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Введение 

Актуальность 

Судорожные приступы встречаются у 10% населения планеты и приводят к эпилепсии у 1-

2% людей во всем мире [1]. Эпилепсия — это хроническое и сложно поддающееся лечению 

неврологическое заболевание, которым страдают миллионы людей [2]. Она характеризуется 

предрасположенностью к возникновению спонтанных эпилептических припадков и может 

сопровождаться различными психиатрическими и неврологическими проявлениями [3]. В 40% 

случаев эпилепсия является приобретенной, в связи с чем предотвращение развития данного 

заболевания у пациентов из группы риска является важной медицинской проблемой [4]. 

Трудности в профилактике и лечении эпилепсии связаны с недостаточным знанием 

патогенетических механизмов ее развития.  

Физиологические исследования показывают, что судороги возникают вследствие 

ненормальной и синхронной гиперактивности нейронных сетей в головном мозге [5]. Основной 

гипотезой развития гипервозбудимости нейронов является нарушение баланса между 

тормозными и возбуждающими системами в различных отделах головного мозга [6]. В 

частности, в основе дисбаланса может быть дефицит тормозных процессов, связанный в 

основном с недостаточной ГАМК (гамма-аминомасляная кислота)-ергической 

нейротрансмиссией. Другой причиной нарушения баланса может являться гиперактивность 

основной возбуждающей нейромедиаторной системы мозга — глутаматергической [6, 7].  

В настоящее время широко применяются препараты, действующие на ГАМК-ергическую 

систему, в частности, для купирования судорог применяются агенты, усиливающие торможение 

путем повышения концентрации внеклеточной ГАМК (например, вальпроат, тиагабин, 

вигабатрин) или потенциирующих ГАМКA-рецепторы (например, бензодиазепины). С другой 

стороны, только один препарат, снижающий возбуждение путем специфического воздействия на 

глутаматные рецепторы — антагонист рецепторов α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-

изоксазолпропионовой кислоты (AMPA) перампанел — в настоящее время используется для 

лечения фокальной эпилепсии [8]. Возбуждающие пирамидные нейроны имеют более высокую 

плотность в коре головного мозга и гиппокампе по сравнению с тормозными ГАМК-ергическими 

интернейронами [9], что делает глутаматергическую систему перспективной мишенью для 

разработки подходов к лечению, а также предотвращению развития эпилепсии.  

Функционирование глутаматергической системы определяется свойствами рецепторов 

глутамата. Глутаматные рецепторы делятся на два основных суперсемейства: (1) ионотропные 

рецепторы (iGluRs), которые образуют мембранные катионные каналы; (2) метаботропные 
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рецепторы (mGluRs), которые связаны с эффекторами через G-белки. iGluRs включают NMDA- 

(N-метил-D-аспартат), AMPA- и каинатные рецепторы, и все они образуются путем 

гетеромерной сборки 4 субъединиц, которые определяют ионную селективность и кинетические 

свойства ионных каналов. NMDA-рецепторы являются тетрамерами и могут состоять из трех 

типов субъединиц: GluN1, GluN2(a–d) и GluN3(a–b), которые определяют их функциональные 

характеристики [10]. AMPA-рецепторы также являются тетрамерами, в состав которых могут 

входить субъединицы GluA1–4. Основная популяция AMPA-рецепторов имеет в своем составе 

GluA2 субъединицу, которая обеспечивает непроницаемость канала для ионов Ca2+ [11]. 

Напротив, NMDA-рецепторы высоко проницаемы для ионов Ca2+, но они ингибируются 

физиологическими концентрациями внеклеточного Mg2+. Деполяризация мембраны снимает 

блокаду Mg2+ ионного канала NMDA-рецептора, тем самым обеспечивая большой приток 

внеклеточного Ca2+ в нейроны, когда NMDA-рецепторы активируются глутаматом в присутствии 

коагониста глицина [9]. iGluRs играют важную роль в обеспечении процессов синаптической 

пластичности [12], поэтому нарушение их субъединичного состава может приводить не только к 

развитию судорожного приступа, но и к формированию когнитивных нарушений [13, 14]. 

Многие исследователи сходятся во мнении о важной роли NMDA- и AMPA-рецепторов в 

патогенезе эпилептических синдромов [15, 16]. У пациентов с эпилепсией, а также при 

моделировании данного заболевания продемонстрировано изменение паттерна экспрессии генов 

субъединиц NMDA- и AMPA-рецепторов [17–19], однако связь этих изменений с 

эпилептогенезом остается малоизученной.  

В отличие от iGluRs, mGluRs только модулируют возбуждающую и тормозную 

синаптическую передачу [9, 20]. Различные типы mGluRs присутствуют на пресинаптической и 

постсинаптической мембране нейронов и на мембранах глиальных клеток, обеспечивая тонкую 

регуляцию передачи сигнала. Существует три группы mGluRs, которые включают восемь 

подтипов, разделение на которые основано на их нуклеотидной последовательности, связывании 

с определенным типом G-белков и селективности к лигандам [21].  

Группа I включает mGluR1 и mGluR5, сопряженные с белками Gq/G11. Они 

экспрессируются в основном постсинаптически, и их активация стимулирует путь фосфолипазы 

C. Инициация этого пути приводит к гидролизу фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфата с 

образованием инозитол-1,4,5-трисфосфата и диацилглицерола, которые увеличивают 

высвобождение внутриклеточного Са2+ и активируют протеинкиназу С, соответственно [9]. 

Рецепторы этой группы могут способствовать активации глутаматных NMDA-рецепторов.  
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Группа II включает mGluR2 и mGluR3, сопряженные с белками Gi/Go. mGluR2 имеет 

преимущественно пресинаптическую локализацию, тогда как mGluR3 может располагаться как 

пресинаптически, так и на постсинаптической мембране, где он взаимодействует с mGluR5 [21, 

22]. Эффекты активации постсинаптических рецепторов данной группы заключаются в 

ингибировании аденилатциклазы и Ca2+ каналов и активации K+ каналов [21]. Основная функция 

пресинаптических mGluRs II группы заключается в ингибировании высвобождения 

нейромедиаторов [23].  

Группа III включает mGluR4, mGluR6, mGluR7 и mGluR8, которые также связаны с белками 

Gi/Go и ингибируют высвобождение нейротрансмиттеров [9]. mGluR4, mGluR7 и mGluR8 

локализованы пресинаптически в активной зоне высвобождения нейротрансмиттера [23]. 

mGluR6 локализованы исключительно в дендритах ON-биполярных клеток сетчатки и в данной 

работе не рассматриваются. 

Эффективность лигандов mGluRs в лечении неврологических заболеваний, таких как 

болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, тревога, депрессия, шизофрения и эпилепсия, 

подтверждается последними исследованиями [9, 21]. Однако неясно, можно ли использовать 

лиганды mGluRs для предотвращения развития эпилепсии из-за ограниченности данных об 

экспрессии генов mGluR на разных стадиях эпилептогенеза [24]. 

Известно, что длительное нарушение экспрессии генов mGluRs может привести к 

нарушению синаптической пластичности, повышению концентрации глутамата и чрезмерному 

возбуждению нейронных сетей при эпилепсии [9]. Продукция mGluRs группы I усиливается в 

гиппокампе как у пациентов с эпилепсией, так и у крыс после судорог, вызванных электрической 

стимуляцией [25–27]. В исследовании Aronica с соавторами также обнаружено повышение 

экспрессии mGluR3 в астроцитах крыс в модели височной эпилепсии [26]. В другом 

исследовании показано значительное снижение экспрессии mGluR2 и mGluR3 и функции обоих 

подтипов в зубчатой извилине гиппокампа и коре головного мозга в пилокарпиновой модели 

эпилепсии через 24 часа после индукции припадков [28]. Данные об изменении экспрессии 

mGluRs III группы в мозге крыс после судорог в настоящее время практически отсутствуют. 

Таким образом, изменения экспрессии генов всех типов mGluRs и роль этих изменений в 

эпилептогенезе до сих пор остаются малоизученными.  

Следует отметить, что описанные выше исследования проводились либо на модели острых 

судорог, либо на хронической модели. В качестве модели острых судорог часто используется 

пентилентетразоловая модель. Конвульсант пентилентетразол позволяет смоделировать именно 

острый судорожный приступ, который не сопровождается спонтанными судорогами после 



8 

 

латентного периода [29]. Признанной моделью височной эпилепсии считается литий-

пилокарпиновая модель. После введения пилокарпин индуцирует одиночный судорожный 

приступ. После латентного периода, длящегося несколько дней или недель, у животных 

наблюдаются спонтанные рецидивирующие судороги (хроническая фаза модели) [30]. 

Сопоставление изменений, происходящих с рецепторами глутамата в моделях острых судорог и 

эпилепсии, в одном исследовании ранее не проводилось. Использование этих двух моделей 

позволит провести сравнительный анализ изменений, происходящих в латентную фазу литий-

пилокарпиновой модели и после пентилентетразол-индуцированных судорог, и обнаружить те, 

которые могут вносить вклад в эпилептизацию мозга. Выявление патогенетических изменений, 

которые происходят в процессе эпилептогенеза и приводят к возникновению, повторению и 

прогрессированию судорог, имеет важное значение для терапевтических инноваций. 

Кроме того, основная масса проведенных исследований ограничена только одной областью 

мозга — гиппокампом. Между тем, развитие эпилептических процессов затрагивает гораздо 

большее количество структур мозга, в частности, височную кору [31]. Более того, в последние 

годы появились данные о том, что для дорзальной и вентральной областей гиппокампа 

характерны различия по биохимическим свойствам и транскриптому, а также по участию в 

реализации физиологических функций [32, 33]. В связи с этим, данные области гиппокампа 

следует исследовать отдельно.  

Традиционно для оценки уровня экспрессии генов интереса применяется метод обратной 

транскрипции с последующей полимеразной цепной реакцией в реальном времени (ОТ-ПЦР). 

Для более точного измерения относительной экспрессии генов данным методом необходимы 

подходящие референсные гены (гены домашнего хозяйства) для нормализации получаемых 

результатов [34]. Однако в последние годы появляется все больше данных о том, что экспрессия 

генов, традиционно рассматриваемых как гены домашнего хозяйства, может быть нестабильной 

при различных воздействиях. Выбор нестабильных референсных генов может вести к получению 

ложных результатов [35–40]. Появляется все больше данных о том, что стабильность экспрессии 

референсных генов следует проверять для конкретных экспериментальных условий — 

идеальный набор должен включать не менее 8 генов [41]. Однако, анализ экспрессии такого числа 

генов требует большого расхода времени, реактивов и биологических образцов. Решением 

данной проблемы может быть применение мультиплексных систем, позволяющих оценивать 

экспрессию нескольких генов в одной реакции. Тем не менее, подавляющее большинство работ, 

посвященных оценке стабильности экспрессии референсных генов в образцах лабораторных 

крыс используют технологию детекции накопления продукта реакции с помощью 

интеркалирующего красителя SYBR Green, не позволяющую проводить мультиплексный анализ. 
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В связи с этим в рамках выполнения данной работы были разработаны мультиплексные системы 

для ПЦР в реальном времени с применением флуоресцентно меченых зондов (технология 

TaqMan) для 9 генов домашнего хозяйства. Кроме того, был использован новый подход, который 

заключается в расчете комплексного рейтинга стабильности референсных генов на основе 

четырех различных алгоритмов [37, 40, 42–46]. Это позволило выбрать самые стабильно 

экспрессирующиеся гены в структурах мозга крыс для обеих использованных 

экспериментальных моделей. 

Цель и задачи исследования 

Цель исследования: провести анализ изменений экспрессии генов ионотропных и 

метаботропных рецепторов глутамата в различных областях мозга крыс в моделях острых 

судорог и эпилепсии. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Разработать мультиплексные тест-системы для быстрого анализа экспрессии генов 

домашнего хозяйства в тканях крыс и оценить стабильность экспрессии этих генов в различных 

областях мозга в модели судорог, вызванных пентилентетразолом, а также в литий-

пилокарпиновой модели эпилепсии; 

2. Описать динамику изменений экспрессии генов ионотропных (на уровнях мРНК и белка) 

и метаботропных (на уровне мРНК) глутаматных рецепторов в дорзальной и вентральной 

областях гиппокампа, а также височной коре мозга крыс после острых пентилентетразол-

индуцированных судорог; 

3. Провести анализ изменений экспрессии генов ионотропных (на уровнях мРНК и белка) и 

метаботропных (на уровне мРНК) глутаматных рецепторов в различных областях мозга крыс на 

этапе эпилептогенеза в латентную фазу литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии; 

4. В хроническую фазу литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии исследовать 

особенности экспрессии генов ионотропных и метаботропных рецепторов глутамата в различных 

областях мозга крыс с выраженными спонтанными рецидивирующими судорогами. 

Научная новизна 

При анализе стабильности экспрессии 9 генов домашнего хозяйства (Actb, Gapdh, B2m, 

Rpl13a, Sdha, Ppia, Hprt1, Pgk1, Ywhaz) в височной коре, дорзальной и вентральной областях 

гиппокампа крыс в моделях острых судорог и эпилепсии, нами показано, что показатели 

стабильности экспрессии референсных генов различаются для этих двух моделей. Кроме того, 

показатели стабильности были регионоспецифичны. В частности, они не совпадали даже между 

дорзальной и вентральной областями гиппокампа. Наши данные указывают на необходимость 
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дифференцированного отбора референсных генов в разных областях мозга, включая дорзальный 

и вентральный гиппокамп.  

Впервые в одном исследовании проведен комплексный анализ изменений экспрессии генов 

ионотропных и метаботропных рецепторов глутамата на моделях острых судорог и эпилепсии. 

Изменения экспрессии генов субъединиц NMDA- и AMPA-рецепторов обнаружены в обеих 

использованных моделях, однако они были более выражены в модели хронических судорог и 

сохранялись до хронической фазы.  

Показано, что продукция мРНК метаботропных рецепторов глутамата практически не 

меняется при острых судорогах, в то время как в литий-пилокарпиновой модели эпилепсии и в 

латентную и в хроническую фазы выявлены существенные изменения, которые могут вносить 

вклад в эпилептогенез. 

Впервые получено описание изменений экспрессии генов ионотропных и метаботропных 

рецепторов глутамата в различных областях мозга крыс. Показано, что выявленные изменения 

были регион-специфичными. В модели острых судорог изменения экспрессии генов рецепторов 

глутамата обнаружены только в дорзальной области гиппокампа и височной коре крыс. В литий-

пилокарпиновой модели эпилепсии изменения продукции мРНК ионотропных и метаботропных 

рецепторов глутамата изменения затрагивают также и вентральный гиппокамп, изменения в 

котором были даже более выражены, чем в дорзальном гиппокампе. 

Научно-практическая значимость 

В ходе работы были разработаны мультиплексные тест-системы, которые позволяют 

анализировать экспрессию 9 референсных генов в 3 реакциях. Использование этих систем 

позволяет проводить экспериментальный подбор оптимальных референсных генов для 

нормализации данных ОТ-ПЦР в образцах тканей/клеточных линий лабораторных крыс при 

существенной экономии расходных материалов и трудозатрат. Эти тест-системы могут быть в 

дальнейшем использованы для поиска стабильных референсных генов в образцах тканей и 

клеточных линий лабораторных крыс, полученных в различных экспериментальных условиях. В 

данной работе с помощью описанных тест-систем определены наиболее стабильные и валидные 

для нормализации данных ОТ-ПЦР референсные гены в пентилентетразоловой модели острых 

судорог и литий-пилокарпиновой модели эпилепсии. Дополнительно были разработаны и 

оптимизированы мультиплексные системы для анализа экспрессии генов субъединиц NMDA- и 

AMPA-рецепторов, а также метаботропных рецепторов глутамата, которые могут применяться 

другими исследователями при изучении нарушений функционирования глутаматергической 

системы. 
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Результаты проведенного исследования могут быть использованы при разработке новых 

методов лечения эпилепсии. В частности, согласно нашим результатам, использование агонистов 

метаботропных рецепторов III группы в сочетании с другими фармакологическими агентами 

может быть перспективным подходом к предотвращению развития эпилепсии. 

Полученные данные могут быть использованы для преподавания курсов нейрохимии, 

патофизиологии, биохимии психических и нервных болезней, молекулярной физиологии. 

Методология и методы исследования 

Работа выполнена с применением комплексного подхода, совмещающего 

патофизиологические (моделирование острых судорог и эпилепсии), поведенческие (оценка 

развития спонтанных рецидивирующих судорог в модели эпилепсии), биохимические и 

молекулярно-биологические (выделение тотальной РНК, оценка уровня экспрессии генов на 

уровне мРНК с помощью обратной транскрипции с последующей полимеразной цепной 

реакцией в реальном времени и на уровне белка методом вестерн блоттинга) методы, а также 

различные методы статистической обработки результатов. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Выбор оптимальных референсных генов для нормализации данных количественной ОТ-

ПЦР при анализе экспрессии генов в мозге крыс различается для модели острых судорог, 

индуцированных введением пентилентетразола, и литий-пилокарпиновой модели височной 

эпилепсии. Выбор зависит от анализируемого периода и области мозга, включая различные 

отделы гиппокампа.  

2. Острые судороги, вызванные пентилентетразолом, приводят к слабо выраженным 

изменениям экспрессии исследованных генов ионотропных и метаботропных рецепторов 

глутамата. Эти изменения наблюдаются только в дорзальной области гиппокампа и височной 

коре крыс.  

3. В литий-пилокарпиновой модели эпилепсии изменения продукции мРНК ионотропных и 

метаботропных рецепторов глутамата носят более долговременный характер, затрагивают 

большее количество генов и областей мозга, чем в пентилентетразоловой модели. 

4. В латентную фазу (период эпилептогенеза) литий-пилокарпиновой модели во всех 

исследованных областях мозга крыс экспрессия генов основных субъединиц ионотропных 

NMDA- и AMPA-рецепторов и III группы метаботропных рецепторов глутамата снижается, в то 

время как продукция мРНК метаботропных рецепторов I группы повышается. 

5. В хроническую фазу литий-пилокарпиновой модели эпилепсии (после формирования 

спонтанных рецидивирующих судорог) снижение экспрессии генов отдельных субъединиц 

ионотропных рецепторов сохраняется в вентральной области гиппокампа и височной коре. 



12 

 

Характер изменений продукции мРНК метаботропных глутаматных рецепторов отличается от 

наблюдаемого в латентную фазу. Изменения экспрессии генов II группы метаботропных 

рецепторов глутамата выявляются только в хроническую фазу.  
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1. Обзор литературы 

1.1 Характеристика эпилепсии и других судорожных состояний 

Эпилепсия является хроническим неврологическим заболеванием человека, которое 

проявляется в предрасположенности организма к формированию судорожных приступов [3]. 

Согласно современной классификации, введенной Всемирной Противоэпилептической Лигой, 

причины развития эпилепсии могут быть генетической, структурной, метаболической, 

иммунной, инфекционной или неизвестной этиологии [47]. При диагностике данного 

заболевания особое внимание уделяется типу судорожных приступов пациента. В зависимости 

от того, какая часть мозга вовлечена в формирование судорог, они могут быть фокальными 

(парциальными) и генерализованными. В современной классификации отдельно выделяют 

судороги с неясной локализацией судорожного очага. Развитие фокальных судорог связано с 

одной областью мозга, однако возможно и вовлечение других регионов. Структура мозга, в 

которой развивается судорожный очаг, определяет, какую форму будут иметь фокальные 

судорожные приступы. В развитие генерализованных судорог вовлечены структуры обоих 

полушарий мозга, они могут начаться фокально и затем эпилептическая активность 

распространяется по всему мозгу [5, 47–49].  

Фокальные и генерализованные приступы в свою очередь классифицируются по моторным 

и немоторным проявлениям [47]. Основным типом судорожных припадков, сопровождающимся 

двигательными симптомами, является тонико-клонический приступ [50]. Тонико-клонические 

судороги сопровождаются двухсторонними симметричными судорожными движениями всех 

конечностей и потерей сознания пациента [51]. 

Физиологические исследования показывают, что эпилептические приступы являются 

результатом чрезмерной активности нервных клеток. В настоящее время полагают, что это 

связано с нарушением баланса между возбуждающими и тормозными нейромедиаторными 

системами различных отделов мозга [49, 52]. Не все судороги связаны с эпилепсией, например, 

эпилептический статус (status epilepticus, SE) может не сопровождаться эпилептизацией мозга 

[53]. SE — это состояние, при котором у пациента развиваются постоянные или повторяющиеся 

судорожные приступы продолжительностью не менее 5 минут и между приступами человек не 

приходит в сознание [54]. Менее 50% людей с SE имели предшествующие судорожные приступы 

или эпилепсию [50]. Причинами развития SE могут служить полученные травмы головного 

мозга, инфекции, инсульт, гипоксия, опухолевые заболевания, нарушения метаболизма и 

энергетического обмена, генетические мутации, осложнение различных неврологических 

расстройств, отравление ядами или передозировка лекарственными средствами. Длительные 

фебрильные судороги являются наиболее частой причиной возникновения SE у детей [55]. 
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В свою очередь SE может запускать процессы эпилептогенеза. Кроме того, травмы 

головного мозга, инфекции, ишемия и инсульт также могут являться факторами, приводящими к 

развитию эпилепсии [56]. Приобретенная форма эпилепсии наблюдается примерно в 40% 

случаев [4]. Процесс эпилептогенеза происходит до и после первого неспровоцированного 

судорожного приступа; этот процесс, а также частота и тяжесть спонтанных судорог могут 

прогрессировать в течение нескольких недель в экспериментальных моделях и в течение многих 

лет у людей [57, 58].  

1.2 Моделирование судорожных состояний 

В настоящее время изучение эпилептических синдромов является актуальным, в связи с 

тем, что достаточно высокий процент (30–40 %) больных не чувствительны к стандартным 

противосудорожным препаратам [59]. Учитывая высокий процент именно приобретенной формы 

эпилепсии, выявление патогенетических изменений, которые происходят в процессе 

эпилептогенеза и приводят к возникновению, повторению и прогрессированию судорог, имеет 

важное значение для разработки новых терапевтических подходов. В основе решения этой 

проблемы лежит использование подходящих моделей эпилепсии и других судорожных 

состояний. 

При моделировании эпилепсии используются различные варианты первичного 

повреждения мозга, которое может запустить эпилептогенез. К ним относятся: 

эксайтотоксический SE, индукция судорог электрической стимуляцией, а также индукция 

воспалительных процессов гипертермией и вирусной инфекцией [60]. Наиболее 

распространенные модели основаны на введении определенных веществ (конвульсантов) 

экспериментальным животным, которые вызывают развитие судорог. К таким конвульсантам 

относятся, например, каиновая кислота, пилокарпин и пентилентетразол [61]. Однако, не все они 

после однократного введения приводят к развитию эпилепсии.  

1.2.1 Моделирование острых судорог 

Конвульсант пентилентетразол (ПТЗ) позволяет смоделировать именно острый 

судорожный приступ, который не сопровождается хроническими изменениями в мозге. ПТЗ — 

бициклическое производное тетразола. Он характеризуется высокой биодоступностью благодаря 

легкому проникновению через биологические мембраны, быстрому распределению по органам 

после внутрибрюшинной инъекции, равномерному распределению в мозге и способности 

стимулировать эпилептогенную активность путем блокирования ГАМК-опосредованной 

передачи. ПТЗ является антагонистом ионотропных ГАМКА-рецепторов и связывается с сайтами 

узнавания бензодиазепина (Рис. 1.1) [62, 63]. 
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Рисунок 1.1. Схема строения ГАМКА-рецептора. Сайт связывания ГАМК находится между α и 

β субъединицами, а сайт узнавания бензодиазепинов – между α и γ субъединицами [64]. 

Эффект действия ПТЗ является дозозависимым, при высоких концентрациях (60–100 мг/кг) 

он способен индуцировать генерализованные тонико-клонические судороги. Данная модель 

часто используется при проверке эффективности различных антиэпилептических препаратов 

[65]. ПТЗ также используется в модели киндлинга, при которой введение конвульсанта в 

подпороговой дозе повторяется несколько дней подряд и также приводит к развитию длительных 

тонико-клонических припадков. Морфологические исследования в данной модели 

обнаруживают снижение плотности и количества нейронов в гиппокампе, сходное с 

изменениями, происходящими в пилокарпиновой и каинатной моделях эпилепсии [63]. 

1.2.2 Моделирование эпилепсии 

Каиновая кислота и пилокарпин широко используются для моделирования височной 

эпилепсии и вызывают патологическое состояние, сходное с заболеванием человека [61]. 

Каиновая кислоты является циклическим аналогом L-глутамата и агонистом каинатных 

рецепторов. Ben-Ari и Lagowska (1978) и Ben-Ari с коллегами (1979) впервые показали, что 

внутримышечные инъекции каиновой кислоты у грызунов вызывают судороги и 

нейропатологические изменения, которые сходны с таковыми у некоторых пациентов с 

эпилепсией, в частности дегенерацию нейронов, которая в основном происходит в поле СА3 

дорзального гиппокампа [66, 67]. После латентного периода, длящегося от 6 до 22 дней, у 

животных возникали спонтанные рецидивирующие судороги [68]. 

Пилокарпин — агонист мускариновых холинергических рецепторов – впервые описан как 

конвульсант в исследовании Turski с коллегами [69]. Позднее была разработана модель 

эпилепсии, при которой пилокарпин вводился после предварительного введения раствора 
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хлорида лития [30]. В пилокарпиновой модели без введения лития смертность животных 

достигает 30-40%. Показатели смертности снижаются, если за сутки до введения пилокарпина, 

животным вводить раствор хлорида лития. Это связано с тем, что при предварительном введении 

лития, для индукции SE достаточно ввести более низкую дозу пилокарпина, так как 

чувствительность к конвульсанту возрастает [61]. 

Пилокарпин вызывает дисбаланс между возбуждающей и тормозной передачей, что 

приводит к SE (острая фаза модели) [30]. Затем механизм поддержания судорог меняется, 

поскольку антагонист мускариновых рецепторов атропин не предотвращает развитие судорог 

[70]. Было установлено, что глутаматергическая система, в частности NMDA-рецепторы, 

участвует в поддержании припадков [30, 71, 72]. Это утверждение было подкреплено данными о 

повышении уровня глутамата в гиппокампе после начала судорог [72]. После латентного 

периода, длящегося несколько дней или недель, у животных наблюдались спонтанные судороги 

(хроническая фаза) [30]. Впоследствии у подопытных животных отмечались нарушения памяти 

и поведения [73, 74], которые сопровождались нейродегенеративными процессами в височной 

коре, миндалине, гиппокампе и некоторых других областях мозга [30], аналогично поражениям 

у пациентов с височной эпилепсией [75]. В связи с тем, что литий-пилокарпиновая модель 

наиболее точно воспроизводит патологические изменения, происходящие у пациентов с 

височной эпилепсией, именно эта модель была использована в данной работе.  

1.3 Патогенетические механизмы эпилептогенеза 

К механизмам эпилептизации относят генетические и эпигенетические изменения, 

молекулярные и структурные перестройки, происходящие в клетках мозга и приводящие к 

дисфункции нейронных цепей. Множество механизмов эпилептогенеза, выявленных на 

животных моделях, позволяет предположить, что эпилептизация зависит от целой сети 

взаимодействующих патогенетических и компенсаторных изменений [56]. Различные формы 

молекулярной и клеточной пластичности, которые, как предполагается, приводят к 

возникновению первых неспровоцированных судорог, также в дальнейшем могут 

способствовать прогрессированию эпилептического состояния [57].  

В настоящее время принято считать, что гипервозбудимость нейронов является следствием 

дисбаланса между тормозными и возбуждающими системами в различных отделах головного 

мозга. В частности, в основе нарушения баланса может быть дефицит тормозных процессов, 

связанный в основном с недостаточной ГАМК-ергической нейротрансмиссией и внеклеточным 

калиевым током. Другой причиной нарушения баланса может являться гиперактивность 

возбуждающих систем, например, глутаматергической, а также функциональные нарушения 

лиганд- или потенциал-зависимых натриевых и кальциевых каналов [7, 52, 57]. Экспрессия 
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субъединиц глутаматных NMDA- и AMPA-рецепторов может быть изменена, что еще больше 

повышает возбудимость нейронов и снижает порог развития судорог [76]. Кроме того, 

чрезмерное поступление ионов кальция в нейроны из-за гиперфункционирования NMDA-

рецепторов приводит к активации синтазы оксида азота, кальпаинов и NADPH-оксидазы. 

Последний фермент играет важную роль в генерации активных форм кислорода. Кальций также 

накапливается в митохондриях, что приводит к митохондриальной недостаточности (снижению 

продукции АТФ) [16].  

В дополнение к нейрональным нарушениям в мозге больных эпилепсией наблюдаются 

микро- и астроглиоз [76]. Микроглиоз характеризуется повышенной экспрессией и секрецией 

провоспалительных цитокинов (в частности, интерлейкина 1 бета (IL-1β), фактора некроза 

опухоли альфа (TNF-α). Роль цитокинов в формировании судорог и эпилептогенезе изучалась с 

помощью моделей с генетически модифицированными животными или фармакологических 

методов. Введение IL-1β [77, 78], компонентов системы комплемента [79] или простагландинов 

[80] в мозг грызунов снижает порог развития судорог. Клеточные механизмы, которые лежат в 

основе этих эффектов, способствующих развитию судорог, включают повышение 

возбуждающей глутаматергической передачи (Рис. 1.2) и снижение тормозной ГАМК-

ергической передачи [81]. Предполагается, что опосредованная цитокинами воспалительная 

реакция также способствует повреждению гематоэнцефалического барьера [76]. 

 Таким образом, важную роль в эпилептогенезе играет именно глутаматергическая 

нейромедиаторная система. Функциональная активность данной системы определяется работой 

ее рецепторов, в связи с чем особое внимание уделяется изменениям, происходящими с 

ионотропными NMDA- и AMPA-рецепторами. Эти рецепторы опосредуют синаптическую 

передачу в глутаматергическом синапсе. Особого внимания заслуживают NMDA-рецепторы, так 

как они обеспечивают вход ионов кальция в клетку и запуск различных внутриклеточных 

каскадов [10]. AMPA-рецепторы, не содержащие GluA2 субъединицу, проницаемы для кальция 

и могут способствовать накоплению кальция, что также может привести к гибели нейронов [16]. 

Функциональные характеристики этих рецепторов напрямую зависят от их субъединичного 

состава, и эпилептогенез может сопровождаться его перестройкой [82, 83]. Метаботропные 

глутаматные рецепторы (mGluRs) модулируют возбуждающую и тормозную синаптическую 

передачу и пластичность [9, 20]. mGluRs необходимы для поддержания баланса 

возбуждения/торможения [23]. Нарушения работы и ионотропных, и метаботропных рецепторов 

глутамата могут вносить вклад в эпилептогенез, но изменения, происходящие с данными 

рецепторами во время эпилептизации мозга, изучены недостаточно.  
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Рисунок 1.2. Схематическое представление роли провоспалительных цитокинов в развитии 

судорог [84]. NMDAR – ионотропный глутаматный NMDA-рецептор; TNFR – рецептор 

фактора некроза опухоли; Il-1β, Il-6, TNF-α – провоспалительные цитокины; COX-2 – 

циклооксигеназа-2; NF-κB – транскрипционный фактор.  

1.4 Общая характеристика глутаматных рецепторов 

1.4.1 Классификация глутаматных рецепторов 

Глутамат является основным возбуждающим нейротрансмиттером, участвующим в 

широком спектре функций нервной системы, таких как обучение и память, долговременная 

потенциация и синаптическая пластичность. Рецепторы глутамата делятся на 2 семейства: 

ионотропные и метаботропные. Кроме того, семейство ионотропных рецепторов (iGluRs) 

включает в себя подсемейства NMDA-, AMPA- и каинатные рецепторы, названные так по их 

химическим агонистам [85]. Все iGluRs представляют собой мембранные каналы, которые 

открываются при взаимодействии с лигандом. Помимо основных типов iGluRs существуют 

плохо охарактеризованные рецепторы «дельта» (GluD1 и GluD2), которые структурно 

гомологичны AMPA- и каинатным рецепторам; однако они не функционируют как катионные 

каналы. Вместо этого они связывают пресинаптические и постсинаптические элементы с 

помощью внеклеточного гликопротеина [86]. В связи с тем, что данное исследование 

сосредоточено на изучении изменений, происходящих с NMDA- и AMPA-рецепторами, 
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подробное описание структуры и функций ионотропных рецепторов глутамата будет 

представлено только для них. 

Метаботропные (mGluRs), напротив, являются рецепторами, связанными с G-белками и 

имеющими классическую структуру с семью трансмембранными доменами. Основываясь на 

гомологии последовательностей и фармакологии, их подразделяют на подсемейства I, II и III 

групп [9]. К I группе относятся mGluR1 и mGluR5, связанные с Gq/G11 белками. Рецепторы II 

(mGluR2, mGluR3) и III (mGluR4, mGluR6, mGluR7, mGluR8) групп сопряжены с Gi /Go белками. 

1.4.2 Строение ионотропных рецепторов глутамата 

Все iGluRs представляют собой тетрамерные комплексы, которые являются лиганд-

управляемыми ионными каналами [85]. Для NMDA-рецепторов описано 3 типа субъединиц: 

GluN1, GluN2(a–d) и GluN3(a–b) (Рис. 1.3) [10]. GluN1 является облигатной субъединицей, 

необходимой для сборки и транспортировки других субъединиц, а также для формирования 

функционального канала NMDA-рецептора [87]. 

В состав AMPA-рецепторов могут входить субъединицы GluA1, GluA2, GluA3 и GluA4. 

Большинство AMPA-рецепторов являются гетеротетрамерами и имеют в своем составе GluA2 

субъединицу [11]. 

Рисунок 1.3. Различные популяции NMDA-рецепторов [10]. 

Субъединицы NMDA- и AMPA-рецепторов имеют идентичную мембранную топологию: за 

N-концевым доменом (NTD) следует агонист-связывающий домен (ABD), трансмембранный 

домен (TMD) и C-концевой домен (CTD) (Рис. 1.4) [85, 88]. 
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Все субъединицы глутаматных рецепторов являются продуктами отдельных генов [85]. 

Гены крыс, кодирующие субъединицы NMDA-рецепторов, носят название Grin1–3, а AMPA-

рецепторов – Gria1–4. 

Рисунок 1.4. Общая схема расположения ионотропных глутаматных рецепторов в мембране. 

NTD – N-концевой домен; ABD – агонист-связывающий домен; TMD – трансмембранный домен; 

M1-M4 – мембранные сегменты TMD; CTD – C-концевой домен [10]. 

Каждая субъединица NMDA-рецепторов подвержена альтернативному сплайсингу и имеет 

несколько изоформ. Облигатная GluN1 субъединица имеет восемь изоформ (GluN1- 1–4a; GluN1-

1–4b). Наличие различных изоформ в составе рецептора влияет на его фармакологические 

свойства, а также на характеристики открытия и закрытия канала [10, 89]. Каждая субъединица 

AMPA-рецепторов также подвергается альтернативному сплайсингу, в ходе которого могут 

появиться 2 сплайс-варианта: флип и флоп. Флип и флоп формы характеризуются различными 

фармакологическими свойствами. Кроме того, рецепторы, содержащие флип-вариант 

субъединиц, десенсибилизируется в 4 раза медленнее, чем флоп [85, 90]. Только для GluA2 

субъединиц AMPA-рецепторов характерно редактирование РНК, при котором во втором 

сегменте TMD происходит замена кодона глутамина (Q) 607 на кодон аргинина (R), что 

обеспечивает непроницаемость GluA2-содержащих AMPA-рецепторов для ионов кальция (Рис. 

1.5) [11].  
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Рисунок 1.5. AMPA-рецепторы обычно содержат GluA2 (синий) в комбинации с GluA1, GluA3 

или GluA4 (серый). AMPA-рецепторы, содержащие отредактированную субъединицу GluA2, 

непроницаемы для Ca2+. AMPA-рецепторы, содержащие нередактированную субъединицу 

GluA2, и AMPA-рецепторы, не содержащие GluA2, проницаемы для Ca2+ [91]. 

1.4.3 Функционирование NMDA- и AMPA-рецепторов  

Глутамат высвобождается в основном из синаптических пузырьков в синаптическую щель 

и быстро диффундирует из нее, активируя рецепторы пресинаптической и постсинаптической 

мембраны [15].  

Первыми на глутамат реагируют AMPA-рецепторы [92]. Для активации ионного канала и 

NMDA-, и AMPA-рецептора необходимо связывание их с двумя молекулами агониста, которое 

запускает различные конформационные изменения, приводящие к открытию канала [93]. В 

норме AMPA-рецепторы, содержащие отредактированную GluA2 субъединицу, проницаемы 

только для ионов Na+ и K+ (Рис. 1.6Б) [94]. Открытие канала AMPA-рецепторов приводит к 

локальной деполяризации постсинаптической мембраны [92, 95]. 

NMDA-рецепторы представляют собой необычные лиганд-зависимые ионные каналы, 

поскольку активация не только требует связывания двух агонистов (глицина и глутамата), но 

также требует снятия блока Mg2+ путем деполяризации мембраны [96]. AMPA-рецепторы 

обеспечивают изменение мембранного потенциала для открытия канала NMDA-рецептора. В 

связи с этим на синаптической мембране NMDA-рецепторы обычно ко-локализованы с AMPA-

рецепторами. Через канал NMDA-рецептора проходят ионы Na+, K+ и Ca2+ (Рис. 1.6А). Попадание 

в клетку ионов кальция, который является вторичным мессенджером, приводит к запуску 

различных каскадов внутриклеточных реакций [92, 97]. 
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Рисунок 1.6. А – Схематическое изображение транспорта ионов Na+, K+ и Ca2+ через ионный 

канал NMDA-рецептора. На схеме также указаны сайты связывания глутамата (Glu), глицина 

(Gly), ионов Zn2+ и Mg2+, полиаминов и фенциклидина (PCP). Б – Схематическое изображение 

транспорта ионов Na+ и K+ через ионный канал AMPA-рецептора [97]. 

Помимо основного агониста ионотропных глутаматных рецепторов (глутамата), AMPA-

рецепторы могут активироваться AMPA и ее производными, виллардиином и иботеновой 

кислотой [85]. Сайт связывания глутамата NMDA-рецептора может также связывать NMDA, L-

аспартат, гомоцистеин, хинолиновую и иботеновую кислоты, а сайт связывания глицина – D-

серин и D-аланин [98]. 

Различные соединения способны блокировать работу NMDA- и AMPA-рецепторов. 

Фенциклидин и родственные ему соединения являются блокаторами ионного канала NMDA-

рецепторов [98]. Кроме того, для NMDA-рецепторов характерна различная чувствительность к 

неконкурентным антагонистам, которая зависит от их субъединичного состава. Например, 

ифенпродил является селективным блокатором GluN2b-содержащих NMDA-рецепторов [99]. К 

неконкурентным блокаторам AMPA-рецепторов относятся 2,3-бензодиазепины, гидрофталазины 

и тетрагидроизокиналины [100]. 

Функционирование iGluRs может аллостерически модулироваться различными 

соединениями. К положительным модуляторам AMPA- рецепторов относятся, например, 

анирацетам (замедляет инактивацию рецептора) и пирацетам (способствует предотвращению 

десенситизации рецептора) [101, 102]. Работа NMDA-рецепторов модулируется целым рядом 

эндогенных и экзогенных соединений. В частности, полиамины и некоторые нейростероиды 
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могут как положительно, так и отрицательно модулировать функционирование данного типа 

рецепторов [85]. Например, действие прегненолона сульфата приводит к различным эффектам в 

зависимости от типа субъединицы GluN2: при применении во время устойчивых ответов NMDA-

рецепторов состава GluN1/GluN2a и GluN1/GluN2b происходит потенциация работы рецептора, 

тогда как рецепторы, состоящие из GluN1/GluN2c или GluN1/GluN2d, ингибируются [103]. 

1.4.4 Особенности субъединичного состава NMDA- и AMPA-рецепторов 

Функциональная активность iGluRs зависит от их субъединичного состава [10, 92, 104]. 

Различные комбинации субъединиц NMDA-рецепторов обеспечивают разнообразие 

рецепторов, которые заметно различаются по своим электрофизиологическим свойствам и 

чувствительности к модуляции внутриклеточными мессенджерами [105]. Важнейшей 

субъединицей, определяющей функциональные характеристики NMDA-рецепторов, является 

GluN2 [85, 106]. Рецепторы, содержащие разные субъединицы GluN2, отличаются по 

проводимости и вероятности открытия канала, кинетики инактивации, чувствительности к 

агонистам и способности связывать различные внутриклеточные сигнальные белки [10, 85, 107]. 

В частности, временная константа инактивации рецепторного комплекса GluN1/GluN2a 

составляет меньше 100 мс, GluN1/GluN2b и GluN1/GluN2c – 200–400 мс, а GluN1/GluN2d – 

больше 1 с (Рис.1.7) [10, 108]. Рецепторные комплексы GluN1/GluN2a имеют более высокую 

вероятность открытия канала, чем GluN1/GluN2b или GluN1/GluN2c и GluN1/GluN2d; эти два 

последних подтипа имеют очень низкую вероятность открытия. Однако GluN2a-содержащие 

рецепторы имеют самую низкую чувствительность как к глутамату, так и к глицину [10]. GluN2a- 

и GluN2b-содержащие рецепторы характеризуются более высокой проводимостью, чем GluN2c- 

и GluN2d-содержащие [85]. NMDA-рецепторы, имеющие в своем составе GluN3 субъединицу, 

отличаются более низкой проводимостью в отличие от GluN2-содержащих [109]. Кроме того, 

рецепторы с различным субъединичным составом отличаются по степени блокирования канала 

ионами магния. В частности, GluN2a- или GluN2b-содержащие рецепторы более чувствительны, 

чем комплексы с GluN2c, GluN2d или GluN3 субъединицами [110]. 
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Рисунок 1.7. Влияние субъединичного состава NMDA-рецепторов на кинетику инактивации. 

Токи, опосредованные NMDA-рецепторами, регистрируемые у эмбриональных 

трансфецированных клеток почек человека, индуцировались короткой (< 5 мс) аппликацией 

глутамата (1 мМ). GluN2a-содержащие рецепторы инактивируются намного быстрее, чем 

другие подтипы рецепторов [10]. 

Субъединичный состав AMPA-рецепторов также определяет функциональные 

характеристики канала, в частности, от него зависит кинетика и ионная селективность канала 

[111]. Отредактированная GluA2 субъединица обеспечивает непроницаемость канала для ионов 

кальция и в большинстве случаев присутствует в AMPA-рецепторном комплексе [92]. AMPA-

рецепторы, содержащие GluA2, имеют более низкую проводимость и вероятность открытия 

канала, в то время как AMPA-рецепторы без GluA2 имеют высокую проводимость и вероятность 

открытия канала, а также проницаемы для Ca2+ [13]. 

Функциональные свойства AMPA-рецепторов контролируют не только порообразующие 

субъединицы. Многие вспомогательные субъединицы определяют некоторые особенности 

открытия канала рецепторов, его проводимости и чувствительность к различным 



27 

 

фармакологическим агентам [112]. Например, для нативных AMPA-рецепторов характерно 

объединение с разнообразными семействами вспомогательных субъединиц, в частности, с TARP 

(Transmembrane AMPA Receptor Regulatory Protein). Данные белки способствуют активации 

AMPA-рецепторов, уменьшают блокирование ионных каналов цитоплазматическими 

полиаминами и модулируют эффективность агонистов [113]. 

Помимо функциональных различий для описанных выше типов субъединиц ионотропных 

глутаматных рецепторов характерна региональная специфичность [10].  

Обязательная GluN1 субъединица широко экспрессируется в многих отделах мозга, 

особенно в регионах, ответственных за процессы обучения и памяти [114]. В ЦНС, в частности, 

в высших структурах мозга (таких как гиппокамп и кора), GluN2a и GluN2b являются 

преобладающими субъединицами [10]. Кроме того, что для разных областей мозга состав 

NMDA-рецепторного комплекса разный, он также меняется в ходе развития мозга [10, 104]. Для 

крыс основные изменения в паттернах экспрессии характерны для генов субъединиц GluN2, и 

они происходят в течение первых двух недель жизни. Экспрессия гена, кодирующего GluN2a 

субъединицу, начинается после рождения и неуклонно возрастает, в конечном итоге данная 

субъединица становится широко распространенной практически во всех областях взрослого 

мозга. Экспрессия гена, кодирующего GluN2b субъединицу, поддерживается на высоком уровне 

после рождения, достигает пика в течение первой недели жизни и постепенно его экспрессия 

снижается [10]. Подобные изменения паттерна экспрессии генов субъединиц NMDA-рецепторов 

могут свидетельствовать о различной роли популяций данных рецепторов в ходе онтогенеза. 

AMPA-рецепторы широко представлены в мозге, хотя для них также характерны 

региональные различия в распределении типов рецепторов с разным субъединичным составом 

[92]. В гиппокампе мозга взрослых крыс преобладают AMPA-рецепторы состава GluA1/GluA2 и 

GluA2/GluA3 с небольшой фракцией гомомерных GluA1 рецепторов. В стриатуме, области 

мозга, которая играет основную роль в двигательных расстройствах, интернейроны, содержащие 

парвальбумин, экспрессируют AMPA-рецепторы с субъединичным составом GluA1, 

GluA2/GluA3 и GluA2/GluA3/GluA4 [13]. 

Профили экспрессии генов субъединиц AMPA-рецепторов также заметно изменяются во 

время развития. В частности, на ранних этапах развития мозга крыс многие синапсы содержат 

кальций-проницаемые AMPA-рецепторы, лишенные GluA2 субъединицы, которые сменяются 

кальций-непроницаемыми GluA2-содержащими AMPA-рецепторами после P14 [11]. 

Присутствие Ca2+-проницаемых AMPA-рецепторов сразу после рождения важно для 

обеспечения нормального функционирования синапсов. Кроме того, существует другой сдвиг в 
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составе AMPA-рецепторов на P21, при котором уровень GluA3 увеличивается, а уровень GluA1 

снижается. Поскольку AMPA-рецепторы, которые содержат GluA3, медленнее инактивируются 

и десенсибилизируются по сравнению с GluA1-содержащими AMPA-рецепторами, это, 

вероятно, объясняет увеличение продолжительности ответов AMPA-рецепторов, 

постсинаптическую возбудимость и снижение порога возникновения LTP в гиппокампе крыс 

[115]. 

Такая вариативность субъединичного состава NMDA- и AMPA-рецепторов, а также их 

гетерогенное распределение в мозге обуславливают важную роль данных рецепторов в процессах 

нейропластичности. 

В данном исследовании были использованы крысы в возрасте 20–22 дней и старше, 

следовательно, согласно литературным данным основные перестройки субъединичного состава, 

характерные для созревания NMDA- и AMPA-рецепторов, уже завершены. 

1.4.5 Строение метаботропных рецепторов глутамата 

mGluRs являются членами семейства C суперсемейства рецепторов, сопряженных с G-

белком (GPCR) [21]. Структурно они отличаются от других GPCR наличием большого 

внеклеточного LBD, который связан с 7-спиральным TMD через цистеин-богатый домен (CRD) 

(Рис. 1.8) [116]. LBD также называют доменом Venus FlyTrap (VFT), он похож на 

периплазматический бактериальный лейцин/изолейцин/валин-связывающий белок. Домен VFT 

состоит из двух долей, каждая из которых состоит из α-спиралей вокруг большого β-листа, а сайт 

связывания глутамата расположен в расщелине между двумя долями [23]. 

mGluRs существуют в виде конститутивных димеров. Димеризация полноразмерных 

mGluRs необходима для активации G-белков [117]. Подтипы одной группы mGluRs могут 

образовывать внутригрупповые гетеродимеры (например, mGluR1 с mGluR5 и mGluR2 с 

mGluR3) и mGluRs второй и третьей групп могут образовывать межгрупповые гетеродимеры 

(например, mGluR2 с mGluR4). Между mGluRs I и II/III групп (например, mGluR1 и mGluR2 или 

mGluR4) гетеродимеры не образуются, что говорит о том, что только подтипы mGluR, 

соединенные с одним и тем же вариантом G-белка, могут образовывать гетеродимеры [23].  

mGluRs подразделяются на три группы на основе фармакологической селективности, 

гомологии последовательности, а также механизма трансдукции сигнала. Группа I включает 

mGluR1 и mGluR5, группа II включает mGluR2 и mGluR3, а группа III включает mGluR4, 

mGluR6, mGluR7 и mGluR8. Каждый рецептор кодируется отдельным геном. Несколько 

подтипов mGluRs подвергаются альтернативному сплайсингу; во многих случаях это приводит к 
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образованию различных С-концевых доменов [21]. Гены крыс, кодирующие mGluRs, 

обозначаются как Grm1-8. 

 

Рисунок 1.8. Схематическое изображение строения mGluRs. LBD – лиганд-связывающий домен; 

CRD – цистеин-богатый домен; TMD – трансмембранный домен; CTD – C-концевой домен [116]. 

Множество белков взаимодействуют непосредственно с С-концевыми доменами каждого 

из подтипов mGluRs и играют важную роль в регуляции сигналинга [21, 116]. Наиболее хорошо 

изученными являются белки Homer, взаимодействующие с mGluR1a, mGluR5a и mGluR5b и 

регулирующие их локализацию [118]. Белки Homer также участвуют в сборке белковых 

комплексов на С-концевых доменах mGluRs, которые являются критически важными для 

активности рецепторов. Например, длинная изоформа белка PIKE-L связывается с mGluR5 через 

взаимодействие с Homer, что позволяет агонисту mGluR5 предотвращать апоптоз при наличии 

определенных изоформ Homer [119]. Кроме того, появились доказательства прямого 

взаимодействия между iGluRs и mGluRs. На основе биолюминесцентного резонансного переноса 

энергии (BRET) и функциональных измерений в клетках HEK было сообщено о динамическом 

взаимодействии между CTDs mGluR5 и GluN1/2b рецепторов, которое приводит к реципрокному 

торможению [120], а последующее исследование показало перенос энергии между гетерологично 

экспрессированными mGluR5 и NMDARs в дендритных отростках нейронов гиппокампа [121]. 

1.4.6 Функционирование метаботропных рецепторов глутамата 

Для активации mGluRs достаточно одного агониста на димер (т.е. одного VFT, 

стабилизированного в закрытом состоянии), хотя присутствие двух молекул агониста (т.е. обоих 

VFT, стабилизированных в закрытом состоянии) приводит к 3-кратному повышению 
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эффективности связывания (Рис 1.9) [122]. После взаимодействия с агонистом mGluRs, как и 

другие GPCRs, активируют внутриклеточные гетеротримерные G-белки путем обмена ГДФ, 

связанного с α-субъединицей G-белка, на ГТФ. Связывание с ГТФ позволяет α-субъединице 

диссоциировать от βγ-димера, в результате чего обе части G-белка могут регулировать 

активность целевых ферментов или каналов, ответственных за клеточный ответ [123].  

Рисунок 1.9. Схематическое изображение димера mGluR в различных состояниях. Димеры 

mGluR содержат два больших внеклеточных домена (VFTs), которые связывают глутамат и 

другие ортостерические лиганды. Цистеин-богатый домен связывает VFTs с 

трансмембранным доменом (7TM). Открытое состояние (слева) является неактивным 

состоянием и может быть стабилизировано антагонистами. Затем один или два VFT могут 

связывать глутамат, что приводит к активной конформации рецептора [124]. 

Множество фармакологических агентов способно активировать и ингибировать mGluRs 

(Таблица 1.1). Помимо глутамата mGluRs I группы могут активироваться 3,5-

дигидроксифенилглицином (DHPG) и квисквалатом. Хотя квисквалат не так селективен, как 

DHPG, поскольку он также активирует AMPA-рецепторы, но mGluR1 и mGluR5 он активирует 

намного сильнее [124]. 

Таблица 1.1. Фармакологические агенты, действующие на mGluRs [124, 125] 

Группа Рецептор Групповые/подтип-селективные фармакологические агенты 

I mGluR1 Агонисты: DHPG, 1S,3R-ACPD, квисквалат 

Антагонисты: LY393675 
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Аллостерический антагонист: LY367385 

mGluR5 Агонисты: DHPG, 1S,3R-ACPD, квисквалат, CHPG 

Аллостерический антагонист: MPEP 

II mGluR2 Агонисты: DCG-IV, 2R,4R-APDC, 1S,3R-ACPD, LY354740, 

LY379268, LY2812223 

Антагонисты: LY341495 

Потенциаторы: 4-MPPTS (LY487379), 4-APPES, CBiPES 

mGluR3 Агонисты: DCG-IV, 2R,4R-APDC, 1S,3R-ACPD, LY354740, 

LY379268, LY2794193 

Антагонисты: LY341495 

 

III 

mGluR4 Агонисты: L-SOP, ACPT-1, L-AP4, LSP4-2022 

Антагонисты: MSOP, MAP4, CPPG 

mGluR6 Агонисты: L-SOP, ACPT-1, L-AP4 

Антагонисты: MSOP, MAP4 

mGluR7 Агонисты: L-SOP, ACPT-1, L-AP4 

Антагонисты: MSOP, MAP4, LY341495 (в 100 раз меньшее 

сродство, чем с группой II) 

Аллостерический антагонист: XAP044 

mGluR8 Агонисты: L-SOP, L-AP4, ACPT-1, 3,4-DCPG 

Антагонисты: MSOP, MAP4 

 

1S,3R-ACPD был первым агонистом mGluRs, который был способен различать iGluRs и 

mGluRs. Он умеренную потенциирует рецепторы I и II групп [126]. Большинство агонистов 

mGluRs II группы активируют оба подтипа рецепторов, однако для mGluR2 был обнаружен 

селективный агонист LY2812223, а для mGluR3 – LY2794193 [124].  

L-AP4 активирует все рецепторы III группы. mGluR7 активируется миллимолярной 

концентрацией глутамата и или L-AP4 в концентрации несколько десятых миллимоля. Было 

показано, что эта слабая активность является следствием более длинной петли β10-α7, которая 

препятствует закрытию VFT [127]. ACPT-1 также активируют все типы mGluRs III группы [124]. 

LSP4-2022 селективен только для mGluR4 [128], а 3,4-DCPG – для mGluR8 [125].  

Конкурентные антагонисты были изучены в меньшей степени, чем агонисты. Для всех 

известных конкурентных антагонистов ингибирование происходит за счет предотвращения 

закрытия VFT и стабилизации открытой конформации в состоянии покоя [129]. Это производные 
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агонистов mGluRs, сохраняющие свое взаимодействие с одним VFT, но имеющие 

дополнительный заместитель, который взаимодействует с остатками второго VFT. Многие из 

этих ортостерических антагонистов являются производными глутамата, у которых α-протон в α-

аминокислотном мотиве заменен метильной группой или «громоздким» заместителем [124].  

Аллостерические модуляторы также были описаны для некоторых подтипов mGluRs. 

XAP044 – небольшая молекула, блокирующая активацию mGluR7 путем неконкурентного 

взаимодействия с VFT доменом [130]. 

1.5 Функции ионотропных и метаботропных рецепторов глутамата 

 Обработка и хранение информации в мозге включает в себя изменение активности 

синаптической передачи между двумя нейронами, которое может сохраняться в течение 

длительных периодов времени. Это явление, известное как синаптическая пластичность, 

является одной из основ обучения и памяти [131]. К основным процессам синаптической 

пластичности относят долговременную потенциацию (LTP) и долговременную депрессию 

(LTD). LTP можно индуцировать кратковременной высокочастотной стимуляцией (например, 

100 Гц), при этом глутаматергический синапс активируется и может после этого более 

эффективно передавать импульсы в течение длительного времени. Длительная низкочастотная 

стимуляция (1 Гц) глутаматергического синапса может привести к тому, что он будет менее 

эффективно передавать импульсы – произойдет индукция LTD. LTP опосредует различные типы 

ассоциативного обучения, пространственного обучения и адаптивное изменение поведения 

млекопитающих [132]. 

В большинстве синапсов индукция LTP и LTD связана с работой глутаматных NMDA- и 

AMPA-рецепторов [12]. Сигналинг mGluRs направлен на контроль возбудимости нейронов 

путем модуляции работы ионных каналов [116]. Схематически глутаматергический синапс 

изображен на рис. 1.10.  
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Рисунок 1.10. Схематическое изображение синапса, иллюстрирующее общую синаптическую 

локализацию и функцию глутаматергических рецепторов и транспортеров. Ионотропные 

глутаматные рецепторы (NMDA-, AMPA- и каинатные рецепторы) в основном выполняют 

функцию быстрой рецепторной передачи, а также опосредуют зависимые изменения, 

необходимые для пластичности нейронов. Везикулярные транспортеры (vGluT1 и vGluT2) 

загружают глутамат в везикулы в пресинапсе. Считается, что астроцитарные и 

постсинаптические транспортеры глутамата (транспортеры возбуждающих аминокислот, 

EAAT1-5) осуществляют поглощение глутамата из синаптической щели, что способствует 

прекращению синаптической передачи. mGluRs имеют разнообразную синаптическую 

локализацию и функционируют пре- и постсинаптически, модулируя высвобождение 

нейротрансмиттера и постсинаптическую возбудимость, соответственно. Например, 

агонисты II группы mGluRs (mGluR2/3), вероятно, стимулируют ауторецепторы mGlu на 

глутаматергических терминалях для подавления возбуждающей нейротрансмиссии в 

отдельных синапсах в центральной нервной системе. Антагонисты рецепторов mGlu5, 

напротив, могут ингибировать mGluR5-опосредованное потенцирование ионных токов NMDA-
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рецепторов и потенциально нарушать формирование процессов памяти, связанных со 

стрессовыми событиями [125].  

1.5.1 Функции NMDA- и AMPA-рецепторов 

Индукция LTP начинается с активации AMPA-рецепторов, расположенных на 

постсинаптической мембране. После связывания с глутаматом канал AMPA-рецептора 

открывается, и происходит локальное изменение мембранного потенциала – деполяризация. Блок 

канала NMDA-рецептора ионом Mg2+ снимается, следом за AMPA-рецепторами открываются 

NMDA-рецепторы. Ионы кальция, которые попадают в постсинаптический нейрон через NMDA-

рецептор, связываются с кальмодулином. Кальмодулин со связанным Ca2+ активирует различные 

ферменты, в первую очередь Ca2+/кальмодулин-зависимую киназу II (CaMKII). CaMKII является 

одним из самых распространенных белков в постсинаптической плотности. Активированная 

CaMKII может фосфорилировать множество других белков, а также автофосфорилироваться, что 

способствует поддержанию ее активности даже при возвращении концентрации ионов кальция к 

базовым значениям. В частности, CaMKII фосфорилирует субъединицу GluA1 AMPA-рецептора 

по остатку серина 831. Фосфорилирование GluA1 с помощью CaMKII повышает проводимость 

AMPA-рецептора, что является одним из механизмов, способствующих потенциированию 

глутаматергических синапсов. Кроме того, цАМФ-зависимая PKA фосфорилирует остаток 

серина 845 субъединицы GluA1 для стимуляции встраивания дополнительных AMPA-

рецепторов в постсинаптическую мембрану [13, 132–135]. Схема индукции LTP изображена на 

рис. 1.11. 

NMDA-рецепторы, по-видимому, присутствуют в большинстве или во всех 

глутаматергических синапсах, тогда как содержание AMPA-рецепторов варьируется – от 0 до 50 

рецепторов на постсинаптической плотности [136]. Синапсы, которые не содержат AMPA-

рецепторов, являются «молчащими» и не отвечают на выброс глутамата. 

LTD глутаматергических синапсов, которая опосредуется активацией NMDA-рецепторов, 

включает Ca2+-зависимую активацию фосфатазы кальцинейрина, которая вызывает 

дефосфорилирование GluA1 по остатку серина 845 [137]. Результатом этого 

дефосфорилирования является интернализация AMPA-рецепторов в цитоплазму клатрин-

опосредованным эндоцитозом [13]. 
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Рисунок 1.11. Пути индукции LTP. Активация NMDA-рецепторов приводит к притоку Ca2+, 

который, в свою очередь, активирует множество протеинкиназ в дендритных шипиках. Эти 

киназы фосфорилируют AMPA-рецепторы в синапсе для изменения их свойств, или AMPA-

рецепторы во внутриклеточном пуле, чтобы вызвать встраивание дополнительных AMPA-

рецепторов в постсинаптическую мембрану. Кроме того, протеинкиназы активируют 

факторы трансляции, которые необходимы для стабилизации локальных мРНК и для инициации 

локальной трансляции мРНК. Локальный синтез белка обеспечивает механизм прямой связи для 

постоянного увеличения числа рецепторов, транспорта рецепторов, уровней белков скэффолдов 

и белков цитоскелета, а также латеральной диффузии и стабилизации AMPA-рецепторов [13]. 

Роль отдельных субъединиц NMDA-рецепторов в индукции LTP и LTD неоднозначна. 

Преобладание NMDA-рецепторов с определенным субъединичным составом может определять 

знак синаптической пластичности (LTP или LTD) [138]. Генетические и фармакологические 
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данные указывают на участие субъединиц GluN2a в индукции LTP и GluN2b в генерации LTD 

[10, 139, 140]. Нокаут GluN2a субъединицы у мышей вызывал снижение LTP в синапсах полей 

CA3–CA1 гиппокампа [140], тогда как нокаут GluN2b субъединицы приводил к тому, что LTD 

не генерировалась [141]. Применение селективных антагонистов GluN2b-содержащих NMDA-

рецепторов (ифенпродил и Ro25-6981) блокировало LTD, в то же время селективный блокатор 

GluN2a-содержащих NMDA-рецепторов (NVP-AAM077) ингибировал LTP [139]. Однако другие 

исследования показали, что субъединицы GluN2a и GluN2b участвуют в формировании и LTP, и 

LTD [142, 143]. Было высказано предположение, что соотношение продукции субъединиц 

GluN2a и GluN2b является более значимым, чем любая из этих субъединиц в отдельности, при 

определении знака синаптической пластичности [144]. 

Среди субъединиц AMPA-рецепторов важную роль в индукции LTP играет GluA1 

субъединица [134]. Цитозольный домен именно этой субъединицы подвергается 

фосфорилированию CaMKII и другими протеинкиназами. Кроме того, в эксперименте с 

нокаутом гена GluA1 у мышей, в поле СА1 гиппокампа LTP не формировалась, а введение GFP-

меченых GluA1-содержащих рецепторов способствовало восстановлению LTP [13]. 

Таким образом, изменение субъединичного состава NMDA- и AMPA-рецепторов, 

связанное с различными патологическими состояниями, в частности, с эпилепсией или SE, 

оказывает влияние на процессы синаптической пластичности. 

1.5.2 Функции метаботропных рецепторов глутамата 

В таблице 1.2 кратко приведены ключевые характеристики всех mGluRs. За исключением 

mGluR6, который экспрессируется в основном в биполярных клетках сетчатки, mGluRs широко 

представлены во всей нервной системе, с различными, но сильно пересекающимися паттернами 

для каждого подтипа [145]. 

Таблица 1.2. Основные характеристики mGluRs [21] 

Группа Рецептор Экспрессия в 

ЦНС 

Синаптическая 

локализация 

Сигнальные пути 

I mGluR1 В нейронах Преимущественно 

постсинаптически 

Стимуляция PLC и 

аденилатциклазы 

 

mGluR5 В нейронах и 

астроцитах 

II mGluR2 В нейронах Пресинаптически, 

постсинаптически 

Ингибирование 

аденилатциклазы и Ca2+ mGluR3 В нейронах и 

астроцитах 
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каналов 

Стимуляция K+ каналов 

 

III 

mGluR4 В нейронах Преимущественно 

пресинаптически 

Ингибирование 

аденилатциклазы и Ca2+ 

каналов 

Стимуляция K+ каналов 

mGluR7 В нейронах Пресинаптически 

mGluR8 В нейронах, 

но более 

ограничено, 

чем 

mGluR4/7 

Преимущественно 

пресинаптически 

mGluR6 Сетчатка Постсинаптически Стимуляция цГМФ 

фосфодиэстеразы 

 

Представители I группы mGluRs (mGluR1 и mGluR5) сопряжены с Gq/11-белками. mGluR1 

активируют фосфолипазу C (PLC) и генерируют кальциевые сигналы внутри клеток. PLC 

расщепляет фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфат с последующим образованием 

внутриклеточных вторичных мессенджеров, инозитол-1,4,5-трисфосфата (IP3) и 

диацилглицерола (DAG). IP3 высвобождает Ca2+ из внутриклеточных депо, а DAG активирует 

протеинкиназу C. Также сообщалось, что активация mGluR1 может стимулировать образование 

цАМФ и высвобождение арахидоновой кислоты [146]. mGluR1 также негативно модулирует 

различные K+ каналы. Активация mGluR5 стимулирует гидролиз полифосфоинозитида (PI).  

Кроме того, большое количество данных свидетельствует о том, что mGluR5 повышают 

активность NMDA-рецепторов [23] и таким образом способствуют увеличению амплитуды LTP 

в зоне СА1 гиппокампа [116]. В формировании LTD, опосредованной mGluRs, также участвуют 

mGluRs I группы. Было установлено, что mGluR-опосредованная LTD является Gq-зависимой и 

вовлекает ряд киназных сигнальных путей. В отличие от совместной природы сигнализации 

mGluRs I группы и NMDARs в LTP, считается, что NMDAR-опосредованная LTD и mGluR-

опосредованная LTD механистически различны. mGluR-LTD и NMDAR-LTD не перекрывают 

друг друга и вовлекают разные сигнальные каскады, для которых требуются кальциевые каналы 

T-типа и активность PKC или фосфатазы, соответственно. Примечательно, что различная роль 

mGluRs в индукции LTP и LTD предполагает, что активация mGluR5, по крайней мере в нейронах 

CA1, зависит от конкретной ситуации. Если NMDARs коактивированы, то может быть вызвана 

LTP, а если NMDARs не коактивированы, то может быть вызвана LTD, не зависящая от 

NMDARs. Это приводит к гипотезе, что в зависимости от степени активации NMDAR, mGluR5 
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может запускать активировать различные эффекторные пути, которые задействуют либо LTP-, 

либо LTD-связанные механизмы [116]. Привлечение кальцинейрина и PKA требуется для 

регуляции GluA1 во время NMDAR-опосредованной LTD, но не mGluR-опосредованной LTD 

[147], тогда как ингибирование тирозиновых фосфатаз выявило роль дефосфорилирования 

тирозина на GluA2 в mGluR-LTD, но не NMDAR-LTD [148]. В обеих формах LTD общим 

является снижение поверхностной экспрессии AMPARs [116]. 

Рецепторы II группы mGluRs (mGluR2 и mGluR3) сопряжены с Gi/o-белками. mGluR2 и 

mGluR3 диффузно экспрессируются в ЦНС. mGluR2 локализованы в нейронах и особенно в 

претерминальной области аксонов, вдали от активной зоны высвобождения нейромедиатора 

[149], тогда как mGluR3 обнаруживаются как в пресинаптических, так и в постсинаптических 

участках, а также в глиальных клетках [145]. mGluR2/3 оказывают тормозное действие через 

подавление образования цАМФ, снижения активности потенциал-чувствительных Ca2+ каналов, 

а также активации K+ каналов. Агонисты mGluR2/3 сами по себе не стимулируют гидролиз PI, 

но усиливают стимуляцию гидролиза PI, опосредованную рецепторами mGluR1/5 в срезах мозга 

[23]. Было также показано, что mGluRs II группы взаимодействуют с кальмодулином, 

протеинфосфатазой 2C и белком, связывающим Ran в микротрубочково-организующем центре 

[21]. Активация mGluR2/3 может запускать пути митоген-активированной протеинкиназы 

(MAPK) и фосфоинозитид-3-киназы (PtdIns-3-K) [23]. mGluRs II группы опосредуют 

пресинаптические NMDAR-независимые LTD [116]. По сравнению с постсинаптическим LTD, о 

нижележащих сигнальных механизмах известно меньше, но снижение цАМФ/PKA-

сигнализации вызывает стойкие изменения в вероятности высвобождения нейромедиатора [150]. 

Представители III группы mGluRs (mGluR4, mGluR7 и mGluR8) сопряжены c Gi/o-белками. 

mGluR4, mGluR7 и mGluR8 локализованы пресинаптически в активной зоне высвобождения 

нейромедиатора. Поэтому синаптический глутамат может активировать все три подтипа 

рецепторов, тем самым негативно регулируя собственное высвобождение [21]. Однако глутамат 

связывается с относительно высоким сродством с mGluR4 и mGluR8, но проявляет очень низкое 

сродство к mGluR7. Это позволяет предположить, что mGluR7 могут быть рекрутированы только 

высокими концентрациями глутамата, высвобождаемого в условиях высокой синаптической 

активности [23]. Также была зарегистрирована активация путей MAPK и PtdIns-3-K, 

опосредованная mGluR4 [151]. mGluR6 локализован исключительно в дендритах ON-

биполярных клеток сетчатки и отвечает на глутамат, высвобождаемый из палочковых и 

колбочковых фоторецепторных клеток в темноте [152]. 
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1.6 Роль ионотропных и метаботропных рецепторов глутамата в формировании судорог и 

развитии эпилепсии 

Эпилептические синдромы имеют очень разнообразные первичные причины, которые 

могут быть генетическими или приобретенными. Во время эпилептического припадка популяции 

нейронов в отдельных областях ЦНС прекращают свою нормальную деятельность и 

активируются при периодических синхронных разрядах. Эта патологическая 

синхронизированная активность передается от одного нейрона к другому, главным образом, 

через возбуждающую глутаматергическую передачу [92]. 

Эпилептогенез, а также формирование SE, могут быть связаны с усилением 

глутаматергической нейротрансмиссии [153]. Глутамат индуцирует повышение 

цитоплазматического уровня ионов Ca2+, что увеличивает высвобождение глутамата нейронами 

и астроцитами. Внутриклеточное накопление Ca2+ также запускает молекулярные каскады с 

участием нескольких внутриклеточных систем мессенджеров, которые в конечном итоге 

вызывают гибель нейрона. Избыточная активация Ca2+-проницаемых ионотропных рецепторов 

глутамата инициирует повреждение клеток и гибель нейронов [16, 116, 154]. 

Известно, что AMPA-рецепторы, не содержащие отредактированную изоформу GluA2 

субъединицы, проницаемы для ионов кальция. Была высказана гипотеза, что Ca2+-проницаемые 

AMPA-рецепторы отвечают за гибель клеток при судорожном приступе у экспериментальных 

животных, поскольку было обнаружено, что судороги, индуцированные каинатом, у взрослых 

крыс вызывали подавление продукции мРНК GluA2 субъединицы [155]. Регионально-

специфические изменения фосфорилирования субъединицы GluA1 были также обнаружены у 

крыс в пилокарпиновой модели эпилепсии. В частности, пилокарпиновые судороги вызывали 

изменения фосфорилирования остатков серина 845 и серина 831 GluA1 субъединицы, а, как 

известно, дефосфорилирование данной субъединицы является ключевым сигналом для 

интернализации AMPA-рецепторов в цитоплазму [156]. С использованием 

электрофизиологических методов выявлено наличие Ca2+-проницаемых AMPA-рецепторов, не 

содержащих GluA2 субъединицу, в пирамидных нейронах животных после судорог [157]. 

Наличие Ca2+-проницаемых AMPA-рецепторов также было подтверждено на эпилептогенных 

человеческих гипоталамических гамартомах. У этих пациентов с опухолями развились 

характерные рефрактерные приступы, и электрофизиологическое исследование образцов 

опухолевой ткани при игольчатой биопсии подтвердило наличие Са2+-проницаемых AMPA-

рецепторов. Более того, анализ РНК ткани доказал, что патологические ткани не содержат 

аденозин-деаминазы, которая необходима для Q/R-редактирования мРНК GluA2 субъединицы 

[158]. 
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Нарушение функционирования NMDA-рецепторов также характерно для эпилепсии [99]. 

Было показано, что мутации гена GRIN2A не редки у пациентов с эпилепсией [159, 160], и что 

мутации вызывают значительные функциональные изменения активности NMDA-рецепторов 

[159]. Обнаружено, что пилокарпин-индуцированные судороги вызывают значительное 

увеличение плотности NMDA-рецепторов в гранулярных клетках зубчатой извилины и 

пирамидных нейронах поля CA3 гиппокампа. Фармакологические эксперименты показали, что 

GluN2b субъединица была ответственна за увеличение возбуждающей активности у этих 

животных [18]. Увеличение отношения GluN2b/GluN2a было обнаружено в образцах мозга 

пациентов с эпилепсией [17]. Гипоксические судороги у молодых крыс значительно повышали 

экспрессию субъединицы GluN3 в гиппокампе через 2–4 дня после судорог [19]. Помимо 

изменения субъединичного состава фосфорилирование субъединицы GluN2 было повышено при 

эпилепсии животных [161]. 

Изменение субъединичного состава NMDA- и AMPA-рецепторов при судорожных 

состояниях может повлечь за собой нарушение формирования LTP и LTD, что в свою очередь 

может приводить к изменению синаптической пластичности и развитию постсудорожных 

нервно-психических расстройств [162]. При использовании модели хронической эпилепсии было 

обнаружено усиление LTP в гиппокампе, при чем данный эффект нивелировался при введении 

блокатора GluN2b-содержащих NMDA-рецепторов (Ro 25-6981). В то же время введение 

антагониста GluN2a-содержащих NMDA-рецепторов (NVP-AAM077) не оказывало влияния на 

формирование LTP [163]. В фармакологическом исследовании введение неконкурентного 

блокатора NMDA-рецепторов мемантина после судорог в литий-пилокарпиновой модели 

устраняло развитие нарушений памяти [164]. 

mGluRs вовлечены в модуляцию синаптической трансмиссии и также могут участвовать в 

поддержании судорожных состояний. Известно, что длительное нарушение экспрессии генов 

mGluRs может привести к нарушению синаптической пластичности, повышению концентрации 

глутамата и чрезмерному возбуждению при эпилепсии [9]. Продукция mGluRs I группы 

повышена в гиппокампе как у пациентов с эпилепсией, так и у крыс после судорог, вызванных 

электрической стимуляцией [25–27]. В исследовании Aronica с соавторами также обнаружено 

повышение экспрессии mGluR3 в астроцитах крыс в модели височной эпилепсии [26]. Было 

показано значительное снижение экспрессии mGluR2 и mGluR3 и функции обоих подтипов в 

зубчатой извилине гиппокампа и коре головного мозга в пилокарпиновой модели хронической 

эпилепсии через 24 часа после индукции припадков [28]. Данные об экспрессии mGluRs III 

группы в мозге крыс после судорог практически отсутствуют.  
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Фармакологическая блокада mGluR1 или mGluR5 оказывает защитный эффект в некоторых 

моделях судорог, однако не предотвращает развитие эпилепсии [9]. Модуляция mGluRs II и III 

групп изучена мало, но в единичных работах установлено, что агонисты mGluR7 имеют 

терапевтический потенциал для лечения эпилепсии [165, 166]. 

Таким образом, анализ литературных данных показал, что как iGluRs, так и mGluRs могут 

участвовать в формировании судорог и вносить вклад в эпилептогенез. Изменения экспрессии 

генов iGluRs и mGluRs и их роль в эпилептогенезе до сих пор остаются малоизученными, что 

ограничивает применение лигандов данных рецепторов в клинической практике. Наша работа 

посвящена анализу изменений экспрессии генов iGluRs и mGluRs после острых ПТЗ-

индуцированных судорог и на разных стадиях эпилептогенеза в литий-пилокарпиновой модели 

эпилепсии, что позволит расширить представление о роли данных рецепторов в эпилептизации 

мозга. 
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2. Материалы и методы 

2.1 Объект исследования 

Работа выполнена на 192 самцах крыс Rattus norvegicus линии Wistar в соответствии с 

Правилами Комитета по уходу и использованию животных Института эволюционной 

физиологии и биохимии имени И.М. Сеченова РАН и Директивой ЕС 2010/63/EU по проведению 

экспериментов на животных. Животные содержались в стандартных условиях с неограниченным 

доступом к воде и корму, при естественной длине светового дня. Крысы были распределены по 

группам случайным образом. Животные из одного помета были помещены в разные группы, 

чтобы избежать влияния генетических факторов. 

2.2 Экспериментальная процедура и использованные препараты 

Настоящая работа включала в себя эксперименты на двух экспериментальных моделях.  

Для моделирования острого судорожного приступа была выбрана пентилентетразоловая 

модель (Рис. 2.1). Пентилентетразол (ПТЗ) используется в качестве конвульсанта уже многие 

годы и разработаны различные методики индукции судорог с его помощью [167, 168]. В данной 

работе судороги были индуцированы согласно протоколу, использованному ранее в ИЭФБ РАН 

[169]. Экспериментальным животным в возрасте 20-22 дней внутрибрюшинно (в/б) вводили ПТЗ 

(70 мг/кг; Sigma, США). В дальнейшем в анализ включали только крыс, у которых 

генерализованные тонико-клонические судороги продолжались не менее 45 минут. Крысам 

контрольной группы вводили физиологический раствор. 

Для моделирования хронического эпилептогенеза была выбрана литий-пилокарпиновая 

модель височной эпилепсии [30] (Рис. 2.2). За день до введения пилокарпина 7-8 недельным 

крысам вводили раствор хлорида лития (127 мг/кг, в/б; Sigma, США) для повышения 

чувствительности к конвульсанту. Затем, за час до введения пилокарпина, вводили 

метилскополамин (1 мг/кг, в/б; Sigma, США) для предотвращения избыточной активации 

периферических мускариновых рецепторов. Пилокарпин (20-40 мг/кг; в/б; Sigma, США) вводили 

2-4 инъекциями (по 10 мг/кг с интервалом в 30 минут) с учетом индивидуальной 

чувствительности к конвульсанту до достижения судорог 4 стадии по шкале Расина [170]. Через 

75 мин после достижения 4 стадии, судороги купировали диазепамом (10 мг/кг, в/б; Sigma, 

США). В течение первой недели после судорог крысам ежедневно вводили 5% раствор глюкозы 

(2 мл, подкожно). Животных кормили влажным кормом для повышения выживаемости. 
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Рисунок 2.1. Схема эксперимента: пентилентетразоловая модель острых судорог. 

 

Рисунок 2.2. Схема эксперимента: литий-пилокарпиновая модель височной эпилепсии. 

2.3 Регистрация спонтанных рецидивирующих судорог  

Через два месяца после индукции судорог в литий-пилокарпиновой модели была сделана 

видеозапись свободного поведения крыс, чтобы оценить наличие спонтанных рецидивирующих 

судорог. Для этого каждую крысу помещали в прозрачную клетку (30 см × 30 см) с водой и пищей 

в течение 3 дней подряд и проводили видеосъемку каждый день в течение 12-16 ч (в общей 
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сложности 40 ч). В экспериментальную группу для анализа экспрессии генов рецепторов 

глутамата были включены только крысы, у которых был хотя бы один эпизод судорог (n = 10). 

2.4 Определение уровня экспрессии генов ионотропных и метаботропных рецепторов 

глутамата  

Относительную экспрессию генов отдельных субъединиц NMDA- и AMPA-рецепторов, а 

также метаботропных рецепторов глутамата определяли с помощью метода обратной 

транскрипции с последующей полимеразной цепной реакцией в режиме реального времени (ОТ-

ПЦР) [171]. Для изучения динамики изменений экспрессии изучаемых генов крыс 

декапитировали через 1, 3 и 7 дней после введения ПТЗ, а также через 3, 7 и 60 дней после 

пилокарпин-индуцированных судорог. Головной мозг немедленно извлекали и замораживали 

при температуре -80 ºС и хранили до проведения биохимических исследований.  

2.4.1 Выделение тотальной РНК 

Выделение отдельных структур мозга (дорзальная и вентральная области гиппокампа, 

височная кора) осуществляли с помощью замораживающего микротома OTF5000 (Bright 

Instrument, Великобритания) согласно атласу мозга [172] (Рис. 2.3). Экстракцию тотальной РНК 

производили с использованием ExtractRNA (Евроген, Россия). Данный метод является 

модификацией одношагового метода кислой гуанидинизотиоционат-фенол-хлороформной 

экстракции РНК из биологических образцов [173]. Гомогенизацию ткани мозга проводили в 

растворе ExtractRNA (с учетом пропорции 1 мл раствора на 50–100 мг образца), затем гомогенат 

центрифугировали 10 мин при 0 °С и 14 000 g, супернатант был перенесен в новый эппендорф. 

Для экстракции РНК добавили хлороформ (0,2 мл на 1 мл раствора ExtractRNA), инкубировали 

15 мин при комнатной температуре, затем центрифугировали 30 минут при 0 °С и 14 000 g, 

отбирали верхнюю фазу, содержащую РНК, и переносили ее в новый эппендорф. Затем в 

эппендорф добавляли изопропанол (0,5 мл на 1 мл раствора ExtractRNA), оставляли для 

преципитации при -20 °С в течение ночи, затем центрифугировали 30 минут при 0 ºС и 14 000 g 

и удаляли супернатант. Полученный осадок заливали 75 % этиловым спиртом и хранили при -20 

ºС. Все работы проводились при комнатной температуре с использованием автоклавированных 

эппендорфов и наконечников для дозаторов. 
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Рисунок 2.3. Схема извлечения структур мозга по [172] (отмечены областями серого цвета). 

2.4.2 Обработка образцов РНК ДНКазой 

Полученные образцы тотальной РНК обрабатывали дезоксирибонуклеазой, свободной от 

рибонуклеаз, чтобы избежать возможной контаминации геномной ДНК. Для этого пробирки с 

осадками тотальной РНК центрифугировали 30 минут при 0 ºС и 14 000 g и удаляли супернатант. 

Затем открытые пробирки помещали в твердотельный термостат TDB-120 (BioSan, Латвия) на 5 

мин при +50°С. Высушенный осадок растворяли в 7,5 мкл воды для инъекций и инкубировали 

при +50°С в течение 5 мин для лучшего растворения нуклеиновых кислот.  

К полученному раствору добавляли реакционную смесь, содержащую в 2X реакционном 

буфере 1 единицу активности RQ1 ДНКазы свободной от рибонуклеаз (Promega, США) и 20 

единиц активности рекомбинантного ингибитора рибонуклеаз РНазина (Силекс, Россия). 

Полученную смесь инкубировали 15 мин при +37 °С в твердотельном термостате, затем 

добавляли 1,5 мкл стоп-реагента (20 мМ ЭГТА). После смешивания со стоп-реагентом пробирки 

инкубировали в термостате при +65 °С для инактивации фермента в течение 10 мин. Для очистки 

от реакционной смеси РНК переосаждали 8 M раствором LiCl в течение ночи при -20 °С. Затем 
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пробирки с образцами центрифугировали, удаляли супернатант и осадок РНК дважды 

промывали 75% этиловым спиртом. 

2.4.3 Обратная транскрипция 

Подготовку образцов РНК к обратной транскрипции (ОТ) проводили аналогично методике, 

описанной в пункте 2.4.2, однако высушенный осадок растворяли в 15 мкл воды для инъекций. 

Концентрацию РНК определяли на спектрофотометре NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, 

США) при длине волны 260 нм. Дополнительно оценивали соотношение поглощения при длинах 

волн 260/280 нм для оценки качества очистки РНК.  

КДНК синтезировали из 1 мкг (вентральный гиппокамп) или 2 мкг (дорзальный гиппокамп, 

височная кора) тотальной РНК с использованием олиго-dT праймеров (0,5 мкг на 1 мкг РНК), 9-

мерных случайных (0,25 мкг на 1 мкг РНК) праймеров (ДНК-Синтез, Россия) и обратной 

транскриптазы M-MLV (100 единиц на 1 мкг РНК; Promega, США). Сначала смешивали раствор 

РНК и праймеры, затем инкубировали в течение 10 мин при +70 °С, после чего смесь быстро 

охлаждали до +4 °С для отжига праймеров. Затем добавляли реакционную смесь, содержащую 

M-MLV обратную транскриптазу, дезоксинуклеотидтрифосфаты (dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 

каждый в концентрации 25 мМ) и ингибитор рибонуклеаз РНазин (Силекс, Россия). Для 

проведения ОТ пробирки помещали на 1 ч в термостат при +42 °С, после чего в течение 10 мин 

проводили нагрев на +65 °С для остановки реакции. Полученный раствор кДНК разводили в 10 

раз и хранили при -20°С для проведения ПЦР в реальном времени. 

2.4.4 Полимеразная цепная реакция в реальном времени 

Для детекции накопления ПЦР-продукта использовали специфические флуоресцентные 

зонды по типу линейно-разрушаемых проб (технология TaqMan). Принцип их действия 

заключается в том, что олигонуклеотид, комплементарный части ПЦР-продукта, в районе 5’-

конца помечен флуорофором, а с 3’-конца – гасителем флуоресценции. В отсутствие мишени 

флуорофор и гаситель сближены и флуоресценция не наблюдается. При гибридизации зонда и 

ПЦР-продукта происходит отщепление флуорофора за счет 5’→3’-экзонуклеазной активности 

Taq-полимеразы и уровень флуоресценции увеличивается пропорционально концентрации ПЦР-

продукта [174]. В эксперименте использовали флуорофоры FAM, ROX и HEX, гасители 

флуоресценции BHQ-1 и BHQ-2. 

Для разработки нового набора мультиплексных ПЦР мы выбрали 9 генов домашнего 

хозяйства, которые часто используются в качестве референсных для нормализации экспрессии 

генов у крыс [175]. Эти гены отвечают за разные функции клеток (таблица 2.1), что позволило 

нам избежать возможного эффекта совместной регуляции референсных генов-кандидатов.  
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Таблица 2.1. Референсные гены и функции кодируемых ими белков в клетке 

Ген Название белка, кодируемого 

указанным геном 

Функция 

Actb 

 

Бета-актин (ActB) Структурный белок цитоскелета, 

участвующий в процессах клеточной 

подвижности [176] 

Gapdh 

 

Глицеральдегид-3-фосфат 

дегидрогеназа (GAPDH) 

Оксидоредуктаза, участвующая в 

гликолизе и глюконеогенезе [176] 

B2m 

 

Бета-2-микроглобулин (B2M) Сборка и поверхностная экспрессия MHC 

класса I [177] 

Rpl13a 

 

Рибосомальный белок L13A 

(RPL13A) 

Структурный компонент 60S 

рибосомальной субъединицы [36] 

Sdha 

 

Флавопротеиновая субъединица 

сукцинатдегидрогеназы, 

субъединица a (FP, SDHF) 

Транспортер электронов в цикле 

трикарбоновых кислот и дыхательной 

цепи [178] 

Ppia 

 

Пептидилпролил изомераза А, 

циклофилин А (СycA, CypA) 

Ускоряет сворачивание белка благодаря 

своей активности пептидил-пролил цис-

транс-изомеразы [176] 

Hprt1 

 

Гипоксантин 

фосфорибозилтрансфераза 1 

(HGPRT) 

Синтез пуринов [178] 

Pgk1 

 

Фосфоглицерат киназа 1 (PGK1) Гликолитический фермент [178] 

Ywhaz 

 

Белок активации тирозин-3-

монооксигеназы/триптофан-5-

монооксигеназы, полипептид зета 

(KCIP-1, 14-3-3-zeta) 

Белок, участвующий в клеточной 

сигнализации, регуляции прогрессии 

клеточного цикла, цитоскелетной 

структуры и транскрипции [179] 

 

Последовательности праймеров и зондов представлены в таблице 2.2 (синтезированы ДНК-

Синтезом, Россия). Наборы праймеров подбирались на основе их специфичности, перекрывания 

экзон-экзонных соединений (чтобы избежать возможного сигнала от геномной ДНК, это было 

предпочтительно, но не во всех случаях возможно), длины продукта менее 200 пар оснований. 

Последовательности праймеров были получены с помощью программы Primer Blast 

[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/] против последовательностей кДНК 
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референсных генов, а также некоторых генов интереса, полученных из базы данных RefSeq 

Национального центра биотехнологической информации. Зонды были разработаны с помощью 

программы Primer3Plus [https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi] с последующей 

нуклеотидной BLAST-специфичностью проверки 

[https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LO

C=blasthome]. Основные требования к дизайну зонда были следующие: 1) длина 18-27 

нуклеотидов, 2) температура плавления зонда превышала температура плавления праймеров на 

5-10 °C, 3) содержание GC составляло 20-80%, 4) на 5′ конце избегали нуклеотида G, так как он 

может гасить флуоресцентный сигнал. 

Таблица 2.2. Последовательности праймеров и зондов для ПЦР в реальном времени 

Ген Последовательность праймеров и зондов Финальные 

концентрации

, нМ 

Ссылка 

Actb 

NM_031144 

TGTCACCAACTGGGACGATA 

GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 

FAM-CGTGTGGCCCCTGAGGAGCAC-

BHQ1 

200 

200 

[180] 

(праймеры

) 

[181] 

(зонд) 

Gapdh 

NM_017008 

TGCACCACCAACTGCTTAG 

GGATGCAGGGATGATGTTC 

R6G-ATCACGCCACAGCTTTCCAGAGGG-

BHQ2 

200 

100 

[182] 

B2m 

NM_012512 

TGCCATTCAGAAAACTCCCC 

GAGGAAGTTGGGCTTCCCATT 

ROX-

ATTCAAGTGTACTCTCGCCATCCACCG-

BHQ1 

200 

100 

[183] 

Rpl13a 

NM_173340 

GGATCCCTCCACCCTATGACA 

CTGGTACTTCCACCCGACCTC 

FAM-CTGCCCTCAAGGTTGTGCGGCT-

BHQ1 

200 

100 

[36] 

(праймеры

) 

[181] 

(зонд) 

Sdha 

NM_130428 

AGACGTTTGACAGGGGAATG 

TCATCAATCCGCACCTTGTA 

R6G-ACCTGGTGGAGACGCTGGAGCT-

BHQ2 

200 

100 

[184] 

(праймеры

) 

[181] 

(зонд) 

Ppia 

NM_017101 

AGGATTCATGTGCCAGGGTG 

CTCAGTCTTGGCAGTGCAGA 

ROX-CACGCCATAATGGCACTGGTGGCA-

BHQ1 

200 

100 

[83] 

Hprt1 

NM_012583 

TCCTCAGACCGCTTTTCCCGC 

TCATCATCACTAATCACGACGCTGG 

200 

100 

[38] 

(праймеры

) 
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FAM-

CCGACCGGTTCTGTCATGTCGACCCT-

BHQ1 

[181] 

(зонд) 

Pgk1 

NM_053291 

ATGCAAAGACTGGCCAAGCTAC 

AGCCACAGCCTCAGCATATTTC 

R6G-TGCTGGCTGGATGGGCTTGGA-

BHQ2 

200 

100 

[178] 

(праймеры

) 

[181] 

(зонд) 

Ywhaz 

NM_013011 

GATGAAGCCATTGCTGAACTTG 

GTCTCCTTGGGTATCCGATGTC 

ROX-

TGAAGAGTCGTACAAAGACAGCACGC-

BHQ1 

200 

100 

[178] 

(праймеры

) 

[181] 

(зонд) 

Grm1 

NM_001114330.

1 

GGGAATGCCAAGAAGAGGCAG 

CTGCAGTGTGGGGGTTTTCAA 

FAM-GCCCAGCAGCCAGTGTCCGTCGGC-

BHQ1 

400 

200 
[185] 

Grm2  

NM_001105711.

1 

TCCAGTGATTATCGGGTGCAG 

AACTTGGGTGCAAAGAGGCA 

FAM-

TGCGTGTCCGTCAGCCTCAGTGGCT-

BHQ1 

200 

100 

[185] 

Grm3 

NM_001105712.

1 

CAGGAGTTGACGGTGCGAG 

GCCTGTCCTTCAGATAAGGGAG 

ROX-

TCGGTGACGGGCTCTTTCAGCCCAA-

BHQ2 

200 

200 

[185] 

Grm4 

NM_022666.1 

GGCAGTGCGAGCAGCTAAGG 

CCGGTCACTCCTACCAACCG 

FAM-CTCCCTGAGCTCCCCCGGAGCAGC-

BHQ1 

200 

150 
[185] 

Grm5 

NM_017012.1 

ATGCATGTAGGAGACGGCAA 

TTTCCGTTGGAGCTTAGGGTTT 

HEX-CGTCCGCTGCCAGCAGATCCAGCA-

BHQ2 

400 

200 

[186] 

(праймеры

) 

[185] 

(зонд) 

Grm7 

NM_031040.1 

CCAGACAACAAACACAACCAACC 

GCGTTCCCTTCTGTGTCTTCTTC 

HEX-

TGCAGTGGGGCAAAGGAGTCCGAG-

BHQ2 

200 

100 

[187] 

(праймеры

) 

[185] 

(зонд) 

Grm8 

NM_022202.1 

TCATCGGGCACTGGACAAAT 

CACGGTTTTCTTCCTCTCCCC 

ROX-

TGTCTGCAGCCTGCCGTGCAAGCCC-

BHQ2 

300 

100 

[185] 

Grin1 

NM_017010 

GTTCTTCCGCTCAGGCTTTG 

AGGGAAACGTTCTGCTTCCA 

FAM-CGGCATGCGCAAGGACAGCC-BHQ1 

200 

100 [188] 

Grin2a 

NM_012573 

GCTACACACCCTGCACCAATT 

CACCTGGTAACCTTCCTCAGTGA 

200 

100 
[189] 
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FAM-

TGGTCAATGTGACTTGGGATGGCAA-

BHQ1 

Grin2b 

NM_012574 

CCCAACATGCTCTCTCCCTTAA 

CAGCTAGTCGGCTCTCTTGGTT 

FAM-

GACGCCAAACCTCTAGGCGGACAG-

BHQ1 

200 

100 

[189] 

Gria1 

NM_031608 

TCAGAACGCCTCAACGCC 

TGTAGTGGTACCCGATGCCA 

ROX-

TCCTGGGCCAGATCGTGAAGCTAGAAAA

-BHQ1 

200 

100 

[190] 

Gria2 

NM_017261 

CAGTGCATTTCGGGTAGGGA 

TGCGAAACTGTTGGCTACCT 

FAM-TCGGAGTTCAGACTGACACCCCA-

BHQ1 

200 

100 
[190] 

 

ПЦР были выполнены в виде мультиплексов (Grin1 + Grin2a, Grin2b + Gria1 + Gria2, Grm1 

+ Grm3 + Grm5, Grm2 + Grm7 + Grm8, Actb + Gapdh + B2m, Rpl13a + Ppia + Sdha и Hprt1 + Pgk1 

+ Ywhaz). Только Grm4 не входил ни в один мультиплекс. Эффективность ПЦР проверялась в 

отдельном эксперименте методом серийных разведений [191]. Наиболее концентрированный 

образец соответствовал 10-кратно разведенной кДНК, синтезированной из 1 мкг тотальной РНК, 

другие образцы были получены путем последующих 4-кратных разведений. Оптимизацию 

начинали с концентрации 200 нМ для прямого и обратного праймеров и 100 нМ для зонда. В 

случае получения нежелательных результатов (низкая эффективность, низкий R2, высокое 

стандартное отклонение Cq) тестировали более высокие концентрации (300 и 400 нМ для 

праймеров; 150 и 200 нМ для зондов). В случае более низкой эффективности мультиплексной 

ПЦР по сравнению с обычной ПЦР комбинации мишеней в реакциях меняли. После 

окончательного подбора состава систем эффективность условий ПЦР дополнительно 

проверялась и была оптимальной (Рис. П. 1-3).  

ПЦР проводили в общем объеме 6 мкл, содержащем 0,8 мкл кДНК. Для реакции 

использовали 0,5 единиц TaqM-полимеразы (Алкор Био, Россия) и 3,5 mM Mg2+. Финальные 

концентрации праймеров и зондов представлены в таблице 2.1. Анализ проводили в 3-4 

параллелях, полученные результаты на этапе обработки данных усредняли. Помимо 

исследуемых образцов кДНК использовали отрицательный контроль ПЦР (вместо кДНК 

добавляли 0,8 мкл воды) и отрицательный контроль ОТ (образцы, к которым при проведении ОТ 

не добавляли обратную транскриптазу). Амплификацию проводили на приборе CFX384 Real-

Time System (Bio-Rad, США) по следующей программе: «горячий старт» – +95°С 15 мин для 
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активации полимеразы; далее 45-50 циклов: 5 с при +95°С (денатурация ДНК-матрицы) и 10 с 

при +60-62 °С (отжиг праймеров и элонгация) с регистрацией флуоресценции. 

Полученные результаты анализировали в программе Bio-Rad CFX Manager методом 

регрессии. Определение содержания мРНК (кДНК) производили относительно контрольной 

пробы с использованием 2-ΔΔCt метода [192]. Данные нормировали относительно среднего 

геометрического Ct, определенного для трех стабильно экспрессирующихся генов домашнего 

хозяйства. Стабильные референсные гены были отобраны с помощью онлайн-инструмента 

RefFinder [https://www.heartcure.com.au/reffinder]. RefFinder использует четыре широко 

используемых алгоритма для валидации референсных генов (geNorm, NormFinder, BestKeeper и 

сравнительный метод Delta-Ct). Он создает рейтинг, основанный на геометрическом усреднении 

рангов, полученных четырьмя алгоритмами [193]. 

GeNorm основан на принципе, что соотношение экспрессии двух соответствующих 

референсных генов не должно зависеть от условий эксперимента. GeNorm рассчитывает 

значение стабильности (M) путем усреднения парных вариаций для каждого референсного гена, 

а затем сравнивает их с другими контрольными генами с поэтапным исключением наименее 

стабильного гена и пересчетом M. Наименьшее значение М указывает на наиболее стабильную 

пару генов в пределах тестируемой панели и условий эксперимента, в то время как наибольшее 

значение М указывает на наименее стабильный ген [41]. 

Сравнительный метод Delta-Ct противопоставляет относительную экспрессию пар генов в 

пределах каждого образца. Стабильность референсного гена-кандидата ранжируется в 

соответствии с повторяемостью разницы экспрессии генов; т.е. ген с наименьшим средним 

стандартным отклонением Delta-Ct считается наиболее стабильным [194]. 

BestKeeper использует попарные сравнения необработанных значений Cq каждого гена для 

определения наиболее стабильного референсного гена [195]. BestKeeper генерирует индекс, 

используя среднее геометрическое значение Cq каждого гена-кандидата. Этот индекс можно 

использовать для ранжирования, поскольку стабильная экспрессия референсного гена 

коррелирует с индексом BestKeeper. BestKeeper также рассчитывает коэффициент вариации, 

стандартное отклонение значений Cq и коэффициент корреляции. Стабильные эталонные гены 

показывают высокие значения коэффициента корреляции и низкие коэффициента вариации и 

стандартного отклонения. 

Программа NormFinder основана на математической модели экспрессии генов для 

определения наиболее стабильного референсного гена и наилучшей комбинации двух 

референсных генов. Программное обеспечение NormFinder рассчитывает значение стабильности 
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генов-кандидатов на основе оценки общей вариации кандидатов в референсные гены и вариации 

между подгруппами набора образцов. Алгоритм показал, что он менее чувствителен к 

корегуляции. Таким образом, алгоритм не требует знания того, отвечают ли гены за разные 

функции в клетке [196]. 

2.5 Определение уровня белка субъединиц ионотропных рецепторов глутамата 

Крыс декапитировали на 1, 3, 7 и 30 сутки после ПТЗ-индуцированных судорог и через 

неделю и 2 месяца после пилокарпин-индуцированных судорог. После декапитации мозг быстро 

извлекали, замораживали и хранили при -80°C до последующего выделения изучаемых областей 

мозга. Образцы гомогенизировали в 150-300 мкл буфера для лизиса [197], содержащего 100 мМ 

Трис-HCl pH 8,0, 140 мМ NaCl, 20 мМ ЭДТА, 5% SDS, 1X коктейль ингибиторов протеаз (Pierce 

Protease Inhibitor Tablets, Thermo Fisher Scientific), 1X коктейль ингибиторов фосфатаз 

(Phosphatase Inhibitor Cocktail II, Abcam), затем инкубировали в течение 1 ч при комнатной 

температуре при постоянном перемешивании. После центрифугирования (14 000 g в течение 10 

мин) супернатант использовали для количественного определения белка и дальнейшего анализа. 

Концентрацию белка определяли модифицированным методом Лоури [198] с использованием 

БСА в качестве стандарта. Белковый супернатант смешивали 1:1 с 2X буфером для нанесения 

(125 мМ Трис-HCl pH 6,8, 40% глицерин, 4% SDS, 10% β-меркаптоэтанол, 0,02% бромфеноловый 

синий) и нагревали при +70 °C в течение 15 мин. 

Аликвоты по 6 мкг белка в равных объемах загружали на 7 % полиакриламидный гель и 

разделяли электрофорезом (125 В) в восстанавливающих и денатурирующих условиях [199] с 

использованием Thermo Scientific PageRuler Prestained Protein Ladder (10-170 кДа; Thermo Fisher 

Scientific) до тех пор, пока полоса 37 кДа не достигала границы геля. После электрофореза белки 

переносили на 45 мкм нитроцеллюлозную мембрану путем полусухого переноса с помощью 1X 

Power Blotter 1-Step Transfer Buffer (Thermo Fisher Scientific, США) в соответствии с 

инструкциями производителя. После переноса мембраны окрашивали 0,1 % Ponceau S 

(растворенным в 5 % уксусной кислоте) и визуализировали на приборе ChemiDoc MP imager (Bio-

Rad, США) для последующей нормализации на общий белок. Затем их инкубировали (в течение 

ночи при +4 °C) в растворе PBST, содержащем 0,05% NaN3 и одни из следующих первичных 

антител: кроличьи анти-GluN2a (1:1000, ab169873, Abcam), кроличьи анти-GluN2b (1:1000, 

ab65783, Abcam), кроличьи анти-GluA1 (1:10000, ab109450, Abcam) или козьи анти-GluA2 (1:600, 

sc-7611, Santa Cruz Biotechnology). Затем мембраны промывали в PBST шесть раз по 5-10 мин и 

инкубировали (при комнатной температуре в течение 1 ч) в растворе PBST, содержащем 5% 

сухого молока и соответствующие вторичные антитела (1:60 000 козьи анти-кроличьи IgG-HRP, 

Pierce, 31460, Thermo Fisher Scientific или 1:5 000 ослиные анти-козьи IgG-HRP, sc-2020, Santa 



53 

 

Cruz Biotechnology). После трех промывок в PBST белки выявляли с помощью 

хемилюминесцентного субстрата SuperSignal™ West Pico PLUS (Thermo Fisher Scientific) и 

визуализировали с помощью ChemiDoc MP imager (Bio-Rad). Изображения анализировали с 

помощью программы Image Lab 6.0.1 (Bio-Rad). Экспрессию белка нормировали на общий белок, 

окрашенный по Понсо [200], используя метод нормализации общего белка (Bio-Rad). Отношение 

оптической плотности специфической белковой полосы к общему белку рассчитывали и 

нормировали на среднее значение контрольной группы. 

2.6 Статистическая обработка данных 

Статистический анализ данных проводился в программах IBM SPSS Statistics 23 (IBM, 

США), и GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, США). Для проверки нормальности 

распределения был использован тест Шапиро-Уилка, а для проверки равенства дисперсий — тест 

Ливиня. Для нормализации результатов ПЦР анализа использовался перевод данных в 

логарифмическую шкалу с основанием 2. Данные, полученные методом ОТ-ПЦР, анализировали 

с помощью двухфакторного ANOVA с последующим апостериорным тестом Сидака (для 

нескольких сроков анализа) или t-критерия Стьюдента (для одного срока анализа). Данные, 

полученные методом вестерн блоттинга, анализировали при помощи непарного t-теста. 

Результаты считались значимыми при p < 0,05. Все данные, полученные методом ОТ-ПЦР, 

представлены в виде индивидуальных значений с минимальным и максимальным значениями, 

медианой выборки, а также первым и третьим квартилями. Данные, полученные методом вестерн 

блоттинга, представлены в виде среднего со стандартными ошибками. 
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3. Результаты 

3.1 Оценка стабильности экспрессии генов домашнего хозяйства в мозге крыс в моделях 

острых судорог и эпилепсии 

При помощи онлайн-инструмента RefFinder были отобраны стабильные референсные гены 

для каждой исследованной структуры мозга в моделях острых судорог и эпилепсии. 

Экспрессия 9 генов домашнего хозяйства (Actb, Gapdh, B2m, Rpl13a, Sdha, Ppia, Hprt1, Pgk1, 

Ywhaz) была проанализирована в дорзальной и вентральной областях гиппокампа, а также 

височной коре крыс через 1, 3 и 7 дней после ПТЗ-индуцированных судорог. Рейтинг, 

составленный инструментом RefFinder на основе четырех алгоритмов, представлен на рисунке 

3.1. Pgk1 показал высокую стабильность во всех исследованных структурах. В височной коре 

также стабильно экспрессировались Ppia и Gapdh, в дорзальной области гиппокампа — Rpl13a и 

Ppia, а в вентральной области гиппокампа — B2m и Gapdh.  

Из полученных результатов видно, что набор стабильных генов для дорзальной и 

вентральной областей гиппокампа различен. Кроме того, стабильный Rpl13a в дорзальном 

гиппокампе показывает самую низкую стабильность из всех изученных нами 9 генов для 

вентральной области гиппокампа. Аналогично самый стабильный для вентрального гиппокампа 

B2m является самым нестабильным в дорзальной области гиппокампа. Следует отметить, что 

дорзальная и вентральная области гиппокампа значительно различаются по функциональным 

свойствам и профилям экспрессии генов [32]. Наши данные также указывают на необходимость 

дифференцированного отбора референсных генов для двух областей гиппокампа. 

Мы проанализировали рейтинги стабильности референсных генов для каждой 

анализируемой области мозга отдельно в латентную (3 и 7 дней) и хроническую (60 дней) фазы 

литий-пилокарпиновой модели эпилепсии (Рис. 3.2). Профили экспрессии для латентной и 

хронической фаз были различными.  
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Рисунок 3.1. Рейтинг стабильности референсных генов в височной коре, дорзальном и 

вентральном гиппокампе в пентилентетразоловой модели острых судорог. Стабильность 

экспрессии референсных генов оценивали с помощью онлайн-инструмента RefFinder на основе 

геометрического усреднения рангов, полученных четырьмя распространенными алгоритмами 

(geNorm, NormFinder, BestKeeper и сравнительный метод Delta-Ct). Жирным шрифтом 

выделены 3 самых стабильных гена для каждой структуры. 

В дорзальной области гиппокампа в латентную фазу стабильно экспрессировались Pgk1, 

Gapdh и Ywhaz, а в хроническую — Gapdh, Pgk1 и Hprt1. Для вентрального гиппокампа самыми 

стабильными были Gapdh, Ywhaz и Ppia через 3 и 7 дней после судорог, и Pgk1, Hprt1 и Actb через 

60 дней. В данной модели профили экспрессии генов домашнего хозяйства в дорзальном и 

вентральном гиппокампе вновь были не идентичны, но различия выражены в меньшей мере. В 
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височной коре самыми стабильными генами были Pgk1, Hprt1 и Gapdh в латентную фазу и Actb, 

Pgk1 и Ywhaz в хроническую.  

Рисунок 3.2. Рейтинг стабильности референсных генов в височной коре, дорзальном и 

вентральном гиппокампе в латентную (3 и 7 дней) и хроническую (60 дней) фазы литий-

пилокарпиновой модели эпилепсии. Стабильность экспрессии референсных генов оценивали с 

помощью онлайн-инструмента RefFinder на основе геометрического усреднения рангов, 

полученных четырьмя распространенными алгоритмами (geNorm, NormFinder, BestKeeper и 
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сравнительный метод Delta-Ct). Жирным шрифтом выделены 3 самых стабильных гена для 

каждой структуры и срока анализа.  

Рейтинг, составленный инструментом RefFinder на основе четырех алгоритмов, для литий-

пилокарпиновой модели также, как и для пентилентетразоловой, показал, что ген Pgk1 является 

высоко стабильным во всех исследованных структурах. Sdha и B2m в обеих областях гиппокампа 

были нестабильны, хотя B2m имел высокую стабильность в вентральной области гиппокампа 

после ПТЗ-индуцированных судорог. Gapdh также стабильно экспрессировался в латентную 

фазу литий-пилокарпиновой модели во всех исследованных структурах, однако в хроническую 

фазу остался стабильным только в дорзальном гиппокампе. В вентральной области гиппокампа 

и височной коре в хронической фазе Gapdh был одним из самых нестабильных.  

Таким образом, в таблице 3.1 представлены наиболее стабильно экспрессирующиеся гены 

в моделях острых судорог и эпилепсии. В дальнейшем для нормализации данных в каждом 

случае использовалось среднее геометрическое значений Ct для трех самых стабильных 

референсных генов.  

Таблица 3.1. Наиболее стабильно экспрессирующиеся гены в моделях острых судорог и 

эпилепсии 

Область 

Модель 

Дорзальный 

гиппокамп 

Вентральный 

гиппокамп 

Височная кора 

Пентилентетразоловая 

модель острых 

судорог 

Pgk1, Ppia, Rpl13a Pgk1, B2m, Gapdh Pgk1, Ppia, Gapdh 

Литий-

пилокарпиновая 

модель (латентная 

фаза) 

Pgk1, Ywhaz, Gapdh Gapdh, Ppia, Ywhaz Gapdh, Pgk1, Hprt1 

Литий-

пилокарпиновая 

модель (хроническая 

фаза) 

Gapdh, Pgk1, Hprt1 Pgk1, Actb, Hprt1 Actb, Pgk1, Ywhaz 
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3.2 Изменение продукции мРНК и белка ионотропных рецепторов глутамата в мозге крыс 

после острых судорог 

Мы изучили изменения экспрессии генов субъединиц NMDA- (Grin1, Grin2a и Grin2b) 

(Рис. 3.3) и AMPA- (Gria1 и Gria2) (Рис. 3.4) рецепторов в дорзальной и вентральной областях 

гиппокампа, а также височной коре крыс после судорог, вызванных ПТЗ. Анализ проводился на 

1 (острый период после судорог), 3 и 7 (дни, соответствующие латентной фазе литий-

пилокарпиновой модели) сутки после индукции судорог.  

В височной коре было обнаружено снижение экспрессии гена Grin1 NMDA-рецепторов на 

3 и 7 сутки после введения ПТЗ. Этот результат предполагает возможное уменьшение общего 

количества NMDA-рецепторов, поскольку субъединица GluN1, кодируемая геном Grin1, 

является облигатной для данного типа рецепторов. Вероятно, данное изменение направлено на 

снижение избыточного возбуждения, и соответственно, является компенсаторным.  

Рисунок 3.3. Относительная экспрессия генов субъединиц NMDA-рецепторов глутамата Grin1, 

Grin2a и Grin2b в височной коре (TC), дорзальном (DH) и вентральном (VH) гиппокампе в 

пентилентетразоловой модели острых судорог. Исследование проводилось на 1, (1 д), 3 (3 д) и 7 

(7 д) дни после индукции судорог. Контроль – контрольная группа, ПТЗ – экспериментальная 

группа. Двухфакторный ANOVA, приведены только статистически значимые эффекты 
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(p < 0,05): Grin1: TC – F1,27 (судороги) = 22,3, p < 0,0001. Звездочки указывают на значимые 

различия между группами по данным апостериорного теста Сидака: * – p < 0,05, ** – p < 0,01. 

Данные представлены в виде индивидуальных значений (круги и треугольники) с минимальным и 

максимальным значениями (усы), медианой выборки (горизонтальная линия) и первым и третьим 

квартилями. Количество животных в группах – n = 4-7.  

Изменений экспрессии генов Grin2a и Grin2b в данной модели не выявлено. Ранее в 

исследовании, проведенном на мышах, была обнаружена повышенная экспрессия субъединицы 

Grin2a в гиппокампе через 1 ч после ПТЗ-индуцированных судорог [201]. Вероятно, и в наших 

опытах на крысах через 1 час могли происходить подобные изменения, однако через сутки после 

судорог это изменение уже не достигало достоверной значимости.  

Рисунок 3.4. Относительная экспрессия генов субъединиц AMPA-рецепторов глутамата Gria1 

и Gria2 в височной коре (TC), дорзальном (DH) и вентральном (VH) гиппокампе в 

пентилентетразоловой модели острых судорог. Исследование проводилось на 1, (1 д), 3 (3 д) и 7 

(7 д) дни после индукции судорог. Контроль – контрольная группа, ПТЗ – экспериментальная 

группа. Двухфакторный ANOVA, приведены только статистически значимые эффекты 
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(p < 0,05): Gria2: DH – F2,25 (судороги × день анализа) = 4,4, p = 0,02, F1,25 (судороги) = 11,04, p 

= 0,003. Звездочки указывают на значимые различия между группами по данным 

апостериорного теста Сидака: ** – p < 0,01. Данные представлены в виде индивидуальных 

значений (круги и треугольники) с минимальным и максимальным значениями (усы), медианой 

выборки (горизонтальная линия) и первым и третьим квартилями. Количество животных в 

группах – n = 4-7. 

Изменения экспрессии генов субъединиц AMPA-рецепторов наблюдались только в 

дорзальной области гиппокампа. В частности, выявлено снижение продукции мРНК Gria2 через 

неделю после ПТЗ-индуцированных судорог. Снижение экспрессии гена Gria2 может в 

дальнейшем привести к увеличению доли Ca2+-проницаемых AMPA-рецепторов. 

Затем мы проанализировали изменения уровня белка различных субъединиц NMDA- и 

AMPA-рецепторов через 1 (Рис. 3.5–3.6), 3 (Рис. 3.7–3.8) и 7 (3.9–3.10) сутки после ПТЗ-

индуцированных судорог. Изменений на уровне белка ни на одном сроке анализа обнаружено не 

было, что свидетельствует о том, что ПТЗ-индуцированные судороги не приводят к 

существенным изменениям субъединичного состава NMDA- и AMPA-рецепторов.  

Рисунок 3.5. Относительный уровень белка субъединиц NMDA-рецепторов в дорзальном 

гиппокампе и височной коре через 1 день после ПТЗ-индуцированных судорог. Данные на графиках 

представлены в виде среднего со стандартными ошибками. 1 – контрольная группа, 2 – 

экспериментальная группа, с – калибратор. Количество животных в группах – n = 6. 
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Рисунок 3.6. Относительный уровень белка субъединиц AMPA-рецепторов в дорзальном 

гиппокампе крыс через 1 день после ПТЗ-индуцированных судорог. Данные на графиках 

представлены в виде среднего со стандартными ошибками. 1 – контрольная группа, 2 – 

экспериментальная группа, с – калибратор. Количество животных в группах – n = 6. 

 

Рисунок 3.7. Относительный уровень белка субъединиц NMDA-рецепторов в дорзальном 

гиппокампе и височной коре крыс через 3 дня после ПТЗ-индуцированных судорог. Данные на 

графиках представлены в виде среднего со стандартными ошибками. 1 – контрольная группа, 2 

– экспериментальная группа, с – калибратор. Количество животных в группах – n = 5-6. 
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Рисунок 3.8. Относительный уровень белка субъединиц AMPA-рецепторов в дорзальном 

гиппокампе крыс через 3 дня после ПТЗ-индуцированных судорог. Данные на графиках 

представлены в виде среднего со стандартными ошибками. 1 – контрольная группа, 2 – 

экспериментальная группа, с – калибратор. Количество животных в группах – n = 5-6. 

 

Рисунок 3.9. Относительный уровень белка субъединиц NMDA-рецепторов в дорзальном 

гиппокампе и височной коре крыс через 7 дней после ПТЗ-индуцированных судорог. Данные на 

графиках представлены в виде среднего со стандартными ошибками. 1 – контрольная группа, 

2 – экспериментальная группа, с – калибратор. Количество животных в группах – n = 6. 
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Рисунок 3.10. Относительный уровень белка субъединиц AMPA-рецепторов в дорзальном 

гиппокампе крыс через 7 дней после ПТЗ-индуцированных судорог. Данные на графиках 

представлены в виде среднего со стандартными ошибками. 1 – контрольная группа, 2 – 

экспериментальная группа, с – калибратор. Количество животных в группах – n = 4-6. 

Также были проанализированы образцы дорзальной области гиппокампа на 30 день после 

ПТЗ-индуцированных судорог (Рис. 3.11), чтобы проверить, не проявляются ли отсроченные 

изменения. Проведенный анализ подтвердил, что и через месяц после судорог уровень белка 

субъединиц NMDA- и AMPA-рецепторов не меняется. 

 

 

Рисунок 3.11. Относительный уровень белка субъединиц NMDA- и AMPA-рецепторов в 

дорзальном гиппокампе крыс через 30 дней после ПТЗ-индуцированных судорог. Данные на 

графиках представлены в виде среднего со стандартными ошибками. 1 – контрольная группа, 

2 – экспериментальная группа, с – калибратор. Количество животных в группах – n = 6. 
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3.3 Изменение продукции мРНК и белка ионотропных рецепторов глутамата в мозге крыс в 

модели эпилепсии 

Мы проанализировали изменения продукции мРНК и белка генов субъединиц NMDA- 

(Grin1, Grin2a и Grin2b) и AMPA- (Gria1 и Gria2) рецепторов в дорзальном и вентральном 

гиппокампе, а также височной коре в латентную (3 и 7 сутки после пилокарпин-индуцированных 

судорог) и хроническую фазу литий-пилокарпиновой модели (60 дней). 

3.3.1 Изменение экспрессии генов на уровнях мРНК и белка ионотропных рецепторов 

глутамата в мозге крыс в латентную фазу литий-пилокарпиновой модели эпилепсии 

В отличие от модели острых судорог, в литий-пилокарпиновой модели в латентную фазу 

изменялась экспрессия всех исследованных генов субъединиц NMDA-рецепторов (Рис. 3.12). В 

дорзальной области гиппокампа и височной коре было выявлено снижение продукции мРНК 

Grin1, Grin2a и Grin2b. В вентральном гиппокампе на 3 и 7 сутки после индукции судорог 

уменьшалась экспрессия только Grin1 и Grin2b. 

Рисунок 3.12. Относительная экспрессия генов субъединиц NMDA-рецепторов глутамата Grin1, 

Grin2a и Grin2b в височной коре (TC), дорзальном (DH) и вентральном (VH) гиппокампе в литий-

пилокарпиновой модели височной эпилепсии. Исследование проводилось на 3 (3 д) и 7 (7 д) дни 

после индукции судорог (латентная фаза модели). Контроль – контрольная группа, Пилокарпин 

– экспериментальная группа. Двухфакторный ANOVA, приведены только статистически 
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значимые эффекты (p < 0,05): Grin1: DH – F1,30 (судороги) = 48,5, p < 0,0001; VH – F(1, 39) 

(судороги) = 76,08, p < 0,0001; TC – F(1, 33) (судороги × день анализа) = 11,23, p =0,002, F(1, 33) 

(судороги) = 29,27, p < 0,0001; Grin2a: DH – F(1, 30) (судороги) = 48,34, p < 0,0001; TC – F1,33 

(судороги) = 7,0, p = 0,01; Grin2b: DH – F1,32 (судороги) = 11,3, p = 0,002; VH – F(1, 37) (судороги) 

= 47,1, p < 0,0001; TC – F(1, 28) (судороги × день анализа) = 4,9, p =0,03, F(1, 28) (судороги) = 50,2, 

p < 0,0001. Звездочки указывают на значимые различия между группами по данным 

апостериорного теста Сидака: * – p < 0,05, ** – p < 0,01, *** – p < 0,001. Данные 

представлены в виде индивидуальных значений (круги и треугольники) с минимальным и 

максимальным значениями (усы), медианой выборки (горизонтальная линия) и первым и третьим 

квартилями. Количество животных в группах – n = 6-11. 

Рисунок 3.13. Относительная экспрессия генов субъединиц AMPA-рецепторов глутамата Gria1 

и Gria2 в височной коре (TC), дорзальном (DH) и вентральном (VH) гиппокампе в литий-

пилокарпиновой модели височной эпилепсии. Исследование проводилось на 3 (3 д) и 7 (7 д) дни 

после индукции судорог (латентная фаза модели). Контроль – контрольная группа, Пилокарпин 
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– экспериментальная группа. Двухфакторный ANOVA, приведены только статистически 

значимые эффекты (p < 0,05): Gria1: DH – F1,30 (судороги) = 17,1, p = 0,0003; VH – F(1, 38) 

(судороги) = 32,8, p < 0,0001; TC – F(1, 34) (судороги) = 18,3, p < 0,0001; Gria2: DH – F(1, 30) 

(судороги) = 48,34, p < 0,0001; TC – F1,33 (судороги) = 7,0, p = 0,0001. Звездочки указывают на 

значимые различия между группами по данным апостериорного теста Сидака: * – p < 0,05, 

** – p < 0,01, *** – p < 0,001. Данные представлены в виде индивидуальных значений (круги и 

треугольники) с минимальным и максимальным значениями (усы), медианой выборки 

(горизонтальная линия) и первым и третьим квартилями. Количество животных в группах – n 

= 6-11. 

Снижение продукции мРНК субъединиц AMPA-рецепторов также наблюдалось во всех 

исследованных структурах мозга (Рис. 3.13). В дорзальном гиппокампе изменения были 

краткосрочными: экспрессия генов Gria1 и Gria2 была снижена только на 3 сутки после судорог. 

Для проверки того, отражаются ли изменения экспрессии исследованных генов на уровне 

белка данных субъединиц, через неделю после пилокарпин-индуцированных судорог был 

проанализирован уровень белка субъединиц NMDA- (Рис. 3.14) и AMPA-рецепторов (Рис. 3.15) 

в дорзальном гиппокампе и височной коре. Было выявлено снижение уровня белка GluN2a в 

дорзальном гиппокампе, а также GluN2b в височной коре, что полностью соответствует 

полученным нами данным по продукции мРНК генов данных субъединиц.  

Рисунок 3.14. Относительный уровень белка субъединиц NMDA-рецепторов в дорзальном 

гиппокампе и височной коре крыс через 7 дней после пилокарпин-индуцированных судорог. 

Данные на графиках представлены в виде среднего со стандартными ошибками. Непарный t-
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тест, ** – p < 0,01. 1 – контрольная группа, 2 – экспериментальная группа. Количество 

животных в группах – n = 6. 

GluN2 подтипы имеют решающее значение для определения свойств NMDA-рецепторов. 

Кинетика деактивации рецептора после распада лиганд-рецепторного комплекса у GluN2a-

содержащих NMDA-рецепторов быстрее, чем у GluN2b-содержащих NMDA-рецепторов [10]. 

Кроме того, активация GluN2a-содержащих NMDA-рецепторов способствует выживанию 

нейронов и оказывает нейропротекторное действие [105, 202], тогда как снижение экспрессии 

Grin2a на уровне мРНК и белка может вызывать неврологические нарушения (ухудшение 

памяти, ослабление LTP), описанные в различных исследованиях [138, 203]. Активация GluN2b-

содержащих NMDA-рецепторов может приводить к эксайтотоксичности и усилению апоптоза 

[204, 205]. Исходя из этих данных, выявленное нами снижение экспрессии генов Grin1 и Grin2b, 

вероятно, носит компенсаторный характер, в то время как снижение продукции мРНК Grin2a, 

напротив, является патологическим. Изменение экспрессии генов Grin2a и Grin2b в височной 

коре и дорзальной области гиппокампа подтверждалось на уровне белка.  

В отношении уровня белка субъединиц AMPA-рецепторов подтвердилось только снижение 

экспрессии GluA1, оно наблюдается как в дорзальной области гиппокампа, так и в височной коре.  

Рисунок 3.15. Относительный уровень белка субъединиц AMPA-рецепторов в дорзальном 

гиппокампе и височной коре крыс через 7 дней после пилокарпин-индуцированных судорог. 

Данные на графиках представлены в виде среднего со стандартными ошибками. Непарный t-

тест, ** – p < 0,01, *** – p < 0,001. 1 – контрольная группа, 2 – экспериментальная группа. 

Количество животных в группах – n = 4-6. 
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Изменения экспрессии генов, кодирующих GluA1 и GluA2 субъединицы AMPA-

рецепторов, могут приводить к нарушению таких процессов, как формирование долговременных 

потенциации и депрессии (LTP и LTD). Известно, что GluA1 субъединица играет ключевую роль 

в формировании LTP [13], поэтому можно предположить, что снижение ее продукции, 

выявленное в нашем исследовании на уровнях мРНК и белка, является одним из молекулярных 

механизмов когнитивной дисфункции, которая развивается в литий-пилокарпиновой модели 

эпилепсии [74].  

GluA2 субъединица отвечает за непроницаемость AMPA-рецептора для ионов кальция. 

Снижение продукции мРНК субъединицы GluA2 позволяет предполагать увеличение доли 

кальций-проницаемых AMPA-рецепторов, что способствует увеличению входа ионов кальция в 

клетку и является одним из механизмов повреждения нейронов [206, 207]. Однако, через неделю 

после судорог на уровне белка данное изменение не наблюдается. Для дорзальной области 

гиппокампа это соответствует полученным нами данным по экспрессии гена Gria2, однако в 

височной коре продукция мРНК Gria2 остается сниженной. 

3.3.2 Изменение экспрессии генов на уровнях мРНК и белка ионотропных рецепторов 

глутамата в мозге крыс в хроническую фазу литий-пилокарпиновой модели эпилепсии 

Для исследования изменений экспрессии генов рецепторов глутамата в хроническую фазу 

литий-пилокарпиновой модели в экспериментальную группу были включены только крысы-

эпилептики с зарегистрированными спонтанными рецидивирующими судорогами (n = 10).  

Через 2 месяца после индукции судорог большинство изменений экспрессии генов 

субъединиц NMDA- и AMPA- рецепторов, найденные нами в латентную фазу литий-

пилокарпиновой модели, нивелировались. Однако, у крыс-эпилептиков в височной коре 

продукция мРНК Grin2b (Рис. 3.16) и Gria2 (Рис. 3.17) остается сниженной. Кроме того, 

экспрессия гена Gria2 также снижена в вентральной области гиппокампа в хроническую фазу 

литий-пилокарпиновой модели. 

Аналогично исследованию в латентную фазу, через 2 месяца после пилокарпин-

индуцированных судорог был проанализирован уровень белка субъединиц NMDA- (Рис. 3.18) и 

AMPA-рецепторов (Рис. 3.19) в дорзальном гиппокампе и височной коре. Экспрессия GluN2b на 

уровне белка не была снижена в височной коре, но при этом снижалась в дорзальной области 

гиппокампа. Вероятно, данное изменение является компенсаторным, направленным на снижение 

возбуждения. 
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Рисунок 3.16. Относительная экспрессия генов субъединиц NMDA-рецепторов глутамата Grin1, 

Grin2a и Grin2b в височной коре, дорзальном и вентральном гиппокампе в литий-пилокарпиновой 

модели височной эпилепсии. Исследование проводилось через два месяца после индукции судорог 

(хроническая фаза модели). Контроль – контрольная группа, Пилокарпин – крысы-эпилептики. 

Данные представлены в виде индивидуальных значений (круги и треугольники) с минимальным и 

максимальным значениями (усы), медианой выборки (горизонтальная линия) и первым и третьим 

квартилями. Непарный t-тест, * – p < 0,05. Количество животных в группах – n = 7-12. 
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Рисунок 3.17. Относительная экспрессия генов субъединиц AMPA-рецепторов глутамата Gria1 

и Gria2 в височной коре, дорзальном и вентральном гиппокампе в литий-пилокарпиновой модели 

височной эпилепсии. Исследование проводилось через два месяца после индукции судорог 

(хроническая фаза модели). Контроль – контрольная группа, Пилокарпин – крысы-эпилептики. 

Данные представлены в виде индивидуальных значений (круги и треугольники) с минимальным и 

максимальным значениями (усы), медианой выборки (горизонтальная линия) и первым и третьим 

квартилями. Непарный t-тест, * – p < 0,05,** – p < 0,01. Количество животных в группах – 

n = 7-12. 

Изменение экспрессии GluA2 на уровне мРНК подтверждалось и на уровне белка в 

височной коре. Снижение продукции мРНК субъединицы GluA2 позволяет предположить 

увеличение доли кальций-проницаемых AMPA-рецепторов, что, по-видимому, наблюдается в 

височной коре крыс-эпилептиков в хронической фазе литий-пилокарпиновой модели.  
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Рисунок 3.18. Относительный уровень белка субъединиц NMDA-рецепторов в дорзальном 

гиппокампе и височной коре крыс через 60 дней после пилокарпин-индуцированных судорог. 

Данные на графиках представлены в виде среднего со стандартными ошибками. Непарный t-

тест, *** – p < 0,001. 1 – контрольная группа, 2 – экспериментальная группа. Количество 

животных в группах – n = 4-6. 

Рисунок 3.19. Относительный уровень белка субъединиц AMPA-рецепторов в дорзальном 

гиппокампе и височной коре крыс через 60 дней после пилокарпин-индуцированных судорог. 

Данные на графиках представлены в виде среднего со стандартными ошибками. Непарный t-
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тест, * – p < 0,05. 1 – контрольная группа, 2 – экспериментальная группа. Количество 

животных в группах – n = 5-6. 

3.4 Изменение экспрессии генов метаботропных рецепторов глутамата в мозге крыс после 

острых судорог 

Мы исследовали изменения экспрессии генов mGluRs I (Grm1, Grm5), II (Grm2, Grm3) и III 

(Grm7, Grm8) групп в дорзальном и вентральном гиппокампе, а также височной коре на 1, 3 и 7 

сутки после ПТЗ-индуцированных судорог.  

Острые судороги, вызванные ПТЗ, не привели к выраженным изменениям экспрессии генов 

метаботропных рецепторов глутамата (Рис. 3.20–3.21). Исключением является ген Grm1 (Рис. 

3.20). Было обнаружено волнообразное изменение его экспрессии: на 3 день после индукции 

судорог продукция мРНК Grm1 повышена, а на 7 сутки снижена.  

Рисунок 3.20. Относительная экспрессия генов метаботропных глутаматных рецепторов I 

группы Grm1 и Grm5 в височной коре (TC), дорзальном (DH) и вентральном (VH) гиппокампе в 

пентилентетразоловой модели острых судорог. Исследование проводилось на 1, (1 д), 3 (3 д) и 7 

(7 д) дни после индукции судорог. Контроль – контрольная группа, ПТЗ – экспериментальная 
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группа. Двухфакторный ANOVA, приведены только статистически значимые эффекты 

(p < 0,05): Grm1: TC – F2,25 (судороги × день анализа) = 20,1, p < 0,0001. Звездочки указывают на 

значимые различия между группами по данным апостериорного теста Сидака: ** – p < 0,01, 

*** – p < 0,001. Данные представлены в виде индивидуальных значений (круги и треугольники) с 

минимальным и максимальным значениями (усы), медианой выборки (горизонтальная линия) и 

первым и третьим квартилями. Количество животных в группах – n = 4-7. 

Рисунок 3.21. Относительная экспрессия генов метаботропных глутаматных рецепторов II 

группы Grm2 и Grm3 в височной коре, дорзальном и вентральном гиппокампе в 

пентилентетразоловой модели острых судорог. Исследование проводилось на 1, (1 д), 3 (3 д) и 7 

(7 д) дни после индукции судорог. Контроль – контрольная группа, ПТЗ – экспериментальная 

группа. Данные представлены в виде индивидуальных значений (круги и треугольники) с 

минимальным и максимальным значениями (усы), медианой выборки (горизонтальная линия) и 

первым и третьим квартилями. Количество животных в группах – n = 4-7. 
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Рисунок 3.22. Относительная экспрессия генов метаботропных глутаматных рецепторов III 

группы Grm7 и Grm8 в височной коре, дорзальном и вентральном гиппокампе в 

пентилентетразоловой модели острых судорог. Исследование проводилось на 1, (1 д), 3 (3 д) и 7 

(7 д) дни после индукции судорог. Контроль – контрольная группа, ПТЗ – экспериментальная 

группа. Данные представлены в виде индивидуальных значений (круги и треугольники) с 

минимальным и максимальным значениями (усы), медианой выборки (горизонтальная линия) и 

первым и третьим квартилями. Количество животных в группах – n = 4-7. 
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3.5 Изменение экспрессии генов метаботропных рецепторов глутамата в мозге крыс в 

модели эпилепсии 

Мы проанализировали изменения экспрессии генов mGluRs I (Grm1, Grm5), II (Grm2, Grm3) 

и III (Grm4, Grm7, Grm8) групп в дорзальном и вентральном гиппокампе, а также височной коре 

в латентную (3 и 7 дни после пилокарпин-индуцированных судорог) и хроническую (60 дней 

после судорог) фазы литий-пилокарпиновой модели.  

3.5.1 Изменение экспрессии генов метаботропных рецепторов глутамата в мозге крыс в 

латентную фазу литий-пилокарпиновой модели эпилепсии 

Было обнаружено, что в латентной фазе модели изменения экспрессии генов mGluRs I и III 

групп были более выражены, чем изменения экспрессии mGluRs II группы (Рис. 3.23–3.25). 

В частности, снижение продукции мРНК гена Grm1 в вентральной области гиппокампа 

наблюдалось на 3 и 7 дни после судорог (Рис. 3.23). Уровень мРНК гена Grm5 был повышен в 

обеих областях гиппокампа на 3 день и только в вентральном гиппокампе на 7 день после 

индукции судорог.  

Судороги, вызванные пилокарпином, повлияли на экспрессию генов Grm2 и Grm3 в 

вентральном гиппокампе и височной коре, однако статистически значимых межгрупповых 

различий не было выявлено (Рис. 3.24). 

Снижение экспрессии генов Grm4, Grm7 и Grm8 выявлено в височной коре, но только на 3-

й день (Рис. 3.25). Снижение уровня мРНК Grm7 и Grm8 в дорзальном гиппокампе было 

обнаружено в обеих временных точках, в то время как в вентральном гиппокампе наблюдалось 

только снижение экспрессии Grm7. 

Обнаруженное увеличение продукции мРНК Grm5 и снижение экспрессии генов mGluRs 

III группы, вероятно, способствуют эпилептогенезу в латентную фазу модели. В 

физиологических условиях Grm5 повышает активность NMDA-рецепторов, и его повышенная 

экспрессия может способствовать развитию эксайтотоксичности [9]. mGluRs III группы 

ингибируют выброс нейромедиаторов [9], и значительное снижение их экспрессии в латентной 

фазе также может способствовать гипервозбуждению. В то же время снижение экспрессии Grm1 

можно рассматривать как компенсаторный механизм. 
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Рисунок 3.23. Относительная экспрессия генов метаботропных глутаматных рецепторов I 

группы Grm1 и Grm5 в височной коре (TC), дорзальном (DH) и вентральном (VH) гиппокампе в 

литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии. Исследование проводилось на 3 (3 д) и 7 (7 д) 

дни после индукции судорог (латентная фаза модели). Контроль – контрольная группа, 

Пилокарпин – экспериментальная группа. Двухфакторный ANOVA, приведены только 

статистически значимые эффекты (p < 0,05): Grm1: VH – F1,39 (судороги) = 31,6, p < 0,001; 

Grm5: DH – F1,31 (судороги × день анализа) = 6,8, p = 0,01, F1,31 (день анализа) = 4,3, p = 0,04, F1,31 

(судороги) = 6,2, p = 0,02; VH – F1,35 (приступ) = 19,7, p < 0,001. Звездочки указывают на 

значимые различия между группами по данным апостериорного теста Сидака: * – p < 0,05, 

** – p < 0,01, *** – p < 0,001. Данные представлены в виде индивидуальных значений (круги и 

треугольники) с минимальным и максимальным значениями (усы), медианой выборки 

(горизонтальная линия) и первым и третьим квартилями. Количество животных в группах – n 

= 6-11. 
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Рисунок 3.24. Относительная экспрессия генов метаботропных глутаматных рецепторов II 

группы Grm2 и Grm3 в височной коре (TC), дорзальном (DH) и вентральном (VH) гиппокампе в 

литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии. Исследование проводилось на 3 (3 д) и 7 (7 д) 

дни после индукции судорог (латентная фаза модели). Контроль – контрольная группа, 

Пилокарпин – экспериментальная группа. Двухфакторный ANOVA, приведены только 

статистически значимые эффекты (p < 0,05): Grm2: VH – F1,36 (судороги) = 6,8, p = 0,01; Grm3: 

DH – F1,31 (день анализа) = 18,8, p < 0,001; VH – F1,35 (день анализа) = 5,1, p = 0,03; TC – F1,35 

(судороги) = 9,9, p = 0,003. Данные представлены в виде индивидуальных значений (круги и 

треугольники) с минимальным и максимальным значениями (усы), медианой выборки 

(горизонтальная линия) и первым и третьим квартилями. Количество животных в группах – n 

= 6-11. 
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Рисунок 3.25. Относительная экспрессия генов метаботропных глутаматных рецепторов III 

группы Grm4, Grm7 и Grm8 в височной коре (TC), дорзальном (DH) и вентральном (VH) 

гиппокампе в литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии. Исследование проводилось на 3 

(3 д) и 7 (7 д) дни после индукции судорог (латентная фаза модели). Контроль – контрольная 

группа, Пилокарпин – экспериментальная группа. Двухфакторный ANOVA, приведены только 

статистически значимые эффекты (p < 0,05): Grm4: DH – F1,31 (судороги) = 4.8, p = 0.04; TC – 

F1,31 (судороги × день анализа) = 4,4, p = 0,04, F1,31 (судороги) = 12,7, p = 0.001; Grm7: DH – F1,33 

(день анализа) = 9,5, p = 0.,004, F1,33 (судороги) = 14,6, p < 0,001; VH – F1,38 (судороги) = 30,8, p < 

0,001; TC – F1,29 (судороги) = 18,3, p < 0,001; Grm8: DH – F1,33 (судороги) = 18,6, p < 0,001; TC – 

F1,35 (судороги × день анализа) = 5,8, p = 0,02. Звездочки указывают на значимые различия между 

группами по данным апостериорного теста Сидака: * – p < 0,05, ** – p < 0,01, *** – p < 0,001. 

Данные представлены в виде индивидуальных значений (круги и треугольники) с минимальным и 

максимальным значениями (усы), медианой выборки (горизонтальная линия) и первым и третьим 

квартилями. Количество животных в группах – n = 6-11. 
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3.5.2 Изменение экспрессии генов метаботропных рецепторов глутамата в мозге крыс в 

хроническую фазу литий-пилокарпиновой модели эпилепсии 

Далее мы проанализировали экспрессию генов mGluRs через два месяца после введения 

пилокарпина. Изменения экспрессии некоторых генов mGluRs наблюдались у животных-

эпилептиков как в гиппокампе, так и в височной коре. Однако изменения в экспрессии изученных 

генов были менее выражены в хронической фазе модели, чем в латентной. Большинство 

изменений экспрессии, обнаруженных в латентную фазу, отсутствовали на хронической стадии, 

за исключением Grm1 и Grm8. Более того, мы обнаружили, что экспрессия генов mGluRs II 

группы изменялась только в хронической фазе.  

В частности, снижение экспрессии Grm1 было отмечено в вентральном гиппокампе и 

височной коре (Рис. 3.26). Кроме того, в височной коре было обнаружено снижение продукции 

мРНК гена Grm5. Наблюдаемое снижение экспрессии mGluRs I группы может быть 

компенсаторным механизмом, снижающим возбуждение. 

Рисунок 3.26. Относительная экспрессия генов метаботропных глутаматных рецепторов I 

группы Grm1 и Grm5 в височной коре, дорзальном и вентральном гиппокампе в литий-
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пилокарпиновой модели височной эпилепсии. Исследование проводилось через два месяца после 

индукции судорог (хроническая фаза модели). Контроль – контрольная группа, Пилокарпин – 

крысы-эпилептики. Данные представлены в виде индивидуальных значений (круги и 

треугольники) с минимальным и максимальным значениями (усы), медианой выборки 

(горизонтальная линия) и первым и третьим квартилями. Непарный t-тест, * – p < 0,05, 

** – p < 0,01. Количество животных в группах – n = 7-12. 

Уровень мРНК Grm2 в дорзальном гиппокампе был повышен у крыс-эпилептиков (Рис. 

3.27). Это изменение, вероятно, является одним из компенсаторных механизмов, которые не 

проявлялись в латентную фазу (Рис. 3.24). Однако экспрессия гена Grm3 снижалась в височной 

коре. 

Что касается III группы mGluRs, то в дорзальном и вентральном гиппокампе сохранялась 

сниженная экспрессия гена Grm8, тогда как другие изменения, обнаруженные в латентной фазе, 

не наблюдались у животных-эпилептиков (Рис. 3.28). 

Рисунок 3.27. Относительная экспрессия генов метаботропных глутаматных рецепторов II 

группы Grm2 и Grm3 в височной коре, дорзальном и вентральном гиппокампе в литий-

пилокарпиновой модели височной эпилепсии. Исследование проводилось через два месяца после 
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индукции судорог (хроническая фаза модели). Контроль – контрольная группа, Пилокарпин – 

крысы-эпилептики. Данные представлены в виде индивидуальных значений (круги и 

треугольники) с минимальным и максимальным значениями (усы), медианой выборки 

(горизонтальная линия) и первым и третьим квартилями. Непарный t-тест, ** – p < 0,01, 

*** – p < 0,001. Количество животных в группах – n = 7-12. 

 

Рисунок 3.28. Относительная экспрессия генов метаботропных глутаматных рецепторов III 

группы Grm4, Grm7 и Grm8 в височной коре, дорзальном и вентральном гиппокампе в литий-

пилокарпиновой модели височной эпилепсии. Исследование проводилось через два месяца после 

индукции судорог (хроническая фаза модели). Контроль – контрольная группа, Пилокарпин – 

крысы-эпилептики. Данные представлены в виде индивидуальных значений (круги и 

треугольники) с минимальным и максимальным значениями (усы), медианой выборки 

(горизонтальная линия) и первым и третьим квартилями. Непарный t-тест, * – p < 0,05, 

** – p < 0,01. Количество животных в группах – n = 7-12. 
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4. Обсуждение 

Эпилептические приступы возникают хотя бы один раз у 8-10 % населения, хотя только у 

1-2 % пациентов впоследствии развивается эпилепсия [208]. Разработка новых методов лечения 

эпилепсии и предотвращения развития приобретенной эпилепсии затруднена в связи со слабой 

изученностью молекулярных механизмов эпилептизации мозга. Предполагается, что нарушение 

функционирования глутаматергической системы является одним из основных патогенетических 

механизмов развития эпилепсии [52], поэтому в данной работе мы проанализировали экспрессию 

генов ионотропных и метаботропных рецепторов глутамата в дорзальной и вентральной областях 

гиппокампа, а также височной коре крыс после одного эпизода острых судорог и в модели 

эпилепсии.  

В качестве модели острых судорог была выбрана пентилентетразоловая модель. 

Пентилентетразол (ПТЗ) является антагонистом ионотропных ГАМК-рецепторов, и его введение 

смещает баланс между возбуждением и торможением в сторону возбуждения [62]. Внеклеточная 

концентрация эндогенного глутамата увеличивается в коре и гиппокампе после введения ПТЗ 

[209, 210]. Отличительной особенностью данной модели является тот факт, что введение 

пентилентетразола вызывает развитие одиночного эпилептического статуса, который не 

сопровождается хроническими изменениями в мозге [29, 168]. 

В качестве модели хронических судорог была использована литий-пилокарпиновая модель. 

Данная модель наиболее точно воспроизводит патологические изменения, происходящие при 

развитии хронических эпилептических процессов в мозге у пациентов с височной эпилепсией. 

Пилокарпин, агонист M1 мускариновых холинергических рецепторов, способствует нарушению 

баланса между возбуждающей и тормозной нейротрансмиссией, что приводит к 

эпилептическому статусу (острая фаза модели) [30]. Известно, что после этого механизм 

поддержания судорог меняется, так как антагонист мускариновых рецепторов атропин не 

предотвращает дальнейшее развитие судорог [70]. Было установлено, что глутаматергическая 

система, в частности NMDA-рецепторы, участвует в поддержании судорожных приступов [30, 

71, 72]. Это утверждение согласуется с данными о повышении уровня глутамата в гиппокампе 

после начала судорог [72]. Затем наступает латентная фаза модели, когда судороги не 

проявляются. После латентного периода, длящегося несколько дней или недель, у животных 

развиваются спонтанные рецидивирующие судороги (хроническая фаза модели) [30]. 

Впоследствии у подопытных животных наблюдаются нарушения памяти и поведения [73, 74], 

которые сопровождаются нейродегенеративными процессами в височной коре, миндалине, 

гиппокампе и некоторых других областях мозга [30], аналогичными поражениям у пациентов с 

височной эпилепсией [75].  
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Впервые в одном исследовании проведен комплексный анализ экспрессии генов 

ионотропных и метаботропных рецепторов глутамата на моделях острых судорог и эпилепсии. 

Обратная транскрипция с последующей полимеразной цепной реакцией в реальном времени 

(ОТ-ПЦР) является важным инструментом для измерения относительной экспрессии генов в 

различных исследованиях. Для более точной и корректной нормализации данных, полученных 

этим методом, требуется выбирать стабильно экспрессирующиеся референсные гены [34]. Выбор 

нестабильных генов домашнего хозяйства в качестве референсных может повлиять на точность 

количественного определения и привести к противоречивым результатам. Нормализация данных 

с использованием нестабильно экспрессирующихся референсных генов может скрыть изменения 

продукции мРНК генов интереса или показать ложные изменения [35–40]. 

Ранее в нескольких работах исследовалась стабильность экспрессии генов домашнего 

хозяйства на других животных моделях судорог или эпилепсии: после неонатальных (P10) 

фебрильных судорог [36]; после короткой (30 мин) и длительной (8 ч) электрической стимуляции 

перфорантных путей [45]; после системного/интрагиппокампального введения пилокарпина 

[211]; и в модели височной эпилепсии с использованием каиновой кислоты в качестве 

конвульсанта [40, 45]. Ни в пентилентетразоловой, ни в литий-пилокарпиновой моделях оценка 

стабильности генов домашнего хозяйства не проводилась, поэтому в ходе выполнения данного 

исследования была поставлена задача решить эту проблему. Кроме того, в рамках выполнения 

данной работы были разработаны мультиплексные системы ПЦР в реальном времени для 9 генов 

домашнего хозяйства (Actb, Gapdh, B2m, Rpl13a, Sdha, Ppia, Hprt1, Pgk1, Ywhaz), а также были 

подобраны и оптимизированы системы для генов интереса. 

Следует также отметить, что в ранее проведенных исследованиях при подборе 

референсных генов анализировали только целый гиппокамп [45, 211] или зубчатую извилину 

гиппокампа [36]; исключением стало исследование Crans с соавторами (2019) [40], где 

стабильность экспрессии ряда генов домашнего хозяйства (Actb, B2m, Gapdh, Rpl13a, Tbp, Pgk1, 

Hprt1, Gusb, Ywhaz) оценивали в гиппокампальной ткани и неокортексе. Однако точные области 

коры, которые были проанализированы, в статье не были указаны. Между тем, известно, что 

судороги поражают различные области мозга [83, 212]. Потеря нейронов и глиоз происходят в 

определенных областях мозга в зависимости от используемой модели [213–216]. Для каждой 

использованной нами модели мы анализировали височную кору, дорзальный и вентральный 

гиппокамп. Эпилептизация также, вероятно, может приводить к изменению временного паттерна 

экспрессии не только генов интереса, но и референсных генов, в связи с чем в литий-
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пилокарпиновой модели мы проводили анализ стабильности экспрессии референсных генов 

отдельно для латентной и хронической фазы.  

Мы обнаружили, что стабильность экспрессии генов домашнего хозяйства менялась в 

различных структурах. Actb, который широко используются в качестве референсного гена 

согласно обзору Chapman и Waldenström (2015) [175], по нашим данным, нестабилен в обеих 

областях гиппокампа и височной коре крыс после ПТЗ-индуцированных судорог. В литий-

пилокарпиновой модели эпилепсии в латентную фазу Actb также демонстрирует низкую 

стабильность, однако он оказывается высоко стабилен в хроническую фазу в вентральном 

гиппокампе и височной коре. Другими авторами показано, что на модели эпилепсии с 

использованием каиновой кислоты, напротив, Actb являлся стабильным в период эпилептогенеза 

и нестабильным в хроническую фазу [45]. Следует отметить, что в данной работе изучался 

гиппокамп целиком. В модели аутизма, связанной с введением вальпроевой кислоты, Actb был 

одним из самых нестабильных [37]. Аналогичный результат был получен и для модели 

фебрильных судорог [36].  

Gapdh также является часто используемым геном домашнего хозяйства [175]. В нашем 

исследовании он оказался достаточно стабильным во всех исследованных структурах после ПТЗ-

индуцированных судорог. В литий-пилокарпиновой модели эпилепсии в латентную фазу Gapdh 

также стабильно экспрессировался, при этом он оказался нестабильным в хроническую фазу, но 

только в вентральном гиппокампе и височной коре. Некоторые исследования подтверждают его 

нестабильную экспрессию в гиппокампе [37, 45]. Поэтому следует избегать использования Gapdh 

и Actb для нормализации экспрессии мРНК в качестве отдельных референсных генов в моделях 

судорог. 

Наиболее стабильно экспрессирующимся референсным геном во всех областях мозга, 

исследованных в нашей работе, для обеих моделей был Pgk1. Ранее сообщалось, что продукция 

мРНК Pgk1 в гиппокампе также была стабильной в каинатной модели эпилепсии [40]. Несмотря 

на то, что гены Gapdh и Pgk1 связаны с гликолизом, они демонстрируют различную стабильность 

экспрессии в вентральной области гиппокампа и височной коре в хроническую фазу литий-

пилокарпиновой модели. Значительные различия между стабильностью экспрессии Gapdh и 

Pgk1 были обнаружены в культуре ткани межпозвоночного диска крысы [217]. Стоит упомянуть, 

что оба фермента имеют множество неканонических функций помимо гликолиза. Известно, что 

PGK1 действует как протеинкиназа [218]; GAPDH участвует в апоптозе, репарации ДНК, 

регуляции транскрипции и сборке ядерных мембран [219]. В гиппокампе мыши после судорог, 

вызванных каинатом, отмечается повышенная экспрессия белка GAPDH [220]. Поскольку 

продукты генов Gapdh и Pgk1 различаются по множеству неканонических функций, можно 
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предположить различие в путях регуляции их экспрессии. Возможно, менее стабильная 

экспрессия гена Gapdh в вентральном гиппокампе и височной коре в хроническую фазу литий-

пилокарпиновой модели связана с особенностями изменений, происходящими в мозге при 

эпилептогенезе. При этом в дорзальной области гиппокампа по-видимому подобных изменений 

не происходит, так как Gapdh в хроническую фазу является самым стабильным в данной 

структуре.  

Ppia, Hprt1 и Ywhaz были довольно стабильны в литий-пилокарпиновой модели эпилепсии, 

но не в пентилентетразоловой модели судорог. После ПТЗ-индуцированных судорог только Ppia 

был стабилен в височной коре и дорзальной области гиппокампа, но не в вентральной. Продукция 

мРНК Ppia была стабильной в гиппокампе в модели фебрильных судорог [36] и каинатной 

модели эпилепсии [45]. Однако экспрессия Ppia была нестабильной в гиппокампе после судорог, 

вызванных стимуляцией перфорантного пути [45], и в пилокарпиновой модели височной 

эпилепсии [211]. Bonefeld с соавторами изучили стабильность 8 генов домашнего хозяйства и 

обнаружили, что Ywhaz является наиболее стабильным в гиппокампе крыс [180]. В модели 

аутизма на основе вальпроевой кислоты Hprt1 был одним из самых стабильных генов [37]. При 

этом в нашем исследовании Hprt1 и Ywhaz были одними из самых нестабильных во всех областях 

мозга крыс после ПТЗ-индуцированных судорог.  

По итогам проведенного исследования стабильности экспрессии референсных генов были 

отобраны по 3 самых стабильно экспрессирующихся гена для каждой изучаемой нами структуры 

мозга в пентилентетразоловой модели, а также в латентную и хроническую фазы литий-

пилокарпиновой модели (Таблица 3.1, стр. 57). Полученные нами результаты подчеркивают 

важность выбора правильной стратегии нормализации при анализе экспрессии генов с помощью 

ОТ-ПЦР. Эта стратегия должна быть объективной и осуществляться в каждом конкретном 

эксперименте. Стабильность экспрессии референсных генов следует проверять при проведении 

экспериментов в новых условиях. Предпочтительно использовать несколько референсных генов 

для нормализации. Для корректной проверки стабильности требуется не менее 8 референсных 

генов [41].  

Следующим этапом нашей работы было изучение экспрессии генов ионотропных и 

метаботропных рецепторов глутамата. С использованием стабильно экспрессирующихся генов 

для каждой структуры мозга в моделях острых судорог и эпилепсии нами были выявлены 

изменения экспрессии генов рецепторов глутамата, которые могут являться одним из факторов 

эпилептогенеза, а также были обнаружены специфичные для эпилептического мозга изменения. 

Полученные данные представлены на сводных таблицах 4.1 и 4.2.  
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Таблица 4.1. Изменения продукции мРНК и белка ионотропных и метаботропных 

рецепторов глутамата в различных областях мозга крыс после ПТЗ-индуцированных судорог 

Метод Область 

Ген 

Дорзальный 

гиппокамп 

Вентральный 

гиппокамп 

Височная кора 

  1 д 3 д 7 д 1 д 3 д 7 д 1 д 3 д 7 д 

ОТ-ПЦР Grin1          

ОТ-ПЦР Grin2a  

(GluN2a) 

         

WB          

ОТ-ПЦР Grin2b  

(GluN2b) 

         

WB          

ОТ-ПЦР Gria1  

(GluA1) 

         

WB          

ОТ-ПЦР Gria2  

(GluA2) 

         

WB          

ОТ-ПЦР Grm1          

ОТ-ПЦР Grm2          

ОТ-ПЦР Grm3          

ОТ-ПЦР Grm5          

ОТ-ПЦР Grm7          

ОТ-ПЦР Grm8          

 

Таблица 4.2. Изменения продукции мРНК и белка ионотропных и метаботропных 

рецепторов глутамата в различных областях мозга крыс после пилокарпин-индуцированных 

судорог 

Метод Область 

Ген 

Дорзальный 

гиппокамп 

Вентральный 

гиппокамп 

Височная кора 

  3 д 7 д 60 д 3 д 7 д 60 д 3 д 7 д 60 д 

ОТ-ПЦР Grin1          

ОТ-ПЦР Grin2a  

(GluN2a) 

         

WB          

ОТ-ПЦР Grin2b  

(GluN2b) 

         

WB          

ОТ-ПЦР Gria1  

(GluA1) 

         

WB          

ОТ-ПЦР Gria2  

(GluA2) 

         

WB          

ОТ-ПЦР Grm1          

ОТ-ПЦР Grm2          

ОТ-ПЦР Grm3          

ОТ-ПЦР Grm4          

ОТ-ПЦР Grm5          

ОТ-ПЦР Grm7          

ОТ-ПЦР Grm8          
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В нашем исследовании отмечалось снижение экспрессии гена Grin1 в дорзальном и 

вентральном гиппокампе в литий-пилокарпиновой модели, а также в височной коре в обеих 

использованных моделях. Аналогичные данные были получены на образцах гиппокампа 

больных височной эпилепсией [221]. Изменение экспрессии гена, кодирующего GluN1 

субъединицу NMDA-рецепторов, может свидетельствовать об изменении общего числа 

рецепторов, так как данная субъединица является облигатной [10]. Вероятно, данное изменение 

является компенсаторным и направлено на уменьшение возбуждения за счет снижения общего 

количества NMDA-рецепторов. 

Подтипы GluN2 субъединиц определяют свойства NMDA-рецепторов. Было показано, что 

активация GluN2a-содержащих NMDA-рецепторов может способствовать выживанию нейронов 

и оказывать нейропротекторное действие [202, 222]. Активация GluN2b-содержащих NMDA-

рецепторов, напротив, может приводить к эксайтотоксичности и усилению апоптоза [204, 205].  

В нашем исследовании изменения экспрессии генов, кодирующих данные субъединицы, 

выявлены только в литий-пилокарпиновой модели эпилепсии (Рис. 3.12). Снижение экспрессии 

гена Grin2a на уровне мРНК и белка было обнаружено в латентную фазу в дорзальной области 

гиппокампа (Рис. 3.12 и 3.14). Снижение продукции мРНК гена Grin2a также наблюдалось в 

височной коре через 3 дня после индукции судорог. При использовании в качестве конвульсанта 

3-меркаптопропионовой кислоты (вводимой однократно в течение 4 дней в дозе 45 мг/кг) в 

гиппокампе взрослых крыс, напротив, было выявлено увеличение экспрессии гена, кодирующего 

субъединицу GluN2a [223]. В нашем исследовании анализ в острый период после пилокарпин-

индуцированных судорог не проводился, а ПТЗ-индуцированные судороги не приводили к 

статистически значимым изменениям экспрессии Grin2a. Однако, у мышей была обнаружена 

повышенная экспрессия субъединицы GluN2a в гиппокампе через 1 ч после ПТЗ-

индуцированных судорог [201], вероятно, через сутки после судорог эти изменения уже 

проходят. Кроме того, ранее было показано, что у крыс со сниженной экспрессией субъединицы 

GluN2a наблюдалась повышенная восприимчивость к судорогам и ухудшение контекстуальной 

памяти, обусловленной страхом [224]. Вероятно, выявленное нами снижение продукции мРНК 

Grin2a изменение может вносить вклад в эпилептогенез и способствовать развитию 

неврологических нарушений (ухудшение памяти, ослабление LTP), описанных в различных 

исследованиях, в том числе выполненных в нашей лаборатории [74, 138, 225, 226].  

Уменьшение экспрессии гена Grin2b выявлено нами во всех исследованных структурах 

мозга в латентную фазу и в височной коре в хроническую фазу литий-пилокарпиновой модели 

эпилепсии (Рис. 3.12 и 3.16). Данное изменение, вероятно, может представлять собой один из 

компенсаторных механизмов, направленных на снижение эксайтотоксичности. Однако, следует 
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отметить, что при развитии хронических эпилептических процессов наблюдается увеличение 

экспрессии субъединицы GluN2b в клетках головного мозга. Так, для пациентов с хронической 

эпилепсией характерно повышение уровня мРНК этой субъединицы в головном мозге [17]. В 

пилокарпиновой модели без введения лития в хронической фазе также выявлено повышение 

уровня мРНК GluN2b субъединицы в гиппокампе крыс [163].  

Изменения экспрессии генов, кодирующих GluA1 и GluA2 субъединицы AMPA-

рецепторов, могут приводить к нарушению таких процессов, как формирование долговременных 

потенциации и депрессии (LTP и LTD). В нашем исследовании выявлено снижение продукции 

мРНК GluA1 в обеих областях гиппокампа и височной коре в латентную фазу литий-

пилокарпиновой модели (Рис. 3.13). В височной коре данное изменение подтверждалось на 

уровне белка (Рис. 3.15). Ранее Sears с соавторами (2019) в модели ПТЗ-киндлинга на мышах в 

коре также показали уменьшение уровня мРНК данной субъединицы [227]. Схожие результаты 

были получены другими исследователями в острую фазу литий-пилокарпиновой модели 

эпилепсии [83, 228]. Так как GluA1 субъединица играет важную роль в индукции LTP [134], 

снижение экспрессии Gria1 может являться одним из факторов нарушений памяти и поведения 

крыс в моделях эпилепсии [74]. 

Изменения экспрессии гена GluA2 субъединицы в литий-пилокарпиновой модели 

наблюдались в латентную фазу во всех исследованных структурах мозга (Рис. 3.13), а в 

хроническую фазу — в вентральной области гиппокампа и височной коре (Рис. 3.17). Анализ 

методом вестерн блоттинга также показал снижение уровня белка GluA2 субъединицы в 

височной коре в хроническую фазу литий-пилокарпиновой модели (Рис. 3.19). Продукция мРНК 

Gria2 также была снижена через 7 дней после ПТЗ-индуцированных судорог в дорзальной 

области гиппокампа, однако это не сопровождалось изменением на уровне белка. Дополнительно 

проведенное нами исследование уровня белка GluA2 в дорзальной области гиппокампа через 30 

дней после ПТЗ-индуцированных судорог изменений не выявило. Литературные данные об 

экспрессии GluA2 в моделях судорожных состояний противоречивы. Снижение экспрессии гена 

субъединицы GluA2 в различных областях мозга также наблюдалось в литий-пилокарпиновой 

модели эпилепсии у крыс [83]. Напротив, Russo с соавторами (2013) продемонстрировали 

усиленную продукцию белка субъединицы GluA2 в гиппокампе через 3 ч после введения 

пилокарпина [228]. Противоречия в этих данных можно объяснить разными сроками 

тестирования и разным возрастом использованных животных. Кроме того, известно, что роль 

GluA2-содержащих AMPA-рецепторов в индукции судорожных состояний меняется в ходе 

онтогенеза [229]. Выявленное нами снижение экспрессии данной субъединицы позволяет 

предполагать увеличение доли Ca2+-проницаемых AMPA-рецепторов, которые способствуют 
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повышенному поступлению ионов Ca2+ в клетку, что является одним из механизмов повреждения 

нейронов [206, 207]. 

При использовании моделей судорог без введения химических конвульсантов, например, в 

модели гипоксических судорог было показано увеличение фосфорилирования GluN2a в 

гиппокампе [19]. Неонатальные судороги, вызванные гипоксией, также изменяют экспрессию 

субъединицы GluA2 в гиппокампе крыс [230]. В частности, они приводят к снижению экспрессии 

субъединицы GluA2, что соответствует полученным нами данным. В генетической животной 

модели абсансной эпилепсии (крысы WAG/Rij) снижение уровня субъединицы GluN2b было 

показано в различных областях мозга, включая гиппокамп [231]. В случае другой генетической 

модели с двигательными нарушениями (модель кататонии) экспрессия генов рецепторов 

субъединиц NMDA- и AMPA-рецепторов не изменилась [232]. Учитывая эти литературные 

данные, мы предполагаем, что изменения экспрессии генов субъединиц NMDA- и AMPA-

рецепторов, полученные в нашем исследовании не связаны со специфичным действием 

определенных конвульсантов, а скорее являются результатом эпилептической активности. 

В данной работе мы также проанализировали экспрессию генов I (Grm1, Grm5), II (Grm2, 

Grm3) и III (Grm4, Grm7, Grm8) групп метаботропных рецепторов глутамата (mGluRs) в 

дорзальной и вентральной областях гиппокампа, а также височной коре через 3, 7 и 60 дней после 

пилокарпин-индуцированных судорог и через 1, 3 и 7 дней после ПТЗ-индуцированных судорог. 

Острые судороги, вызванные ПТЗ, приводили к волнообразному изменению экспрессии 

гена Grm1: на 3 день после индукции судорог продукция мРНК Grm1 повышена, а на 7 сутки 

снижена (Рис. 3.20). Ранее Постниковой с соавторами (2019) была выявлена схожая 

волнообразная динамика при изучении роли mGluR1 при формировании долговременной 

потенциации (LTP) у животных, перенесших ПТЗ-индуцированные судороги. Авторы показали, 

что после ПТЗ-индуцированных судорог происходит переключение LTP на mGluR1-зависимую 

форму. Восстановление NMDA-зависимого типа LTP произошло через 7 дней после индукции 

судорог [138]. Экспрессия остальных генов mGluRs после ПТЗ-индуцированных судорог 

оставалась неизменной.  

Изменения экспрессии генов mGluRs различаются в латентной и хронической фазах литий-

пилокарпиновой модели эпилепсии (Рис. 3.23–3.28). Изменения продукции мРНК генов I и III 

групп mGluRs, выявленные в латентную фазу, могут способствовать эпилептогенезу. В 

частности, было обнаружено, что экспрессия гена Grm5 повышена в дорзальной и вентральной 

областях гиппокампа, но не в височной коре. Этот результат соответствует данным, полученным 

Этот результат совпадает с данными, полученными Aronica с соавторами с помощью 
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иммуногистохимических методов у крыс после судорог, вызванных электрической стимуляцией 

[26]. Клинические исследования также показывают, что пациенты с височной эпилепсией также 

имеют повышенную иммунореактивность к mGluR5 [233] и увеличенный уровень белка данного 

рецептора [234] в гиппокампе. Напротив, в другом исследовании, проведенном на крысах Вистар 

с использованием пилокарпина, вызвавшего эпилептический статус, было обнаружено снижение 

экспрессии mGluR5 на уровнях мРНК и белка [235]. Различия в полученных результатах могут 

быть обусловлены разным возрастом животных и протоколом индукции судорог.  

В хронической фазе модели показатели экспрессии генов mGluRs I группы вернулись к 

контрольным значениям в гиппокампе, в то время как экспрессия генов данной группы (Grm1 и 

Grm5) была снижена в височной коре. Вероятно, это один из компенсаторных механизмов, 

направленных на снижение возбуждения в хронической фазе данной модели. 

Мы не обнаружили изменений в экспрессии генов mGluRs II группы во время латентной 

фазы. Исследование Garrido-Sanabria с соавторами показало снижение экспрессии mGluR2 и 

mGluR3 в гиппокампе и коре головного мозга в пилокарпиновой модели через 24 ч после 

индукции судорог [28]. Мы не анализировали экспрессию генов mGluRs в острой фазе; 

возможно, к третьему дню эти изменения уже не выявляются. В исследовании на крысах, в 

котором судороги вызывались электрической стимуляцией, было обнаружено повышение уровня 

белка mGluR2/3 в гиппокампе через неделю после судорог, которое сохранялось до 3 месяцев 

[26]. Хотя мы не обнаружили подобных изменений в уровне мРНК во время латентной фазы, 

увеличение экспрессии гена Grm2 было выявлено в дорзальном гиппокампе во время 

хронической фазы у эпилептических животных. Напротив, в височной коре в хронической фазе 

модели наблюдалось снижение экспрессии гена, кодирующего mGluR3. 

Экспрессия генов mGluRs III группы (Grm4, Grm7, Grm8) была значительно снижена во 

всех исследованных областях мозга в латентную фазу литий-пилокарпиновой модели (Рис. 3.25). 

На пилокарпиновой модели было показано снижение уровня мРНК Grm4 в гиппокампе крыс 

[236], однако в нашей работе снижение экспрессии гена Grm4 было обнаружено только в 

височной коре. У мышей с нокаутом mGluR4 показано значительное увеличение тяжести 

пилокарпин-индуцированных судорог [237]. Возможно, снижение экспрессии гена Grm4, 

которое мы выявили во время латентной фазы в височной коре, является значимым фактором, 

способствующим эпилептогенезу. Основной функцией всех представителей III группы mGluRs 

является ингибирование высвобождения нейротрансмиттеров [9], в связи с чем уменьшение 

продукции мРНК данных рецепторов может приводить к недостаточности тормозных процессов. 

Поэтому, вероятно, снижение экспрессии генов Grm7 и Grm8, которое было обнаружено во всех 

исследованных областях в латентную фазу, также может способствовать эпилептизации мозга. В 
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хроническую фазу отмечается снижение экспрессии только гена Grm8 в обеих областях 

гиппокампа. 

Изменения экспрессии генов играют существенную роль в определении большинства 

изменений уровней белка [238]. Несоответствие между изменениями уровней мРНК и белка 

может быть обнаружено при различных патологических состояниях, в зависимости как от 

времени анализа, так и от метода определения [239]. Для mGluRs в данной работе анализ был 

проведен только на уровне мРНК. Сравнение наших данных о продукции мРНК mGluRs с 

данными, полученными другими авторами, показало, что уровни мРНК и белка меняются 

однонаправленно, однако временной паттерн экспрессии может быть различным. Например, в 

работе Aronica с соавторами уровень белка mGluR2/3 был повышен через неделю после судорог 

и оставался повышенным через 3 месяца [26]. В нашем исследовании увеличение экспрессии гена 

mGluR2 наблюдалось только в хронической фазе. Это указывает на важность дополнительных 

исследований по оценке экспрессии белков для лучшего понимания изменений, происходящих с 

mGluRs во время эпилептогенеза. 

Таким образом, эпилептогенез связан с нарушениями в глутаматергической системе [240], 

что подтверждается и в настоящей работе. Несмотря на важную роль, которую эта система играет 

в патогенезе эпилепсии, лиганды ионотропных и метаботропных рецепторов глутамата редко 

используются в клинике. Только один препарат, снижающий возбуждение путем 

специфического воздействия на AMPA-рецепторы (перампанел) в настоящее время применяется 

для лечения фокальной эпилепсии [8]. Это связано с тем, что длительная фармакологическая 

блокада NMDA-рецепторов может вызвать устойчивое угнетение синаптической передачи и 

нарушение синаптической пластичности, что в свою очередь может привести к когнитивным 

дисфункциям [9].  

Использование лигандов mGluRs для лечения эпилепсии может быть более перспективным 

подходом, однако, изменения, происходящие с mGluRs в процессе эпилептогенеза, мало 

изучены. Наше исследование позволило раскрыть некоторые ранее неизученные аспекты 

изменения экспрессии генов mGluRs в период эпилептизации мозга. Полученные данные могут 

быть использованы для выбора наиболее эффективной терапии [241] и профилактики эпилепсии 

у людей с повышенным риском развития этого заболевания. Применение лигандов mGluRs давно 

рассматривается как перспективное направление терапии эпилепсии [242]. Так, в моделях 

эпилепсии было показано, что антагонисты mGluRs I группы MPEP и MTEP обладают 

нейропротекторным эффектом [243, 244]. Исследование, ранее выполненное в нашей 

лаборатории, также продемонстрировало аналогичный эффект MTEP, но использование данного 

антагониста не предотвращало эпилептизацию мозга [245]. Другими авторами показано, что 
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применение агониста mGluR5 способствовало функциональному восстановлению после травмы 

мозга и снижению нейровоспаления при эпилепсии [246, 247].  

Эффекты модуляции mGluRs II и III групп изучены в меньшей степени. В культуре 

корковых нейронов мыши было показано, что положительная модуляция mGluR4 с помощью 

PHCCC оказывает нейропротекторный эффект при токсическом воздействии бета-амилоидного 

пептида и NMDA, особенно при одновременном использовании антагониста mGluR1 [248]. 

Однако тот же позитивный аллостерический модулятор продемонстрировал проконвульсивный 

эффект в моделях ПТЗ-индуцированных судорог [249].  

Сверхэкспрессия mGluR7 уменьшала тяжесть припадков при эпилепсии, вызванной 

каинатом, в то время как антагонист mGluR7 усилил судороги в данной модели [250]. Кроме того, 

AMN082, аллостерический агонист mGluR7, оказывал нейропротекторное и глиопротекторное 

действие в культурах клеток глии, нейронов и нейронов-глии после различных вредных стимулов 

(воздействие таких веществ, как стауроспорин и доксорубицин) [165]. Положительный эффект 

от использования агониста этого рецептора, LSP2-9166, также был подтвержден Girard с 

коллегами (2019) на модели пентилентетразолового киндлинга [166]. Так как в нашем 

исследовании отмечается сниженная экспрессия гена, кодирующего mGluR7, в латентную фазу 

литий-пилокарпиновой модели, применение агониста данного рецептора может быть 

перспективным для предотвращения эпилептизации мозга. 

Таким образом, проведенное исследование расширяет наши знания об изменениях, 

происходящих с ионотропными и метаботропными рецепторами глутамата, после острых ПТЗ-

индуцированных судорог и на разных стадиях эпилептогенеза в литий-пилокарпиновой модели 

височной эпилепсии. Изменения экспрессии исследованных генов в этих моделях различались, 

что свидетельствует о разных молекулярно-клеточных механизмах развития этих 

патологических состояний. Согласно нашим результатам, применение агонистов mGluRs III 

группы в сочетании с другими фармакологическими агентами может быть перспективным 

подходом к профилактике эпилепсии. 
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Выводы 

1. С помощью разработанных мультиплексных тест-систем была проверена стабильность 

экспрессии 9 генов домашнего хозяйства (Actb, Gapdh, B2m, Rpl13a, Sdha, Ppia, Hprt1, Pgk1, 

Ywhaz) в височной коре, дорзальной и вентральной областях гиппокампа крыс в 

пентилентетразоловой модели острых судорог и литий-пилокарпиновой модели эпилепсии. 

Показатели стабильности экспрессии референсных генов зависели от вида модели, области 

мозга, а также различались в латентную и хроническую фазы литий-пилокарпиновой модели 

эпилепсии. Наиболее стабильно экспрессирующимся геном во всех областях мозга, 

исследованных в нашей работе, для обеих моделей был ген Pgk1.  

2. Впервые на модели острых судорог проведено комплексное исследование изменений 

экспрессии генов ионотропных и метаботропных рецепторов глутамата. Экспрессия гена Grm1 I 

группы метаботропных рецепторов глутамата в височной коре изменялась волнообразно: она 

повышалась на 3-й день и снижалась на 7-й день после судорог. Снижение экспрессии генов 

субъединиц GluN1 NMDA-рецепторов в височной коре и GluA2 AMPA-рецепторов в дорзальной 

области гиппокампа выявлено на уровне мРНК, но не белка. Изменения носили краткосрочный 

характер и не выявлялись через месяц после пентилентетразол-индуцированных судорог. 

3. В литий-пилокарпиновой модели изменения носили более выраженный характер. В 

период эпилептогенеза (латентная фаза модели) экспрессия генов субъединиц ионотропных 

рецепторов глутамата снижалась на уровнях мРНК и белка во всех исследованных структурах 

мозга. Экспрессия генов метаботропных рецепторов глутамата III группы была понижена, а 

изменения продукции мРНК различных представителей метаботропных рецепторов I группы 

(Grm1 и Grm5) в вентральном гиппокампе носили разнонаправленный характер. 

4. При височной эпилепсии (хроническая фаза литий-пилокарпиновой модели) продукция 

мРНК и белка субъединиц ионотропных рецепторов GluN2b и GluA2 оставалась пониженной в 

височной коре и в вентральном, но не дорзальном, гиппокампе. При этом, сохранялось снижение 

экспрессии генов Grm1 (I группа) и Grm8 (III группа), и появлялись разнонаправленные 

изменения экспрессии генов рецепторов II группы: Grm2 (повышение) и Grm3 (понижение). 
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Заключение 

В ходе выполнения диссертационной работы разработан набор тест-систем для 

мультиплексного определения относительного уровня мРНК нескольких генов домашнего 

хозяйства (Actb, Gapdh, B2m, Rpl13a, Sdha, Ppia, Hprt1, Pgk1, Ywhaz), который может быть 

использован для поиска стабильно экспрессируемых генов в тканях/клеточных линиях крыс в 

любых экспериментальных условиях. Основными преимуществами данной системы перед 

широко используемыми одиночными системами (одна мишень в одной реакции) являются более 

высокая производительность при экономии времени, образцов и расходных материалов для ПЦР. 

Данная система может быть применена при решении широкого диапазона исследовательских 

задач с использованием количественной ОТ-ПЦР в фундаментальных и поисковых 

биомедицинских исследованиях. Кроме того, были разработаны и оптимизированы 

мультиплексные системы для анализа экспрессии генов субъединиц NMDA- и AMPA-

рецепторов, а также метаботропных рецепторов глутамата, которые могут применяться другими 

исследователями при изучении нарушений функционирования глутаматергической системы. 

Впервые в одном исследовании проведен комплексный анализ изменений экспрессии генов 

ионотропных и метаботропных рецепторов глутамата на моделях острых судорог и эпилепсии. 

Обнаружено, что в модели острых судорог изменения экспрессии генов рецепторов глутамата 

были выражены значительно слабее, чем в литий-пилокарпиновой модели. Существенные 

изменения, выявленные в латентную фазу литий-пилокарпиновой модели, могут вносить вклад 

в эпилептогенез. В частности, обнаруженное в латентную фазу литий-пилокарпиновой модели 

снижение экспрессии генов метаботропных рецепторов глутамата III группы в височной коре 

наряду с увеличением продукции мРНК Grm5 I группы и подавлением экспрессии генов Grm7 и 

Grm8 III группы в гиппокампе могут вносить существенный вклад в эпилептизацию мозга. 

Снижение экспрессии гена Grin2a NMDA-рецепторов также может являться одним из факторов 

эпилептогенеза, в то время как уменьшение экспрессии генов Grin1 и Grin2b NMDA-рецепторов 

и Grm1 I группы метаботропных рецепторов глутамата носит компенсаторный характер. 

В хроническую фазу литий-пилокарпиновой модели эпилепсии у крыс с выраженными 

спонтанными судорогами сохраняются некоторые наблюдаемые в латентную фазу изменения 

экспрессии генов глутаматных рецепторов, кроме того, развиваются специфические нарушения, 

характерные только для хронического периода модели. В частности, только в хроническую фазу 

было обнаружено разнонаправленное изменение экспрессии метаботропных рецепторов 

глутамата II группы (Grm2, Grm3) и снижение продукции мРНК рецепторов I (Grm1, Grm5) и III 

(Grm8) групп. Эти изменения затрагивали все исследованные структуры мозга. Выявленное 

повышение экспрессии гена Grm2 и снижение продукции мРНК метаботропных рецепторов I 
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группы, вероятно, направлены на снижение избыточного возбуждения и являются 

компенсаторными, в то время как снижение экспрессии генов Grm3 и Grm8 может быть одной из 

характерных особенностей эпилептического мозга.  

Данные, полученные в настоящем исследовании, углубляют понимание патологических 

изменений, происходящих в глутаматергической системе мозга, в процессе эпилептогенеза. Они 

могут быть использованы для разработки новых методов лечения эпилепсии, в частности, 

использование агонистов метаботропных рецепторов III группы в сочетании с другими 

фармакологическими агентами может быть перспективным подходом к предотвращению 

развития эпилепсии. 
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Список сокращений 

АТФ Аденозинтрифосфат  

БСА Бычий сывороточный альбумин  

ГАМК Гамма-аминомасляная кислота  

ГДФ Гуанозидифосфат  

ГТФ Гуанозинтрифосфат  

ДНК Дезоксирибонуклеиновая кислота  

кДНК комплементарная ДНК  

мРНК матричная РНК  

ОТ Обратная транскрипция  

ПТЗ Пентилентетразол  

ПЦР Полимеразная цепная реакция  

РНК Рибонуклеиновая кислота  

СРС Спонтанные рецидивирующие судороги  

цАМФ Циклический аденозинмонофосфат  

цГМФ Циклический гуанозинмонофосфат  

ЦНС Центральная нервная система  

ABD Agonist-binding domain Агонист-связывающий домен 

ACPD 1-aminocyclopentane-1,3-dicarboxylic acid 1-аминоциклопентан-1,3-

дикарбоновая кислота 

ACPT-1 1-aminocyclopentane-1,3,4-tricarboxylic acid 1-аминоциклопентан-1,3,4-

трикарбоновая кислота 

Actb Actin beta Бета-актин 

AMN082 N,N′-dibenzhydrylethane-1,2-diamine N,N′-дибензгидрилэтан-1,2-диамин 

AMPA α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid 

α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-

изоксазолпропионовая кислота 

APDC (2R,4R)-4-aminopyrrolidine-2,4-dicarboxylic 

acid 

(2R,4R)-4-аминопирролидин-2,4-

дикарбоновая кислота 

4-APPES N-[4-(4-carboxamidophenoxy)phenyl]-N-(3-

pyridinylmethyl)-ethanesulphonamide 

hydrochloride monohydrate 

N-[4-(4-

карбоксамидофенокси)фенил]-N-(3-

пиридинилметил)- 

этансульфонамид гидрохлорид 

моногидрат 

B2m Beta-2-microglobulin Бета-2-микроглобулин 
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BRET Bioluminescence resonance energy transfer Биолюминесцентный резонансный 

перенос энергии 

CaMKII Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase Са2+/кальмодулин-зависимая 

протеинкиназа II 

CBiPES N-[4′-cyanobiphenyl-3-yl)-N-(3-

pyridylmethyl)-ethanesulphonamide 

hydrochloride 

N-[4′-цианобифенил-3-ил)-N-(3-

пиридилметил)-этансульфонамид 

гидрохлорид 

CHPG 2-chloro-5-hydroxyphenylglycine 2-хлор-5-гидроксифенилглицин 

CPPG 2-amino-2-cyclopropyl-2-(4-

phosphonophenyl)acetic acid 

2-амино-2-циклопропил-2-(4-

фосфонофенил)уксусная кислота 

CTD Carboxyl-terminal domain C-концевой домен 

CRD Cysteine-rich domain Цистеин-богатый домен 

DAG Diacylglycerol Диацилглицерол 

DCG-IV (1R,2R)-3-[(S)-

amino(carboxy)methyl]cyclopropane-1,2-

dicarboxylic acid 

(1R,2R)-3-[(S)-

амино(карбокси)метил]циклопропа

н-1,2-дикарбоновая кислота 

3,4-

DCPG 

3,4-dicarboxyphenylglycine 3,4-дикарбоксифенлиглицин 

DHPG Dihydroxyphenylglycine Дигидроксифенилглицин 

FVT Venus flytrap domain  

Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Глицеральдегид-3-

фосфатдегидрогеназа 

GPCR G-protein-coupled receptor Рецептор, сопряженный с G-белком 

Grin1 

(GluN1) 

Glutamate ionotropic receptor NMDA type 

subunit 1 

1 субъединица ионотропных 

глутаматных NMDA-рецепторов 

Grin2a 

(GluN2a) 

Glutamate ionotropic receptor NMDA type 

subunit 2a 

2a субъединица ионотропных 

глутаматных NMDA-рецепторов 

Grin2b 

(GluN2b) 

Glutamate ionotropic receptor NMDA type 

subunit 2b 

2b субъединица ионотропных 

глутаматных NMDA-рецепторов 

Gria1 

(GluA1) 

Glutamate ionotropic receptor AMPA type 

subunit 1 

1 субъединица ионотропных 

глутаматных AMPA-рецепторов 

Gria2 

(GluA2) 

Glutamate ionotropic receptor AMPA type 

subunit 2 

2 субъединица ионотропных 

глутаматных AMPA-рецепторов 
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Grm(1-8) 

(mGluR1-

8) 

Glutamate metabotropic receptor (1-8) Метаботропный глутаматный 

рецептор (1-8) 

Hprt1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 Гипоксантин-

фосфорибозилтрансфераза 1 

IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphate Инозитол-1,4,5-трифосфат 

L-AP4 (2S)-2-amino-4-phosphonobutanoic acid (2S)-2-амино-4-фосфонобутановая 

кислота 

L-SOP O-phospho-L-serine O-фосфо-L-серин 

LSP2-

9166 

(2S)-2-amino-4-(((4-(carboxymethoxy)-3- 

(trifluoromethoxy)phenyl)(hydroxy) 

methyl)(hydroxy)phosphoryl) butanoic acid 

(2S)-2-амино-4-(((4-

(карбоксиметокси)-3-

(трифторметокси) 

фенил)(гидрокси)метил)(гидрокси) 

фосфорил)бутаноиновая кислота 

LSP4-

2022 

[((3S)-3-amino-3-carboxy)propyl][(4-  

(carboxymethoxy)phenyl)hydroxymethyl]pho

sphinic acid 

[((3S)-3-амино-3-

карбокси)пропил][(4-  

(карбоксиметокси)фенил)гидроксим

етил] фосфиновая кислота 

LTD Long-term depression Долговременная депрессия  

LTP Long-term potentiation Долговременная потенциация 

LY27941

93 

(1S,2S,4S,5R,6S)-2-amino-4-[(3-

methoxybenzoyl)  

amino]bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylic 

acid 

(1S,2S,4S,5R,6S)-2-амино-4-[(3-

метоксибензоил)  

амино]бицикло[3.1.0]гексан-2,6-

дикарбоновая кислота 

LY28122

23 

(1R,2S,4R,5R,6R)-2-amino-4-(1H-1,2,4-

triazol-3-  

ylsulfanyl)-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-

dicarboxylic acid 

(1R,2S,4R,5R,6R)-2-амино-4-(1H-

1,2,4-триазол-3-  

илсульфанил)-бицикло[3.1.0]гексан-

2,6-дикарбоновая кислота 

LY34149

5 

(2S)-2-amino-2-[(1S,2S)-2-carboxycycloprop-

1-yl]-3-(xanth-9-yl) propanoic acid 

(2S)-2-амино-2-[(1S,2S)-2-

карбоксициклопроп-1-ил]-3-(ксант-

9-ил) пропановая кислота 

LY35474

0 

(1S,2S,5R,6S)-2-aminobicyclo[3.1.0]hexane-

2,6-  

dicarboxylate 

(1S,2S,5R,6S)-2-

аминобицикло[3.1.0]гексан-2,6-  

дикарбоксилат 
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LY36738

5 

(+)-2-methyl-4-carboxyphenylglycine (+)-2-метил-4-

карбоксифенилглицин 

LY37926

8 

(1R,4R,5S,6R)-4-amino-2-

oxabicyclo[3.1.0]hexane-4,6-dicarboxylic 

acid 

(1R,4R,5S,6R)-4-амино-2-

аксабицикло[3.1.0]гексан-4,6-

дикарбоновая кислота 

LY39367

5 

2-(S)-amino-2-(3-cis-carboxycyclobutyl)-3-

(9H-thioxanthen-9-yl) propionic acid 

2-(S)-амино-2-(3-цис-

карбоксициклобутил)-3-(9H-

тиоксантен-9-ил) пропионовая 

кислота 

MAP4 (S)-2-amino-2-methyl-4-phosphonobutanoic 

acid 

(S)-2-амино-2-метил-4-

фосфонобутановая кислота 

MAPK Mitogen-activated protein kinase Митоген-активированная 

протеинкиназа 

MPEP 2-methyl-6-(phenylethynyl)pyridine 

hydrochloride 

2-метил-6-(фенилэтинил)пиридин 

гидрохлорид 

4-MPPTS 2,2,2-trifluoro-N-[4-(2-

methoxyphenoxy)phenyl]-N-(3-

pyridinylmethyl)-ethanesulphonamide 

2,2,2-трифлуоро-N-[4-(2-

метоксифенокси)фенил]-N-(3-

пиридинилметил)-этансульфонамид  

MSOP 2-amino-2-methyl-3-phosphonooxypropanoic 

acid 

2-амино-2-метил-3-

фосфонооксипропановая кислота 

NMDA N-methyl-D-aspartate N-метил-D-аспартат 

NTD N-terminal domain N-концевой домен 

Pgk1 Phosphoglycerate kinase 1 Фосфоглицераткиназа 1 

PHCCC N-phenyl-7-

(hydroxyimino)cyclopropa[b]chromen-

1acarboxamide 

N-фенил-7-

(гидроксиимино)циклопропа[b]хро

мен-1акарбоксамид 

PI Polyphosphoinositide Полифосфоинозитид 

PIKE-L Phosphoinositide-3 kinase enhancer L Усилитель фосфоинозитид-3 киназы 

L 

PKA Protein kinase A Протеинкиназа А 

PKC Protein kinase C Протеинкиназа С 

PLC Phospholipase C Фосфолипаза C 

Ppia Peptidylprolyl isomerase A Пептидилпролил изомераза А 
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PtdIns-3-

K 

Phosphoinositide 3-kinase Фосфоинозитид-3-киназа 

Rpl13a Ribosomal protein L13a Рибосомальный белок L13a 

Sdha Succinate dehydrogenase complex 

flavoprotein subunit A 

Субъединица А комплекса 

сукцинатдегидрогеназы, 

SE Status epilepticus Эпилептический статус 

TMD Transmembrane domain Трансмембранный домен 

VFT Venus Fly Trap  

WB Western blotting Вестерн блоттинг 

XAP044 7-hydroxy-3-(4-iodophenoxy)-4H-chromen-4-

one 

7-гидрокси-3-(4-йодофенокси)-4H-

хромен-4-он 
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Приложение 

Рисунок П.1. Репрезентативный эксперимент по проверке эффективности выбранных в данной 

работе систем ПЦР для генов домашнего хозяйства методом серийного разведения (серия 4-

кратных разведений). Наиболее концентрированный образец соответствует 10-кратно 

разведенной кДНК, синтезированной из 1 мкг тотальной РНК височной коры крысы. Цвета 

кривых амплификации указывают на канал детекции (синий для FAM (Actb, Rpl13a, Hprt1), 

зеленый для HEX (Gapdh, Sdha, Pgk1), оранжевый для ROX (B2m, Ppia, Ywhaz)). 
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Рисунок П.2. Репрезентативный эксперимент по проверке эффективности выбранных в данной 

работе систем ПЦР для генов субъединиц NMDA- и AMPA-рецепторов методом серийного 

разведения (серия 4-кратных разведений). Наиболее концентрированный образец 

соответствует 10-кратно разведенной кДНК, синтезированной из 1 мкг тотальной РНК 

височной коры крысы. Цвета кривых амплификации указывают на канал детекции (синий для 

FAM (Grin1, Gria2), зеленый для HEX (Grin2a, Grin2b), оранжевый для ROX (Gria1)). 
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Рисунок П.3. Репрезентативный эксперимент по проверке эффективности выбранных в данной 

работе систем ПЦР для генов метаботропных рецепторов глутамата методом серийного 

разведения (серия 4-кратных разведений). Наиболее концентрированный образец 

соответствует 10-кратно разведенной кДНК, синтезированной из 1 мкг тотальной РНК 

височной коры крысы. Цвета кривых амплификации указывают на канал детекции (синий для 

FAM (Grm4, Grm2, Grm1), зеленый для HEX (Grm5, Grm7), оранжевый для ROX (Grm3, Grm8)). 

 

 


