размерами пресинаптических терминалей. Так, эффект киндлинга на пресинаптические 

отростки был оценен при помощи иммуномечения: в качестве маркера пресинаптических 

везикулярных мембран использовался синаптофизин. Значительное увеличение 

иммунореактивности было отмечено на 28-й день в радиальном слое области CA1, в 

люцидном и радиальном слоях CA3, в хилусе и во внутренней трети молекулярного слоя 

зубчатой извилины, а также в II/III слоях пириформной коры [157]. 3D-реконструкция 

синаптических контактов нейронов СА3–СА1 гиппокампа показала, что эпилептический 

статус, индуцированный неоднократным введением низких доз каината, приводит к 

увеличению числа докированных (готовых к высвобождению) везикул в 

пресинаптических окончаниях уже через 7 дней после его индукции [152]. Согласно 

работе Murthy V. и соавторов, размер пула готовых к высвобождению везикул сильно 

коррелирует с вероятностью высвобождения медиатора, следовательно, полученные 

морфологические данные позволяют предположить, что вероятность высвобождения 

глутамата может быть повышена в исследуемых синапсах [158]. 

С помощью метода двухфотонной микроскопии было подробно исследовано, как 

индуцированный пилокарпином эпилептический статус влияет на пресинаптические 

процессы в терминалях мшистых волокон. В хроническую фазу пилокарпиновой модели 

значимо увеличились средняя площадь бутонов мшистых волокон и число активных зон, 

приходящихся на один бутон. Проведенные эксперименты со стимул-индуцированным 
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выбросом медиатора свидетельствовали как об ускорении высвобождения везикул из 

бутонов мшистых волокон, так и о появлении новой субпопуляции бутонов, 

характеризующейся более высокой скоростью высвобождения глутамата. Согласно 

данным электронной микроскопии, у животных, перенесших эпилептический статус, 

пресинаптические окончания содержали бóльшее число готовых к высвобождению 

везикул, повышенным было также соотношение среднего числа готовых к 

высвобождению везикул к протяженности активной зоны [159].  

Использование in vivo моделей эпилепсии позволяет учитывать не только 

внутригиппокампальные связи, но и афференты, приходящие из других областей мозга, а 

значит и роль, которую они играют в процессах эпилептогенеза. В работе 2015 г. при 

помощи пилокарпиновой модели эпилепсии была исследована динамика связей между 

супрамаммиллярным ядром гипоталамуса и зубчатой извилиной и подробно изучена их 

реорганизация, начинающаяся в ходе латентного периода и продолжающаяся также после 

появления у животных спонтанных судорог [160]. Помимо нарушения паттерна 

распределения изучаемых афферентов, весь внутренний молекулярный слой зубчатой 

извилины получал гораздо более высокое, по сравнению с контролем, число окончаний 

аксонов, приходящих из латеральной и медиальной областей супрамаммиллярного ядра. В 

частности, спустя 2 месяца после пилокарпин-индуцированного эпилептического статуса, 

на всем ростро-каудальном протяжении зубчатой извилины во внутренней трети 

молекулярного слоя присутствовало множество крупных VGLUT-2-иммунопозитивных 

терминалей (VGLUT2 – везикулярный транспортер глутамата 2 типа). Количественный 

анализ показал, что средняя плотность VGLUT2- и VGLUT2/VGAT-иммуномеченных 

бутонов в молекулярном слое зубчатой извилины была выше у пилокарпиновых 

животных. Применение антероградного трейсера BDA продемонстрировало схожий 

паттерн реорганизации афферентов, идущих от супрамаммиллярного ядра, с данными, 

полученными при иммуномечении окончаний аксонов на содержание VGLUT2 [160].  

Таким образом, пресинаптические изменения могут быть одной из важных причин 

повышенной возбудимости нейронов при эпилепсии. 

 

1.3.2. Постсинаптические нарушения 
Общая характеристика глутаматергических ионотропных рецепторов 

Ионотропные глутаматные рецепторы  –  это интегральные мембранные белки, 

состоящие из четырех крупных мультидоменных субъединиц (более 850 аминокислотных 

остатков), образующих ионный канал (рис. 2). Последний представляет собой 

проницаемую для ионов пору, пронизывающую мембрану [161–163]. Функциональные 
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рецепторы образуются исключительно путем сборки субъединиц в пределах одного 

функционального класса рецепторов: невозможно собрать функциональный рецептор, 

состоящий, например, из субъединиц АМРА-рецептора и каинатного рецептора [164]. 

Глутамат является основным эндогенным агонистом для большинства субъединиц 

ионотропных глутаматных рецепторов, кроме GluN1 и GluN3A-B, связывающихся, в 

первую очередь, с глицином и D-серином. 

Субъединицы ионотропных глутаматных рецепторов имеют схожий принцип 

построения, несмотря на невысокую идентичность аминокислотной последовательности 

[165,166]. Внеклеточная область, называемая аминоконцевым доменом (ATD), опосредует 

сборку рецепторов, а также их транспортировку и функциональную регуляцию. Лиганд-

связывающий домен (LBD) содержит сайты связывания агонистов, конкурентных 

антагонистов и некоторых аллостерических модуляторов. Каждый LBD состоит из двух 

сегментов полипептидной цепи, S1 и S2, разделенных двумя трансмембранными 

спиралями (M1 и M3) и петлей, заходящей в мембрану (M2). Область M1-M2-M3 вместе с 

четвертой трансмембранной спиралью (M4) составляет трансмембранный домен (TMD). 

Цитоплазматический С-концевой домен (CTD) различается по длине и аминокислотному 

составу в зависимости от субъединицы, ответственен за локализацию рецептора, является 

местом посттрансляционных модификаций, таких как фосфорилирование и 

пальмитоилирование. В составе тетрамера четыре TMD, объединяясь, образуют катион-

селективный ионный канал.  

 

Рисунок 2. Структура глутаматергических ионотропных рецепторов 
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 (A) Гомомерный GluA2-содержащий AMPA-рецептор в комплексе с конкурентным 

антагонистом ZK 200775 (ZK). (B) Гомомерный GluK2- содержащий каинатный 

рецептор в комплексе с агонистом SYM2081 (MG). (C) GluN1/2B-содержащий 

NMDA-рецептор в комплексе с глутаматом (Glu) и глицином (Gly), а также 

аллостерическим ингибитором ифенпродилом. Верхний ряд  –  вид на 

глутаматергические ионотропные рецепторы сбоку, нижний ряд – вид сверху на  

ABD  домены рецептора.  Каинатный рецептор находится в состоянии, 

считающимся десенситизированным. Черные овалы означают либо двустороннюю 

симметрию вращения самого рецептора (более крупные символы на границе 

раздела димер-димер), либо димеров NTD и ABD (более мелкие символы внутри 

димеров), а черный квадрат  – 4-кратную симметрию. 

 
Вклад каждого из глутаматных рецепторов в патофизиологию эпилепсии зависит 

от большого количества факторов, таких как поверхностная экспрессия рецепторов, 

частота открытия канала, кинетика диссоциации, катионная селективность, экспрессия 

сопутствующих белков, регуляция механизмов внутриклеточной трансдукции. 

 
AMPA-рецепторы 

AMPA-рецептор представляет собой лиганд-управляемый катионный канал, 

опосредующий быструю компоненту возбуждающих постсинаптических токов [167,168]. 

AMPA-рецепторы входят в состав зон постсинаптической плотности практически всех 

зрелых возбуждающих синапсов [169,170]. Функциональное разнообразие AMPA-

рецепторов обеспечивается за счет их субъединичного состава, процессов 

посттранскрипционного редактирования, flip/flop изоформ, получаемых в ходе 

альтернативного сплайсинга, а также состава и стехиометрии вспомогательных белков. 

Различают четыре субъединицы рецептора: GluA1, GluA2, GluA3 и GluA4. В 

гиппокампе взрослых грызунов, в основном, экспрессированы GluA1, GluA2 и GluA3 

субъединицы [171], а функциональные рецепторы представлены либо гетеротетрамерами 

GluA1/GluA2 и GluA2/GluA3, либо гомотетрамерами GluA1 [172–174]. В то время как 

нейроны экспрессируют сугубо GluA2-содержащие AMPA-рецепторы [175–177], профиль 

экспрессии интернейрональных AMPA-рецепторов  неодинаков и зависит от их 

эмбрионального происхождения. Часть интернейронов образуется в медиальной, а часть – 

в каудальной области ганглиозного возвышения (MGE и CGE) развивающегося конечного 

мозга [178,179]. Гиппокампальные MGE интернейроны экспрессируют AMPA-рецепторы, 

лишенные GluN2A субъединицы, тогда как CGE интернейроны – GluN2A-содержащие 

AMPA-рецепторы [178]. 
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GluA2 субъединица играет ключевую роль в регуляции проницаемости канала. 

Подавляющее большинство (99.99%) синтезируемой пре-мРНК GluA2 субъединицы 

претерпевает посттранскрипционное редактирование [180]. Этот процесс катализируется 

воздействующей на РНК аденозиндеаминазой 2 (ADAR 2), которая преобразует аденозин 

в инозин (A→I), что затем на уровне белка приводит к замене нейтрального глутамина на 

положительно заряженный аргинин (Q→R) в порообразующем участке субъединицы; в 

результате редактирования формируется канал, непроницаемый для ионов Са+2 [181,182]. 

AMPA-рецепторы, лишенные GluA2 субъединицы, являются проницаемыми для ионов 

Ca2+ [183]. Таким образом, существуют две популяции AMPA-рецепторов: (1) кальций-

проницаемые AMPA-рецепторы, которые либо содержат неотредактированную GluA2 

субъединицу, либо лишены GluA2 субъединицы; (2) непроницаемые для кальция AMPA-

рецепторы, содержащие отредактированную GluA2 субъединицу.  

Кодирующие GluA2, GluA3 и GluA4 пре-мРНК также могут быть отредактированы 

по другому сайту, получившему название «сайт R/G». ADAR2, заменяя аргинин на глицин 

(R→G), модулирует кинетику канала [184]. Согласно данным нескольких исследований, 

проанализированных в обзоре 2011 года, присутствие субъединиц, отредактированных по 

R/G сайту, повышает скорость выхода рецептора из десенситизированного состояния, что 

позволяет таким рецепторам эффективнее отвечать на пачечную стимуляцию [185]. 

Значительный вклад в функциональную гетерогенность AMPA-рецепторов вносят 

вспомогательные белки [186,187]. Образование комплексов со вспомогательными белками 

может способствовать доставке AMPA-рецепторов на плазматическую мембрану. 

Нокаут/нокдаун белков TARP и CNIH продемонстрировал, что они сокращают 

длительность AMPA-рецептор-опосредованных синаптических событий [188,189]. 

Коэкспрессия AMPA-рецепторов с CKAMP44 или GSG1L ведет к замедлению выхода из 

десенситизации [190,191], что влияет на кратковременную синаптическую пластичность – 

как фасилитацию, так и депрессию [192,193]. 

Транспорт AMPA-рецепторов зависит от их субъединичного состава, а именно: 

присутствие GluA1 характерно для активность-зависимого экзоцитоза на синаптическую 

мембрану, тогда как присутствие GluA2 является детерминантой эндоцитоза из синапсов 

и последующей эндосомальной сортировки [194]. Считается, что субъединица GluA2 и 

связанные с ней белки ответственны за латеральную диффузию AMPA-рецепторов из 

синапса и их эндоцитоз на участке плазматической мембраны, прилегающем к зоне 

постсинаптической плотности, который, предположительно, является 

специализированной эндоцитарной зоной [195,196]. 
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AMPA-рецепторы преимущественно экспрессируются в центральной части 

постсинаптической области [36]. Число AMPA-рецепторов на постсинаптической 

мембране тесно связано с уровнем базовой синаптической передачи и синаптической 

пластичности [197–200]. Доставка AMPA-рецепторов в синапсы и удаление из них 

динамически регулируются за счет посттрансляционных модификаций белков [194,201–

203]. Было неоднократно подтверждено, что посттрансляционные модификации, в том 

числе фосфорилирование субъединиц AMPA-рецепторов, играют немаловажную роль в 

формировании долговременной синаптической потенциации (long-term potentiation (LTP)) 

[204–206], долговременной синаптической депрессии (long-term depression (LTD)) [207–

209] процессах гомеостатического масштабирования [210–212] и гипервозбудимости 

[213,214]. Фосфорилирование модулирует как свойства ионных каналов AMPA-

рецепторов, так и доставку AMPA рецепторов на постсинаптическую мембрану, влияя, в 

конечном итоге, на величину синаптической силы [197,215,216].  

AMPA-рецепторы тесно вовлечены в патогенез эпилепсии. Недавно был 

разработан специальный трейсер для позитронно-эмиссионной томографии (ПЭТ) – 

[11C]K-2.16-18, позволяющий визуализировать и количественно оценить плотность 

AMPA-рецепторов, находящихся на клеточной поверхности. Повышенное поглощение 

[11C]K-2 наблюдалось в нескольких областях мозга человека, в том числе в клинически 

идентифицированной эпилептогенной зоне. Неоднократно отмечалось, что встраивание 

кальций-проницаемых AMPA-рецепторов, лишенных GluA2 субъединицы, тесно связано 

с процессами эпилептогенеза. В частности, снижение уровня экспрессии GluA2 

субъединицы было показано после судорог, индуцированных гипоксией [217] и в 

пилокарпиновой модели эпилепсии [218]. При этом токи, опосредованные AMPA-

рецепторами, демонстрировали внутреннее выпрямление вольт-амперной характеристики, 

присущее кальций-проницаемым AMPA-рецепторам [218]. Снижение уровня экспрессии 

GluA2 субъединицы наблюдалось также в амигдале, пириформной коре и лимбических 

областях после киндлинга [219,220] и в области CA1 гиппокампа и в зубчатой извилине 

после судорог, вызванных пентилентетразолом [221]. Krestel H. и соавторы показали, что 

экспериментально-индуцированная избирательная экспрессия в нейронах гиппокампа 

кальций-проницаемых AMPA-рецепторов (содержащих субъединицу GluA2 с 

неотредактированным Q/R сайтом) приводила к повышению сетевой возбудимости, но у 

таких животных не развивалось никаких нейропатологических симптомов, 

ассоциируемых с эпилепсией [222]. Впрочем, гипервозбудимость гиппокампальных 

нейрональных сетей не наблюдалась у мышей, нокаутных по GluA2 субъединице [223]. 

Относительно общепринятой считается концепция, согласно которой увеличение 
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внутриклеточной концентрации ионов Ca2+ во время синаптической активности, связанное 

с присутствием кальций-проницаемых AMPA-рецепторов, приводит к запуску 

внутриклеточных сигнальных каскадов, участвующих в процессах эпилептогенеза [222]. 

Свой вклад в патогенез эпилепсии вносит также посттранскрипционное 

редактирование GluA2 субъединицы по R/G сайту. Усиление процессов R/G 

редактирования отмечалось в гиппокампе пациентов, страдающих фармакорезистентной 

формой эпилепсии [224].  

Кроме того, у мышей, демонстрирующих спонтанные абсансные припадки, была 

идентифицирована мутация в гене Gria4, кодирущем GluA4 субъединицу [225], 

приводящая к снижению экспрессии GluA4 субъединицы. GluA4-содержащие рецепторы 

имеют самую высокую скорость десенситизации в ответ на глутамат [226]. 

Следовательно, понижение уровня экспрессии GluA4 может увеличить 

продолжительность ответа на глутамат, что, в свою очередь, может усилить генерацию 

эпилептиформных разрядов нейронами, в которых экспрессия GluA4 была изменена [227]. 

    

NMDA-рецепторы 

NMDA-рецептор — один из трех типов ионотропных глутаматных рецепторов. К 

настоящему моменту известно семь различных субъединиц NMDA-рецепторов (GluN1, 

GluN2A-D, GluN3A и GluN3B), отличающихся по своим физиологическим и 

фармакологическим свойствам [228]. Для сборки функционального NMDA-рецептора 

требуются две GluN1-субъединицы, являющиеся облигатными, а также присутствие двух 

других субъединиц – это могут быть две GluN2-субъединицы или же комбинация 

субъединиц GluN2 и GluN3 [229,230]. Гомозиготные мутантные мыши, лишенные GluN1-

субъединицы, погибают спустя несколько часов после рождения [231]. 

Субъединицы NMDA-рецепторов имеют идентичную мембранную топологию 

(рис. 3, А). Все субъединицы содержат большой внеклеточный N-концевой домен, три 

трансмембранных домена (M1, M3, M4), порообразующий (M2) и внутриклеточный С-

концевой домены. Функционально у субъединиц можно выделить амино-концевой (ATD), 

лиганд-связывающий (LBD), трансмембранный (TMD) и цитозольный домены 

(CTD) [232]. Показано, что ATD участвует в регуляции открытия канала и его 

инактивации, а также отвечает за аллостерическую регуляцию активности ионного канала 

путем связывания с модуляторными соединениями. Роль регуляции через ATD для 

NMDA-рецепторов выражена сильнее, чем для других ионотропных рецепторов 

глутамата [233]. LBD тремя короткими линкерами связан с TMD. Трансмембранные 

спирали M1, M3 и M4 от каждой из четырех субъединиц способствуют формированию 
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ионного канала [232]. CTD является наиболее вариабельным доменом и имеет важное 

значение при регуляции работы канала. Цитозольные домены содержат различные сайты 

фосфорилирования и сайты связывания внутриклеточных белков, что определяет их роль 

в регуляции функции рецептора [232]. 

  

Рисунок 3. Структура NMDA-рецептора. 

A – схематическое изображение мембранной топологии субъединицы NMDA-рецептора. ATD – 

амино-концевой домен, LBD – лиганд-связывающий домен, TMD – трансмембранный домен, CTD – 

цитозольный домен. B – схематическое изображение регуляторных сайтов NMDA-рецептора. Gly, 

Glu – сайты специфического связывания медиатора (глутамат) и коагониста (глицин). Модуляторные 

сайты: 1 – полиаминовый сайт, 2 – сайт связывания неконкурентных антагонистов, 3 – сайт 

связывания двухвалентных катионов, 4 – сайт связывания нейростероидов. На схеме также показан 

транспорт ионов Na+, K+ и Ca2+ через ионный канал NMDA-рецептора, в покое пора рецептора 

заблокирована ионом Mg2+. Воспроизведено с модификациями по [232,234]. 

 

 Для активации NMDA-рецепторов необходимо одновременное связывание с ними 

глутамата и глицина, что отличает их от других типов глутаматных рецепторов [235]. 

Сайты связывания глицина расположены на GluN1- и GluN3-субъединицах [236,237], в то 

время как GluN2-субъединицы выступают в качестве сайтов связывания глутамата [236]. 

Четыре глутамат-связывающих GluN2A–D-субъединицы ответственны за биофизические 

свойства NMDA-рецепторов, а их преобладание зависит от области мозга и периода 

развития [238–241]. GluN2-субъединицы влияют на эффективность действия глутамата. 

Например, ЕС50 для NMDA-рецепторов, содержащих две субъединицы GluN1 и две 

субъединицы GluN2D, в пять раз ниже, чем для рецепторов, содержащих GluN1/2A, тогда 

как рецепторы GluN1/2B и GluN1/2C имеют промежуточные значения EC50 [242–244]. 



33 
 

Канал NMDA-рецептора проницаем для ионов Ca2+, Na+ и K+. Разные подтипы NMDA-

рецепторов демонстрируют сходную проницаемость для ионов Na+ и K+ (PK/PNa = 1,14), 

при этом они более проницаемы для ионов Ca2+ по сравнению с одновалентными ионами 

(PCa/PX = 1,8–4,5). Важной функциональной особенностью NMDA-рецепторов является 

Mg2+ блок, который сильно зависит от мембранного потенциала и возрастает при его 

сдвиге к негативным значениям.  

При эпилепсии часто выявляется нарушение свойств NMDA-рецепторов, 

обусловленное изменением их субъединичного состава, числа NMDA-рецепторов или их 

локализации [245]. Эти изменения со стороны NMDA-рецепторов могут возникать в 

результате гиперактивности в ЦНС, наблюдаемой при судорожных состояниях, и также 

могут поддерживать патологическую гиперактивность. Роль NMDA-рецепторов в 

эпилептогенезе в настоящее время довольно активно исследуется. Ряд экспериментальных 

работ посвящен изучению изменений экспрессии генов субъединиц NMDA-рецепторов 

после судорожных состояний [246–249]. Анализ изменений субъединичного состава 

NMDA-рецепторов на ранних сроках после первого судорожного приступа позволяет 

выявить потенциальный вклад данных рецепторов в эпилептогенез.  

В различных моделях судорожных состояний были выявлены быстрые изменения 

экспрессии субъединиц NMDA-рецепторов после эпилептической активности. Так, 

кратковременная гиперэкспрессия GluN1- и GluN2B-субъединиц наблюдается in vitro и in 

vivo в пилокарпиновой модели [250,251]. Di Maio с соавторами предположили, что такая 

гиперэкспрессия является результатом активации двух независимых сигнальных путей: 

кальций-зависимого НАДФ-оксидазного пути и пути, запускаемого фосфорилированием 

киназ ERK1/2 [250,252]. Работая с культурой нейронов гиппокампа, они показали, что 

кратковременное воздействие пилокарпина вызывает быструю гиперэкспрессию GluN2B-

субъединицы, наблюдаемую через 24 ч после воздействия [250], и впоследствии приводит 

к усилению экспрессии GluN2A-субъединицы [252]. Ранняя активация продукции 

GluN2B-субъединицы была выявлена в гиппокампе после судорог, вызванных 

пентилентетразолом [155], и в модели пентилентетразол-индуцированного киндлинга 

[253]. С другой стороны, есть данные и о том, что эпилептическая активность приводит к 

изменениям экспрессии GluN2A-субъединицы. В гиппокампе взрослых крыс на 

следующий день после последнего введения 3-меркаптопропионовой кислоты, которую 

вводили 1 раз в течение 4 дней в дозе 45 мг/кг, было показано повышение экспрессии 

гена, кодирующего GluN2A-субъединицу [254]. При использовании модели острого 

эпилептического статуса через 1 ч после индукции также обнаруживается увеличение 

экспрессии гена GluN2A-субъединицы в гиппокампальной области мышей [246].  
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Наконец, в острую фазу пилокарпиновой модели было выявлено повышение 

экспрессии как GluN2A-, так и GluN2B-субъединиц [251]. Противоречивость данных об 

изменении субъединичного состава NMDA-рецепторов после эпилептической активности 

может быть обусловлена тем, что были использованы различные экспериментальные 

модели, модельные животные и подходы к анализу экспрессии. 

 

Каинатные рецепторы 

По сравнению с AMPA- и NMDA-рецепторами, функциональная роль каинатных 

рецепторов менее ясна [255]. Каинатные рецепторы представлены пятью субъединицами: 

GluK1–5. Этот тип рецепторов экспрессирован по всей ЦНС, но наиболее широко 

распространены GluK2 и GluK5 субъединицы [256]. В ходе регистрации токов, 

опосредованных каинатными рецепторами нейронов ганглия заднего корешка спинного 

мозга крыс, была отмечена быстрая, по сравнению с АМРА-рецептор-опосредованными 

токами, десенситизация в ответ на каинат [257]. Кроме того, агонисты домоат, каинат и 

глутамат обладают более высокой активностью в отношении каинатных рецепторов по 

сравнению с их связыванием с AMPA-рецепторами [257,258]. Каинатные рецепторы 

расположены как на постсинаптических, так и на пресинаптических мембранах.  

Пресинаптические каинатные рецепторы модулируют высвобождение ГАМК, 

участвуя в тормозной нейротрансмиссии. Lauri S. c соавт. предположили, что поступление 

кальция через пресинаптические каинатные рецепторы может выступать в качестве 

спускового крючка для высвобождения кальция из депо, в то время как потенциал-

зависимые кальциевые каналы играют ведущую роль только когда уровень внеклеточного 

кальция достаточно высок (∼4 ммоль/л) [259]. Это исследование позволило разрешить 

прежние разногласия по поводу способности антагонистов каинатных рецепторов 

блокировать индукцию долговременной потенциации в этих синапсах [260,261], 

поскольку эксперименты, результаты которых были противоречивыми, проводились в 

условиях, различающихся по уровню внеклеточного кальция. Дополнительным 

подтверждением роли каинатных рецепторов в индукции долговременной потенциации в 

этих синапсах выступило исследование, в котором был выполнен нокаут GLUK5 или 

GLUK6 субъединиц [262]. Хотя у мышей, нокаутных по GLUK5, LTP вырабатывалась 

нормально, у нокаутных по GLUK6 мышей величина LTP была значительно снижена по 

сравнению с диким типом. Поскольку ранее сообщалось, что селективные антагонисты 

GLUK5 способны блокировать формирование LTP на синапсах, образуемых мшистыми 

волокнами, Lauri S. с соавторами  предположили, что: гранулярные клетки в норме 

экспрессируют гетеромерные каинатные рецепторы, включающие как GLUK5, так и 
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GLUK6; рецепторы, не содержащие GLUK5, остаются функциональными; а в случае 

нокаута GLUK6 формирование функциональных рецепторов оказывается нарушено [259]. 

Роль постсинаптических каинатных рецепторов в глутаматергической передаче 

трудно однозначно установить из-за большого числа модулирующих эффектов, 

приписываемых этим рецепторам, а также их способности функционировать как по 

ионотропному, так и по метаботропному пути [263–265]. Одной из важных 

патологических характеристик височной эпилепсии является разрастание мшистых 

волокон, сопровождающееся образованием аберрантных синапсов. Исследование 

структуры аберрантных синапсов показало, что гранулярные клетки зубчатой извилины 

экспрессируют «de novo» каинатные рецепторы [266–268]. Было высказано 

предположение, что почти половина глутаматергической передачи в этих синапсах 

опосредована новообразованными постсинаптическими каинатными рецепторами 

[266,269,270]. Встраивание каинатных рецепторов, следовательно, ведет к 

гипервозбудимости зубчатой извилины, и, в конечном итоге, способствует генерации 

эпилептиформной активности [266]. Изучение роли «de novo» каинатных рецепторов в 

генерации ВПСП гранулярными клетками показало, что появление этих рецепторов 

увеличивало временной интервал синаптической суммации и модифицировало паттерн 

генерации потенциалов действия – вместо генерации редких нерегулярных спайков 

наблюдалась ритмическая активность [267,268].  

Сообщалось, что в тканях пациентов, страдающих рефрактерной височной 

эпилепсией, увеличено уровень экспрессии GluK4 и GluK5 [225]. Помимо этого, было 

обнаружено, что в неокортексе и гиппокампе пациентов, страдающих эпилепсией, 

повышен уровень посттранскрипционного редактирования по Q/R сайту субъединицы 

GluK2 [271]; в неокортексе также наблюдалось повышенное Q/R редактирование и 

субъединицы GluK1 [272]. 

Осуществление гиперэкспрессии или нокаута GluK2 у мышей показало, что в 

гиппокампе GluK2-содержащие рецепторы глубоко вовлечены в судорожную активность 

[215, 217].  Делеция GluK2 уменьшала развитие судорог у мышей после инъекции каината 

[209]. Уровень экспрессии GluK1 и GluK5 были хронически повышен в случае 

постиктальных спонтанных судорог [207]. Применение селективного антагониста GluK5-

содержащих рецепторов предотвращало как пилокарпин-индуцированные лимбические 

судороги у крыс, так и эпилептиформную активность, индуцированную при помощи 

электрической стимуляции in vitro и in vivo [210]. Недавние исследования показали, что 

GluK2 подвергается посттрансляционным модификациям, таким как S-нитрозилирование 

(SNO), наблюдаемое у крыс в модели эпилепсии. Образующийся при этом кальций-
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зависимый цитозольный комплекс GluK2-PSD95-nNOS может представлять собой 

терапевтическую мишень при эпилепсии [226]. Orav с соавторами [227] описали 

нейропилин-толлоидоподобный белок 1 (NETO1), который также может представлять из 

себя потенциальную терапевтическую мишень для воздействия на эпилептическую 

активность: в культуре ГАМКергических нейронов NETO1 выступал в качестве 

вспомогательного белка каинатных рецепторов, необходимого для доставки их 

субъединиц в дендриты и образования синапсов, содержащих каинатные рецепторы. 

 

1.3.3. Транспорт глутамата 

Только 20% высвобождаемого из пресинаптических окончаний глутамата 

взаимодействует с глутаматными рецепторами, остальные 80% – изымаются из 

синаптической щели за счет работы транспортеров глутамата [273]. На сегодняшний день 

выделено пять Na+-зависимых экстрасинаптических транспортеров глутамата 

(extrasynaptic glutamate receptors 1-5) (EAAT1-5) [274]. Все белки семейства EAAT у 

человека и мышей образуются в результате тримеризации больших мультидоменных 

субъединичных белков. EAAT1 и EAAT2 преимущественно экспрессируются 

астроцитами [275,276], но также могут быть обнаружены и в других типах клеток, 

например, в клетках микроглии и олигодендроглии [277]. Сообщалось также о 

присутствии EAAT2 в нейронах, в частности, на пресинаптических окончаниях [278,279]. 

EAAT3, в отличие от EAAT1 и EAAT2, экспрессируется исключительно в нейронах, 

преимущественно располагаясь на постсинаптической мембране сомы и дендритов. 

Экспрессия EAAT3 особенно высока в гиппокампе, стриатуме, мозжечке и обонятельных 

луковицах, также сообщалось о пресинаптической экспрессии в ГАМКергических 

синаптических окончаниях клеток Пуркинье мозжечка [280,281]. Высокая экспрессия 

EAAT4 наблюдается на постсинаптических мембранах дендритных шипиков клеток 

Пуркинье мозжечка [282], а экспрессия EAAT5 была обнаружена исключительно в 

фоторецепторах сетчатки [283]. Несмотря на молекулярное разнообразие переносчиков 

глутамата, около 90% обратного захвата глутамата обеспечивается за счет EAAT2 [284–

286]. Уровень экспрессии EAAT3 в мозге взрослых млекопитающих приблизительно в 100 

раз ниже по сравнению с EAAT2 [287]. Тем не менее, в определенных группах синапсов 

гиппокампа и стриатума вклад EAAT3 в процесс обратного захвата глутамата оценивается 

в ~ 20% и ~ 40%, соответственно [288]. 

Считается, что глиальные транспортеры глутамата (EAAT1-2) обеспечивают 

базовую регуляцию концентрации глутамата, в то время как нейрональные транспортеры 

(EAAT3) осуществляют его прицельный захват, в том числе из синаптической щели, и 
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модулируют глутаматергическую активность в отдельных синапсах [280,288,289]. 

Несмотря на значительные функциональные различия между ними, нокдаун как 

глиальных, так и нейрональных транспортеров приводит к цитотоксичности, которая и в 

том и в другом случае протекает схоже. В частности, нокдаун транспортеров глутамата 

приводит к быстрому наступлению нейродегенерации, поведенческим нарушениям, в том 

числе, к двигательным нарушениям и судорогам, что, в целом, напоминает эпилепсию 

[288]. 

Согласно клиническим данным, при височной эпилепсии наблюдаются изменения 

экспрессии как астроцитарных (EAAT1–2), так и нейрональных (EAAT3) транспортеров , 

хотя профиль экспрессии и варьировал в зависимости от специфики патологии. 

Значительная доля клинических данных свидетельствует в пользу того , что при височной 

эпилепсии происходит снижение экспрессии EAAT2 в астроцитах склеротического 

гиппокампа, в то время как  экспрессия EAAT3 в нейронах повышается [290,291]. 

Моделирование эпилепсии на животных позволяет подробнее изучить клеточные и 

молекулярные изменения, связанные с судорожной активностью, в том числе и 

временную динамику экспрессии транспортеров глутамата. Безусловно, данные, 

полученные при фармакологическом моделировании судорожной активности, могут 

сильно отличаться от реальной клинической картины заболевания, тем не менее, они 

могут быть полезны для понимания патобиологии эпилепсии. Как показало изучение 

судорожной активности у крыс, тяжелые судороги, индуцированные однократным 

введением пентилентетразола, приводили к повышению уровня экспрессии EAAT1 в 

гиппокампе крыс, однако оно было кратковременным, и уровень экспрессии снижался до 

нормальных значений через 48 часов [292,293]. Противоречивые результаты были 

получены в рамках литий-пилокарпиновой модели, которая считается лучшей моделью 

височной эпилепсии человека. Методом вестерн-блоттинга было показано, что спустя 

сутки после индуцированного пилокарпином эпилептического статуса уровень экспрессии 

белка EAAT2 был понижен в гиппокампе 6-недельных мышей [294]. Зубарева с 

соавторами недавно показали, что экспрессия мРНК EAAT2 повышена в латентной фазе в 

нескольких областях мозга, в то время как экспрессия мРНК EAAT1 и EAAT3 не 

претерпевала значимых изменений [295]. Есть также данные об увеличении экспрессии 

мРНК EAAT2 в гиппокампе крыс через месяц после пилокарпин-индуцированного 

эпилептического статуса [296]. В хронической фазе было показано трехкратное 

увеличение экспрессии мРНК EAAT3 в зубчатой извилине, в то время как уровень мРНК 

EAAT2 оставался неизменным [297]. К разнонаправленным изменениям экспрессии 

транспортеров глутамата приводила и судорожная активность, вызванная 
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внутримозговым введением хемоконвульсантов. Экспрессия EAAT2 увеличивалась в 

ипсилатеральном гиппокампе мышей спустя 1 сутки после внутригиппокампальной 

инъекции каиновой кислоты, и опускалась до значений, близких к контрольным, на 4-7 

сутки после инъекции [298]. В другом исследовании было обнаружено, что, помимо 

изменений количества EAAT2, введение каината приводило к повышению количества 

EAAT1 в ипсилатеральном гиппокампе мышей на 1 и 3 дни после инъекции [299].  

Таким образом, функциональные изменения в работе транспортеров глутамата, 

выражающиеся в изменении их кинетики и скорости клиренса глутамата из 

межклеточного пространства, могут вносить значительный вклад в патогенез эпилепсии, 

дополняя изменения, связанные с нарушением геометрии синапсов и реорганизацией 

синаптических связей. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
2.1. Объект исследования.  

Работа выполнена на крысах линии Вистар (20–22 дней) в соответствии с 

правилами обращения с лабораторными животными, действующими в ИФЭБ РАН и 

соответствующими Российскому и международному законодательству. Крыс 

декапитировали, мозг быстро извлекали и помещали в охлажденную (0° С) искусственную 

спинномозговую жидкость (artificial cerebrospinal fluid – ACSF) следующего состава (в 

моль/л): 1.0 MgSO4, 1.2 NaH2PO4, 2.0 CaCl2, 2.5 KCl, 13,3 глюкозы, 24 NaHCO3, 126 NaCl; 

pH 7.3–7.4. Раствор аэрировался газовой смесью, содержащей 95% О2 и 5% СО2. 

Горизонтальные срезы головного мозга крысы, содержащие энторинальную кору и зоны 

гиппокампа (зубчатая извилина, области CA1, CA2 и СА3), толщиной 300-350 мкм были 

сделаны на вибратоме (Microm HM 650V; Microm; Germany) и инкубировались в ACSF  в 

течение 1 часа до начала электрофизиологического эксперимента (рис. 4).  

Рисунок 4. Приготовление переживающих срезов 

Слева – вибратом Microm HM 650V. Справа – вырезаемый участок мозга крысы, 

содержащий энторинальную кору и гиппокамп (показан рамкой) и емкость для 

хранения и аэрирования переживающих срезов.  

 

2.2. Модель эпилептиформной активности в переживающем срезе 

Эпилептиформная активность в комбинированных срезах мозга крысы, 

содержащих энторинальную кору и гиппокамп, вызывалась с помощью двух 

проэпилептических перфузирующих растворов. Оба раствора имели пониженную 

концентрацию магния и содержали 4-аминопиридин – блокатор калиевых каналов Kv1 

семейства. Проэпилептический перфузирующий раствор 1 (ПР1) имел концентрацию 

ионов калия, близкую к физиологической (состав: 125 NaCl, 3.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 0.25 

MgSO4, 2 CaCl2, 24 NaHCO3, 10 глюкозы и 0.1 4-АП (в ммоль/л)), в то время как 
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проэпилептический перфузирующий раствор 2 (ПР2) характеризовался повышенной 

концентрацией ионов калия (состав: 120 NaCl, 8.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 0.25 MgSO4, 2 

CaCl2, 24 NaHCO3, 10 глюкозы и 0.05 4-АП (в ммоль/л)). В экспериментах, целью которых 

было оценить краткосрочные последствия эпилептиформного состояния, 

проэпилептический раствор заменялся контрольным (ACSF). 

 

2.3. Электрофизиологические методы регистрации 

2.3.1. Регистрация полевых постсинаптических потенциалов (полевых ПСП) 

Полевые ПСП отводили от радиального слоя области CA1 гиппокампа при помощи 

заполненного ACSF стеклянного микроэлектрода (0,2 – 1,0 МОм). Для вызова 

синаптических ответов осуществлялась локальная внеклеточная стимуляция коллатералей 

Шаффера, при этом стимулирующий электрод помещался в радиальный слой на границе 

CA1-CA2 областей на расстоянии 1 мм от регистрирующего электрода. Биполярный 

скрученный стимулирующий электрод изготовлялся из изолированной нихромовой 

проволоки диаметром 0,7 мм. Зависимость амплитуды полевых ВПСП и амплитуды 

пресинаптического спайка (fiber volley – FV) от силы стимуляции определяли путем 

увеличения силы тока от 25 до 300 мкА с шагом 25 мкА, подаваемого при помощи 

стимулятора A365 (World Precision Instruments, США). Ответы регистрировали с помощью 

микроэлектродного усилителя 1800 (A-M Systems, США). Для оцифровки данных 

использовался аналого-цифровой преобразователь NI USB-6211 (National Instruments, 

США) и программное обеспечение WinWCP v5 (University of Strathclyde, 

Великобритания). Полученные зависимости амплитуды полевых ответов от силы 

стимуляции аппроксимировались сигмоидальной функцией Гомперца: 

  

                                   (1),  

 

где e – число Эйлера (e = 2,71828…), a– асимптота максимальной амплитуды 

ответа, Iinfl – ток перегиба (пА), представляющий собой величину стимулирующего тока, 

при которой наблюдается максимальный наклон кривой, k – положительное число, 

определяющее наклон кривой. Максимальный наклон кривой (Гц/пА) был рассчитан как a 

× k/e. Коэффициент синаптической передачи (соотношение input/output) рассчитывался 

как отношение амплитуды полевых ВПСП к амплитуде FV. 
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2.3.2 Регистрация синаптической активности методом патч-кламп 

Для регистрации синаптической активности использовались две 

электрофизиологические установки (рис. 5 и 6). 

Рисунок 5. Электрофизиологическая установка № 1.  

 

Для визуализации пирамидных нейронов при работе на электрофизиологической 

установке № 1 применялись видеокамера WAT-127LH (Watec Inc.; США), видеокамера 

Grasshopper 3, модель GS3-U3-23S6M (FLIR Systems, США) и микроскоп Zeiss Axioscop 2 

(Zeiss; Германия), работа которого основана на использовании дифференциальной 

интерференционно-контрастной оптической системы. Регистрация синаптической 

активности осуществлялась при помощи патч-кламп усилителя AM-Systems 2400 (AM-

Systems; США), патч-кламп усилителя MultiClamp ™ 700B (Molecular devices, США), 

аналого-цифрового преобразователя NI USB-6211 (National Instruments; США) и 

программного обеспечения WinWCP (SIPBS; Великобритания). Для подведения патч-
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электродов к клетке использовались микроманипуляторы MP-255 (Sutter Instruments, 

USA). Для подачи перфузирующего раствора в камеру использовались 2 

перистальтических насоса Miniature Peristaltic Pump BQ50-1J (Longer Precision Pump, 

Китай). Температура подаваемого перфузирующего раствора регулировалась при помощи 

термоконтроллера Thermoclamp1 (AM-Systems, США). Электрическая стимуляция 

осуществлялась при помощи изолятора стимулов Isostim A320 (World Precision 

Instruments, США). 

 

Рисунок 6. Электрофизиологическая установка № 2.  

 

Электрофизиологическая установка № 2 была аналогичной первой, за исключением 

нижеперечисленных элементов: видеокамеры Sanyo VCB-3512P (Sanyo Electric, Япония), 

микроскопа Zeiss Axioscop 2 FS Plus (Zeiss; Германия), патч-кламп усилителя HEKA EPC-

8 (HEKA, Германия); аналого-цифрового преобразователя LIH 8 + 8 (HEKA, Германия), 

программного обеспечения Patch Master v2x90.1 software (HEKA, Germany), изолятора 

стимулов Isostim A365 (World Precision Instruments, США). 



43 
 
Экспериментальные данные, полученные на двух установках, были объединены. 

При сборе данных осуществлялась фильтрация высоких частот (на частоте 5-10 кГц при 

регистрации эпилептиформных разрядов и вызванных ответов, и на частоте 3 кГц при 

регистрации миниатюрных событий), частота дискретизации составляла 20-40 кГц. 

Регистрация синаптической активности пирамидных нейронов осуществлялась в 

перфузируемой камере при температуре 30◦ C (рис. 7). Скорость перфузии равнялась 5-7 

мл/мин. Патч-электроды с входным сопротивлением 2–5 МОм изготавливались из 

боросиликатного стекла (WPI; UK) на пуллере для изготовления микропипеток P-1000 

(Sutter Instrument; Novato, CA, USA). Осуществлялась патч-кламп регистрация в 

конфигурации «целая клетка». Применялись три типа пипеточных растворов. Раствор 1 на 

основе глюконата калия имел следующий состав: 114 глюконата калия, 6 KCl, 0,2 EGTA, 

10 HEPES, 4 ATP-Mg и 0,3 GTP (в ммоль/л); pH доводился до 7,25 при помощи KOH. 

Раствор 2 на основе метансульфоната цезия имел следующий состав: 127 CsMeSO3, 10 

NaCl, 5 EGTA, 10 HEPES, 6 QX314, 4 ATP-Mg и 0,3 GTP (в ммоль/л); pH доводился до 

7,25 при помощи CsOH. Раствор 3 на основе фторида цезия имел следующий состав: 131 

CsF, 10 NaCl, 5 EGTA, 10 HEPES, 6 QX314 и 3 MK-801 (в ммоль/л); pH доводился до 7,25 

при помощи CsOH. Раствор 1 применялся для регистрации мембранного потенциала в 

режиме фиксации тока, и для регистрации спонтанных и миниатюрных событий в режиме 

фиксации напряжения. Раствор 2 применялся для регистрации как вызванных, так и 

спонтанных синаптических событий в режиме фиксации напряжения. Раствор 3 

применялся для регистрации в режиме фиксации напряжения с целью осуществления 

частичной внутриклеточной блокады ГАМКа- и NMDA-рецепторов [300,301]. 

Сопротивление доступа контролировалось во время эксперимента и составляло 10-20 

МОм. В анализ включались записи, для которых увеличение сопротивления доступа за 

время регистрации не превышало 30%. 
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Рисунок 7. Камера для регистрации электрофизиологической активности 

в срезе.  

1 – перфузирующий раствор, подаваемый в камеру, 2 – объектив 

микроскопа, 3 – дополнительная камера, где расположены референсный 

электрод и трубочка, отводящая перфузирующий раствор из камеры, 4 –

 переживающий срез, 5 – стимулирующий электрод. 

 

Синаптические ответы вызывались при помощи внеклеточной электрической 

стимуляции, биполярный стимулирующий электрод располагался на расстоянии 100-200 

мкм от регистрируемого нейрона в том же слое, если стимуляция выполнялась в 

энторинальной коре, или же помещался на коллатерали Шаффера, если стимуляция 

осуществлялась в гиппокампе. Все эксперименты по регистрации вызванных 

возбуждающих постсинаптических токов в синапсах СА3-СА1 гиппокампа выполнялись в 

присутствии одного из блокаторов ГАМКа рецепторов: бикукуллина (20 мкмоль/л), 

пикротоксина (50 мкмоль/л), габазина (10 мкмоль/л), либо же их комбинации. Вызванные 

постсинаптические токи в энторинальной коре регистрировались в ACSF при разных 

значениях потенциала фиксации в диапазоне от -107 до + 43 мВ, что позволяло построить 

вольт-амперные характеристики и оценить AMPA- и NMDA-рецептор-опосредованные 

синаптические проводимости методом численной оптимизации, как описано далее. 

 

Оценка AMPA-, ГАМКа- и NMDA-рецептор-опосредованных проводимостей 

Для получения вольт-амперных характеристик AMPA-, NMDA-, ГАМКа-рецептор-

опосредованных синаптических токов были зарегистрированы ответы на внеклеточную 

стимуляцию при разных значениях потенциала фиксации (от -100 до +40 мВ) с шагом 5 

мВ. Синаптические токи изолировались фармакологически. AMPA-рецептор-

опосредованные синаптические токи регистрировались в присутствии блокаторов NMDA-

рецепторов AP-5 (50 мкмоль/л), MK-801 (18 мкмоль/л), блокатора ГАМКб-рецепторов 

CGP-55845 (5 мкмоль/л) и блокатора ГАМКа-рецепторов бикукуллина (20 мкмоль/л). 

ГАМКа-рецептор-опосредованные синаптические токи регистрировались в присутствии 

CGP-55845 (5 мкмоль/л), AP-5 (50 мкмоль/л), MK-801 (18 мкмоль/л) и антагониста AMPA-

рецепторов DNQX (20 мкмоль/л). NMDA-рецептор-опосредованные синаптические токи 

регистрировались в присутствии DNQX (20 мкмоль/л), CGP-55845 (5 мкмоль/л) и 

бикукуллина (20 мкмоль/л). Пиковые величины этих моносинаптических токов были 

использованы для построения графиков вольт-амперных характеристик. Полученные 

кривые были аппроксимированы разными функциями с использованием Wolfram 

Mathematica 10 (Champaign, USA). 
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Вольт-амперная характеристика AMPA-рецептор-опосредованного тока была 

аппроксимирована линейной функцией: 

 

𝐼!"#! 𝑈 = 𝑔!"#! 𝑈 − 𝑉!"#!      (1), 

 

где VAMPA — потенциал реверсии AMPA-рецептор-опосредованного тока; gAMPA — 

проводимость постсинаптических AMPA рецепторов; U — потенциал фиксации. 

Вольт-амперные характеристики ГАМКа-опосредованных токов, 

зарегистрированных с применением пипеточного раствора 2, были аппроксимированы с 

помощью модифицированного уравнения Гольдмана-Ходжкина-Катца (Barker, Harrison, 

1988): 

 

𝐼!"#" 𝑈 = !" !

!"
𝑃𝑆 𝑈

!!"# !"# !!"
!! !!!!"#" !!

!"# !"𝑼
!" !!

     (2) 

 

 

В случае применения пипеточного раствора 3 использовалась экспоненциальная 

функция: 

 

𝐼!"#" 𝑈 = 𝐴 𝑒𝑥𝑝 !!!!"#"
!

− 1       (3), 

 

где z — валентность (-1 для хлорида), F — константа Фарадея (96485 C/моль); R — 

газовая константа (8,314 Дж/(K·моль)), T — температура (303 К); Cout — внеклеточная 

концентрация хлорида (135 моль/м3), VGABA — потенциал реверсии ГАМКа-рецептор-

опосредованного тока, PS (м3/с) — произведение проницаемости мембраны для хлорида 

(мс) и площади поверхности мембраны (м2). Для уравнения (2), варьируемыми 

параметрами были PS и VGABA , а для уравнения (3) — A, k и VGABA. Чтобы выразить 

проводимость каналов ГАМКa-рецепторов, уравнения (2) и (3) были переписаны 

следующим образом: 

 

𝐼!"#" 𝑈 = 𝑔!"#"𝑓!"#" 𝑈        (4), 
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где 𝑔!"#" =

!!!"#"
!" !!!!"!"

— проводимость, измеренная при значении 

мембранного потенциала, равном -20 мВ; 𝑓!"#" 𝑈  — потенциал-зависимый множитель 

уравнений (2) или (3). 

Вольт-амперная характеристика NMDA-рецептор-опосредованных токов была 

аппроксимирована следующей функцией [303]: 

 

𝐼!"#$ 𝑈 = !!"#
!!!"# !!"!𝑼

!

𝑈 − 𝑉!"#$       (5), 

 

где ginf – проводимость рецепторов в отсутствии Mg2+ блока при условии, что U 

стремится к бесконечности; V12 и k характеризуют зависимость Mg2+ блока NMDA 

рецепторов от напряжения; VAMPA – потенциал реверсии; ginf, VNMDA, V12 и k могли 

изменяться во время аппроксимации. 

Чтобы выразить проводимость каналов NMDA-рецепторов, уравнение (5) было 

переписано следующим образом: 

 

𝐼!"#$(𝑈) = 𝑔!"#$ 𝑓!"#$ 𝑈       (6), 

 

 

где 𝑔!"#$ =
!!!"#$
!" !!!!"!"

 – проводимость NMDA рецепторов,  измеренная при 

значении мембранного потенциала, равном -20 мВ; 𝑓!"#$ 𝑈  – потенциал-зависимый 

множитель уравнения (5).  

Вольт-амперные характеристики AMPA-, NMDA- и ГАМКа-рецептор-

опосредованных токов, полученные в контрольном и проэпилептическом растворах, 

представлены на рисунке 8. 
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Рисунок 8. Вольт-амперные характеристики AMPA-, NMDA- и ГАМКа-рецептор-

опосредованных токов, используемые для оценки синаптических проводимостей. 

Слева – набор кривых, полученных в контрольном растворе (ACSF). Справа – набор 

кривых, полученных в проэпилептическом перфузирующем растворе. 

 
Синаптические проводимости в ходе спонтанных эпилептиформных разрядов или 

вызванных ответов оценивались на основе записей ионных токов при разных значениях 

потенциала фиксации от -107 до + 43 мВ с шагом 5-10 мВ. От 5 до 25 эпилептиформных 

разрядов усреднялись после вычитания базовой линии для каждого значения потенциала 

фиксации.  

Полученные усредненные записи использовались для построения вольт-амперных 

характеристик (ВАХ). Для этого при каждом значении потенциала фиксации каждые 1.2 

мс определялась величина силы тока. Таким образом,  полученные записи ответов 

преобразовывались в совокупность ВАХ, на основании которых оценивался вклад AMPA-

, ГАМКа- и NMDA-рецептор-опосредованных проводимостей. Для этого каждая из 

полученных ВАХ аппроксимировалась следующей функцией: 

 

𝐼!"!#$ 𝑈;𝑔!"#!,𝑔!"#",𝑔!"#$ = 

𝑔!"#"𝑓!"#" 𝑈 + 𝑔!"#$ 𝑓!"#$ 𝑈 + 𝑔!"#! 𝑈 − 𝑉!"#!     (7), 

 

где 𝑓!"#" 𝑈  и 𝑓!"#$ 𝑈  – функции из уравнений (4) и (6), соответственно, gGABA, 

gNMDA и gAMPA – искомые проводимости соответствующих рецепторов. В ходе 

аппроксимации эти параметры подбирались в положительном диапазоне, при этом 
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использовался метод наименьших квадратов. Алгоритм оценки проводимостей был 

реализован в Wolfram Mathematica 10. 

 

Ответы на парный стимул 

Ответы пирамидных нейронов области СА1 на парный стимул регистрировались в 

условиях фиксации потенциала на уровне -80 мВ, интервал между парными стимулами 

составлял 50 мс, а парное отношение рассчитывалось как отношение амплитуды второго 

ответа к первому. 

 

Миниатюрные возбуждающие постсинаптические токи 

Регистрация миниатюрных возбуждающих постсинаптических токов 

(миниатюрных ВПСТ) в области СА1 гиппокампа проводилась в присутствии 

тетродотоксина – селективного блокатора потенциал-управляемых Na+ каналов. Для 

поиска миниатюрных ВПСТ использовался встроенный алгоритм Clampfit, позволяющий 

отбирать события, соответствующие заранее заданному шаблону. Сохраненные 

алгоритмом события затем вручную просматривались на предмет ошибочно отобранных 

шумов, чтобы исключить их из дальнейшего анализа. Для каждого нейрона были 

измерены амплитуда и частота миниатюрных ВПСТ.  

 

AMPA/NMDA соотношение  

В экспериментах по оценке AMPA/NMDA соотношения в синапсах СА3-СА1 

гиппокампа AMPA-рецептор-опосредованные ВПСТ регистрировались при потенциале 

фиксации равном -80 мВ – значении, при котором пора NMDA рецептора 

преимущественно заблокирована ионами Mg2+. NMDA-рецептор-опосредованные ВПСТ в 

этой серии экспериментов регистрировались при потенциале фиксации равном +40 мВ и в 

присутствии блокатора AMPA рецепторов DNQX (10 мкмоль/л). Соотношение AMPA- и 

NMDA-рецепторов на постсинаптической мембране оценивалось через отношение 

пиковых амплитуд AMPA- и NMDA-рецептор-опосредованных ответов. В экспериментах 

по оценке AMPA/NMDA соотношения в энторинальной коре использовались величины 

AMPA- и NMDA-рецептор-опосредованных проводимостей, полученные путем 

аппроксимации вольт-амперных характеристик, как было описано выше. 

 



49 
 
Оценка площади под кривой синаптической проводимости 

Для оценки кинетики отдельного компонента синаптического ответа в ряде случаев 

вычислялась площадь под кривой соответствующей синаптической проводимости. 

Площадь (А, нС * мс) рассчитывалась по формуле: 

 

A = 1, 198 * 𝑔(𝑡)!!"#
!!!       (8), 

 

где g(t) – синаптическая проводимость, опосредованная AMPA-, NMDA- или 

ГАМКа-рецепторами.  Величина tmax составляла 250 мс в случае AMPA-рецепторов и 1800 

мс  – в случае NMDA- и ГАМКa-рецепторов. 

 

Оффлайн-компенсация добавочного сопротивления (Rseries) 

В режиме фиксации напряжения наличие добавочного сопротивления ведет к 

несоответствию между задаваемой величиной потенциала фиксации и величиной 

мембранного потенциала [304]. Разница между этими значениями (∆𝑈) пропорциональна 

величине тока фиксации (Itotal) и добавочного сопротивления (Rseries): 

 

∆𝑈 = 𝐼!"!#$ ∗ 𝑅!"#$"!   (9). 

 

В серии экспериментов по оценке синаптических проводимостей величина 

потенциала фиксации для каждой полученной вольт-амперной характеристики 

корректировалась оффлайн путем вычитания величины ошибки ∆𝑈, расчитанной согласно 

уравнению 9. Для измерения добавочного сопротивления подавались ступеньки 

потенциала от - 27 мВ до +43 мВ. 

 

Биофизические свойства нейронов 

Для изучения биофизических свойств нейронов оценивалось изменение потенциала 

в ответ на подаваемые ступеньки тока разной величины (от -50 до +25 пА, с шагом 10-20 

пА), продолжительность которых составляла 1500 мс. В анализ включались только 

нейроны с типичным паттерном спайкования. Оценка биофизических свойств 

производилась с использованием собственных скриптов, написанных в Wolfram 

Mathematica 10 Д.В. Амахиным (Wolfram Research, USA).  

Были проанализированы следующие пассивные мембранные свойства: 
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1. Потенциал покоя мембраны (Vrest, мВ). Использовалось усредненное 

значение потенциала, регистрируемого до подачи ступеньки тока; 

2. Входное сопротивление (Rin, МОм). Рассчитывалось как коэффициент 

наклона кривой вольт-амперной характеристики; 

3. Временная константа мембраны (τm, мс). Кратковременное изменение 

потенциала в ходе фазы спада, регистрируемое в ответ на ступеньку тока 

величиной -25 пА, аппроксимировалось одноэкспоненциальной функцией 

с соответствующим временным коэффициентом. 

4. Емкость мембраны (C, пФ). Для расчета C использовалась формула: 

𝜏 = 𝐶×𝑅𝑎 , где τ  – временная константа мембраны, Ra – сопротивление 

доступа.     

Для анализа активных мембранных свойств на нейрон подавались деполяризующие 

ступеньки тока, приводящие к генерации потенциалов действия, после чего строилась 

кривая зависимости частоты генерации потенциалов действия от величины подаваемого 

тока (частотно-токовая кривая). Частота генерации потенциалов действия (Гц) 

определялась как количество потенциалов действия, приходящихся на одну ступеньку 

тока.  

Восходящая часть полученной частотно-токовой кривой была аппроксимирована 

функцией Гомперца (уравнение 1), используя Wolfram Mathematica 10, где a – асимптота 

максимальной частоты генерации потенциалов действия (Гц); a*k/e – максимальный 

наклон кривой (мВ/пА); xc – ток в точке перегиба (пА), при котором наблюдался 

максимальный наклон кривой. Кроме того, оценивались параметры генерируемых 

потенциалов действия. Для оценки формы потенциала действия использовались первые 

потенциалы действия, генерируемые в ответ на пороговые ступеньки тока. Под 

пороговым значением потенциала (мВ) понимался потенциал, при котором 

интерполированная скорость увеличения напряжения (dV/dt) превышала 10 мВ/мс. 

Длительность потенциала действия (мс) оценивалась как его ширина на высоте его 

полуамплитуды. Амплитуда потенциала действия (мВ) измерялась от порога до пика. 

 

2.4. Статистическая обработка 

Статистический анализ и построение графиков выполнялись с использованием 

программного обеспечения SigmaPlot 12.5 (SYSTAT Software; США). Проверка 

нормальности распределения данных производилась с применением критерия 

Колмогорова-Смирнова или критерия Шапиро-Уилка. Для сопоставления данных двух 

независимых выборок использовался t-критерий Стьюдента, в случае последовательных 
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измерений – парный t-критерий Стьюдента. Оценка изменений синаптической 

проводимости на трех временных интервалах осуществлялась при помощи 

однофакторного дисперсионного анализа с повторными измерениями и апостериорного 

теста Даннета. Оценка изменений коэффициента синхронизации иктальных разрядов 

производилась при помощи однофакторного дисперсионного анализа с повторными 

измерениями и апостериорного теста Даннета. Для сравнения кумулятивных 

распределений нормированных амплитуд миниатюрных ВПСТ использовался критерий 

Колмогорова-Смирнова. Данные приведены в виде М ± SE (средняя арифметическая ± 

стандартная ошибка средней). Достоверным уровнем отличий признавалась вероятность 

не менее 95% (р<0,05). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
3.1. Начало эпилептиформной активности в энторинальной коре и 

гиппокампе 

Эпилептиформная активность в комбинированных срезах мозга крысы, 

содержащих энторинальную кору и гиппокамп, индуцировалась при помощи двух 

проэпилептических перфузирующих растворов: проэпилептического перфузирующего 

раствора с концентрацией ионов калия, близкой к физиологической (ПР1), и 

проэпилептического перфузирующего раствора с повышенной концентрацией ионов 

калия (ПР2). Применение проэпилептического раствора 2 приводило к быстрому 

развитию эпилептиформного состояния в срезе, первые синхронизированные события 

регистрировались уже спустя 4-6 минут с начала перфузии как в энторинальной коре, так 

и в гиппокампе (рис. 9). 

 
Рисунок 9. Начало эпилептиформной активности в энторинальной коре и гиппокампе.  

На рисунке приведены записи спонтанных синаптических токов, зарегистрированных в 

режиме фиксации напряжения (Vhold = -27 мВ) в двух разных срезах. Начало регистрации – 

время подачи 4-аминопиридин-содержащего проэпилептического раствора 2.  

 

После начала перфузии проэпилептическими растворами наблюдалось увеличение 

мембранного потенциала в пирамидных нейронах глубоких слоев энторинальной коры с -

69 ± 3 мВ до -59 ± 2 мВ в случае ПР1 и от -69 ± 3 мВ до -51 ± 3 мВ в случае ПР2. В этих 
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нейронах наблюдались спонтанные деполяризующие потенциалы, частота которых 

начинала увеличиваться спустя несколько минут. При использовании ПР2 эти спонтанные 

деполяризующие потенциалы иногда приводили к генерации одиночных потенциалов 

действия. Для оценки изменений в спонтанной спайковой активности возбуждающих и 

тормозных нейронов перед началом эпилептоподобной активности была подсчитана 

частота высокоамплитудных спонтанных синаптических событий (>25 пА), которые, 

предположительно, возникают в ответ на потенциал действия [305] [305]. Чтобы 

различить между собой тормозные и возбуждающие синаптические события, при 

регистрации в режиме фиксации напряжения нами было выбрано значение командного 

потенциала, равное -27 мВ (находящиеся между значениями потенциалов реверсии для 

глутамат- и ГАМК-опосредованных ионных токов). Было обнаружено, что в 

энторинальной коре частота зарегистрированных тормозных постсинаптических токов 

(ТПСТ) увеличивалась с 1,1 ± 0,2 Гц в начале регистрации до 5,1 ± 0,2 Гц (n = 21, 

критерий Уилкоксона, p < 0,05,) перед появлением первого синхронизированного 

события. Частота возбуждающих постсинаптических токов (ВПСТ) оставалась 

неизменной (0,12 ± 0,04 Гц против 0,5 ± 0,2 Гц, n = 21, критерий Уилкоксона,  p > 0,05). 

Анализ тормозных постсинаптических токов (ТПСТ), регистрируемых на нейронах 

области СА1 гиппокампа, также показал увеличение их частоты перед появлением 

первого синхронизированного события: 0,39 ± 0,08 Гц против 1,40 ± 0,28 Гц, n = 7, парный 

t-критерий Стьюдента, p < 0.01). 

 

3.2. Типы эпилептиформных разрядов в энторинальной коре 
Чтобы охарактеризовать синхронизированную синаптическую активность в 

энторинальной коре на протяжении основных стадий развития эпилептиформного 

состояния в срезе, была использована одновременная регистрация сразу двух пирамидных 

нейронов глубоких слов энторинальной коры методом патч-кламп в конфигурации «целая 

клетка» в режиме фиксации тока и/или напряжения. Благодаря высокой степени 

коррелированности синхронизированной синаптической активности между соседними 

пирамидными клетками, были исследованы синаптические токи, лежащие в основе 

эпилептиформных разрядов. 

После начала перфузии проэпилептическим раствором в срезе наблюдалась смена 

типов синхронизированной синаптической активности. Первые синхронизированные 

синаптические события наблюдались через 4-6 мин с момента перфузии как раствором 

ПР1, так и ПР2. I тип синхронизованной синаптической активности (I Тип) присутствовал 

во всех срезах (рис. 10). В ходе него наблюдались исключительно залпы тормозных токов 
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– интериктальные разряды 1 типа (ЭР1), продолжительность каждого из которых 

составляла приблизительно 1 с. Длительность I типа составляла более 30 минут в случае 

использования проэпилептического раствора 1,  и 4.1 ± 0.8 мин (n = 17) в случае 

использования проэпилептического раствора 2.  

 
Рисунок 10. Эпилептиформные разряды 1 типа (ЭР1), 

наблюдаемые в ходе эпилептиформной активности. 

Одновременная регистрация активности двух соседних 

пирамидных нейронов энторинальной коры осуществлялась 

методом патч-кламп в режиме фиксации напряжения. Потенциал 

фиксации (Vhold) = -27 мВ. Стрелки указывают на ЭР1. 

Наблюдается высокая корреляция между ЭР1 двух случайно 

выбранных соседних пирамидных клеток. 

 

Вслед за  I типом синхронизованной синаптической активности наступал  II тип, 

который характеризовался появлением иктальных разрядов, в литературе также иногда 

именуемых SLE (seizure-like event) (рис. 11, A, Б). При регистрации этих событий в 

режиме фиксации тока наблюдался залп потенциалов действия длительностью от 30 до 80 
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секунд (рис. 11, Б, верхняя запись). При одновременной регистрации двух нейронов в 

режимах фиксации напряжения/фиксации тока показано, что началом иктального разряда 

служит или короткий залп высокоамплитудных тормозных постсинаптических токов 

(ТПСТ) или длительный залп ТПСТ меньшей амплитуды (отмечен звездочкой на 

рисунке 11, Б).  

 

 
Рисунок 11. Синхронизированная синаптическая активность II типа. A – иктальные разряды, 

вызванные при помощи ПР1 и зарегистрированные в режиме фиксации напряжения при 

различных значениях потенциала фиксации. В состав иктального разряда входят компоненты, 

реверсирующие при разных значениях потенциала. Б – иктальные разряды, вызванные при 

помощи ПР2. Синаптическая активность двух соседних нейронов регистрировалась одновременно 

в режиме фиксации тока (сверху) и в режиме фиксации напряжения (снизу, Vhold = -27 мВ). 

Звездочкой отмечен первоначальный залп тормозных постсинаптических токов в начале 

иктального разряда. Стрелки указывают на повторяющиеся паттерны, составляющие основу 

иктального разряда. Пример повторяющегося паттерна представлен на  рисунке В. 
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При регистрации иктальных разрядов в режиме фиксации напряжения было 

выявлено, что их основу составляют повторяющихся токи сложной кинетики – 

эпилептиформные разряды 2 типа (ЭР2), накладывающиеся друг на друга (рис. 11, A, Б). 

Длительность таких токов составляла приблизительно 1 с, а среди их компонент можно 

выделить 1-2 быстрых ТПСТ и сменяющих их 3-5 перекрывающихся возбуждающих 

постсинаптических тока (ВПСТ) (рис. 11, В). В большинстве случаев такие 

повторяющиеся токи кластеризовались в начале иктального разряда, и частота их 

генерации постепенно падала к концу разряда. 

Длительность II типа синхронизованной синаптической активности зависела от 

типа используемого эпилептогенного раствора. В случае применения ПР1 II тип 

активности можно было наблюдать в течение нескольких часов, что позволяло 

зарегистрировать более 20 иктальных разрядов (1–2 иктальных разряда каждые 5 мин). 

Применение ПР2 часто приводило к переключению синхронизованной синаптической 

активности с II типа на III тип, чего не наблюдалось при применении ПР1. 

В ходе III типа активности паттерны синаптических событий, составляющих 

иктальный разряд (эпилептиформные разряды 2 типа), генерировались постоянно, с 

низкой  частотой (0.24 ± 0.02 Гц, n = 22) и характеризовались низкой вариабельностью 

формы. Такой тип активности можно было наблюдать в течение нескольких часов. 

Одновременная регистрация в режиме фиксации тока и в режиме фиксации напряжения 

показала, что каждому ЭР2 соответствовал залп потенциалов действия в пирамидных 

клетках (рис. 12). 
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Рисунок 12. Эпилептиформные разряды II типа (ЭР2). Одновременная регистрация синаптической 

активности двух соседних клеток: в режиме фиксации напряжения (сверху, VC, Vhold = -27 мВ) и в 

режиме фиксации тока (снизу, CC). 

 

Переключение между описанными режимами синхронной синаптической 

активности при использовании ПР2 наблюдалось в большинстве срезов и 

проиллюстрировано на рисунке 13, А. Тем не менее, в некоторых срезах не наблюдалось 

всех типов активности. Например, в одних срезах активность I типа была единственным 

регистрируемым типом, а в других срезах отсутствовали иктальные разряды и тип I 

непосредственно замещался типом III (рис. 13, Б). Кроме того, данные одновременной 

регистрации в режиме фиксации напряжения указывают на то, что в некоторых случаях 

(<5% срезов) в двух соседних нейронах могут возникать различные типы синаптической 

активности в ходе эпилептиформных разрядов (рис. 13, В). Другими словами, ЭР1 и ЭР2 

могут сосуществовать в соседних нейронах в одном и том же срезе. 

 



58 
 

 

Рисунок 13. Переключение между режимами синхронизированной синаптической 

активности. A  –  два примера типичной синаптической активности, 

зарегистрированной в режиме фиксации напряжения в разных срезах, 

демонстрирующих все три типа активности. И тоническая, и клоническая фазы 

иктального разряда присутствуют на верхней записи, в то время как на нижней – 

только клоническая фаза. Б – в некоторых клетках I тип активности непосредственно 

сменялся III типом. В – одновременная регистрация синаптической активности двух 

соседних клеток в режиме фиксации напряжения (Vhold = -27 мВ). Регистрируемые 

клетки получают разные типы синаптического входа в ходе активности III типа. 
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Первая клетка (верхняя запись) демонстрирует ЭР1, вторая клетка (нижняя запись) – 

ЭР2. 

 

Чтобы установить, активностью каких постсинаптических рецепторов были 

обусловлены эпилептиформные разряды 1 и 2 типов, были зарегистрированы 

синаптические события при разных значениях мембранного потенциала от -100 до +30 мВ 

с шагом 5 мВ, 5-25 записей усреднялись на каждом уровне. Далее для полученных 

усредненных разрядов был построен ряд вольт-амперных характеристик на разных 

временных интервалах от начала эпилептиформного разряда (рис. 14). Каждая вольт-

амперная характеристика была аппроксимирована при помощи уравнений, где в качестве 

коэффициентов использовались проводимости gAMPA, gGABA и gNMDA (см. раздел 2.3. 

Материалы и методы).   
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Рисунок 14. Оценка синаптических проводимостей в ходе ЭР1 и ЭР2. 

Усредненные записи ЭР1 (A) и ЭР2 (C) в режиме фиксации напряжения при 

разных значениях потенциала. Стрелки указывают на момент времени, для 

которого приведены вольт-амперные характеристики на B и D. E – вычисленные 

проводимости как функции времени для ЭР1 (черные точки) и ЭР2 (белые 

точки). ИИР1 опосредованы активностью ГАМКа рецепторов, в то время как 

ИИР2 представлены всеми синаптическими компонентами. n = 5 и 10 нейронов 

для ЭР1 и ЭР2, соответственно. 
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На рисунке 15 приведены вычисленные проводимости, представленные в виде 

временных функций. Синаптическая активность в ходе ЭР1 представляла собой 

практически полностью ГАМКа-рецептор-опосредованный ответ. В случае ЭР2 ГАМКа-

рецептор-опосредованный ответ являлся ведущим только в момент инициации разряда, 

после чего, с небольшой задержкой, активировалась проводимость возбуждающих 

глутаматных рецепторов AMPA и NMDA типа.  

 
Рисунок  15. Вклад AMPA-, NMDA- и ГАМК-рецептор-опосредованных 

проводимостей в синаптическую активность в ходе эпилептиформных разрядов 1 и 2 

типов (ЭР1 и ЭР2). 

 

3.3. Эпилептиформная активность в гиппокампе 

В этой серии экспериментов использовался сугубо проэпилептический раствор 2 с 

высокой концентрацией ионов К+ (8.5 ммоль/л), в энторинальной коре ранее приводивший 

к быстрому развитию эпилептиформного состояния. Было замечено, что уже в течение 

первых 5 минут после начала подачи проэпилептического раствора в нейронах области 

СА1 гиппокампа регистрировалась спонтанная интериктальная активность, 

представлявшая собой положительно направленные токи в режиме фиксации напряжения 

при потенциале фиксации равном – 27 мВ, что указывает на преобладание 

ГАМКергической компоненты синаптической активности (рис. 16). 



62 
 

 
Рисунок 16. Спонтанная интериктальная активность в 

области СА1 гиппокампа 

 

Мы дополнительно подтвердили тормозную природу наблюдаемых 

интериктальных разрядов двумя методами: добавлением блокатора ГАМКа-рецепторов 

пикротоксина (50 мкмоль/л) (рис. 16, верхняя запись) и  изменением потенциала фиксации 

(рис. 16, нижняя запись). Интериктальная активность ослабевала как в присутствии 

пикротоксина, так и при изменении значения потенциала фиксации на значение, 

соответствующее точке реверсии ГАМКа-рецептор-опосредованных постсинаптических 

токов. Мы также проанализировали, как развитие эпилептиформного состояния в срезе 

влияет на свойства интериктальной активности и выяснили, что  частота залпов 

ГАМКергических постсинаптических токов в ходе интериктальной активности была 

сопоставимой как в начале ее появления, так и спустя 15 минут после подачи 

проэпилептического раствора (на 1-2 минуте после появления синхронизированных 

интериктальных разрядов: 0,99 ± 0,06 Гц; спустя 15 минут: 1,54 ± 0,22 Гц, n = 5, парный t-

критерий Стьюдента, p > 0,05). Таким образом, в гиппокампе наблюдалась интенсивная 

спонтанная интериктальная активность, основу которой составляли ГАМКергические 

постсинаптические токи.   

Частота и интенсивность наблюдаемых ГАМКергических постсинаптических токов 

были столь высоки, что мешали различать глутаматергический компонент спонтанной 

активности, поэтому анализ глутаматергических постсинаптических токов выполнялся 
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при потенциале около -50 мВ, близком к потенциалу реверсии ГАМКергических 

постсинаптических токов, что позволяло либо полностью нивелировать их регистрацию, 

либо же значительно снизить их амплитуду. При потенциале фиксации около -50 мВ, 

глутаматергическая спонтанная синаптическая активность представляла собой 

отрицательные токи, имеющие большую амплитуду, что позволяло легко отличить их от 

ГАМКа-рецептор-опосредованных токов (рис. 16, нижняя запись). Было выяснено, что 

залпы глутаматергических постсинаптических токов генерировались преимущественно 

пачечно, являясь составными компонентами иктального разряда. Частота залпов 

глутаматергических постсинаптических токов внутри пачки составляла 1,03 ± 0,20 Гц, а 

общая частота таких залпов в расчете на время регистрации (после их появления и до 

окончания времени записи) составляла 0,32 ± 0,05 Гц. Время появления первого 

иктального разряда варьировало между срезами: самый ранний детектированный 

иктальный разряд наблюдался спустя 2,9 мин после начала подачи проэпилептического 

раствора, самый поздний детектированный разряд – спустя 17,5 мин после начала подачи 

проэпилептического раствора. При регистрации в режиме фиксации тока пирамидные 

нейроны области СА1 генерировали потенциалы действия, так же сгруппированные в 

пачки (рис. 17). 

 
Рисунок 17. Потенциалы действия в ходе эпилептиформной активности в области СА1 

гиппокампа. 

 

3.4. Одновременная регистрация эпилептиформной активности в коре и 

гиппокампе  

После того, как мы установили основные типы эпилептиформных разрядов,  

наблюдающихся в энторинальной коре и гиппокампе, мы решили оценить, какой вклад 

каждая их этих структур вносит в развитие эпилептиформного состояния в срезе, особое 

внимание уделив генерации иктальной активности в этих двух структурах. Для этого нами 
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была проведена серия экспериментов по одновременной регистрации спонтанных 

постсинаптических токов нейронов глубоких слоев энторинальной коры и нейронов 

области СА1 гиппокампа. Значение потенциала фиксации (-50 мВ), выбранное для этой 

серии экспериментов, было близким к потенциалу реверсии ГАМКергических 

постсинаптических токов, что позволяло значительно снизить их амплитуду, в то время 

как глутаматергические постсинаптические токи при выбранном значении потенциала 

фиксации имели высокие амплитуды и были хорошо различимы. Указанный режим 

регистрации позволил нам изучить особенности генерации глутаматергических 

постсинаптических токов в составе иктальных разрядов в обоих структурах (рис. 18).  
Рисунок 18. Одновременная регистрация иктальных разрядов в энторинальной коре и 

области СА1 гиппокампа. 

А – регистрируемые спонтанные постсинаптические токи в энторинальной коре (верхняя 

запись) и области СА1 гиппокампа (нижняя запись) непосредственно после подачи 
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проэпилептического раствора. Время подачи проэпилептческого раствора обозначено 

цветной линией. Рамкой выделен отдельный иктальный разряд, приведенный ниже в 

большем временном разрешении слева. Отдельные залпы постсинаптических токов, 

регистрируемые в ходе иктального разряда, показаны при большем временном разрешении 

справа. Б – коэффициент синхронизации возникновения иктальных разрядов за 20 минут 

регистрации в обоих структурах. Данные приведены для 4 временных интервалов: 1 –  

первый иктальный разряд, проанализированный отдельно; 2 – первые 10 минут; 3 – 10-16 

минут; 4 – 16-21 минута регистрации после добавления проэпилептического раствора. В – 

среднее число иктальных разрядов за 20 минут регистрации. Г – средняя частота залпов 

глутаматергических постсинаптических токов в ходе иктальных разрядов за 20 минут 

регистрации. Д – доля пачечных залпов от общего числа залпов постсинаптических токов в 

составе третьего иктального разряда. Е – доля суммарного времени иктальной активности 

относительно 20-минут регистрации.  

 

Чтобы оценить, насколько согласованно эпилептиформная активность возникала в 

обеих структурах, мы использовали коэффицент синхронизации, представляющий собой 

разницу между временем появления первых высокоамплитудных отрицательных 

постсинаптических токов в начале каждого иктального разряда, рассчитанный на 4 

временных интервалах (рис. 18, Б). Значимые различия были обнаружены в отношении 

начального этапа развития эпилептиформного состояния в срезе: в гиппокампе 

эпилептиформная активность регистрировалась раньше всего – наблюдался сильный 

всплеск постсинаптических токов, большая часть которых представляла собой 

ГАМКергические токи, однако присутствовали и глутаматергические; в энторинальной 

коре всплеск постсинаптических токов возникал значительно позднее. В ходе 

последующих 10 минут регистрации ведущая роль принадлежала, скорее, уже 

энторинальной коре. В целом, мы наблюдали стабильную генерацию иктальных разрядов 

как в энторинальной коре, так и в гиппокампе: за первые 20 минут после подачи 

проэпилептического раствора (ПР2) и в энторинальной коре, и в гиппокампе возникало 

порядка 4 иктальных разрядов (в энторинальной коре: 4,0 ± 0,4; в области СА1 

гиппокампа: 4,3 ± 0,6; n = 6, t-критерий Стьюдента = - 0,500, p > 0,05) (рис. 18, В). 

Оценив временную динамику регистрируемой активности, мы подробнее  

сосредоточились на свойствах самих иктальных разрядов. Вначале мы проанализировали 

среднюю частоту залпов постсинаптических токов в ходе иктальных разрядов в течение 

20 минут после подачи проэпилептического раствора, и выяснили, что иктальные разряды, 

генерируемые в обеих структурах, состояли из залпов, генерируемых со сходной частотой 

(в энторинальной коре: 0,77 ± 0,08 Гц; в области СА1 гиппокампа: 0,94 ± 0,10 Гц; n = 6, t-

критерий Стьюдента = -1,316, p > 0,05) (рис. 18, Г). Однако, в энторинальной коре, в 
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отличие от гиппокампа, залпы постсинаптических токов чаще представляли собой не 

одиночные разряды, а пачечную активность (в энторинальной коре: 69 ± 6 %; в области 

СА1 гиппокампа: 31 ± 12 %; n = 5, t-критерий Стьюдента = 2,882, p = 0,02)  (рис. 18, Д). 

Наконец, мы проанализировали суммарную длительность иктальной активности в обеих 

структурах в течение 20 минут после подачи проэпилептического раствора. Оказалось, 

что в энторинальной коре иктальная активность была гораздо продолжительней: доля, 

которую время иктальной активности составляет от общего времени регистрации, была 

значительно увеличена в энторинальной коре по сравнению с гиппокампом (в 

энторинальной коре: 37,70 ± 3,20 %; в области СА1 гиппокампа: 19,24 ± 3,06 %; n = 6, t-

критерий Стьюдента = 4,172, p = 0,002) (рис. 18, Е).  

Сопоставимое число иктальных разрядов (4 разряда), регистрируемых в обеих 

областях переживающего среза за одинаковый промежуток времени (20 минут от времени 

подачи проэпилептического раствора) свидетельствует в пользу предположения, что, 

возникнув в одной точке, иктальный разряд распространяется в соседние области, 

вовлекая их в генерацию эпилептиформной активности. Однако на основе наших данных 

нельзя сделать однозначный вывод о том, в какой именно области переживающего среза в 

данный момент времени находится очаг эпилептиформной активности, для получения 

ответов на этот вопрос уместнее проводить эксперименты по множественной регистрации 

в нескольких точках переживающего среза, что было выполнено в ряде других 

исследований и выходит за рамки задачи, выполняемой в данной серии экспериментов.  

Данные других in vitro исследований, выполненных с применением 

комбинированных срезов, содержащих энторинальную кору и гиппокамп, 

свидетельствуют о том, что эпилептиформная активность в первую очередь возникает в 

энторинальной коре  и оттуда распространяется в области СА1 и СА3 гиппокампа. 

Подобное было продемонстрировано в отношении эпилептиформной активности, 

индуцированной при помощи 4-аминопирина, высоких внеклеточных концентраций калия 

и низких внеклеточных концентраций магния [7,306].  Эксперименты по низкочастотной 

электростимуляции гиппокампа, а также опыты по перерезке связей между гиппокампом 

и энторинальной корой свидетельствуют в пользу того, что эпилептиформные разряды, 

генерируемые гиппокампом, оказывают сдерживающий эффект на эпилептиформную 

активность, подавляя генерацию иктальных разрядов. В то же время, замкнутая структура 

связей внутри парагиппокампального региона потенциально способна поддерживать 

рециркулирование возбуждения внутри трисинаптической петли, что делает вовлечение 

гиппокампа в генерацию иктальной активности теоретически возможным. В пользу 

участия пирамидных нейронов гиппокампа в поддержании иктальной активности 
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свидетельствуют результаты, полученные в модели электрического киндлинга: 

оптогенетическое торможение активности пирамидных нейронов СА3 гиппокампа in vivo 

ослабляло судорожную активность и генерализованные судороги у животных [307]. 

Помимо этого, есть данные, что применение 4-аминопиридина в комбинации с литий-

пилокарпиновой моделью эпилепсии индуцировало иктальные разряды в гиппокампе in 

vitro [308]. 

Использованный нами вариант 4-аминопиридиновой модели обеспечивал 

стабильную генерацию иктальных разрядов, а также приводил к быстрому появлению 

эпилептиформной активности в срезе (спустя минуты после подачи проэпилептического 

раствора), что отличает выбранную нами модель от ее вариаций, требующих 

выдерживания срезов мозга в 4-аминопиридин-содержащем растворе в течении 

нескольких часов. Это позволяло нам изучить все этапы развития эпилептиформной 

активности в срезе: от начала подачи проэпилептического раствора до этапа стабильной 

генерации иктальных разрядов. 

Поскольку мы изучали эпилептиформную активность, индуцированную в рамках 4-

аминопиридиновой in vitro модели, нужно подчеркнуть, что свойства такой активности 

могут отличаться от эпилептической активности у пациентов. 4-аминопиридин изменяет 

свойства синаптической передачи: вызванная 4-аминопиридином блокада К+-каналов 

приводит к тому, что увеличивается полуширина спайка, потенциал покоя становится 

более деполяризован, усиливается высвобождение как возбуждающих, так и тормозных 

нейротрансмиттеров [309]. Тем не менее, к относительным преимуществам 4-

аминопиридиновой модели можно отнести тот факт, что в отличие от моделей, 

основанных на дезингибировании, в данном случае и возбуждение, и торможение 

сохраняются, что чуть более физиологично. Помимо этого, 4-аминопиридиновые модели 

отличаются надежностью: 4-аминопиридин успешно вызывал разряды, подобные 

иктальным, как в in vitro, так и в in vivo моделях [310]; схожие последствия наблюдались и  

в трех клинически детектированных случаях отравления 4-аминопиридином [311]. 

Сообщалось также, что применение 4-аминопиридиновой in vitro модели в сочетании с 

использованием срезов мозга крыс, содержащих гиппокамп и энторинальную кору, 

позволяло получать эпилептиформную активность, схожую по своим свойствам с  

эпилептическими разрядами, наблюдаемыми у пациентов [61,312]. 

Было предложено несколько гипотез о том, как именно 4-аминопиридин влияет на 

сетевую активность в срезе мозга. Показано, что на начальных этапах развития 

эпилептиформной активности в переживающем срезе наблюдается активация ГАМК-

ергических интернейронов. Одна из гипотез заключается в том, что краткий всплеск 
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активности ГАМК-ергических интернейронов может приводить к генерации иктальных 

событий посредством посттормозного возвратного возбуждения (postinhibitory rebound 

excitation, PIR). Посттормозное возвратное возбуждение опосредовано активностью 

персистирующих Na+-каналов, способных деинактивироваться при гиперполяризованных 

потенциалах, а затем активироваться при подпороговых потенциалах, когда клетка 

возвращается к потенциалу покоя. Персистирующие Na+-токи сдвигают мембранный 

потенциал в сторону порога активации потенциал-зависимых Na+-каналов, которые затем 

и опосредуют посттормозное возвратное возбуждение [313]. Кроме того, частично 

заблокированные 4-аминопиридином выходящие потенциал-зависимые К+-токи менее 

успешно противодействуют входящему потенциал-зависимому Na+-току [313]. Другая 

гипотеза связывает проэпилептический эффект активности ГАМК-ергических 

интернейронов с тем, что ГАМК начинает оказывать деполяризующее действие. 

В ходе развития 4-аминопиридин-опосредованной эпилептиформной активности 

также наблюдается медленная деполяризация мембранного потенциала. Было предложено 

два потенциальных механизма ее возникновения: первый заключается в том, что во время 

повторяющейся сетевой активности происходит накопление внеклеточного K+, который 

оказывает прямое деполяризующее действие на мембранный потенциал клетки [314]; 

согласно второму механизму, совокупность токов (т. е. Na+, K+, Cl- и HCO3
-) участвует в 

формировании медленной деполяризации. 

Такими образом, полученные нами данные о протекании эпилептиформной 

активности в нашей вариации 4-аминпиридиновой in vitro модели, в целом, согласуются с 

экспериментальными данными, полученными в различных in vitro моделях.  

 

3.5. Биофизические свойства пирамидных нейронов CA1 после периода 

эпилептиформной активности 

Эпилептиформная активность влияет на пассивные и активные мембранные 

свойства нейронов, в том числе в первые сутки и часы после воздействия, как показали 

результаты оценки мембранных свойств нейронов после пилокарпин- и каинат-

индуцированного эпилептического статуса [85,315]. От мембранных свойств нейрона 

зависит то, как клетка будет трансформировать поступающие на нее сигналы в 

потенциалы действия. Поэтому, прежде чем оценивать изменения глутаматергической 

передачи, мы проверили, не влияет ли индуцированная в наших экспериментах 

эпилептиформная активность на пассивные и активные мембранные свойства нейронов. 

Для определения пассивных свойств пирамидных нейронов области СА1 

гиппокампа на нейрон подавались ступеньки тока (от -50 до +25 пА с шагом 25 пА). 
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Зарегистрированное изменение напряжения в ответ на подаваемую ступеньку тока затем 

использовалось для расчета таких параметров, как входное сопротивление, временная 

константа мембраны и емкость мембраны, в соответствии с алгоритмом, приведенным в 

разделе Материалы и методы. Ни один из проанализированных показателей значимо не 

изменился спустя 1 час после периода эпилептиформной активности in vitro: входное 

сопротивление (контроль: 150 ± 14 мОм, n = 10; после ЭА: 139 ± 10 мОм; n = 9; непарный 

t-критерий Стьюдента, p = 0,51); временная константа мембраны (контроль: 27,7 ± 2,3 мс, 

n = 10; после ЭА: 22,9 ± 2,0 мс; n = 8; непарный t-критерий Стьюдента, p = 0,15); емкость 

мембраны (контроль: 189 ± 15 пФ, n = 10; после ЭА: 192 ± 26 пФ; n = 9; непарный t-

критерий Стьюдента, p = 0,91); потенциал покоя (контроль: - 62,0 ± 1,5 мВ, n = 10; после 

ЭА: - 61,7 ± 0,9 мВ; n = 9; непарный t-критерий Стьюдента, p = 0,86) (рис. 19). 
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Рисунок 19. Пассивные мембранные свойства пирамидных нейронов 

области СА1 после периода эпилептиформной активности in vitro.  

А – Репрезентативная совокупность подпороговых ответов пирамидных 

нейронов области СА1 на подаваемые ступеньки тока от -50 до +25 мВ. 

Серым цветом выделен временной интервал, который использовался 

для получения усредненных значений мембранного потенциала для 

оценки входного сопротивления. Регистрация выполнялась в 

присутствии блокатора ГАМКа рецепторов бикукуллина.  

Б – Мембранные свойства пирамидных нейронов. Значимых различий 

не обнаружено. 
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Затем нами были оценены активные мембранные свойства нейронов. Для этого на 

нейроны подавались деполяризующие ступеньки тока разной величины, что, в конечном 

итоге, приводило к генерации потенциалов действия. Для каждой подаваемой на нейрон 

ступеньки тока определялась соответствующая ей частота потенциалов действия, 

генерируемых нейроном, что позволяло построить кривую зависимости частоты 

генерации потенциалов действия от величины подаваемого тока (частотно-токовую 

кривую). Далее мы исследовали, изменяется ли форма частотно-токовой кривой после 

периода эпилептиформной активности in vitro.  Для этого восходящая часть полученной 

частотно-токовой кривой аппроксимировалась функцией Гомперца (уравнение 1), и ее 

параметры оценивались как в контроле, так и после периода эпилептиформной активности 

in vitro. Не было обнаружено значимых различий ни по одному из проанализированных 

параметров. В частности, не менялись: максимальный наклон кривой, ток в точке 

перегиба кривой, максимальная частота генерации потенциалов действия (рис. 20, Б). 

 

 

 
Рисунок 20. Свойства частотно-токовой характеристики после периода эпилептиформной 

активности in vitro.  

А, слева – репрезентативные примеры изменений потенциала нейрона в ответ на подаваемые 

деполяризующие ступеньки тока, которые затем использовались для построения частотно-токовой 

характеристики (в контроле и после периода эпилептиформной активности). Справа – 

репрезентативные примеры частотно-токовых характеристик, аппроксимированных при помощи 
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функции Гомперца. Серым цветом показана частотно-токовая характеристика в контроле, 

красным – после периода эпилептиформной активности. Б – параметры частотно-токовой 

характеристики. Значимых различий не обнаружено. 

 

Кроме того, было проверено, не влияет ли краткий период эпилептиформной 

активности in vitro на форму генерируемых потенциалов действия. Для этого 

анализировались характеристики первых потенциалов действия, генерируемых в ответ на 

пороговые ступеньки тока. Период эпилептиформной активности in vitro не повлиял ни на 

амплитуду, ни на полуширину, ни на фазу нарастания потенциала действия; не 

поменялись также потенциал, при котором наблюдалась генерация первого потенциала 

действия, ни величина тока реобазы – тока, приводящего к генерации первого потенциала  

действия (рис. 21).  
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Рисунок 21. Свойства потенциалов действия после периода эпилептиформной 

активности in vitro.  
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В верхнем левом углу – форма потенциала действия в контроле и после 

периода эпилептиформной активности. Диаграммы иллюстрируют величину 

амплитуды, порога генерации, полуширина и времени нарастания потенциалов 

действия. Значимых различий не обнаружено. 

 

Проведенные эксперименты показали, что спустя 1 час после эпилептиформной 

активности in vitro не наблюдается изменений пассивных и активных мембранных свойств 

нейронов области СА1 гиппокампа, хотя в ряде исследований такие изменения 

наблюдались.  

Неоднократно отмечалось, что эпилептиформная активность влияет на величину 

входного сопротивления. К увеличению входного сопротивления приводило применение 

пентилентетразола [156], киндлинга [316], а также увеличение входного сопротивления 

нейронов было описано для крыс, генетически предрасположенных к эпилепсии [317]. 

Впрочем, каинат-индуцированный эпилептический статус не изменил входное 

сопротивление нейронов области СА1 [315], не повлияла ни на входное сопротивление, ни 

на потенциал покоя нейронов пириформной коры и абнормальная активность, 

индуцированная повторяющимися залпами тетанической стимуляции [318]. В литий-

пилокарпиновой модели же, наоборот, наблюдалось снижение входного сопротивления 

нейронов энторинальной коры [85]. В целом, сильная реактивность входного 

сопротивления в ответ на эпилептиформную активность согласуется с представлениями о 

тесной связи между входным сопротивлением и процессами гомеостатической и 

негомеостатической пластичности [319]. 

Помимо входного сопротивления, другие биофизические свойства также 

оказывались изменены вследствие эпилептиформной активности, причем некоторые их 

них – спустя часы или сутки после воздействия. Через 3-4 часа после каинат-

индуцированного эпилептического статуса увеличивались время задержки (латентность) и 

полуширина потенциала действия [315]. Спустя сутки после пилокарпин-

индуцированного эпилептического статуса уменьшилась временная константа мембраны 

энторинальных и префронтальных нейронов [85]. После киндлинга наблюдалась 

деполяризация мембраны нейронов области СА1 [316]. Воздействие тетродотоксина (0,5 

мкмоль/л) на незрелые культивируемые нейроны гиппокампа в течение 7-9 дней, 

приводящее к появлению спонтанных эпилептиформных разрядов, также повлияло на 

биофизические свойства культивируемых нейронов. После того как состав культуральной 

среды был замещен на обычный, отмечалось удлинение потенциала действия, отсутствие 

следовой гиперполяризации и более высокая частота спайкования [320]. Также 
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сообщалось, что характер спайкования существенно менялся после пилокарпин-

индуцированного эпилептического статуса [63,64]. В частности, в контрольных срезах 

подавляющее большинство нейронов (97%) генерировали одиночные спайки в ответ на 

подаваемые деполяризующие ступеньки тока. Другая ситуация наблюдалась в 

эпилептических срезах: только 53% пирамидных клеток генерировали потенциалы 

действия стандартно, остальным 47% была присуща генерация высокочастотных залпов – 

от 3 до 6 потенциалов действия в составе залпа. При этом 10% клеток, способных 

генерировать залпы, демонстрировали также спонтанную активность в покое [63]. 

Подобное изменение мембранных свойств нейронов области СА1 после эпилептического 

статуса может быть связано со гиперактивацией Ca2+-каналов T-типа, согласно данным Su 

H. и соавторов [64]. Также было показано, что аномальная активность нейронов снижает 

калиевые токи А-типа [321] и токи, активируемые гиперполяризацией [322,323], но 

увеличивает токи, опосредованные кальциевыми каналами Т-типа [63,324] и постоянные 

натриевые токи [325] – все упомянутые выше изменения вносят свой вклад в величину 

мембранных характеристик нейронов.  

Таким образом, изменения мембранных свойств сильно зависят от используемой 

модели и продолжительности эпилептической активности. Вероятно, короткий период 

эпилептиформной активности в наших экспериментах был недостаточен для того, чтобы 

повлиять на мембранные свойства нейронов.  

 

3.6. Глутаматергическая передача между синапсами СА3-СА1 гиппокампа. 

3.6.1. Увеличение базовой синаптической передачи 

Были зарегистрированы полевые ВПСП в ответ на внеклеточную стимуляцию 

коллатералей Шаффера. Спустя 1 час после краткосрочного периода эпилептиформной 

активности переживающие срезы оставались значительно более возбудимыми по 

сравнению с контролем. Хотя порог генерации полевых ВПСП был одинаковым в обеих 

группах (контроль: 52 ± 2 мкА, n = 11; после ЭА: 46 ± 4 мкА; n = 6; t-критерий Стьюдента  

= 1,49, p = 0,16), амплитуда полевых ВПСП росла значительно быстрее в ответ на 

увеличение силы стимулирующего тока (рис. 22, Б, слева, ANOVA с повторными 

измерениями: F7,105 = 4,3, p <0,001). Кроме того, порог генерации популяционного спайка 

был намного ниже, чем в контрольных срезах (контроль: 150 ± 21 мкА, n = 11; 4-АП-

срезы: 58 ± 5 мкА; n = 6; t-критерий Стьюдента  = 3,18, p <0,01). 

Чтобы выяснить, не может ли наблюдаемое увеличение синаптической силы быть 

результатом повышенной пресинаптической возбудимости, был построен график 

зависимости амплитуды пресинаптического спайка (FV) (параметр, указывающий на 
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деполяризацию пресинаптического аксона) от силы стимула в контроле и срезах после ЭА 

(рис.  22, Б, справа). Было обнаружено, что эта зависимость не различалась между 

группами (эффект эпилептиформной активности: F1,105 = 3,4, p = 0,08), что позволяет 

предположить, что возбудимость пресинаптических аксонов не пострадала. 

Чтобы оценить эффективность базовой синаптической передачи, был определен 

средний наклон I/O кривой, построенной как отношение амплитуды полевых ВПСП к 

амплитуде пресинаптического спайка (FV) (рис. 22, В, слева). С использованием 

сигмоидальной функции Гомперца (Ур. 1) для определения максимального наклона 

кривой, было установлено, что этот параметр был значительно больше в срезах после ЭА 

(9 ± 2), чем в контрольных (4,8 ± 0,7, t = 2,35, p = 0,03; рис. 22, В, справа). 
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Рисунок  22. Влияние кратковременной эпилептиформной активности на эффективность 

базовой синаптической передачи между синапсами СА3-СА1 гиппокампа 

А – репрезентативные примеры полевых постсинаптических токов (ПСТ) в контроле и 

после периода эпилептиформной активности; 

Б – зависимость амплитуды полевых ВПСП от силы стимулирующего тока (слева), 

зависимость амплитуды пресинаптического спайка (FV) от силы стимулирующего тока 

(справа); 

В – изменение максимального наклона I/O кривой после периода кратковременной 

эпилептиформной активности (слева), изменение соотношения входа/выхода (I/O 

соотношения). 
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* –  p < 0,05  - достоверное отличие от контрольной группы по критерию Стьюдента. 

 

Взятые вместе, эти данные указывают на то, что возбудимость нейронов области 

СА1 увеличивается после эпилептиформной активности за счет повышения 

эффективности синаптической передачи между синапсами СА3-СА1 гиппокампа. 

Полученные результаты согласуются с имеющимися литературными данными о 

последствиях кратковременной эпилептиформной активности in vitro. Перфузия 

гиппокампальных срезов раствором с высокой концентрацией К+ (10 ммоль/л) в течение 

10 минут привела к изменению наклона полевых ВПСП, зарегистрированных в 

радиальном слое СА1; при этом потенциирование ответов достигало максимума через 30 

минут после отмыва проэпилептического раствора и все еще обнаруживалось спустя 60 

минут [326]. Аналогичные данные были получены в двух других исследованиях: (1) 

потенцирование полевых ВПСП наблюдалось спустя 50 мин после того, как раствор с 

высокой концентрацией К+ был заменен контрольным [327], и (2) спустя более 40 мин 

после отмыва 4-АП-содержащего раствора (200 мкмоль/л) [328] .  

Примечательно, что даже крайне короткий период эпилептиформной активности 

(40 с) приводил к потенциации амплитуды полевых ВПСП (20 мин после отмыва), хотя в 

этих экспериментах срезы гиппокампа были подвергнуты воздействию очень высокой 

внеклеточной концентрации K+ (50 ммоль/л KCl) [329]. Эпилептиформная активность, 

длительность которой составляла 0,5–3 мин, также приводила к потенциированию 

полевых ВПСП в органотипических срезах гиппокампа. Указанная потенциация 

сохранялась в течение 15 мин после отмыва «не содержащего Mg2+» проэпилептического 

раствора, и в течение 30 мин после отмыва проэпилептического раствора, содержащего 

бикукуллин [330]. В другом исследовании использование проэпилептического раствора с 

повышенной концентрацией K+  увеличило наклон полевых ВПСП в области СА1, в то 

время как на амплитуду пресинаптического спайка (FV) это не повлияло [331].  

Кроме того, эпилептиформная активность, индуцированная при помощи блокады 

ГАМКа-рецептор-опосредованного торможения, приводила к стойким изменениям 

свойств полевых ВПСП, регистрируемых в stratum radiatum/moleculare области СА3. 

Потенциация полевых ВПСП, определяемая как не менее чем  20 % увеличение наклона 

восходящей фазы полевых ВПСП, наблюдалась в течение 120 минут после отмыва 

пенициллина (2000 IU/мл) и прекращения спонтанных эпилептиформных разрядов [332]. 

Наблюдаемое в нашей работе повышение возбудимости пирамидных нейронов 

может быть следствием воздействия различных факторов. В число возможных 
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механизмов входят увеличение вероятности высвобождения глутамата, увеличение 

количества рецепторов на постсинаптической мембране, а также увеличение входного 

сопротивления мембраны. 

 

3.6.2. Пресинаптические свойства 

Парное отношение  

Небольшой размер пресинаптических окончаний (~ 1-2 мкм) затрудняет прямую 

электрофизиологическую регистрацию, поэтому большинство исследователей 

сосредотачивается на регистрации активности постсинаптических нейронов, чтобы на 

основе полученных данных сделать выводы о пресинаптических изменениях. Обычно 

анализируют постсинаптические токи, возникшие в ответ на электрическую, химическую 

или оптогенетическую стимуляцию. В случае моделей in vitro, подобная стимуляция 

обеспечивает стабильный уровень синаптической активации. К настоящему времени 

сложился набор протоколов, используемых для анализа относительного вклада 

синаптической передачи.  

Потенциалы действия перемещаются вдоль по аксону до пресинаптических 

терминалей, активируя потенциал-зависимые Ca2+-каналы, которые запускают секрецию 

нейромедиаторов. Когда два импульса приходят один за другим в быстрой 

последовательности (около 20–100 мс), считается, что Ca2+, оставшийся после первого 

стимула, временно увеличивает вероятность высвобождения медиатора в ответ на второй 

стимул, что получило название «кратковременная пластичность» [333,334]. 

Относительная пиковая амплитуда первого и второго импульсов, известная как парное 

соотношение, таким образом, отражает величину пресинаптической вероятности 

высвобождения медиатора. Если вероятность высвобождения медиатора из 

пресинаптической терминали высока, то везикулярный пул будет истощен после первого 

импульса, что приведет к ослаблению синаптического ответа на второй стимул, то есть к 

синаптической депрессии. Напротив, если вероятность высвобождения медиатора низка, 

то ответ на второй стимул может быть усилен из-за медленного очищения 

пресинаптического внутриклеточного Ca2+ – феномен, называемый синаптической 

фасилитацией. Следовательно, изменение парного отношения зачастую интерпретируется 

как отражающее изменения вероятность высвобождения медиатора, хотя существует 

множество альтернативных механизмов, приводящих к изменению парного соотношения. 

Например, ускорение обратного захвата нейромедиатора из синаптической щели, 

осуществляемое за счёт транспортеров на астроцитах и синаптических окончаниях, 

способно модулировать парное соотношение. 
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Чтобы изучить эффект кратковременной эпилептиформной активности in vitro на 

вероятность выброса медиатора, сначала были зарегистрированы ответы на парный 

стимул на раннем сроке – спустя 15 минут после начала отмыва переживающего среза от 

проэпилептического раствора. В условиях фиксации потенциала на уровне -80 мВ в 

присутствии блокаторов ГАМКа рецепторов были получены ответы пирамидных 

нейронов области СА1 на парный стимул (рис. 23). Биполярный стимулирующий 

электрод помещался на коллатерали Шаффера, интервал между парными стимулами 

составлял 50 мс. Парное отношение рассчитывалось как отношение амплитуды второго 

ответа к первому. При оценке парного отношения не выявлено различий между 

контрольными ответами и ответами, зарегистрированными спустя 15 минут после 

прекращения кратковременной эпилептиформной активности (контроль = 1,17 ± 0,26; n = 

5; после эпилептиформной активности = 1,14 ± 0,26; n = 5; парный t-критерий Стьюдента 

= 0,452, p = 0,675).  Полученные данные свидетельствуют о том, что вероятность выброса 

медиатора в синапсах СА3-СА1 гиппокампа не изменилась через 15 минут после периода 

кратковременной эпилептиформной активности.  
Рисунок 23. Ответы пирамидных нейронов области СА1 

гиппокампа на парную стимуляцию спустя 15 минут после 
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прекращения кратковременной вызванной эпилептиформной 

активности 

 

В дальнейшем мы сосредоточились на изучении пресинаптических и 

постсинаптических изменений глутаматергической передачи в синапсах СА3-СА1 

гиппокампа спустя 1 час после прекращения кратковременной эпилептиформной 

активности – сроке, достаточном для запуска внутриклеточных сигнальных каскадов и 

формирования синаптической пластичности. Методом, описанным выше, были получены 

ответы пирамидных нейронов области СА1 на парный стимул (рис. 24). При оценке 

парного отношения не выявлено различий между контрольными ответами и ответами, 

зарегистрированными спустя 1 час после прекращения кратковременной 

эпилептиформной активности (контроль = 1.72 ± 0.09; n = 11; после ЭА = 1.73 ± 0.11; n = 

9, t-критерий Стьюдента = - 0,02, p = 0,98). Полученные данные свидетельствуют о том, 

что вероятность выброса медиатора в синапсах СА3-СА1 гиппокампа сохранялась на 

уровне контрольных значений. 

 
Рисунок 24. Ответы пирамидных нейронов области СА1 гиппокампа на парную 

стимуляцию в контрольных условиях и после периода эпилептиформной 

активности in vitro.  



82 
 

А – примеры возбуждающих постсинаптических токов (ВПСТ) пирамидных 

нейронов области СА1 гиппокампа, вызванных парной стимуляцией, в ACSF 

(контрольные условия) и спустя 1 час после периода эпилептиформной активности 

in vitro (после ЭА). Vhold  = - 80 мВ. Б – парное отношение амплитуд вызванных 

ВПСТ в ответ на второй и первый стимулы (парное отношение). 

 

На сегодняшний день наиболее подробно исследованы пресинаптические 

изменения, наблюдаемые непосредственно в ходе эпилептиформной активности. Показан 

эффект 4-АП на величину парного соотношения – в ходе перфузии переживающих срезов 

4-АП-содержащим ACSF фасилитация ответов сменялась депрессией [328,335,336], что 

свидетельствует о увеличении вероятности выброса глутамата. Эта гипотеза 

подтверждается и данными о увеличении частоты миниатюрных ВПСТ в ходе 4-АП-

индуцированной эпилептиформной активности [328]. Однако продолжительность этих 

изменений остается неясной. Противоречивые данные были получены в in vitro модели, в 

которой эпилептиформная активность индуцировалась инкубацией в бикукуллине (50 

мкмоль/л) на протяжении ночи: частота миниатюрных ВПСТ была увеличена, в то время 

как парное отношение не изменилось. Наиболее вероятным объяснением этого результата 

служит не изменение вероятности высвобождения глутамата, а преобразование молчащих 

синапсов в функциональные [337]. 

 

Миниатюрные ВПСТ после периода эпилептиформной активности 

Когда генерация потенциалов действия блокирована тетродотоксином (TTX), 

селективным блокатором потенциал-управляемых Na+-каналов, высвобождение 

нейромедиатора из пресинаптической терминали становится стохастическим процессом. 

В этих условиях момент спонтанного слияния везикулы с пресинаптической мембраной 

может быть зарегистрирован на постсинаптическом нейроне в форме миниатюрного 

постсинаптического тока (миниатюрного ПСТ), в частности, в виде либо миниатюрных 

возбуждающих постсинаптических токов (миниатюрных ВПСТ), либо миниатюрных 

тормозных постсинаптических токов (миниатюрных ТПСТ). В то время как 

пресинаптические события, связанные с генерацией потенциалов действия, 

предпочтительно связаны с активностью высокопороговых потенциал-управляемых Ca2+ 

каналов P/Q (CaV2.2) и N (CaV2.1) типов, стохастический вход Ca2+ в случае 

миниатюрных ПСТ опосредован, в основном, низкопороговыми Ca2+-каналами Т типа, в 

том числе CaV3.1 и CaV3.2 [338] . Следует отметить, что в генерацию миниатюрных ПСТ 

вовлечены  как Ca2+-зависимые, так и Ca2+-независимые процессы [339]. Частота и 
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амплитуда миниатюрных ПСТ используются в качестве критериев для оценки количества 

синапсов и относительной силы синапсов, соответственно [340]. Оценка частоты 

миниатюрных ВПСТ также служит критерием для определения изменений вероятности 

выброса медиатора. 

Регистрация миниатюрных возбуждающих постсинаптических токов  в области 

СА1 гиппокампа проводилась в присутствии тетродотоксина (0,5 мкмоль/л), а также в 

присутствии блокаторов ГАМКа-рецепторов (рис. 25, А). Частота миниатюрных ВПСТ, 

зарегистрированных после кратковременного периода вызванной эпилептиформной 

активности, значимо не отличались от контрольных значений (в контроле = 0.21 ± 0.05 Гц; 

n = 7; после ЭА = 0.18 ± 0.03 Гц; n = 7), что свидетельствует об отсутствии изменений 

вероятности высвобождения глутамата в синапсах СА3-СА1 гиппокампа (рис. 25, Г).  

 
Рисунок 25. Свойства миниатюрных возбуждающих постсинаптических токов 

(миниатюрных ВПСТ) пирамидных нейронов области СА1 гиппокампа крысы через 1 

час после периода эпилептиформной активности in vitro (ЭА), вызванной перфузией 

переживающего среза проэпилептическим раствором.  

А  – репрезентативные примеры миниатюрных ВПСТ пирамидных нейронов области 

СА1 гиппокампа крысы, зарегистрированных при потенциале фиксации, равном -80 мВ,  

в контрольных условиях (слева) и спустя 1 час после периода эпилептиформной 

активности (справа). * – отдельные миниатюрные ВПСТ. Б – усредненные миниатюрные 

ВПСТ в контроле и после периода эпилептиформной активности. В, Г – амплитуда (В) и 



84 
 
частота (Г) миниатюрных ВПСТ в контроле и после периода эпилептиформной 

активности in vitro.  

 

В наших экспериментах величина амплитуды миниатюрных ВПСТ оставалась 

неотличимой от контрольных значений (в контроле = 20.29 ± 0.97 пА; n = 7; после ЭА = 

22.57 ± 1.69 пА; n = 7) (рис. 25, В), хотя в ряде исследований было показано, что 

эпилептиформная активность влияет на свойства миниатюрных ответов. Амплитуда 

миниатюрных ВПСТ, зарегистрированных в пирамидных нейронах области СА1, была 

повышена в срезах мозга животных после пилокарпин-индуцированных судорог [341] и 

судорог, индуцированных гипоксией [213]. Различия в последствиях эпилептиформной 

активности могут быть связаны с тем, что в вышеуказанных исследованиях 

эпилептиформная активность моделировалась in vivo, а не in vitro.  

В целом, на основе данных о  частоте миниатюрных событий и экспериментов по 

регистрации ответов на парный стимул можно сделать вывод о том, что вероятность 

высвобождения глутамата в синапсах СА3-СА1 гиппокампа не меняется после периода 

эпилептиформной активности in vitro. 

 

3.6.3. Постсинаптические характеристики 

AMPA/NMDA соотношение после периода эпилептиформной активности 

Возбуждающая синаптическая передача в центральных синапсах опосредуется 

пресинаптическим высвобождением глутамата, который связывается со 

специализированными рецепторами на постсинаптической мембране. Три основных типа 

инотропных рецепторов, чувствительных к глутамату – AMPA-, NMDA- и каинатные 

рецепторы – имеют различную кинетику. Кинетика AMPA-рецептор-опосредованных 

токов характеризуется быстрой фазой нарастания (2-7 мс)  и быстрой фазой спада (20-30 

мс). Напротив, NMDA-рецепторы, которые обычно активируются только после 

вызванного деполяризацией снятия Mg2+-опосредованного блока, демонстрируют 

медленное нарастание (~ 20 мс) и имеют медленную двухэкспоненциальную кинетику 

спада (40–200 мс).  

Встраивание AMPA-рецепторов является широко известным механизмом 

синаптической пластичности, происходящим во время обучения и вовлеченным в 

формирование памяти [342]. Доставка AMPA-рецепторов как в синапсы, так и из них, 

включает в себя процессы латеральной диффузии [343] и везикулярного транспорта [344]. 

Оказавшись на синаптической мембране, AMPA-рецепторы, как правило, подвижны и 

быстро диффундируют; в случае же формирования долговременной потенциации (LTP) 
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AMPA-рецепторы закрепляются на месте [343,345]. Как недавно было подтверждено, 

участки плазматической мембраны, где наблюдаются закрепление и кластеризация 

AMPA-рецепторов, находятся напротив сайтов высвобождения медиатора, что 

обеспечивает оптимальную активацию рецепторов [346,347]. 

Представляется вероятным, что формирование абнормальной синаптической 

пластичности, запускаемое эпилептиформной активностью, также будет сопровождаться 

изменением свойств постсинаптических рецепторов, и, в частности, свойств AMPA 

рецепторов. Чтобы проверить это предположение, были зарегистрированы AMPA-

рецептор-опосредованные и NMDA-рецептор-опосредованные возбуждающие 

постсинаптические токи (ВПСТ) (рис. 26). Соотношение AMPA- и NMDA-рецепторов на 

постсинаптической мембране оценивалось через соотношение пиковых амплитуд AMPA- 

и NMDA-рецептор-опосредованных ответов. Было обнаружено, что короткий период 

эпилептиформной активности приводит к увеличению AMPA /NMDA соотношения. 

(CTRL =2,61 ± 0,20; n = 10; 4-АП = 3,91 ± 0,34; n = 9; t-критерий Стьюдента = -3,39, p= 

0,003).  

Рисунок 26. Соотношение AMPA и NMDA рецепторов на постсинаптической 

мембране нейронов области СА1 гиппокампа крысы увеличено спустя 1 час 
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после прекращения кратковременной вызванной эпилептиформной 

активности.  

А – примеры ответов в контроле (серым цветом) и спустя 1 час после 

прекращения кратковременной вызванной эпилептиформной активности 

(красным цветом). «NMDA» - NMDA-рецептор-опосредованные ВПСТ при 

потенциале фиксации, равном +40 мВ, в присутствии DNQX (10 µM). 

«AMPA» - AMPA-рецептор-опосредованные ВПСТ при потенциале фиксации, 

равном -80 мВ. 

Б – соотношение пиковых амплитуд AMPA- и NMDA-рецептор-

опосредованных ВПСТ (AMPA/NMDA соотношение). 

 

Увеличение AMPA/NMDA соотношения указывает на то, что эпилептиформная 

активность привела к встраиванию дополнительных AMPA-рецепторов в 

постсинаптическую мембрану, а также  на то, что именно постсинаптические изменения 

лежат в основе обнаруженной ранее повышенной возбудимости нейрональных сетей 

гиппокампа.  

Ранее сообщалось, что эпилептиформная активность влияет на величину 

AMPA/NMDA соотношения, хотя это и было показано на другой модели эпилепсии.  

AMPA/NMDA соотношение было увеличено в органотипических срезах гиппокампа 

после их инкубации в бикукуллине (50 мкмоль/л) в течение ночи. Добавление в 

инкубационный раствор блокатора NMDA-рецепторов СРР предотвращало этот эффект 

эпилептиформной активности, что свидетельствует, как минимум, о NMDA-рецептор-

опосредованном характере указанных изменений [337]. 

Как упоминалось ранее, амплитуда миниатюрных ВПСТ является мерой ионного 

потока через постсинаптические рецепторы, и в нашем исследовании амплитуда 

миниатюрных ВПСТ не изменялась, что не полностью согласуется с данными 

эксперимента  по оценке AMPA/NMDA соотношения. Одной из причин наблюдаемых 

различий может выступать тот факт, что стимуляция коллатералей Шаффера 

обеспечивает сугубо поступление информации от нейронов области СА3, в то время как в 

генерации миниатюрных событий принимает участие все многообразие терминалей, 

оканчивающихся на нейронах СА1. В настоящее время также накопился значительный 

объем данных, свидетельствующих о том, что спонтанное и вызванное высвобождение 

медиатора могут быть раздельными явлениями с разными регуляторными механизмами и 

выполняемой функциональной ролью [348,349]. 

 

3.7. Глутаматергическая передача в энторинальной коре. 
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3.7.1. Пресинаптические свойства 

Поскольку в гиппокампе мы не выявили пресинаптических изменений после 

эпилептиформной активности in vitro ни методом регистрации ответов на парный стимул, 

ни путем оценки частоты миниатюрных событий, в энторинальной коре мы не стали 

проводить столь же подробный анализ. Кроме того, в нашей лаборатории уже была 

выполнена оценка миниатюрных событий в энторинальной коре в похожей in vitro 

модели, где переживающие срезы выдерживались в проэпилептическом растворе в 

течение часа. Изменений частоты миниатюрных ВПСТ как через 10 мин, так и через час 

после смены проэпилептического раствора на контрольный раствор выявлено не было 

(рис. 27) [350].  

 

 

Рисунок 27. Частота миниатюрных ВПСТ нейронов энторинальной коры 

спустя 10 и 60 минут после периода эпилептиформной активности 

 

3.7.2. Постсинаптические свойства 

Увеличение AMPA-рецептор-опосредованных ответов. 

Как было описано выше,  в гиппокампе основным последствием краткого периода 

эпилептиформной активности было изменение постсинаптических свойств нейронов 

гиппокампа. Проводя эксперименты в энторинальной коре, мы сосредоточили наше 

внимание на оценке постсинаптических изменений, а именно: изменений AMPA- и 

NMDA-рецептор-опосредованной синаптической передачи.  

Для выполнения этой задачи нами были зарегистрированы постсинаптические токи 

(ПСТ) в ответ на внеклеточную электрическую стимуляцию. ПСТ были получены при 

разных значениях потенциала фиксации, что позволило сформировать два набора ПСТ: в 

контрольных условиях и в ходе эпилептиформной активности (рис. 28). Эффект 
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эпилептиформной активности оценивался спустя 10–15 минут от ее начала, при этом для 

дальнейшего анализа отбирались только срезы, продемонстрировавшие не менее 3 

иктальных разрядов. Для полученных наборов ПСТ затем была реализована процедура 

разложения на синаптические проводимости, как описано в главе Материалы и методы 

(раздел 2.3.2. Регистрация синаптической активности методом патч-кламп).  

Было обнаружено, что амплитуда моносинаптического пика и площадь под кривой 

AMPA-рецептор-опосредованной проводимости увеличились в ходе эпилептиформной 

активности: средние значения пиковой проводимости и площади под графиком выросли 

на 130% и 427%, соответственно (рис. 28, Б). Оценка NMDA-рецептор-опосредованной 

проводимости показала, что эпилептиформная активность не повлияла ни на пиковую 

величину проводимости, ни на площадь под кривой (рис. 28, В). Вследствие этого, 

увеличилось (в 4,66 раза) и среднее значение отношения пиковых проводимостей, 

опосредованных AMPA- и NMDA-рецепторами  (рис. 28, Г). Следует отметить, что, хотя 

величина площади под кривой NMDA-рецептор-опосредованной проводимости и не 

изменилась по сравнению с контрольными значениями, эпилептиформная активность 

повлияла на время ее инактивации, что выражалось в увеличении полуширины NMDA-

рецептор-опосредованной проводимости (64 ± 12 мс в контроле и 377 ± 67 мс в ходе ЭА, n 

= 8, парный t-критерий Стьюдента, p = 0.005). 

 
 

 



89 
 

 

Рисунок 28. AMPA- и NMDA-рецептор-опосредованные компоненты ответа 

нейронов энторинальной коры крысы на внеклеточный электрический стимул в 

контрольных условиях (К) и в ходе эпилептиформной активности (ЭА). 

А – два набора вызванных постсинаптических токов (вызванных ПСТ), 

зарегистрированных от одного и того же нейрона при разных значениях потенциала 

фиксации в контрольных условиях (слева) и в ходе эпилептиформной активности 

(справа); 

Б – AMPA-рецептор-опосредованная синаптическая проводимость, вычисленная 

методом разложения вызванных ПСТ на синаптические проводимости, 

опосредованные AMPA-, NMDA- и ГАМКа-рецепторами. Слева – величина AMPA-
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рецептор-опосредованной проводимости относительно функции времени в 

контрольных условиях (черная линия) и в ходе эпилептиформной активности 

(красная линия). Справа – диаграммы, иллюстрирующие область под кривой и 

моносинаптический пик AMPA-рецептор-опосредованной проводимости (парный t-

критерий Стьюдента, p = 0,04 и 0,019 для пика и области под кривой, 

соответственно); 

В – NMDA-рецептор-опосредованная синаптическая проводимость, вычисленная 

методом разложения вызванных ПСТ на синаптические проводимости, 

опосредованные AMPA-, NMDA- и ГАМКа-рецепторами. (парный t-критерий 

Стьюдента); 

Г – отношение пиковых моносинаптических проводимостей, опосредованных 

AMPA- и NMDA-рецепторами (парный t-критерий Стьюдента, p = 0,006). 

 

Потенциация AMPA-рецептор-опосредованных ответов после прекращения 

эпилептиформной активности. 

В следующей серии экспериментов было проверено, как изменяется наблюдаемая в 

энторинальной коре потенциация AMPA-рецептор-опосредованных компонентов ответа 

на внеклеточный электрический стимул с течением времени. Вызванные ответы вначале 

регистрировались в контрольном перфузирующем растворе (ACSF), затем в срезе 

вызывалась эпилептиформная активность (ACSF заменялся проэпилептическим 

раствором), затем эпилептиформная активность останавливалась (проэпилептическим 

раствор заменялся на ACSF, срезы отмывались) и, наконец, снова регистрировались 

вызванные ответы на разных временных промежутках. Во всех срезах эпилептиформная 

активность продолжалась менее 5 мин после  начала отмыва от проэпилептического 

раствора.  Вызванные ответы регистрировались три раза после отмыва: спустя 5 (О 1), 17 

(О2) и 30 мин (О3; рис. 29). После прекращения эпилептиформной активности величина 

AMPA-рецептор-опосредованной проводимости возвращалась к уровню контрольных 

значений постепенно. Пиковое значение AMPA-рецептор-опосредованной проводимости 

оставалось увеличенным по сравнению с контролем спустя 5 и 17 мин после отмыва 

(средние значения по сравнению с контролем были увеличены на 107% и 68% для О1 и О2 

соответственно; однофакторный дисперсионный аналаиз с повторными измерениями, p = 

0,002, с последующим апостериорным тестом Даннета). 
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Рисунок 29. Потенциация AMPA-рецептор-опосредованного компонента вызванного ответа 

сохраняется после прекращения эпилептиформной активности.  

Слева – AMPA-рецептор-опосредованная синаптическая проводимость относительно функции 

времени в контрольных условиях и после прекращения эпилептиформной активности. Оценка 

величины синаптической проводимости проводилась в трех точках: 5, 17 и 30 мин после отмыва. «К», 

«О1», «О2» и «О3» обозначают оценку в контроле и спустя 5, 17 и 30 минут, соответственно. 

Справа – пиковые значения и  область под кривой AMPA-рецептор-опосредованной 

проводимости. Звездочки указывают на существенное отличие от контрольного уровня (апостериорный 

тест Даннета). 

 

3.8. Обсуждение обнаруженных постсинаптических изменений в 

энторинальной коре и гиппокампе 

И в гиппокампе, и в энторинальной коре наблюдалось увеличение AMPA-

рецептор-опосредованного компонента синаптических ответов после краткого периода 

эпилептиформной активности in vitro. Полученные нами данные согласуются с 

результатами патч-кламп экспериментов, выполненных после судорог, индуцированных 

in vivo. Так, пилокарпин-индуцированная эпилептическая активность in vivo, 

остановленная спустя 10 минут после появления судорог, соответствующих 5 степени по 

шкале Рицина, приводила к  изменениям AMPA-рецептор-опосредованной синаптической 

передачи в гиппокампе.  [218]. Потенцирование AMPA-рецептор-опосредованных токов 

наблюдалось также в срезах мозга 10-дневных крысят, полученных спустя 1 час после 

судорог in vivo, вызванных гипоксией. Введение антагонистов AMPA-рецепторов NBQX, 

топирамата или GYKI-53773 немедленно после судорог in vivo ослабляло потенцирование 

AMPA-рецептор-опосредованных токов, фосфорилирование GluA1 субъединицы, а также 

препятствовало формированию повышенной склонности к судорогам, наблюдаемой у 

крысят, не получавших антагонистов [213]. Применение in vitro модели позволило нам 
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дополнить эти данные, продемонстрировав, что увеличение AMPA-рецептор-

опосредованного компонента синаптических ответов происходит уже спустя минуты 

после остановки эпилептиформной активности – временной период, недоступный при 

использовании моделей in vivo. Сильное увеличение амплитуды (в 2 раза) и площади под 

кривой (в 3 раза) AMPA-рецептор-опосредованных ответов в энторинальной коре спустя 5 

минут после периода эпилептиформной активности, которые мы наблюдали, 

свидетельствуют в пользу гипотезы о высокой эпилептогенности энторинальной коры. 

Хотя период эпилептиформной активности in vitro привел  в наших экспериментах 

к постсинаптическим изменениям в синапсах CA3-CA1 гиппокампа, о чем 

свидетельствует увеличение AMPA/NMDA соотношения, в то же время мы не 

обнаружили увеличения амплитуды миниатюрных ВПСТ – показателя, так же 

используемого для оценки постсинаптических изменений. Одним из возможных 

объяснений данного противоречия может служить тот факт, что миниатюрные события 

складываются из активности всего спектра эфферентов, приходящих на нейроны СА1, 

тогда как вызванные события являются последствием стимуляции коллатералей 

Шаффера, то есть опосредованы только эфферентами, приходящими от нейронов области 

СА3. Кроме того, недавно было показано, что спонтанное и синхронное высвобождение 

медиатора представляют собой разные процессы [338–340]. 

Об изменении числа AMPA-рецепторов на постсинаптической мембране и их 

свойств в первые часы после периода эпилептиформной активности можно косвенно 

судить, опираясь на уровень поверхностной экспрессии белков субъединиц AMPA-

рецепторов и данные о фосфорилировании сайтов S831 и S845. Фосфорилирование сайта 

S831 приводит к увеличению проводимости одиночных каналов, несущих в своем составе 

GluA1 субъединицу, а также способствует встраиванию GluA1-содержащих рецепторов в 

зону постсинаптического уплотнения; фосфорилирование сайта S845 увеличивает 

вероятность открытого состояния канала, а также способствует как встраиванию GluA1-

содержащих рецепторов, так и продлевает время их  пребывания в составе 

постсинаптической мембраны [183]. Фосфорилирование S831 и S845 сайтов GluA1 

субъединицы  наблюдалось спустя 1 час после судорог, вызванных пентилентетразолом, и 

спустя 24 часа после судорог, вызванных гипоксией [214]. В другом исследовании было 

замечено, что уровень поверхностной экспрессии субъединицы GluA1 был увеличен как 

следствие 40-минутного периода судорог, индуцированных пилокарпином 183 [341]. 

Однако, другой характер экспрессии белка AMPA-рецепторов наблюдался через 3 часа 

после пилокарпин-индуцированных судорог: экспрессия субъединиц GluA1, GluA3 и 

GluA4 была понижена, в то же время наблюдалось повышение экспрессии субъединицы 
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GluA2, в норме обеспечивающей непроницаемость AMPA-рецепторов для ионов Ca2+, но 

теряющей это свойство в отсутствие ее редактирования по Q/R сайту [351]. В виду того, 

что степень редактирования GluA2 в этих экспериментах не оценивалась, данные о 

повышении экспрессии этой субъединицы могут быть истолкованы двояко, в том числе и 

как свидетельство усиления проводимости одиночных каналов AMPA-рецепторов за счет 

присутствия нередактированной формы GluA2 [352]. Также необходимо учитывать, что 

указанные изменения экспрессии GluA1, GluA3 и GluA4 оценивались для общей, а не 

поверхностной фракции белка, и только последние дают однозначный ответ на вопрос, 

приводит ли изменение общей экспрессии белка к изменениям на постсинаптической 

мембране. В целом, вышеприведенные данные об изменении экспрессии субъединиц 

AMPA-рецепторов согласуются с полученными нами данными и свидетельствуют в 

пользу гипотезы, что после периода эпилептиформной активности наблюдается 

встраивание дополнительных AMPA-рецепторов в постсинаптическую мембрану.   
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Моделирование эпилепсии in vitro с помощью проэпилептического 

перфузирующего раствора в комбинированных срезах мозга крысы, содержащих 

энторинальную кору и гиппокамп, позволяет индуцировать эпилептиформные разряды, 

демонстрирующие сходство с интериктальными и иктальными разрядами, наблюдаемыми 

у пациентов, страдающих височной эпилепсией. Применение 4-аминопиридин-

содержащего проэпилептического перфузирующего раствора с высокой концентрацией 

ионов К+ приводило к быстрому развитию эпилептиформного состояния в срезе: первые 

синхронизированные события наблюдались в течение первых 5 минут после подачи 

раствора. Всего за 20-минутный период регистрации (с момента подачи 

проэпилептического раствора) и в энторинальной коре, и в гиппокампе возникало в 

среднем около 4 иктальных разрядов. Согласно данным литературы, нейроны глубоких 

слоев энторинальной коры часто выступают в роли источника генерации иктальных 

разрядов [61], поэтому можно было ожидать, что первые эпилептиформные разряды также 

возникнут именно в энторинальной коре. Однако, в наших экспериментах по 

одновременной регистрации эпилептиформной активности в двух структурах первый 

всплеск постсинаптических токов регистрировался именно в гиппокампе, время его 

возникновения относительно начала подачи проэпилептического раствора составляло 

приблизительно 5 минут для энторинальной коры и 3 минуты для гиппокампа. В то же 

время, иктальная активность в энторинальной коре была гораздо более продолжительной: 

доля, которую суммарное время иктальной активности составляло от общего времени 

регистрации, была значительно большей в энторинальной коре. Временная динамика 

спонтанной синаптической активности в энторинальной коре была проанализирована 

подробнее, что позволило выявить два типа эпилептиформных разрядов, устойчиво 

генерировавшихся в ходе развития эпилептиформной активности in vitro. Оценка 

синаптических проводимостей на протяжении каждого из разрядов показала, что в ходе 

эпилептиформных разрядов 1 типа наблюдалась преимущественно ГАМКа-рецептор-

опосредованная проводимость, тогда как в случае эпилептиформных разрядов 2 типа 

ГАМКа-рецептор-опосредованная синаптическая проводимость являлась ведущей только 

на начальном этапе разряда, после чего, с небольшой задержкой, возрастала 

проводимость, опосредованная возбуждающими глутаматными рецепторами AMPA и 

NMDA типа [112]. 

Таким образом, в наших экспериментах мы продемонстрировали, что гиппокамп 

оказывается активно вовлечен в генерацию иктальных разрядов. С другой стороны, 
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согласно широко распространенной гипотезе, гиппокамп и зубчатая извилина выполняют 

важную функцию, сдерживая развитие эпилептиформной активности в срезе, поскольку 

генерируемые в них эпилептиформные разряды нарушают синхронизацию нейронов 

энторинальной коры и, таким образом, препятствуют генерации иктальных разрядов [12]. 

Учитывая подобную неоднозначность роли гиппокампа в генерации эпилептиформной 

активности, нам показалось важным ответить на вопрос, как именно подействует краткий 

период эпилептиформной активности на пирамидные нейроны гиппокампа. 

Литературные данные указывают на то, что эпилептиформная активность может 

приводить к изменениям биофизических свойств нейронов в первые сутки и часы после 

воздействия, как было продемонстрировано в литий-пилокарпиновой и каинатной 

моделях эпилепсии [85,315]. От мембранных свойств зависит, как именно нейрон 

трансформирует поступающие на нее сигналы в потенциалы действия. Поэтому, в первую 

очередь, мы проверили, не меняются ли биофизические свойства нейронов после 15-

минутного периода эпилептиформной активности in vitro. В области СА1 гиппокампа не 

было выявлено ни изменений входного сопротивления, ни изменений других пассивных 

мембранных свойств, не изменились ни параметры частотно-токовой кривой, ни свойства 

самих потенциалов действия [353]. Вероятнее всего, длительность эпилептиформной 

активности в наших экспериментах не была достаточной для того, чтобы повлиять на 

мембранные свойства нейронов.   

Следующим нашим шагом было оценить базовый уровень синаптической передачи 

в гиппокампе после эпилептиформной активности – для этого мы использовали метод 

регистрации локальных полевых потенциалов. Регистрация и анализ полевых 

потенциалов, отводимых от радиального слоя области СА1 гиппокампа в ответ на 

стимулирующий ток разной интенсивности, показали, что уровень базовой синаптической 

передачи возрастал в 2 раза в срезах, перенесших эпилептиформную активность, по 

сравнению с контролем [353]. Таким образом, краткого усиления ГАМКергической и 

глутаматергической передачи, наблюдаемого в ходе 15-минутной эпилептиформной 

активности, было достаточно для того, чтобы запустить процессы синаптической 

пластичности в гиппокампе. Увеличение базовой синаптической передачи могло быть 

вызвано перестройками как на пресинаптическом, так и на постсинаптическом уровне. К 

увеличению базовой синаптической передачи теоретически могло приводить и 

увеличение входного сопротивления нейронов, однако выполненная ранее оценка 

биофизических свойств показала, в том числе, что входное сопротивление нейронов не 

менялось, так что этот механизм не мог лежать в основе наблюдаемых изменений базовой 



96 
 

синаптической передачи в гиппокампе. Вклад двух других возможных механизмов – 

пресинаптических и постсинаптических изменений  –   был последовательно проверен. 

Оценка пресинаптических изменений в синапсах между нейронами СА3-СА1 

гиппокампа проводилась с применением двух методов. Анализ частоты миниатюрных 

возбуждающих постсинаптических токов (ВПСТ) – регистрируемых в условиях, когда 

генерация потенциалов действия заблокирована, и возникающих вследствие 

высвобождения отдельных квантов медиатора – показал, что частота таких токов не 

поменялась после периода эпилептиформной активности, что указывает на то, что 

вероятность высвобождения медиатора осталась неизменной. Регистрация ответов 

пирамидных нейронов на парный стимул, позволяющая рассчитать отношение амплитуд 

ответов на второй и первый стимулы и, таким образом, оценить изменения 

кратковременной синаптической пластичности (фасилитации или депрессии), 

продемонстрировала, что парное отношение амплитуд ответов не меняется. Таким 

образом, ни одним из вышеуказанных методов не было выявлено пресинаптических 

изменений в синапсах СА3-СА1 гиппокампа после периода эпилептиформной активности 

in vitro. Для оценки постсинаптических изменений оценивалось соотношение пиковых 

амплитуд возбуждающих постсинаптических токов, опосредованных двумя основными 

типами инотропных рецепторов: AMPA- и  NMDA-рецепторами. Соотношение пиковых 

амплитуд возбуждающих постсинаптических токов (AMPA/NMDA соотношение) 

увеличилось после периода эпилептиформной активности [353]. Наиболее вероятной 

причиной увеличения AMPA/NMDA соотношения служит встраивание дополнительных 

AMPA-рецепторов в постсинаптическую мембрану – широко изученный процесс, 

лежащий в основе формирования долговременной синаптической пластичности.  

В энторинальной коре постсинаптические изменения после периода 

эпилептиформной активности in vitro были изучены подробнее. Было показано, что после 

периода эпилептиформной активности in vitro наблюдалось сильное увеличение как 

пиковой амплитуды (в 2 раза), так и площади под кривой (в 3 раза) AMPA-рецептор-

опосредованных ответов нейронов глубоких слоев энторинальной коры. Наблюдаемая 

потенциация AMPA-рецептор-опосредованного компонента ответа сохранялась после 

прекращения эпилептиформной активности в течение получаса [84]. 

Согласно данным литературы, об изменении числа и свойств AMPA-рецепторов на 

постсинаптической мембране можно судить, опираясь на уровень поверхностной 

экспрессии белков субъединиц AMPA-рецепторов и данные о фосфорилировании сайтов 

S831 и S845, которое способствует встраиванию GluA1-содержащих рецепторов в 

постсинаптическую мембрану [183]. Фосфорилирование S831 и S845 сайтов GluA1 



97 
 

субъединицы наблюдалось спустя 1 час после судорог, вызванных пентилентетразолом, и 

спустя 24 часа после судорог, вызванных гипоксией, а уровень поверхностной экспрессии 

субъединицы GluA1 был увеличен после 40-минутного периода пилокарпин-

индуцированных судорог [214,341]. Вышеприведенные данные об изменении экспрессии 

субъединиц AMPA-рецепторов согласуются с полученными нами данными и 

свидетельствуют в пользу гипотезы, что после периода эпилептиформной активности 

наблюдается встраивание дополнительных AMPA-рецепторов в постсинаптическую 

мембрану. 

Таким образом, и в гиппокампе, и в энторинальной коре наблюдалось увеличение 

AMPA-рецептор-опосредованного компонента синаптических ответов после краткого 

периода эпилептиформной активности in vitro. 	
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ВЫВОДЫ 
1. И в энторинальной коре, и в гиппокампе наблюдались как интериктальная, так и 

иктальная активность. В обеих зонах наблюдались ГАМКергические токи, а 

глутаматергические токи проявлялись во время иктальной активности. В 

гиппокампе  ГАМКергические события преобладали. Иктальная активность в 

энторинальной коре была более продолжительной. 

2. В энторинальной коре было выявлено два типа эпилептиформных разрядов, 

опосредованных либо сугубо активностью ГАМКа-рецепторов, либо же 

активностью ГАМКа-, AMPA- и NMDA-рецепторов. Во втором случае ГАМКа-

рецепторы опосредовали ранний компонент ответа, тогда как AMPA- и NMDA-

рецепторы – поздний компонент. 

3. Вероятность высвобождения глутамата в синапсах энторинальной коры и области 

СА1 гиппокампа не изменилась после эпилептиформной активности in vitro в 

изучаемый период. Эпилептиформная активность in vitro не повлияла на пассивные 

и активные мембранные свойства пирамидных нейронов области СА1 гиппокампа: 

входное сопротивление, потенциал покоя, временную константу мембраны, форму 

потенциалов действия, параметры частотно-токовой кривой, максимальную 

частоту спайкования, момент наступления деполяризационного блока.  

4. Эпилептиформная активность in vitro приводила к постсинаптическим изменениям 

в энторинальной коре и области СА1 гиппокампа в изучаемый период: в обеих 

структурах наблюдалось увеличение AMPA/NMDA-соотношения. В 

энторинальной коре было выявлено усиление AMPA-рецептор-опосредованного 

компонента ответов на 3 исследованных временных интервалах как в ходе 

эпилептиформной активности in vitro, так и в течение получаса после отмыва 

проэпилептического раствора. 
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