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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

ГЭБ – гематоэнцефалический барьер 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

мРНК – матричная рибонуклеиновая кислота 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

[Ca2+]i – концентрация ионов кальция в цитозоле 

AAV – аdeno-associated virus; аденоассоциированный вирус 

Akt – alpha serine/threonine-protein kinase; протеинкиназа B 

Bax – Bcl2 associated X, apoptosis regulator; ассоциированный с BCL2 белок X 

Bcl-2 – B-cell lymphoma 2; белок В-клеточной лимфомы 

Bcl-xL – B-cell lymphoma-extra large; крупный белок В-клеточной лимфомы 

BDNF – brain-derived neurotrophic factor; нейротрофический фактор 

головного мозга  

BK Ca A1 – α1-subunit voltage- and calcium-activated potassium (BK) channels; 

α1-субъединица калиевого канала, активируемого напряжением и кальцием 

BK Ca B1 – β1-subunit voltage- and calcium-activated potassium (BK) channels; 

β1-субъединица калиевого канала, активируемого напряжением и кальцием 

BK Ca B4 – β4-subunit voltage- and calcium-activated potassium (BK) channels; 

β4-субъединица калиевого канала, активируемого напряжением и кальцием 

cacna1c – calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit; 

потенциал-зависимый кальциевый канал, тип Т, субъединица альфа 1C, 

кодирует T-cav1.2 

cacna1d – calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1D subunit; 

потенциал-зависимый кальциевый канал, тип Т, субъединица альфа 1D, 

кодирует T-cav1.3 

cacna1g – calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1G subunit; 

потенциал-зависимый кальциевый канал, тип Т, субъединица альфа 1G, 

кодирует T-cav3.1 
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cacna1h – calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1H subunit; 

потенциал-зависимый кальциевый канал, тип Т, субъединица альфа 1H, 

кодирует T-cav3.2 

cacna1i – calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1I subunit; 

потенциал-зависимый кальциевый канал, тип Т, субъединица альфа 1H, 

кодирует T-cav3.3 

camk2a – calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II subunit alpha; 

кальций/кальмодулин-зависимая протеинкиназа типа II субъединица альфа 

Creb – cAMP response element-binding protein; цАМФ – зависимый 

транскрипционный фактор 

gabbr1 – gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor, 1; R1-субъединица G-

белок-связанного ГАМКB-рецептора, кодирует субъединицу GABAB1R 

gabra1 – gamma-aminobutyric acid receptor subunit alpha-1; альфа-1 

субъединица рецептора гамма-аминомасляной кислоты 

gria1 – glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 1; глутаматный 

ионотропный рецептор типа AMPA субъединица 1, кодирующий GluR-1 

gria2 – glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 2; глутаматный 

ионотропный рецептор типа AMPA субъединица 2, кодирующий GluR-1 

grik1 – glutamate ionotropic receptor kainate type subunit 1; глутаматный 

ионотропный рецептор каинатного типа субъединица 1, кодирует GLUR5 

grik2 – glutamate ionotropic receptor kainate type subunit 1; глутаматный 

ионотропный рецептор каинатного типа субъединица 1, кодирует GLUR6 

grin2a – glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 2A; глутаматный 

ионотропный рецептор типа NMDA субъединица 2A, кодирует субъединицу 

эпсилон NMDA- рецептора (GluN2A) 

grin2b – glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 2A; глутаматный 

ионотропный рецептор типа NMDA субъединица 2A, кодирует субъединицу 

эпсилон-2 NMDA- рецептора (GluN2B) 

HEK 293 FT – human embryonic kidney 293; эмбриональные клетки почек 

человека 
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Hif1a – hypoxia-inducible factor 1-alpha; фактор, индуцируемый гипоксией 1-

альфа, транскрипционный фактор 

Il-10 – interleukin-10; интерлейкин 10 

Il-1b – interleukin-1 beta; интерлейкин 1β 

KAR – kainic acid receptor; каинатный рецептор, ионотропный рецептор 

глутамата, селективно связывающий каинат 

kcnj10– ATP-sensitive inward rectifier potassium channel 10; АТФ-

чувствительный внутренний выпрямляющий калиевый канал 10, 

кодирующий Kir4.1 

kcnma1– potassium calcium-activated channel subfamily M alpha 1; 

подсемейство калий-кальциевых каналов M альфа 1, кодирует BK Ca A1 

kcnmb1– potassium calcium-activated channel subfamily M regulatory beta 

subunit 1; подсемейство калий-кальциевых каналов M бетта 1, кодирует BK 

Ca B1 

kcnmb4 – potassium calcium-activated channel subfamily M regulatory beta 

subunit 4; подсемейство калий-кальциевых каналов M бетта 1, кодирует BK 

Ca B4 

Kir4.1 – inwardly rectifying potassium channel 4.1; калиевый канал внутреннего 

выпрямления (исключительно в глиальных клетках) 

mapk8 – mitogen-activated protein kinase 8; митоген-активируемая 

протеинкиназа 8 

Nav1.1 – α1-subunit member 1 voltage-gated sodium channel; альфа 

субъединица типа 1 потенциал-зависимого натриевого канала  

Nav1.2 – α1-subunit member 2 voltage-gated sodium channel; альфа 

субъединица типа 2 потенциал-зависимого натриевого канала  

ngfr – nerve growth factor receptor (TNFR superfamily, member 16), encodes 

p75NGFR; Рецептор фактора роста нервов (суперсемейство TNFR, член 16), 

кодирует p75(NGFR) 

Nf-kb – neuronal factor κB; ядерный фактор каппа B 

Nkcc1 – Na–K–Cl cotransporter isoform 1; котранспортер Na-K-2Cl 
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Nkcc2 – Na–K–Cl cotransporter isoform 2; котранспортер Na-K-2Cl, другая 

изоформа Nkcc1 

NMDAR – N-methyl-D-aspartate receptor; ионотропный рецептор глутамата, 

селективно связывающий Nметил-D-аспартат 

ntrk2 – neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2; нейротрофическая 

тирозинкиназа, рецептор, тип 2, кодирует TrkB 

p75(NGFR) – low – affinity nerve growth factor receptor LNGFR; 

низкоаффинный рецептор нейротрофинов 

Pik3ca – phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alfa 

isoform; каталитическая субъединица α фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфат-

3-киназы 

Pik3cb – phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit beta 

isoform; каталитическая субъединица бета фосфатидилинозитол-4,5-

бисфосфат-3-киназы 

PPI – престимульное ингибирование  

Prkca – protein kinase C alpha; протеинкиназа С альфа 

Prkce – protein kinase C epsilon type; протеинкиназа С эпсилон 

Prkcg – protein kinase C gamma type; протеинкиназа С гамма 

rest – RE1-Silencing Transcription factor; фактор транскрипции, подавляющий 

репрессорный элемент-1 

socs3 – suppressor of cytokine signaling 3; супрессор цитокиновой 

сигнализации 3 

Src – src kinase family; семейство не рецепторных тирозинкиназ 

Stat3 – signal transducer and activator of transcription 3; сигнальный белок и 

активатор транскрипции 3 

scn1a – sodium voltage-gated channel alpha subunit 1, encodes subunit Nav1.1; 

субъединица альфа 1 натриевого потенциал-управляемого канала, кодирует 

субъединицу Nav1.1 

scn2a – sodium voltage-gated channel alpha subunit 2; субъединица альфа 

натриевого потенциал-управляемого канала, кодирует субъединицу Nav1.2 
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slc12a2 – solute carrier family 12, member 2; семейство переносчиков 

растворенных веществ, член 2, кодирует Nkcc 1 

slc12a1 – solute carrier family 12, member 1; семейство переносчиков 

растворенных веществ, член 1, кодирует Nkcc 2 

T-cav1.2 – calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1C subunit; 

субъединица альфа1 С кальциевых потенциалзависимых каналов 

T-cav1.3 – calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1D subunit; 

субъединица альфа1 D кальциевых потенциалзависимых каналов 

T-cav3.1 – calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1G subunit; 

субъединица альфа1 G кальциевых потенциалзависимых каналов 

T-cav3.2 – calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1Н subunit; 

субъединица альфа1 Н кальциевых потенциалзависимых каналов 

T-cav3.3 – calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1I subunit; 

субъединица альфа1 I кальциевых потенциалзависимых каналов 

TNFa – tumor necrosis factor; фактор некроза опухоли-альфа 

TrkB – tropomyosin receptor kinase B; тропомиозиновый тирозинкиназный 

рецептор (тирозинкиназный рецептор B) 

TRPC3 – transient receptor potential cation channel subfamily C member 3; 

рецептор потенциального транзиторного катионного канала подсемейства C, 

член 3 

TRPC7 – transient receptor potential cation channel subfamily C member 7; 

рецептор потенциального транзиторного катионного канала подсемейства C, 

член 7 

TRPV1 – transient receptor potential cation channel subfamily V member 1; 

рецептор потенциального транзиторного катионного канала подсемейства V, 

член 1; рецептор капсицина  
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность исследования 

Эпилепсия – хроническое неврологическое заболевание, обладающее 

многопрофильным патогенезом со сложным клиническим проявлением. 

Характеризуется повторяющимися спонтанными припадками, вызванными 

синхронизированным возбуждением нейронов, по причине дисбаланса между 

возбуждающей и тормозной системами центральной нервной системы (ЦНС) 

(Patel et al., 2019; Beghi, 2019). Глутамат, являющийся преобладающим 

возбуждающим нейромедиатором в головном мозге, несомненно, вовлечен 

как в инициацию и распространение судорожной активности, так и в 

эпилептогенез, в целом. Несмотря на эффективность современных 

противоэпилептических препаратов, почти 30% пациентов с эпилепсией 

остаются не восприимчивы к медикаментозному лечению. Более того, у таких 

пациентов наблюдаются прогрессирующие когнитивные нарушения, а в 

некоторых случаях им может потребоваться нейрохирургическая резекция 

эпилептического очага (Laxer et al., 2014; Rana et al., 2018; Binder et al., 2020).  

Развитие эпилепсии обусловлено разнообразным набором факторов, 

включая генетическую предрасположенность, дисфункцию развития 

головного мозга, различные неврологические нарушения, способствующие 

морфологическим и синаптическим перестройкам, приводящим к 

повышенной возбудимости нейрональной сети (Rakhade et al., 2009; Chen et 

al., 2020). Такие повреждающие процессы, как глутамат-индуцированная 

эксайтотоксичность, черепно-мозговая травма и некоторые другие, 

сопровождающиеся гибелью нейронов и дальнейшими изменениями в 

нейрональной сети, предрасполагают к дальнейшему развитию 

эпилептической активности (Laxer et al., 2014; Rana et al., 2018; Binder et al., 

2020). 

Таким образом, глутамат-индуцированная эксайтотоксичность может 

быть рассмотрена как первичный пусковой рычаг развития эпилепсии (Green 
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et al., 2021). Это дает основание полагать, что различные, на первый взгляд, 

патологии имеют общие молекулярные механизмы и подходы к поиску 

методов терапевтической коррекции.  

На сегодняшний день эндогенную систему нейротрофических факторов 

принято рассматривать, как одну из основных, обеспечивающих устойчивость 

нервных клеток к воздействию разнопрофильных стресс-факторов. Прежде 

всего, нейротрофический фактор головного мозга BDNF выступает в качестве 

перспективного эндогенного терапевтического агента для разработки 

стратегий коррекции повреждающих воздействий на нейрональные клетки (Li 

et al., 2022; Bazzari and Bazzari, 2022). 

Цель работы 

В связи с этим, целью работы явилось изучение роли нейропротекторных 

механизмов повышенной экспрессии химерного белка нейротрофического 

фактора BDNF/еGFP при моделировании эпилептиформной активности. 

Задачи исследования: 

● Оценить влияние химерного белка BDNF/еGFP на динамику 

изменения концентрации цитозольного Са2+ при моделировании глутамат-

индуцированных повреждающих воздействий in vitro; 

● выявить роль химерного белка BDNF/еGFP в поддержании 

жизнеспособности и сетевой активности первичных смешанных нейрон-

глиальных культур при моделировании глутамат-индуцированной 

эксайтотоксичности in vitro; 

● изучить возможные молекулярные каскады, реализуемые 

химерным белком BDNF/еGFP и обеспечивающие нейропротекторное 

действие: влияние на субъединичный состав рецепторов, экспрессию генов, 

кодирующих защитные белки; 

● определить влияние химерного белка нейротрофического фактора 

BDNF/eGFP на восстановление моторных функций и подавление 

гипервозбуждения после моделирования эпилептиформной активности in vivo. 
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Научная новизна 

В данной работе представлены результаты исследования 

нейропротекторного действия химерного белка нейротрофического фактора 

BDNF/eGFP при моделировании глутамат-индуцированной 

эксайтотоксичности, как отдельной патологии, предрасполагающей к 

дальнейшему развитию повышенной возбудимости нейрональной сети, так и 

эпилепсии, в целом. Выявлены возможные молекулярно-клеточные 

механизмы, реализуемые химерным белком BDNF/eGFP и связанные с этим 

изменения в уровне экспрессии генов, кодирующих белки, обеспечивающие 

нейропротекторные эффекты. 

Впервые установлено, что частичная делеция гена транскрипционного 

фактора Sip1, предрасполагает к формированию эпилептиформной 

активности, изменяя экспрессию субъединичного состава NMDA, AMPA и KA 

рецепторов, а также приводит к увеличению базового уровня ионных каналов 

T-cav3.3, TRPC3 и Nav1.1. Активация нейропротекторного каскада, 

реализуемого химерным белком BDNF/eGFP, способствует уменьшению 

количества Ca2+ осцилляций, а также уменьшает их амплитуды, тем самым 

обеспечивая торможение нейрональной сети. 

Для обеспечения хронической повышенной экспрессии химерного белка 

нейротрофического фактора BDNF/eGFP и установления ее роли в 

формировании эпилептиформной активности впервые была применена 

интравентрикулярная вирусная инъекция новорожденным мышам. 

Продемонстрировано, что она, как и сам вирусный вектор AAV-Syn-BDNF-

eGFP, не оказывают влияния на морфометрические показатели 

экспериментальных животных. Кроме того, при моделировании 

эпилептиформной активности доказано влияние химерного белка BDNF/eGFP 

на восстановление моторных функций экспериментальных животных через 7 

дней после моделирования повреждающих воздействий, что подтверждает 

реализуемый им нейропротекторный эффект. 
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Теоретическая и практическая значимость  

Проведенное исследование демонстрирует реализуемое химерным 

белком нейротрофического фактора BDNF/еGFP нейропротекторное действие 

через контролируемые им молекулярно-клеточные механизмы, что расширяет 

теоретические представления о защитных системах головного мозга.  

Полученные данные могут стать основой для разработки новых подходов 

терапевтической коррекции эпилептической активности, что, окажет влияние 

на социально-экономическое трудности, связанные со смертностью и высокой 

инвалидизацией людей с эпилепсией. 

Аденоассоциированный вирусный вектор для селективной экспрессии 

химерного белка BDNF/еGFP в дальнейшем может быть использован для 

подробного изучения нейропротекторных механизмов при других 

повреждающих воздействиях или стать основой разработки генетических 

конструктов для исследований в области нейробиологии.  

Положения, выносимые на защиту 

1. Частичная делеция гена транскрипционного фактора Sip1 

оказывает влияние на уровень экспрессии ионных каналов T-cav3.3, TRPC3 и 

Nav1.1 и субъединичный состав AMPA, NMDA и KA рецепторов, что 

способствует повышенной возбудимости нейрональной сети. 

2. Интравентрикулярная инъекция, как и сам вирусный вектор AAV-

Syn-BDNF-eGFP не оказывают влияния на морфометрические показатели 

экспериментальных животных. 

3. Хроническая повышенная экспрессия химерного белка 

BDNF/eGFP предотвращает развитие эпилептиформной активности in vitro и 

in vivo. 

Личный вклад автора 

Автор принимал непосредственное участие в проведение исследований, а 

именно в получении, анализе и интерпретации экспериментальных данных; в 

подготовке публикаций по результатам, представленным в диссертационной 

работе.  
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Достоверность научных результатов 

Достоверность результатов исследования обусловлена не только их 

воспроизводимостью и достаточным количеством для выявления 

статистической значимости, но и применением верифицированных методов, 

признанные научным сообществом. 

Апробация работы 

Основные результаты, представленные в диссертационной работе, были 

представлены и обсуждены на X Всероссийском, с международным участием, 

конгрессе студентов и аспирантов биологов «Симбиоз-Россия 2017» (г. 

Казань, 2017), на 70-й всероссийской с международным участием школе-

конференции молодых ученых «Биосистемы: организация, поведение, 

управление» (Нижний Новгород, 2017); 22-ой международной Пущинской 

школе-конференции молодых ученых «Биология – наука ХХI века» (г. 

Пущино, 2018), «Volga Neuroscience Meeting 2018» (Nizhny Novgorod – Samara 

– Nizhny Novgorod, 2018), 7ой ежегодной научно-практической конференции 

«Ассоциации специалистов по лабораторным животным» (Rus-LASA) 

(Нижний Новгород, 2018), XVI международном междисциплинарном 

конгрессе «Нейронаука для медицины и психологии» (Судак, 2020). 

Публикации 

По материалам диссертации опубликовано 14 научных работ, их них 5 

статей в зарубежных журналах, входящих в перечень ВАК, индексируемых в 

системах цитирования Web of Science (WoS) и Scopus, 9 публикаций тезисов 

докладов в сборниках международных, российских и региональных 

конференций. 

Структура и объем диссертации 

Диссертационная состоит из введения, обзора литературы, описания 

материалов и методов исследования, результатов и их обсуждения, 

заключения, выводов и списка литературы, включающего 220 источников. 

Работа изложена на 121 странице машинописного текста и 

проиллюстрирована 16 рисунками и 7 таблицами. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

Принято считать, что эпилептическая активность возникает в результате 

нарушения баланса между возбуждающей и тормозной системами головного 

мозга в пользу сетевого возбуждения нервных клеток (Fisher et al., 2014). При 

таком дисбалансе нейроны начинают работать синхронизировано, что 

приводит к волне деполяризации, известной как пароксизмальный 

деполяризующий сдвиг (paroxysmal depolarizing shift, PDS) (Hotka et al., 2019).  

 

1.1. Ca2+ сигнализация и ее вклад в повреждение нейрональных клеток 

 

Во всех эукариотических клетках внутриклеточная концентрация 

цитозольного Ca2+ ([Ca2+]i) определяет физиологический статус клетки. Под 

контролем ионов Ca2+ находятся такие процессы, как возбудимость, 

синаптическая передача и пластичность нейрональной сети, а также активация 

выживания или запрограммированной гибели за счет изменения уровня 

экспрессии соответствующих генов (Toescu, 2007). Значительное количество 

Ca2+ находится в связанном виде во внутриклеточных депо или совместно с 

кальций-связывающими белками. Даже небольшой дисбаланс Ca2+ гомеостаза 

в нейронах может нарушить тонкие механизмы регуляции и, в конечном итоге, 

привести к гибели клеток. Кратковременное повышение концентрации [Ca2+]i 

может происходить за счет его высвобождения из клеточных депо. Однако, 

при патологических процессах за счет лавинообразного поступления ионов 

извне формируется глобальное повышение внутриклеточной концентрации 

Ca2+, сопровождающееся повреждением головного мозга. При этом активация 

нижестоящих Са2+-зависимых ферментов сопровождается сложными 

молекулярными, биохимическими и структурными изменениями, 

включающими изменения в синаптической пластичности и реорганизацию 

связей нейронных сетей (Fern, Matute, 2019). Эти изменения могут привести к 

тому, что нейронные сети становятся более восприимчивыми к повышенной 
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возбудимости и синхронному возбуждению в целом, что, в конечном итоге, 

может способствовать развитию спонтанной эпилепсии (Green et al., 2021). 

Поэтому низкая концентрация Са2+ (10-7М) в цитоплазме нейрональных клеток 

поддерживается за счет депонирования Са2+ (Bezprozvanny et al., 2008). 

Незначительное количество Са2+ депонируется в митохондриях, на мембране 

которых расположены митохондриальный Ca2+-унипортер (MCU), зависимый 

от напряжения, анионный канал типа 1 (VDAC1) и переходная пора 

проницаемости митохондрий (mPTP) (рис. 1) (Callens et al., 2021; Mira, Cerpa, 

2020). 

Вход Ca2+ в клетку осуществляется по градиенту концентраций через 

селективные плазматические Ca2+-каналы, формирующие ион-специфические 

поры. В настоящее время существует несколько типов ионных каналов, 

различающихся между собой по механизмам активации – лиганд-зависимые 

(LGIC), каналы, активируемые вторичными посредниками (second messenger 

operated channel, SMOC), каналы, управляемые G-белком (GPCR), депо-

управляемые (store-operated calcium entry channels, SOCE), а также потенциал-

зависимые (voltage-gated Ca2+ channels,  VGCC) (рис. 1) (Callens et al., 2021; 

Shad et al., 2018).  

 

Рисунок 1. Схематическое изображение нейрональной передачи Ca2+-сигналов 

(Callens et al., 2021) 
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Неконтролируемый приток Ca2+ происходит через глутаматные 

ионотропные рецепторы, селективно связывающие N-метил-D-аспартат 

(NMDA) или α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовую кислоту 

(AMPA) – NMDAR и AMPAR, соответственно. 

Как упоминалось ранее, накопление [Ca2+]i имеет большое 

патогенетическое значение ввиду его вовлеченности в различные процессы за 

счет активации Ca2+-зависимых эндонуклеаз, протеаз, фосфолипаз и т.д. 

Например, ионы Ca2+ в комплексе с кальмодулином активируют несколько 

протеинкиназ, в том числе кальций/кальмодулин-зависимую протеинкиназу 

(СаМ), которая влияет на глутаматные рецепторы AMPA, увеличивая их 

проводимость для Na+, а также способствуя перемещению АМРА-рецепторов 

из внутриклеточного хранилища в мембрану, делая их доступными для 

стимуляции (Song, Huganir, 2002).  

Ранее митохондрии не рассматривались в качестве конститутивного 

хранилища Ca2+. Однако, именно в них повышение концентрации Ca2+ будет 

способствовать развитию окислительного стресса через усиление 

окислительного фосфорилирования и продукцию активных форм кислорода, а 

также ингибирование I комплекса дыхательной цепи и активацию 

митохондриальных дегидрогеназ (Ly, Verstreken, 2006). В совокупности 

дефицит АТФ, высокие концентрации [Ca2+]i и накопление свободных 

радикалов приводят к высвобождению цитохрома С, ввиду формирования 

проницаемости мембраны митохондрии через mPTP, а также ряда 

проапоптотических факторов, приводящих к запуску апоптоза (Loncke et al., 

2021; Rueda et al., 2016). Селективный блокатор МК801 NMDA рецепторов 

существенно снижает уровень внутриклеточного Ca2+, предотвращая тем 

самым митохондриальную перегрузку и все сопутствующие события, 

подавляя запуск программированной гибели по пути апоптоза (Kaur et al., 

2012). Существует также достаточное количество данных о вкладе 

антагонистов AMPAR в реализацию нейропротекции при глутамат-

индуцированной эксайтотоксичности (Sun et al., 2019; Suda, Kimura, 2019).  
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1.2. Роль возбуждающей системы нейротрансмиссии в развитии эпилепсии 

 

Глутамат – наиболее важный возбуждающий нейротрансмиттер 

биохимических процессов ЦНС позвоночных (Atoji, Sarkar, 2019; Lau, 

Tymianski, 2010). В нормальных условиях, глутамат запасается в 

пресинаптических пузырьках – везикулах, а его непосредственное 

высвобождение в пресинаптическую щель связано с генерацией нервного 

импульса, что необходимо для осуществления основных функций мозга 

(Bylicky et al., 2018; Rodrigo, Waldo, 2020). Однако, избыточное накопление 

как внеклеточного, так и внутриклеточного глутамата запускает 

специфический патологический процесс, известный как эксайтотоксичность, 

приводящий к лавинообразной гибели нейронов за счет активации ряда 

мембранных, цитоплазматических и ядерных каскадов (Zhang et al., 2019). 

Существует два основных подтипа глутаматных рецепторов (GluRs): 

ионотропные и метаботропные. Семейство ионотропных глутаматных 

рецепторов (iGluRs) дополнительно подразделяется на 3 подтипа в 

зависимости от активации конкретными антагонистами: α-амино-3-гидрокси-

5-метил-4-изоксазолпропионат (АМРА), каинит (КА) и рецепторы N-метил-D-

аспартата (NMDA) (Platt, 2018). NMDA рецептор рассматривается в качестве 

канала, обеспечивающего вход Ca2+ для дальнейшего изменения потенциала и 

активации постсинаптической секреции. АМРА и КА рецепторы в большей 

степени обеспечивают деполяризацию мембраны, необходимую для 

активации NMDA рецепторов и потенциал-зависимых Ca2+-каналов. 

Метаботропные глутаматные рецепторы (mGluRs) представляют собой 

рецепторы, сопряжённые с G-белком (GPCR), активация которых запускает 

механизмы, регулирующие синаптическую передачу и пластичность в ЦНС, 

за счет передачи сигналов через вторичные мессенджеры. Рецепторы mGlu 

делятся на три подсемейства на основе гомологии последовательностей, 

взаимодействия со вторичными посредниками, селективности агонистов и 

фармакологических свойств (Holter et al., 2023). Активация представителей I 
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группы (mGlu1 и mGlu5) приводит к увеличению концентрации 

внутриклеточного Ca2+ за счет активации фосфолипазы C (PLC). Кроме этого, 

mGluR5 потенциально принимает участие в высвобождение Ca2+-зависимого 

глутамата из астроцитов (Umpierre et al., 2019). Недавнее исследование 

показало, что экспрессия mGluR5 возобновляется во время эпилептогенеза 

вместе с увеличением поглощения глутамата. Это может быть 

компенсаторным противоэпилептическим механизмом для борьбы с 

повышенным уровнем глутамата в эпилептической ткани, но, возможно, также 

представляет собой проэпилептическую функцию, запускающую нисходящую 

глиотрансмиссию, опосредованную Ca2+ (Heuser, Enger, 2021). 

Упомянутые рецепторы в большей степени вовлечены в развитие 

эпилептогенеза и повреждение нервных клеток (Amakhin et al., 2017; Zaitsev et 

al., 2015).  

 

1.2.1. NMDAR, строение и функции 

 

NMDA рецепторы относятся к истинным рецептор-управляемым 

каналам, которые не селективны и пропускают Ca2+, Na+ и К+ и контролируют 

процессы пролиферации и дифференциации клеток-предшественников 

(González-Cota et al, 2024; Jansson, Akerman, 2014), синаптической 

пластичности и обучения (Chen et al., 2022), и кроме всего прочего, принимают 

участие в формировании нейротоксического эффекта при глутамат-

индуцированной эксайтотоксичности (Horak et al., 2021; Fricker et al., 2018). 

NMDAR представляют собой гетеротетрамер, состоящий из четырех 

субъединиц, которые могут быть представлены в различных комбинациях 

друг с другом. Ген grin1 кодирует субъединицу GluN1, grin2 кодирует 

субъединицу GluN2 и grin3 кодирует субъединицу GluN3 (González-Cota et al., 

2024; Beesley et al., 2020; Mira, Cerpa, 2020).  

Субъединицы GluN1 и GluN2 обеспечивают разные функциональные 

свойства рецептора - GluN1 необходима для активации NMDAR и связывается 
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с необходимыми коагонистами, D-серином и глицином. Субъединица GluN2 

обеспечивает специфические сайты связывания глутамата, благодаря чему 

контролирует экспрессию и функциональные свойства NMDAR. Субъединица 

GluN3 имеет места связывания коагонистов, посредством которых, вместе с 

GluN2, облегчает прямой трафик рецепторов на поверхность клетки (Chen et 

al., 2023; Sivakumar et al., 2022). 

Субъединицу GluN2А принято рассматривать в качестве критического 

фактора фармакологических и биофизических характеристик NMDAR, 

влияющего на сборку рецептора, ионную проводимость и синаптическую 

пластичность (Shipton, Paulsen, 2014). Она определяет вероятность открытия 

канала и обладает более быстрой кинетикой, чем GluN2B, которая определяет 

низкую вероятность открытия канала. Все больше экспериментальных данных 

демонстрируют, что субъединицы GluN2A и GluN2B играют разную роль в 

модуляции возбудимости нейронов и в развитии эпилептогенеза (Chen et al., 

2016; Kryukov et al., 2016). Известно, что состав регуляторной субъединицы 

NMDAR при хронической эпилепсии смещается с N2A на N2B. В отличие от 

N2A, N2B осуществляет двухфазный контроль пути Ras/ERK/CREB/BDNF, 

стимулируя и ингибируя фосфорилирование ERK1/2 и CREB в 

физиологических и патологических условиях соответственно (Sadeghi et al., 

2021). 

В покое пора рецептора NMDA блокируется физиологическими 

уровнями внеклеточного Mg2+, но деполяризация постсинаптической 

мембраны, обусловленная активацией AMPA/KA рецепторов, приводит к его 

снятию (Carles et al., 2024; González-Cota et al., 2024; Chen et al., 2023; Hansen 

et al., 2017). Помимо этого, для эффективного открытия канала необходимо 

связывание коагониста с одной из субъединиц (Hou et al., 2020; Nikolaev et al., 

2021). 

Активация NMDAR приводит к быстрому притоку Ca2+ в клетку, что 

активирует цистеиновую протеазу кальпаин I, участвующую в поздней фазе 

гибели нейронов, вызванной дисфункцией митохондрий, которая 
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активируется высокими уровнями Ca2+ в цитоплазме и может расщеплять BH3 

взаимодействующий домен (Bid) и Bcl-2 ассоциированный Х белок (Bax), что 

приводит к высвобождению активных форм кислорода и цитохрома C из 

митохондрий (Wang, 2000; D'Orsi et al., 2012). Между тем, высвобождение 

цитохрома C может вызывать активацию каспаз, а активированный кальпаин 

I также может напрямую расщеплять и активировать каспазы, что приводит к 

запуску апоптоза (Wang, 2000). Синаптические NMDAR, содержащие 

субъединицу GluN2A, преимущественно активируют кальпаин I. Напротив, 

кальпаин II селективно активируется внесинаптическими NMDAR, 

содержащими субъединицу GluN2B, и участвует в гибели нейронов за счет 

деградации протеинтирозинфосфатазы STEP (Hoque et al., 2016). 

Различные мутации в генах GRIN1, GRIN2A и GRIN2B могут стать 

причиной развития эпилепсии. Во всех мутациях варианты GRIN2A связаны с 

неврологическими заболеваниями, включая энцефалопатию развития и 

эпилептическую энцефалопатию, которая может проявляться в виде судорог, 

легкой задержки речи и языка, а также когнитивных нарушений (Fry et al., 

2018; Xu, Luo, 2018). Мутации в гене GRIN2B являются редкой причиной 

развития тяжелой эпилептической энцефалопатии (Sharawat et al., 2019). 

Обнаруженные у пациентов с эпилепсией мутации GRIN2B (p.Val618Gly и 

p.Asn615Ile) демонстрировали образование ионных каналов, которые 

значительно теряли блокаду Mg2+, тем самым увеличивая проницаемость Ca2+ 

в клетку (Lemke et al., 2014). Между тем, блокада NMDAR, содержащих 

GluN2B, может уменьшить кратковременное повреждение головного мозга, 

вызванное эпилептической активностью в раннем возрасте (Loss et al., 2019). 

Таким образом, нарушение сигналов NMDAR в результате генетических 

или ситуативных нарушений приводит к множеству патологий нервного 

развития, включая эпилепсию, шизофрению, умственную отсталость или 

аутизм (Mielnik et al., 2021).  
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1.2.2. AMPAR, строение и функции 

 

Рецепторы AMPA представляют собой тетрамеры, состоящие из четырех 

типов субъединиц (от GluA1 до GluA4), объединенных в гомо- и 

гетеротетрамеры, формирующих катионный канал. (Hanada, 2020). AMPAR 

напрямую активируются путем связывания глутамата и принимают участие в 

быстрой возбуждающей нейротрансмиссии в нейрональной сети.  

Все типы субъединиц незначительно отличаются по кинетике работы 

канала, селективности и свойствам трафика, что приводит к значительному 

структурному и функциональному разнообразию в популяции рецепторов. 

Субъединица GluA2 является определяющим фактором проницаемости канала 

для Ca2+, которая, в свою очередь, определяется посттрансляционными и 

посттранскрипционными модификациями, влияющими на кинетику канала. 

Замена глутамина на аргинин в поре рецептора приводит к непроницаемости 

канала для Ca2+ (Golubeva et al., 2022; Zanetti et al., 2021; Hanada, 2020). 

АМРАR обнаруживаются на пресинаптических терминалях разных типов 

нейронов, а также на мембранах глиальных клеток. АМРАR, непроницаемые 

для Ca2+, содержащие отредактированную субъединицу GluA2, в основном 

экспрессируются в возбуждающих проекционных нейронах, тогда как 

кальций-проницаемые АМРА-рецепторы (CP-AMPAR) (без субъединицы 

GluA2) – в тормозных интернейронах. Помимо прочего, экспрессия CP-

AMPAR также наблюдается в синапсах возбуждающих нейронов в условиях 

синаптической пластичности, включая физиологическую пластичность, и 

после повреждающих воздействий (Ceprian, Fulton, 2019).  

Быстрый обмен рецепторов AMPA в синапсах считается непрерывным и 

поддерживает нормальный уровень возбуждения в клетке. Синаптическая 

потенциация и депрессия регулируются изменениями количества 

синаптических АМРА-рецепторов, а также механизмами транспортировки 

АМРА-рецепторов на мембрану (Anggono, Huganir, 2012; Charsouei et al., 

2020). 
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Одним из механизмов повышения проницаемости AMPAR для Ca2+ при 

эпилептической активности является замалчивание транскрипции GluA2, 

посредством активации белка-репрессора RE1. Этот репрессивный 

регуляторный элемент препятствует экспрессии генов, важных для 

синаптической пластичности (Guo, Ma, 2021). Наличие отредактированной 

субъединицы GluA2 в AMPAR делает его непроницаемым для Ca2+, замедляет 

кинетику канала, что регулирует трансмиссию (Hanada, 2020). Постоянная 

экспрессия AMPAR без GluA2 в пирамидальных нейронах гиппокампа во 

время эпилептического припадка также может привести к длительному 

повышению уровней Ca2+, что может способствовать инициации 

эксайтотоксичности и развитию эпилепсии (Perversi et al., 2023). Помимо 

GluA2, субъединица GluA1 также играет важную роль в патологии эпилепсии. 

Количество локализованных AMPAR, содержащих субъединицу GluA1, на 

пирамидальных нейронах гиппокампа увеличивается во время 

эпилептической активности и играет решающую роль в поддержании и 

усилении активности припадков и смертности. В результате молекулярных 

изменений в механизме, который регулирует функцию AMPAR, 

синаптическая пластичность не регулируется, ухудшая долгосрочную 

потенциацию в синапсе гиппокампа и, возможно, приводя к дефициту 

обучения и памяти, которые часто наблюдаются после эпилептического 

статуса  как у животных, так и у людей (Perversi et al., 2023; Hanada, 2020; Leo 

et al., 2018). 

Таким образом, AMPA-опосредованная нейротрансмиссия во время 

эпилептической активности связана с повышенной экспрессией GluA1 и 

сниженной экспрессией субъединицы GluA2. Отдельный интерес 

представляет факт, что при оценке субъединичного состава глутаматных 

рецепторов в образцах головного мозга, пораженных несколькими типами 

эпилепсии, было продемонстрировано увеличенное соотношение 

GluA1/GluA2 AMPAR (Leo et al., 2018; Henley et al., 2021). 
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1.2.3. КAR, строение и функции 

 

Каинатные рецепторы (KAR) относятся к семейству ионотропных 

глутаматных рецепторов, выполняющие разнообразные функции, 

включающие модуляцию высвобождения нейромедиаторов и возбудимости 

нейронов, а также установление соответствующих синаптических связей на 

ранних этапах развития. Кроме того, в настоящее время установлено, что KAR 

имеют метаботропное/неканоническое действие (Falcón-Moya et al., 2018).  

Существует пять известных типов субъединиц KAR: GluR5 (GluK1), 

GluR6 (GluK2), GluR7 (GluK3), KA1 (GluK4) и KA2 (GluK5). Субъединицы 

GluK1-3 обладают относительно низким сродством к глутамату и могут 

образовывать гомомерные катионные каналы, тогда как субъединицы GluK4 и 

GluK5 могут генерировать рецепторы с высоким сродством к глутамату, в том 

числе объединяясь с GluK1-3. Было показано, что KAR, в зависимости от их 

составляющих субъединиц, различаются по функциональным свойствам, а 

также по сродству и силе действия отдельных агонистов для активации и 

десенсибилизации рецепторов (Chałupnik, Szymańska, 2023; Falcón-Moya et al., 

2018). Разнообразие функций KAR увеличивается за счет взаимодействия с 

вспомогательными белками нейропилина и толл-подобных белков 1 и 2 (Neto1 

и Neto2), которые изменяют многие важные свойства рецепторов (Chen et al., 

2023; Stolz et al., 2021).  

Недавние исследования сообщили, что GluK2 подвергается 

посттрансляционным изменениям, таким как S-нитрозилирование (SNO), 

которое участвует в повреждении нейронов у эпилептических крыс путем 

формирования кальций-зависимого цитозольного комплекса GluK2-PSD95-

nNOS, который может представлять собой терапевтическую мишень для 

эпилепсии (Celli, Fornai, 2021).  

KAR в основном экспрессируются на пре- и постсинаптической мембране 

нейронов в миндалине, энторинальной коре, гиппокампе, биполярных клетках 

сетчатки и мозжечка (Chałupnik, Szymańska 2023). Гиппокамп содержит 
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большое количество KAR, состоящих из субъединицы GluR5, которые 

формируют гомомерные рецепторы, преимущественно локализованные в 

интернейронах, в которых они способствуют уменьшению количества 

выделяющейся γ-аминомасляной кислоты (GABA), повышая возбудимость 

глутаматергических нейронов (Falcón-Moya et al., 2018).  

Многие исследования демонстрируют четкую связь между каинатными 

рецепторами и эпилепсией. Давно известно, что инъекции каината вызывают 

острый эпилептогенез в CA1 и CA3 областях гиппокампа, приводящий к 

эксайтотоксической гибели клеток. Эпилептогенез опосредован подавлением 

пресинаптического высвобождения GABA за счет активации KAR на 

пресинапсе, которые ингибируют процессы торможения.  Вместе с этим 

происходит постсинаптическая активация глутаматергических нейронов, тем 

самым увеличивая возбуждение клеток (Rusina et al., 2021; Pressey, Woodin, 

2021). 

Интернейроны в области CA1 гиппокампа имеют KAR, которые содержат 

субъединицу GluK1 в своем аксональном компартменте и GluK2 в 

соматодендритном компартменте. GluK2-содержащие KARs в 

глутаматергических нейронах играют центральную роль в возникновении 

приступов и патогенезе эпилепсии. Мыши с нокаутом GluK2 гораздо менее 

восприимчивы к индукции припадков после инъекциикаината, а селективное 

удаление KARs только в синапсах CA3 уменьшает каинат-индуцированный 

судороги (Chałupnik, Szymańska, 2023). KARs содержащие субъединицу 

GluK1, являются метаботропными каналами, активация которых приводит к 

уменьшению входа Ca2+ в клетку, что, в свою очередь, снижает возбудимость 

клетки. Мыши с нокаутом GluK1 демонстрируют возникновение 

эпилептических судорог и гиперактивацию областей гиппокампа и 

миндалины (Fritsch et al., 2014). После активации KAR наблюдается 

двухфазный эффект, при котором "высокие" дозы агонистов подавляют 

высвобождение GABA, в то время как стимуляция KAR "низкими" 

концентрациями KA или ATPA (агониста KAR, содержащего субъединицу 
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GluK1) облегчает высвобождение GABA. Однако, в отличие от прогнозов, 

основанных на последних наблюдениях, системное введение ATPA в 

гиппокамп и миндалину in vivo фактически вызывали судороги (Negrete-Díaz 

et al., 2022). 

В последние годы накопились доказательства роли астроцитов в 

вызванных КАR судорогах. В тканях, полученных от пациентов, было 

обнаружено увеличение содержания субъединиц GluK4 и GluK5 KAR. 

Действительно, имеются доказательства того, что астроциты экспрессируют 

GluK1, 2, 4 и 5 субъединицы KAR через 1 неделю после индукции 

эпилептического статуса в области CA1 гиппокампа обработанных животных, 

но не в животных моделях. Кроме того, увеличение количества субъединиц 

GluK1 и GluK5 сохраняется в хронической фазе эпилепсии (через 8 недель), 

когда возникают спонтанные припадки. Роль новых KAR, экспрессируемых в 

астроцитах, в настоящее время неясна, и, таким образом, будущие 

исследования должны определить точную роль астроцитов и астроцитарных 

KAR при эпилепсии (Negrete-Díaz et al., 2022; Vargas et al., 2013). 

 

1.3. Роль тормозной системы нейротрансмиссии в развитии эпилепсии 

 

Гамма-аминомасляная кислота GABA) является наиболее 

распространенным тормозным нейромедиатором в ЦНС, а ее рецептор 

является важной фармакологической мишенью многих противосудорожных 

препаратов (Oyrer et al., 2018). GABA играет решающую роль в поддержании 

баланса системы возбуждения-торможения, нарушение которой приводит к 

нейропсихиатрическим расстройствам, включая эпилепсию, шизофрению, 

аутизм и многие другие (Bryson et al., 2023). 
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1.3.1. GABAR, строение и функции 

 

Рецепторы, которые активируются GABA (GABAR), представлены тремя 

классами: многочисленные рецепторы GABA типа А, GABA типа B и GABA 

типа C. Рецепторы GABA типа А представляют собой лиганд-зависимые 

ионные каналы, широко распространенные в ЦНС. Они расположены на 

постсинаптической мембране, и их активация приводит к быстрому 

ингибирующему действию (Maillard et al., 2022; Ghit et al., 2021; Baulac et al., 

2001). GABA типа B представляют собой метаботропные рецепторы, 

связанные G-белками, расположенные на пре- и постсинаптической мембране 

(Couve et al., 2000). Рецепторы GABA типа C, известные как GABAA-ρ, менее 

распространены в ЦНС. Это подкласс рецепторов GABAA, которые полностью 

состоят из ρ-субъединиц, образующих пентамер (Rosas-Arellano et al., 2023).   

Каждый GABAR состоит из 5 субъединиц, каждая из которых может быть 

представлена 1 из 19 вариантов (α1-6, β1-3, γ1-3, δ, ɛ, π, θ и ρ1-3), чаще всего 

из двух α-, двух β-субъединиц и одной γ или δ субъединицы (Maillard et al., 

2022; Wearne, Cornish, 2019). Активация GABAR приводит к открытию поры 

канала и входу Cl-, что вызывает гиперполяризацию постсинаптической 

мембраны (Sakimoto et al., 2021), ослабляя возбуждение (Bryson et al., 2023; 

Ghit et al., 2021; Joshi, Kapur, 2019). 

Мутации в генах, кодирующих субъединицы рецептора, могут быть 

связаны с различными эпилептическими синдромами, начиная от 

генерализованной эпилепсии и заканчивая эпилептической энцефалопатией. 

Мутации в генах субъединиц GABAR нарушают возбудимость рецептора, что 

приводит к эпилептическим явлениям, тяжесть которых, по-видимому, 

зависит от типа пораженной субъединицы. Некоторые мутации в генах, 

кодирующих субъединицы GABAAR, были обнаружены как на животных 

моделях эпилепсии, так и у пациентов с эпилепсией (Ghit et al., 2021; Maljevic 

et al., 2019). Так, аутосомно-доминантные мутации в гене GABRA2 приводят к 

возникновению судорог, двигательным и языковым нарушениям, а также 
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умственной отсталости разной степени тяжести (Feng et al., 2022). 

Гетерозиготные варианты гена GABRA1, кодирующего субъединицу α1 

GABAA-рецепторов, были определены как важная причина детской эпилепсии 

с умственной отсталостью (Maillard et al., 2022). Мутации в субъединицах 

GABAR приводят не только к сборке рецептора с измененной 

функциональностью, но и к подавлению экспрессии и оборота нормального 

белка, что приводит к неспособности γ2-содержащих GABAR выйти из 

эндоплазматического ретикулума (Tipton, Russek, 2022). 

Сильное снижение GABA-ергического числа интернейронов было 

продемонстрировано в человеческой и мышиной моделях эпилепсии. Было 

показано, что инактивация рецепторов GABAA с помощью бикукулина или 

пикротоксина приводит к эпилептическим припадкам. Кроме того, мутантные 

животные, не имеющие субъединицы β, показали нейронную гиперактивность 

и судороги (Sakimoto et al., 2021). В пилокарпиновой модели 

эпилептиформной активности у взрослых крыс экспрессия мРНК 

субъединицы GABAR α1 снижается, а экспрессия мРНК субъединицы α4 

увеличивается в клетках зубчатой извилины гиппокампа, что способствует 

развитию эпилепсии. Эти изменения в экспрессии субъединицы мРНК 

коррелируют с уменьшением присутствия рецепторов, содержащих α1γ2 и 

повышенным присутствием рецепторов, содержащих α4γ2, а также 

увеличением пресинаптической локализации субъединиц γ2, вероятно, в 

партнерстве с α4. Исследование мышей с нокаутом δ-субъединицы показало 

повышенную активность нейронов зубчатой извилины гиппокампа, а также 

повышенную предрасположенность к судорогам (Spigelman et al., 2002). Эти 

исследования показывают, что изменения субъединичного состава GABAR 

могут быть критически важными факторами в эпилептогенезе (Tipton, Russek, 

2022). 

Исследования на крысах и людях продемонстрировали взаимосвязь 

между GABA-ергической нейротрансмиссией и высвобождением BDNF. 

Изменение баланса в системе возбуждения-торможения изменяет экспрессию 
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BDNF (Patel et al., 2022). Было отмечено, что сигнализация proBDNF/p75NTR 

ингибирует рецептор GABAA и изменяет синаптическую пластичность, хотя 

сигнализация BDNF/TrkB активирует долгосрочное потенцирование ГАМК 

(Porcher et al., 2018). Кроме того, proBDNF/p75NTR через путь Rho-ROCK 

увеличивает интернализацию рецептора GABAA и индуцирует деградацию 

этих рецепторов лизосомами, что приводит к нарушению GABA-ергической 

нейротрансмиссии в кортикальных нейронах (Turkistani et al., 2024; Müller et 

al., 2020; Saffarpour et al., 2017). 

 

1.4. Глутамат-индуцированная эксайтотоксичность 

 

Глутамат-опосредованное повреждение является основным фактором 

патологической гибели клеток нервной системы (Saito et al., 2007). Еще в 

исследованиях 1980-х годов было показано, что интравентрикулярное 

введение глутамата экспериментальным животным приводит к 

возникновению эпилептически-подобных состояний (Olney et al., 1986).  

Позже было выявлено повышение уровня глутамата в гиппокампе после 

возникновения эпилептических судорог, индуцированных пилокарпином 

(Smolders et al., 1997). Во время приступов височной эпилепсии во 

внеклеточном пространстве также детектировалась высокая концентрация 

внеклеточного Ca2+, который напрямую активировал NMDAR и провоцировал 

развитие эксайтотоксического повреждения (Albrecht, Zielińska, 2017). 

Лавинообразное высвобождение глутамата чрезмерно стимулирует его 

рецепторы, что в свою очередь приводит к развитию устойчивой хронической 

судорожной активности и повреждениям головного мозга, которые 

реализуются в ходе динамического процесса (Green et al., 2021).  

Существует два типа эксайтотоксичности, вызванной глутаматом: 

рецептор-инициируемая эксайтотоксичность и не рецепторно-опосредованная 

окислительная токсичность. Рецепторно-опосредованная эксайтотоксичность 

глутамата включает чрезмерную стимуляцию GluRs, что приводит к 
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чрезмерному притоку ионов Ca2+ и активирует каскад гибели клеток, 

описанный ранее (Willard, Koochekpour, 2013).  

Безусловно, повышение уровня внеклеточного глутамата связано с 

развитием эпилептической активности, однако, также отмечается, что 

инициированию глутаматергической гиперактивности и судорог способствует 

повышенная экспрессия и активность рецепторов NMDA и AMPA (Albrecht, 

Zielinska, 2017). С применением пилокарпиновой модели эпилепсии 

установили, что связывание глутамата изменяется в гиппокампе и коре 

головного мозга. Позднее данные результаты были расширены за счет 

подтверждения изменения уровня экспрессии NMDA и активности рецептора 

AMPA (Cunha et al., 2007; Lopes et al., 2013). В пилокарпин-индуцированных 

моделях наблюдается увеличение поверхностной экспрессии субъединиц 

GluN1 рецепторов NMDA наряду с увеличением синаптических и 

внесинаптических токов (Wasterlain et al., 2013), это было подтверждено в 

исследованиях аутопсийных образцов пациентов с эпилепсией – в 

эпилептических очагах наблюдается повышенная экспрессия NMDA, AMPA и 

КА (Das et al., 2012). Эпилептиформная активность также вносит вклад в 

изменения субъединичного состава NMDA рецепторов, которые 

способствуют долговременным изменениям в связности цепей (Ryley et al., 

2013; Essiz et al., 2021). При длительном воздействии она также способствует 

интернализации GABAR и миграции NMDAR к синапсам нейронов (Naylor et 

al., 2013), что приводит к дальнейшему снижению торможения и повышенной 

возбудимости сети (Barker-Haliski et al., 2015). Предполагается, что BDNF 

может подавлять эпилепсию, способствуя фосфорилированию определённых 

субъединиц GABA-ергических нейронов, чтобы ослабить вызванное 

заболеванием снижение их возбудимости (Cifelli et al., 2013).   

Кроме того, активные формы кислорода совместно с цитокинами могут 

активировать астроглиальные клетки во время эпилептической активности, 

что приведет к снижению клиренса глутамата, и будет способствовать его 

накоплению во внеклеточном пространстве и увеличению риска развития 
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эксайтотоксичности (Vargas-Sanchez et al., 2018). Высвобождение глутамата 

через один астроцит способно активировать увеличение внутриклеточного 

Ca2+, опосредованное рецептором NMDA, во многих соседних нейронах 

(Barker-Haliski, White, 2015). В дальнейшем, это приводит к увеличению 

внутриклеточного Са2+ в самих астроцитах, что будет способствовать 

усиленному высвобождению глутамата и эксайтотоксичности, соответственно 

(Sarac et al., 2009). При NMDAR-опосредованной эксайтотоксичности 

происходит активация НАДФН-оксидазы (NOX). Соответствующее 

исследование показало, что судороги, индуцируемые NMDAR, приводят к 

развитию окислительного стресса, индуцируемого NOX (Malkov et al., 2019). 

Кроме того, чрезмерная активация NMDAR активирует ядерный фактор каппа 

B (NF-κB), способствуя экспрессии маркеров макрофагов IL-1β и IL-6, 

провоцирующих развитие воспаления (Cheng et al., 2020). Сообщалось, что 

глутамат может снижать сигнал инсулиноподобного фактора роста-1 (IGF-1) 

через GluN2B-содержащий NMDAR в культивируемых кортикальных 

нейронах, что считается новым механизмом нейротоксичности, 

индуцированной глутаматом (Zhao et al., 2020). При повторной 

эпилептической активности повышение уровня IGF-1 будет способствовать 

развитию судорожной активности по IGF1R-зависимым сигнальным путям 

(Jiang et al., 2015). Однако, прежняя роль сигнала NMDAR/IGF-1 в развитии 

судорожной активности недооценена. 

 

1.5. Нейропротекторные эффекты при эпилептиформной активности 

 

Развитие эпилептических процессов в головном мозге приводит к 

обширным изменениям на клеточном и молекулярном уровне, таким как 

модификация рецепторов и ионных каналов, изменение сетевого 

взаимодействия клеток, а также гибели нейронов (Walker, 2007; Ryley et al., 

2013). Существующие эндогенные механизмы нейропротекции нейронов 

зависят от выбора сигнальных путей, одними из участников, которых могут 
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являются нейротрофические факторы. Они представляют терапевтический 

интерес, поскольку демонстрируют свое участие в клеточных изменениях, 

наблюдаемых при эпилепсии. Нейротрофический фактор BDNF является 

наиболее заслуживающим внимания, поскольку он оказывает эффекты на 

синаптическом уровне, модулируя возбуждающие и тормозные синапсы, 

влияет на гибель клеток и участвует в нейрогенезе (Walker, 2007; Falcicchia et 

al., 2018; Wang et al., 2021). 

 

1.5.1. Нейротрофический фактор головного мозга и реализуемые сигнальные 

пути 

 

Экспрессия нейротрофического фактора головного мозга BDNF в мозге 

млекопитающих осуществляется астроцитами, микроглией и 

глутаматергическими нейронами и реализует свои функции через два 

мембранных рецептора – высокоаффинный TrkB и низкоаффинный LNGFR, 

также известный как p75, активно экспрессирующийся в пренатальном 

периоде во время развития нейронов. TrkB же представляет собой рецептор, 

который обладает высоким сродством к зрелым формам BDNF, тогда как p75 

преимущественно связывается с предшественником BDNF (proBDNF) (Wang 

et al., 2021). Количество proBDNF значительно преобладает в мозге в раннем 

постнатальном периоде и отвечает за регулирование функций мозга. 

Повышение экспрессии обоих рецепторов BDNF ассоциируют с развитием 

нейродегенеративных заболеваний и эпилепсии (Turkistani et al., 2024). 

Известно, что значительное количество исследований показало связь между 

путем BDNF/p75 и психиатрическими симптомами, такими как тревога, 

депрессия и раздражительность, а также влияние этого пути на эпилептогенез 

(Grabenstatter et al., 2014; Lin and Huang, 2020). Вместе с тем, proBDNF может 

связываться с рецепторным комплексом, представленным 

гетеродимеризацией p75 и сортилина. Это связывание приводит к активации 

сигнального пути, который в конечном итоге запускает аминоконцевую 
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киназу c-Jun (JNK) и инициирует апоптоз нейронов (Eggert et. al., 2021, Bundi 

et al., 2015). При этом связывание proBDNF с p75 снижает пирамидальную 

активность, и через киназу Rac1 регулирует уровень фосфатидилинозитол-4,5-

бисфосфата (PIP2). В исследованиях по инактивации p75 было выявлено, что 

его отсутствие в мозге взрослых мышей приводит к повышенной 

возбудимости пирамидных нейронов и склонности к судорогам (Gibon et al., 

2015). ProBDNF/p75 способен активировать ядерный фактор NF-κB через 

фактор, ассоциированный с рецептором фактора некроза опухоли 4/6 

(TRAF4/6), и запускает сигнальный путь, способствующий выживанию клеток 

(Cunha et al., 2010). Кроме того, proBDNF/p75 способствует развитию 

эпилептогенеза, ингибируя нейротрансмиссию GABA (VonDran et al., 2014), а 

через путь Rho-ROCK приводит к нарушению GABA-ергической 

нейротрансмиссии в корковых нейронах. Дело в том, что при инициации 

эпилептического статуса расщепление BDNF до mBDNF плазминогеном и 

активатором плазминогена нарушается, что приводит к увеличению proBDNF, 

который через активацию p75 вызывает припадок, ингибируя GABA-

ергическую нейротрансмиссию (Angelucci et al., 2019). ProBDNF/p75 

регулирует возбудимость корковых нейронов, модулируя сигнальный путь 

PI3K/Aκt (Gibon et al., 2015). Аналогично, сигнальный путь PI3K/Aκt/mTOR 

модулируется p75-опосредованным усилением экспрессии гомолога 

фосфатазы и тензина (PTEN) (Lupinacci et al., 2022). Следует отметить, что 

повышенная экспрессия PTEN связана с эксайтотоксичностью глутамата, 

гибелью нейрональных клеток и эпилептогенезом (Grande et al., 2014). В 

экспериментах по ингибированию PTEN было продемострировано, что 

снижение его экспрессии блокирует апоптотический путь и усиливает 

сигнальный путь BDNF/TrkB. proBDNF/p75 через RhoA, повышает 

экспрессию апоптоз-опосредованных белков, таких как синаптофизин, и 

способствует активации нейронального апоптоза (Yang et al., 2021). 

Принято считать, что один из нейропротекторных эффектов, 

реализуемых через TrkB, сосредоточен на облегчении NMDA-опосредованной 
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гибели клеток через усиление экспрессии ингибина b-A (Lau et al., 2015). 

Постулируемый нейропротекторный эффект связан с устранением глутамат-

индуцированной эксайтотоксичности, возникающей в результате 

ингибирования внесинаптического NMDA-опосредованного притока Ca2+. 

Это предотвращает митохондриальную дисфункцию и апоптотическую 

гибель клеток, наблюдаемую в ходе нейродегенеративных заболеваний (Zhao 

et al. 2017). Однако связывание BDNF с укороченной изоформой рецептора 

TrkB приводит к противоположным эффектам, в результате которых 

наблюдается снижение функционирования фосфолипазы Cγ (PlCγ) (Fernández-

García et al., 2020). В исследованиях по инактивации BDNF или рецептора 

TrkB у мышей происходило уменьшение количества клеток в 

субвентрикулярной зоне, что свидетельствует о роли BDNF в процессе 

нейрогенеза (Cao et al., 2020). Также исследования на модели животных 

показали, что ингибирование киназы TrkB, инициированное после 

эпилептического статуса, было достаточным для предотвращения вызванной 

эпилепсии и связанного с ним тревожного поведения у мышей, однако 

глобальное ингибирование сигнализации TrkB приводит к отмене 

нейропротекторной роли сигнализации BDNF/TrkB (Gliwińska et al., 2023). Все 

сигнальные пути под контролем BDNF/TrkB и реализуемые через его 

ключевые киназы, в конечном итоге, приводят к фосфорилированию и 

активации цАМФ-зависимого транскрипционного фактора (CREB), 

опосредующего транскрипцию генов, связанных с выживанием нейронов и их 

дифференцировки, синаптической пластичности и обучения (Wang et al., 2021; 

Taskiran et al., 2021).   

При связывании BDNF и TrkB происходит димеризация рецептора и 

активация PlCy сигнального пути, что приводит к выходу Ca2+ из 

внутриклеточных хранилищ, повышает его концентрацию в цитоплазме и 

активирует Ca2+-кальмодулин-зависимую киназу (CaMKII) (Cunha et al., 2010). 

Кроме того, BDNF вызывает высвобождение Ca2+ через каналы рианодиновых 

рецепторов и образование активных форм кислорода (Yang et al., 2020), в то 
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время как окислительное повреждение митохондрий приводит к нарушению 

их функций и передаче сигналов о гибели клеток, что способствует 

чрезмерному образованию АФК и в конечном итоге вызывает эпилепсию 

(Quan et al., 2020). Запуск сигнального пути PlCγ приводит к широкому 

спектру молекулярных изменений: фосфолирированию CREB, 

регулирующего транскрипцию гена BDNF и многих других нейропептидов; 

активирует протеинкиназу С (PKC) и Akt киназу; активирует малый GTF-

связывающийся белок RAS и МЕК-МАРК сигнальный путь (митоген-

активирующаяся протеинкиназа), которые вовлечены в поддержание 

выживания нейронов и роста аксонов (Gonzalez et al., 2016). Так, 

катализированная взаимодействием BDNF и TrkB активация PlCу приводит к 

образованию триофосфата инозитола (IP3) и диацилглицерола (DAG) из 

фосфатидилинозитола. Образовавшийся в результате расщепления IP3 

приводит к выходу ионов кальция из эндоплазматического ретикулума, а DAG 

инициирует работу PKC, что необходимо для поддержания 

нейропластичности и выживания клеток (Cao et al., 2020). Также в 

исследовании He et al., 2010 было продемонстрировано, что частичная 

блокировка молекулярного каскада PlCy предотвращает развитие эпилепсии. 

Сигнальный путь MAPK/Ras регулирует синтез белков в период 

дифференциации нейронов. MAPK-связанный путь необходим для активации 

регулируемых внеклеточных сигналов киназы 1/2 (ERK 1/2). Этот путь важен 

для экспрессии генов раннего ответа (например, c-Fos и ARC) и для синтеза 

белков цитоскелета (например, Arc), а также для роста и ветвления дендритов 

в нейронах гиппокампа. Интересно, что активация TrkB способствует 

включению PI3K, который в свою очередь стимулирует экспрессию 

рецепторов AMPA. А рецепторы AMPA отвечают за усиление экспрессии 

BDNF через тирозин-протеинкиназу Lyn (Schirò et al., 2022). Было выявлено, 

что активация ERK, происходящая при связывании BDNF и TrkB, приводит к 

фосфорилированию синапсина, обеспечивающего выброс 

нейротрансмиттеров в том числе и глутамата (Gibon et al., 2017; Jovanovic et 
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al., 2000). Также в одном из исследований было показано, что определенную 

роль при эпилепсии играет белок ARC, который увеличением своего 

количества способен предотвращать повышенную возбудимость нейронов. 

Базальные уровни белка ARC повышаются, вероятно, за счет активированного 

BDNF и сигнального пути ERK. Эти белки вместе могут играть защитные роли 

и способствовать резистентному к судорожным припадкам ответу (Deng et al., 

2024). Существует предположение, что сигнальный механизм PI3K/Ak играет 

значительную роль в процессах клеточной выживаемости через активацию 

киназы Akt, что регулирует работу некоторых транскрипционных факторов, 

снижающие уровень экспрессии проапоптотических белков. Кроме этого, Akt 

за счет регулирования CREB и NF-κB способна активировать экспрессию Bcl-

2 (B-cell lymphoma 2) и Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large), обеспечивающие 

защитные функции (Numakawa, Odaka, 2021). Также киназа Akt активирует 

фактор транскрипции фактор-2, связанный с ядерным эритроидным фактором 

(Nrf2), который также запускает CREB (Singh et al., 2023). 

В исследовании Rivera et al., 2002 было выявлено влияние BDNF на 

градиент ионов Сl-, который приводит к нарушениям гиперполяризации 

мембраны и процессов торможения в нейронах. Так, молекулярный каскад 

BDNF/TrkB способствует накоплению ионов Сl- в клетках, что приводит к 

ГАМКергическому торможению и гипервозбудимости клетки, в конечном 

итоге приводящему к эпилептическим приступам (Arenas et al., 2022). 

Экспрессия BDNF клетками микроглии свидетельствует о его роли в 

защитных функциях. Так, было выявлено, что полученные микроглией 

сигналы о различного рода нарушениях ЦНС через рецептор P2X4R 

активируют ее, что приводит к выделению этими клетками BDNF (Kipnis et al., 

2019, Ulmann et al., 2008, Trang et al., 2009). Также у трансгенных мышей с 

повышенной экспрессией BDNF наблюдается развитие более сильных 

судорог. Однако у мышей с генотипом BDNF+/- развитие эпилептических 

симптомов замедляется. Интересно, что повышенная концентрация BDNF 

после эпилептического припадка активирует JAK и STAT, что способствует 
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увеличению концентрации ICER и увеличивает связывание ICER с CREB, что 

вызывает эпилептические приступы (Grabenstatter et al., 2012). Также было 

зафиксировано, что после эпилептических припадков наблюдается 

увеличение концентрации BDNF как у людей, так и мышей (McNamara et al., 

2012). 

Было выявлено, что постоянное введение в кровоток BDNF, способного 

проходить через гематоэнцефалический барьер, способствует повышенной 

экспрессии нейропептида Y (NPY), который приводит к понижению 

возбудимости нейронов. NP является эндогенным пептидом, который снижает 

судороги и блокирует развитие эпилептических припадков (Sharma et al., 

2019). Однако есть исследования, свидетельствующие о том, что однократная 

инъекция BDNF в мышиный мозг способствует развитию судорог, которые 

удается предотвратить путем инактивации BDNF (Iughetti et al., 2018). 

Исследования показали, что непрерывная инфузия BDNF в гиппокамп 

замедляет развитие эпилепсии, снижает частоту припадков и улучшает 

когнитивные способности (Falcicchia et al., 2018). Повышение экспрессии 

BDNF с помощью вирусного вектора в гиппокамп крыс уменьшает гибель 

нейронов, способствует нейрогенезу и снижает как частоту, так и тяжесть 

припадков (Paradiso et al., 2011).  

 

1.5.2. NMDAR-зависимая нейропротекция 

 

Помимо нейротоксичности, NMDAR могут также участвовать в 

нейропротекции путем активации сигналов белка, связывающего ответный 

элемент цАМФ (CREB), при эпилепсии (Wang et al., 2020). Увеличение 

ядерного притока Са2+ приводит к активации CREB, который регулирует 

порядка 200 нейрональных генов, кодирующих белки, участвующие в 

нейропротекции. Например, повышает экспрессию AMP-активированной 

протеинкиназы (AMPK), которая является инициирующим фактором 

фосфорилируемой активации нескольких генов, в том числе, CREB (Salminen, 
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Kaarniranta, 2012; Zhang et al., 2007; 2009), регулируя путь CREB/BDNF (Huang 

et al, 2015). CREB представляет собой фактор транскрипции, регулирующий 

сигналы, который играет решающую роль в выживании нейронов, 

синаптической пластичности, нейрогенезе, обучении и памяти. 

Активированный NMDAR приводит к транслокации регуляторов CREB из 

синапса в ядро (Hardingham, Bading, 2010). В нейронах гиппокампа CREB-

зависимая экспрессия генов была связана с нейропротекцией против апоптоза 

и возбуждающего повреждения, которое зависит от ядерной передачи 

сигналов Ca2+ (Papadia et al., 2005). Однако, некоторые исследования также 

показали, что активированные экстрасинаптические NMDAR могут 

способствовать отключению CREB, тем самым вызывая потерю потенциала 

митохондриальной мембраны и гибель клеток. Между тем, активированные 

синаптические NMDAR активируют только путь CREB и не активируют 

апоптоз (Hardingham, Bading, 2010; Franchini et al., 2020).  

Синаптическая активность NMDAR может активировать CREB-

зависимую экспрессию генов с помощью различных сигнальных путей. 

Фосфорилирование CREB опосредовано быстродействующим ядерным путем 

Ca2+/CaMK и более медленным и длительным путем Ras-ERK1/2, оба они 

стимулируются активацией синаптических NMDAR. Ядерный Ca2+-

зависимый CaMKIV/CaMKII фосфорилирует CREB. Между тем, CREB также 

фосфорилируется по пути Ras-MEK-ERK1/2 или по пути CaMKII/PKC/PKA-

ERK1/2 (Lyu et al., 2020). Ядерная транслокация преобразователя 

регулируемой активности CREB (TORC) является ключевым этапом 

активации CREB. Синаптические NMDAR-индуцированные сигналы Ca2+ 

способствуют импорту TORC в ядро путем кальциневрин (CaN)-зависимого 

дефосфорилирования (Kovács et al., 2007). Между тем, коактиватор 

транскрипции 1 (CRTC1), регулируемый CREB, также может 

дефосфорилировать Ser-151 и рекрутироваться из цитоплазмы в ядро, где он 

конкурирует с FXR (ядерный рецептор, чувствительный к состоянию питания) 

за связывание с CREB и управляет экспрессией генов аутофагии (Pan et al., 



42 
 

2021). Некоторые исследования показали, что приток Ca2+ активирует CREB 

через TRPC6, который является важным фактором транскрипции, связанным 

с выживанием нейронов. Активированный TRPC6 может ингибировать 

нейрональную активность NMDAR посредством посттрансляционных средств 

для борьбы с эксайтотоксическим повреждением, вызванным глутаматом. 

Наконец, CREB также может активироваться посредством пути PI3K-AKT-

GSK3β и играть нейропротекторную роль в гиппокампе. Делеция GSK-3β 

также ингибирует зависимую от активности нейронную активацию и передачу 

сигналов Ca2+/CaMKIV/CaMKII-CREB (Srivastava et al., 2018). Связанные 

исследования показали, что развитие медиальной височной эпилепсии, 

индуцированной пилокарпином, связано с аномальной регуляцией NMDAR-

опосредованных механизмов возбуждения и активности нейронов, 

регулируемой передачей сигналов Ca2+/CaMK (Canto et al., 2021). 

 

1.6. Роль воспаления в эпилептогенезе 

 

Патологическая динамика эпилептогенеза до сих пор остается до конца 

не изученной. Однако, считается, что ключевую роль в развитии судорожной 

активности и патологий, проявляющимися при эпилепсии, играет 

воспалительный путь (Paudel et al., 2018; Yuen et al., 2018; Vezzani et al., 2016). 

Проницаемость гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) имеет значительную 

роль в развитии эпилепсии, так как его повышенная проницаемость приводит 

к проникновению провоспалительных цитокинов в мозг из крови (Singh et al., 

2018).  

Существуют убедительные доказательства нерегулируемого 

нейровоспаления при эпилепсии. Поражение областей мозга приводит к 

активации реактивной микроглии и астроцитов, которые активно 

экспрессируют воспалительные молекулы, их рецепторы и 

иммуномодулирующие микроРНК (Ravizza et al., 2024). Активация 

воспалительных медиаторов, таких как циклооксигеназа (COX)-2 и NF-κB, и 
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чрезмерное производство последующих воспалительных факторов, включая 

интерлейкин (IL)-1β, IL-6, фактор некроза опухоли (TNF)-α и простагландин 

E2 (PGE2), способствуют прогрессирующему развитию судорожной 

активности (Wang et al., 2018; Paudel et al., 2018).  

Провоспалительные факторы, такие как COX-2/PGE2, IL-1β, 

трансформирующий фактор роста-β, toll-подобный рецептор 4 (TLR4), группа 

высокой подвижности box 1 (HMGB1) и TNF-α, также усиливают воспаление, 

что в свою очередь, модулирует восприимчивость к припадкам и снижает 

порог их возникновения (Paudel et al., 2018; Shandra et al., 2018). 

Toll-подобные рецепторы являются ключевыми белками врожденного 

имунного ответа млекопитающих как на инфекционные, так и на 

неинфекционные заболевания ЦНС, включая эпилепсию. Запуск сигналов 

через TLR приводит к активации NF-κB, который в свою очередь через 

мишень млекопитающих рапамицина (mTOR) запускает острый 

воспалительный процесс и генерацию провоспалительных цитокинов (Ravizza 

et al., 2024; Pracucci et al., 2021; Shandra et al., 2018).  

Потеря целостности ГЭБ также является важным звеном между 

нейровоспалением и эпилептогенезом. Гиперактивированные тучные клетки, 

которые потенциально могут быть активированы гормонами стресса, такими 

как гормон высвобождения кортикотропина (CRH), приводят к нарушению 

проницаемости ГЭБ. Кроме того, экстравазация альбумина во время 

повреждения сосудов активирует сигнальный путь рецептора TGF-β I, что 

способствует эпилептогенезу. Лозартан, ингибитор рецептора ангиотензина II 

типа 1 и блокатор сигнализации TGF-β, предотвращал эпилептогенез в модели 

нарушения ГЭБ, вызванного дезоксихолатом (Shandra et al., 2018; Bar-Klein et 

al., 2014). 

Эпилептогенез является сложным и многокомпонентным процессом, 

затрагивающим различные молекулярные и физиологические каскады, 

которые способны приводить к обширным повреждения нейронов и их 

окружения. Поддержание баланса между тормозной и возбуждающей 
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системами головного мозга необходимо для нормального функционирования 

нейронных сетей, работа которых реализуется через ионные каналы. 

Механизмы нейропротекции, реализуемые при развитии эпилептической 

активности, являются ключевыми в поддержании и восстановлении процессов 

в ЦНС. 
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1. Объект исследования 

 

Материалом для in vitro исследований стали первичные 

диссоциированные смешанные нейрон-глиальные культуры. Тестирование 

вирусного вектора осуществляли на культурах, полученных от мышей линии 

C57bl/6; моделирование глутамат-индуцированной эксайтотоксичности 

проводили на клеточных культурах, полученных от новорожденных крыс 

линии Spraque Dawley; исследование эпилептиформной активности 

проводили на первичных культурах клеток коры больших полушарий, 

полученных от новорожденных мышей с частичной делецией гена 

транскрипционного фактора Sip1 (Sip1fl/wt) (рис. 2). 

 

Рисунок 2. Схема проведения экспериментов in vitro. Создано в BioRender.com 

 

Исследования in vivo проводились на мелких лабораторных животных. На 

линии мышей C57bl/6 проводили исследования по выявлению влияния 

интравентрикулярной вирусной инъекции и повышенной экспрессии 
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химерного белка BDNF/eGFP на морфометрические показатели лабораторных 

животных в норме. Мыши с частичной делецией гена транскрипционного 

фактора Sip1 использовались для моделирования эпилептиформной 

активности с помощью введения конвульсанта (рис. 3). 

 

Рисунок 3. Схема проведения экспериментов in vivo. Создано в BioRender.com 

 

Животные, используемые в экспериментах, содержались в 

сертифицированном виварии ННГУ им. Н.И. Лобачевского, а протоколы 

исследований были утверждены локальным этическим комитетом (протокол 

№14 от 01.19.2018). Исследование проводилось в соответствии с 

установленными правилами и нормами – приказ №267МЗ РФ от 19.06.2003; 

международные правила «Guide for the Care and Use of Laboratory Animals»; 

требования Европейской конвенции о защите позвоночных животных, 

используемых для экспериментальных и других научных целей (Cтрасбург, 

2006). В помещениях содержания лабораторных животных автоматически 

поддерживался режим освещения 12/12 часов. Животные круглосуточно 

имели доступ к воде и корму. Условия содержания соответствовали 

«Правилам для проведения работ с использованием экспериментальных 

животных» (Россия, 2010) и «Международным рекомендациям (этическому 

кодексу) по проведению медико-биологических исследований с 

использованием животных» (CIOMS и ICLAS, 2012). 
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2.2. Создание рекомбинантного аденоассоциированного вирусного вектора 

AAV-Syn-BDNF-еGFP 

 

Рекомбинантный аденоассоциированный вирусный вектор AAV-Syn-

BDNF-еGFP был разработан Епифановой Екатериной Алексеевной на базе 

лаборатории молекулярной нейробиологии НИИ нейронаук ННГУ им. Н.И. 

Лобачевского. Данный вектор обеспечивает селективную повышенную 

экспрессию химерного белка BDNF/еGFP под контролем hSyn-промотера в 

нейрональных клетках. Основой для разработки послужила плазмида AAV-

Syn-eGFP-kid2. Для амплификации и клонирования гена bdnf в выбранный 

плазмидный вектор была разработана оригинальная система праймеров 

(Mitroshina et al., 2018). Сборку вирусного вектора 2го серотипа проводили в 

клеточной линии HEK 293FT с использованием системы AAV-DJ Helper Free 

Packaging System (Cell biolabs, США). Полученный аденоассоциированный 

вирусный вектор был протестирован как на клеточной линии HEK 293T, так и 

на первичных смешанных нейрон-глиальных культурах. 

 

2.3. Культивирование первичных смешанных нейрон-глиальных культур 

клеток различных отделов головного мозга 

 

После извлечения головного мозга из новорожденных крысят или мышат, 

выделение гиппокампа или коры больших полушарий проводили 

хирургически. Фрагменты ткани диссоциировали с использованием 0,25% 

трипсина (Termo Fisher Scientific, Gibco, США) с последующей отмывкой 

средой DMEM (Termo Fisher Scientific, Gibco, США) с 10% содержанием 

эмбриональной телячьей сыворотки (Termo Fisher Scientific, Gibco, США). 

Культуральную среду готовили на основе среды Neurobasal medium (Termo 

Fisher Scientific, Gibco, США) с добавлением эмбриональной телячьей 

сыворотки, L-глутамина (Termo Fisher Scientific, Gibco, США) и добавки В27 

(Termo Fisher Scientific, Gibco, США). Культивирование клеточных культур 
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осуществляли в условиях 5% СО2 и относительной влажности в инкубаторе 

Shellab (Sheldon Manufacturing, США). Оценку клеточной морфологии и 

состояние клеточных культур проводили на инвертированном 

моторизованном микроскопе Leica DMI6000B (Leica, Германия). 

Исследования проводили на культурах спустя 10-14 дней культивирования 

(DIV). 

 

2.4. Трансгенная линия мышей с делецией гена транскрипционного фактора 

Sip1 

 

Впервые линия мышей с нокаутом гена Sip1 была создана и описана Y. 

Higashi с соавт. (Higashi et al., 2002). Для ее получения был использован метод 

Cre-рекомбинации – 7 экзон в гене Sip1 был фланкирован loxP-сайтами 

(Sip1fl/fl), а при наличии Cre-рекомбиназы вырезался из ДНК. Стоит отметить, 

что 7 экзон Sip1 содержит примерно половину последовательности, 

кодирующей белок, поэтому его удаление приводит к сдвигу рамки 

считывания, и, как следствие, преждевременной терминации трансляции 

белка. Мышей Sip1fl/fl скрещивали с мышами NexCre (Cre-рекомбиназа 

экспрессируется под Nex-промотором, обеспечивающим экспрессию в 

постмитотических клетках) (Goebbels et al., 2006; Seuntjens et al., 2009; 

Belousova et al., 2018). Исходя из этого формируется несколько групп 

экспериментальных животных – гомозиготные (Sip1 не представлен в обоих 

аллелях, Sip1fl/fl), гетерозигота (Sip1 не представлен в одном аллеле, Sip1 fl/wt), 

дикий (Sip1 представлен в обоих аллелях, Sip1wt/wt). Для выявления 

принадлежности мышей к одной из групп применялся метод полимеразной 

цепной реакции (PCR) с использованием праймерных систем: 

Sip1_fw 5’-TGGACAGGAACTTGCATATGCT-3’, 

Sip1_rv 5’-GTGGACTCTACATTCTAGATGC-3’;  

NexCre_2409 5’-CCGCATAACCAGTGAAACAG-3’, 

NexCre_3131 5’ -GAGTCCTGGAATCAGTCTTTTTC-3’, 
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NexCre_3132 5’-AGAATGTGGAGTAGGGTGAC-3’.  

Для проведения генотипирования использовали протоколы 

амплификации: для системы Sip1 - 95°C 3 мин, (95°C 10 сек, 59°C 20 сек, 72°C 

40 сек) х35 циклов, 72°C 3 мин, 4°C ∞; для NexCre – 95°C 3 мин, (95°C 20 сек, 

54°C 30 сек, 72°C 1 мин) х35 циклов, 72°C 3 мин, 4°C ∞. Результаты 

определяли после проведения горизонтального гель-электрофореза в 

агарозном геле. Продукт Sip1wt/wt ~450 п.н., Sip1fl/fl ~600 п.н., Sip1fl/wt содержит 

как 450 п.н., так и 600 п.н.; для NexCrecre/cre продукт составлял ~500 п.н., 

NexCrewt/wt ~750 п.н., NexCrecre/wt – продукты размерами 500 и 750 п.н. 

Для проведения генотипирования проводили выделение ДНК. Для этого 

биоптаты хвостов инкубировали в лизирующем буфере (100mМ Triс-HCl (pH 

8.5),5mM EDTA, 200mM NaCl, 0.2% SDS) с добавлением 100µg/ml протеиназы 

К при 55°С на термошейкере BioSan TS-100 (BioSan, Латвия) в течение 2-10 

часов. Затем осаждали центрифугированием 10 минут при 10000 g с 

использованием центрифуги Eppendorf 5424R (Eppendorf, Германия) для 

избавления от нелизированных фрагментов ткани и шерсти. Осаждение ДНК 

проводили равным объемом изопропанола (Sigma-Aldrich, США) и 

центрифугированием 15 мин при 13000 g. Проводили двойную очистку 80% 

спиртом, а после его испарения, образцы разводили деионизированной водой, 

свободной от нуклеаз (Evrogen, Россия) и хранили при -20°С. 

 

2.5. Измерение концентрации цитозольного кальция [Ca2+]i 

 

Для регистрации изменения концентрации Ca2+ в клеточных культурах 

гиппокампа использовался краситель Fura-2АМ 5 µМ (Termo Fisher Scientific, 

США). Загрузку нервных клеток флуоресцентным сенсором проводили в 

течение 40 мин до начала эксперимента. После чего промывали от избытка 

красителя сбалансированным солевым раствором Хэнкса (HBSS) (156 mM 

NaCl, 3mM KCl, 2 mM MgSO4, 1,25 mM KH2PO4, 2 mM CaCl2, 10 mM глюкозы 

и 10 mM HEPES, pH 7,4). Для измерения Ca2+ использовалась система на 
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основе инвертированного моторизованного микроскопа Leica DMI6000B 

(Leica, Германия) с высокоскоростной монохромной CCD-камерой 

HAMAMATSU C9100 (Hamamatsu Photonics, Япония) и высокоскоростной 

системой смены световых фильтров Leica’s Ultra-Fast Filter Wheels (Leica, 

Германия). Также использовали инвертированный микроскоп Axiovert 200M 

(Carl Zeiss, Германия) с монохромной CCD-камерой AxioCam HSm (Carl Zeiss, 

Германия) и высокоскоростной системой светофильтров Ludl МАC5000 (Ludl 

Electronic Products, США); объектив Plan-Neofluar 10×/0.3 (Carl Zeiss, 

Германия). Для возбуждения и регистрации флуоресценции кальциевого 

сенсора Fura-2 использовали набор светофильтров Filter set 21HE (Carl Zeiss, 

Германия) – фильтр возбуждения BP340/30 и BP387/15, эмиссии BP510/90, 

светоделитель FT409. Работа была выполнена на базе Института биофизики 

клетки, Пущинского научного центра биологических исследований РАН под 

руководством д.б.н. Туровского Егора Александровича. 

Съемку Ca2+ активности проводили в течение 40 мин. Перед началом 

эксперимента кратковременно (30 сек) добавляли 35 mM KCl (Sigma-Aldrich, 

США), что позволяло идентифицировать нейрональные клетки в смешанной 

нейрон-глиальной культуре (Gaidin et al., 2019; Zinchenko et al., 2016).  

 

2.6. Моделирование глутамат-индуцированной эксайтотоксичности 

 

Для моделирования острой глутамат-индуцированной 

эксайтотоксичности к смешанным нейрон-глиальным культурам добавляли 

100 μM глутамата (Sigma-Aldrich, CША) и 20 μM глицина (Sigma-Aldrich, 

CША) в Mg2+-free растворе HBSS. Для моделирования хронических 

повреждающих воздействий использовали те же концентрации глутамата и 

глицина, в то время как ионы Mg2+ не исключались из культуральной среды. 

Моделирование острой эксайтотоксичности – 40 мин, хронической – 24 часа. 
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2.7. Моделирование эпилептиформной активности in vitro 

 

Для индукции эпилептиформной активности в нейронной сети 

использовали общепринятую модель – ионы Mg2+ были исключены из среды 

HBSS (Mg2+-free). У смешанных нейрон-глиальных культур на 40 минут 

заменяли питательную среду на раствор Mg2+-free. Эффекты, опосредованные 

исключением ионов Mg2+, оценивали по амплитуде, форме и количеству Са2+ 

осцилляций (Turovskaya et al., 2020).  

 

2.8. Оценка жизнеспособности клеток в первичных смешанных нейрон-

глиальных культурах 

 

Для подсчета количества погибших клеток в первичных смешанных 

нейрон-глиальных культурах использовали краситель пропидий йодид (PI; 

1мкМ) (Sigma-Aldrich, CША), окрашивающий только мертвые клетки. Для 

выявления цитотоксического действия вирусного вектора AAV-Syn-BDNF-

еGFP окраску осуществляли через 7 дней после проведения трансдукции. В 

случае оценки жизнеспособности окрашивание проводили до и после 

моделирования острой глутамат-индуцированной эксайтотоксичности. 

Визуализацию проводили на инвертированном флуоресцентном микроскопе 

Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия), оснащенного высокоскоростной 

монохромной CCD-камерой Hamamatsu ORCA-Flash 2.8 (Carl Zeiss, 

Германия). 

 

2.10. Выделение тотальной РНК из смешанных нейрон-глиальных культур и 

полимеразная цепная реакция в режиме реальном времени (RТ-PCR) 

 

Экстракцию тотальной РНК проводили с использованием набора MagJet 

RNA (Termo Fisher Scientific, США) согласно с рекомендациями от 

производителя. Горизонтальный гель-электрофорез Bio-Rad Laboratories, 
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США) в 1% агарозном геле (PanReac AppliChem, Испания) использовали для 

оценки ее качества, а концентрацию оценивали на спектрофотометре 

NanoDrop 1000c (Termo Fisher Scientific, США). Синтез гибридной кДНК 

осуществляли с помощью реагентов RevertAid H Minus First Strand (Termo 

Fisher Scientific, США), а сам RТ-PCR проводили с использованием набора 

qPCRmix-HS SYBR+LowROX (Evrogen, Россия) на приборе DTlite Real-Time 

PCR System (ДНК-технологии, Россия). Программа амплификации – 95°C 5 

мин, (95°C 30 сек, 60-62°C 20 сек, 72°C 20 сек) х40 циклов, 72°C 10 мин. 

Последовательности праймеров, использованные в работе, были разработаны 

с использованием программного обеспечения FAST PCR 5.4 и NCBI Primer-

BLAST. Список последовательностей использованных праймеров для анализа 

уровня экспрессии генов представлен в таблице №1. Обработку полученных 

результатов проводили в программе DTlite software (ДНК-технологии, Россия) 

и Origin 8.5 (OriginLab Corporation, США). Обработка данных проводилась с 

использованием метода ΔΔCt (Livak, Thomas, 2001). Экспрессию 

анализированных генов нормализовали относительно контрольного образца – 

тотальная РНК из первичной смешанной нейрон-глиальной культуры, 

полученной от новорожденной мыши с генотипом Sip1wt/wt и NexCrecre/wt, а 

также относительно контрольного гена, кодирующего антизим 

орнитиндекарбоксилазу (оaz1). 

 

Таблица№ 1. Список последовательностей праймеров 

Название 

гена 
Нуклеотидные последовательности праймеров (5′→3′) Температура отжига, С 

bdnf 
5′-CCCAACGAAGAAAACCATAAGGA-3′ 

5′-CCAGCAGAAAGAGTAGAGGAGGCT-3′ 
60 

bax 
5′-TAAAGTGCCCGAGCTGATCAGAAC-3′ 

5′-CTTCCCAGCCACCCTGGTCTT-3′ 
62 

creb 
5′-CATCATCTGCTCCCACTGTAACCT-3′ 

5′-TGGACTTGTGGAGACTGGATAACTG-3′ 
62 

cacna1i 
5′-GACACATGGAACCGCTTGGACT-3′ 

5′-AGGCCTCAGGACACGCACAGT-3′ 
60 

cacna1g 
5′-CTACTTCGAAACCGATGCTTCCTC-3′ 

5′-CTCTCGTCCTCATTCTCTGTCTGGTA-3′ 
62 
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Таблица№ 1. Список последовательностей праймеров (продолжение) 

cacna1h 
5′-GGAACAACAACCTGACCTTCTTGC-3′ 

5′-AGCATTTCTGCATGCCGTTGTC-3′ 
62 

cacna1c 
5′-CAAAGGCTACCTGGACTGGATCAC-3′ 

5′-AGCCACGTTTTCAGTGTTGACAGA-3′ 
62 

cacna1d 
5′-AAGACATCGATCCCGAGAACGAG-3′ 

5′-CACCAGCACCAGAGAGTTCCACA-3′ 
62 

trpv1 
5′-CCTTGTGGAGGTGGCAGATAACA-3′ 

5′-GGTGAGTTCTTCTAGCTTCAGTGTGG-3′ 
60 

trpc3 
5′-AGTCTCGCACGCTCAATGTCAAC-3′ 

5′-AGCTCGGTCACCTCCAGATGCT-3′ 
60 

trpc7 
5′-CCGTGCAGCAAGCTAGGACAAAC-3′ 

5′-CGTTCACAACTAGCAGTCCCAAGAA-3′ 
62 

scn1a 
5′-TGGTGTTGGCCATCATTGTCTTTA-3′ 

5′-CAACGTGGGAGTTTGCAGTCAGT-3′ 
60 

scn2a 
5′-GCGTGCTGCTGGGAAAACATATA-3′ 

5′-GCCACCACAGCCAGGATCAA-3′ 
60 

ntrk2 
5′-TTTCCGCCACCTTGACTTGTCT-3′ 

5′-GTCGGGGCTGGATTTAGTCTCC-3′ 
60 

il1b 
5′-AATCTCGCAGCAGCACATCAACA-3′ 

5′-TCCACGGGAAAGACACAGGTAGC-3′ 
60 

il10 
5′-TGTCATCGATTTCTCCCCTGTGA-3′ 

5′-CATTCATGGCCTTGTAGACACCTTG-3′ 
60 

kcnj10 
5′-CACTGGCCATCGTGCTTCTTAT-3′ 

5′-GGCAATCTTTGCAAGGAAGGTAC-3′ 
60 

сdkn1c 
5′-CTTGGCCTCCAGCGATACCT-3′ 

5′-GCCCAGCTCCTCGTGGTCTA-3′ 
60 

socs3 
5′-AAGAACCTACGCATCCAGTGTGA-3′ 

5′-ATGTAGTGGTGCACCAGCTTGAG-3′ 
60 

rest 
5′-ATGTGTCTGGGAAGAAGAACGAGA-3′ 

5′-CTGGTAGTTACCTGGACCACTGAGA-3′ 
60 

tnf 
5′-ACGGCATGGATCTCAAAGACAAC-3′ 

5′-TCCTGGTATGAGATAGCAAATCGG-3′ 
60 

ngfr 
5′-CGATGGATCACAAGGTCTACGC-3′ 

5′-CCACTGTGCTGGCTATGAGGTC-3′ 
60 

stat3 
5′-TTCTGGGCACGAACACAAAAGT-3′ 

5′-GCCTCCATTCCCACATCTCTG-3′ 
60 

kcnmb1 
5′-CCCTCTACCAGAAAAGTGTGTGGAC-3′ 

5′-CTCCAGCTCTTCCTGGTCCTTGA-3′ 
60 

kcnmb4 
5′-GAACTGGCAGCAGTATTGGAAAGAT-3′ 

5′-AGGAGAACGTCCTCTGGTCTCTGA-3′ 
60 

kcnma1 
5′-GCCTCTTCATCATCTTGCTCTGG-3′ 

5′-TGGCTGGAGCCATTGTTTATCTT-3′ 
60 

bcl-xl 
5′-TGGCCACAGCAGCAGTTTG-3′ 

5′-TCTCCGGTACCGCAGTTCAA-3′ 
60 

bcl-2 
5′-CTACGAGTGGGATGCTGGAGATG-3′ 

5′-TCAGGCTGGAAGGAGAAGATGC-3′ 
60 
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Таблица№ 1. Список последовательностей праймеров (продолжение) 

аkt1 
5′-CAAGTACTCATTCCAGACCCACGAC-3′ 

5′-GTCCTCGGAGAACACACGCTCT-3′ 
62 

nfkb1 
5′-AAGTGCAAAGGAAACGCCAGAA-3′ 

5′-ACTACCGAACATGCCTCCACCA-3′ 
62 

gabra1 
5′-TATCTTTGGGCCTGGACCCTCATTCTG-3′ 

5′-CCATAAGGTTGTTTAGCCGGAGCACTG-3′ 
62 

gabbr1 
5′-TCCTGTGGAAGAAGAACAGGGGGAG-3′ 

5′-GAGTCAAGCCACGGTACCTGATGC-3′ 
62 

slc12a2 
5′-GCCCAACGTGAGCTTCCAGAACG-3′ 

5′-CCTCAAAAGGTTCCTTTTCCAGCTCATCGT-3′ 
62 

slc12a1 
5′-AGGCCTGGGAATCAGGAGTGCTATG-3′ 

5′-CCGCTCACGCTGCCTGTGT-3′ 
62 

gria1 
5′-TGTCTACATTTATGATGCTGACCGGGGC-3′ 

5′-CGAGGATGTAGTGGTACCCGATGC-3′ 
62 

gria2 
5′-GAGGGCTACTGTGTTGACTTAGCTGC-3′ 

5′-CCTGGTTTGGACTTCTGAGGCTTCTTG-3′ 
62 

grin2a 
5′-GCTGACAAGGATCCGACATCCACG-3′ 

5′-GCCCACAAAGCTGTTGTCCACTGTT-3′ 
62 

grin2b 
5′-GGTGAGGTGGTCATGAAGAGGGC-3′ 

5′-GGGTTCTGCACAGGTACGGAGTTG-3′ 
62 

pkca 
5′-CCAACGACTCCACGGCGTCTC-3′ 

5′-TGCTTGTGAACATTCATGTCGCAGGTGT-3′ 
62 

pkce 
5′-TGATCATCGATCTCTCGGGATCATCGGG-3′ 

5′-GCCCACCTCGTCAGGGGTTTC-3′ 
62 

prkcg 
5′-TGGTTCACCGCCGATGCCAC-3′ 

5′-CCGCAAAGGGAGGGCACG-3′ 
62 

pik3ca 
5′-GACGGCTTTGTGACCTTCGGCTT-3′ 

5′-GATGGCCTCAGCAATGACTTGCTCTGG-3′ 
62 

pik3cb 
5′-GGCAGACACCCTTGACATCTGGG-3′ 

5′-CTGAATCTTGTCCTCGCTGAACTTGCG-3′ 
62 

pik3cg 
5′-CTCTGGAATGTGTGGCTGGAGTTTGG-3′ 

5′-GTCAGGATTGGTTGCGGAGGTGAG-3′ 
62 

mарk8 
5′-GGCTCAGGAGCTCAAGGAATAGTGTGT-3′ 

5′-CAGCAGAGTGAAGGTGCTTGATTCCAC-3′ 
62 

hif1a 
5′-TGACGTGCTTGGTGCTGATTTGTGAAC-3′ 

5′-GCAAGCATCCTGTACTGTCCTGTGG-3′ 
62 

jun 
5′-GGAAATAGGCGAGCGGCTACCG-3′ 

5′-GGCCTCCGACAACTGTCCCC-3′ 
62 

 

2.11. Иммуноцитохимическое окрашивание 

 

Первичные смешанные нейрон-глиальные культуры фиксировали в 4% 

растворе параформальдегида (PFA)/PBS (PanReac AppliChem, Испания) в 
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течение 20 мин при комнатной температуре. В качестве демаскирующего 

раствора использовали 0.2% Triton x100 (PanReac AppliChem, Испания), а для 

блокирования неспецифических сайтов связывания – 10% козьей сыворотки 

(Biosera, Франция) и 5% раствором бычьего сывороточного альбумина (Sigma-

Aldrich, CША). Для маркирования химерного белка нейротрофического 

фактора BDNF/еGFP и усиления сигнала еGFP использовали первичные 

поликлональные куриные антитела antiGFP (1:600; Abcam, США) и вторичные 

Goat-antiChicken антитела, коньюгированные с флуорофором Alexa 546 

(1:1000, Invitrogen, США). Для идентификации нейронов в первичной 

смешанной нейрон-глиальной культуре использовали первичные 

моноклональные кроличьи антитела antiMAP2 (1:500; Abcam, США), в 

качестве вторичных антител – Goat-antiRabbit Alexa 647 (1:500; Abcam, США). 

В качестве контрастного ядерного красителя использовали DAPI (1:1000; 

Sigma-Aldrich, США). Визуализацию иммуноцитохимического окрашивания 

проводили при помощи лазерного сканирующего конфокального микроскопа 

Carl Zeiss LSM 800, объектив Plan-Apochromat 10×/0.3 (Carl Zeiss, Германия). 

 

2.12. Интравентрикулярная инъекция вируса AAV-Syn-BDNF-еGFP 

 

В течение 6-24 часов (Р0) после рождения мышат забирали из клетки и 

перед проведением интравентрикулярной инъекции помещали на холодный 

столик (0°C) для анестезии с помощью гипотермии. После обездвиживания 

мышонка, вирусные частицы AAV-Syn-BDNF-eGFP (не более 2 мкл), 

подкрашенные трипановым синим (trypan blue, 0.05%) (Sigma-Aldrich, CША), 

инъецировали с использованием шприца на 10 мкл (Hamilton Bonaduz AG, 

Швейцария) с иглой 32G (Hamilton Bonaduz AG, Швейцария) без 

использования стереотаксического оборудования – на полпути между 

лямбдой и брегмой, 0,8-1 мм латеральнее стреловидного шва, на глубину не 

более 3 мм (рис. 4А). Место инъекции помечалось на коже новорожденного 

нетоксичным лабораторным маркером точно также, как на игле ставилась 
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засечка для определения глубины введения раствора вирусных частиц. Шприц 

с иглой располагались строго перпендикулярно по отношению к месту 

инъекции и при нажатии на поршень, игла не должна уходить глубже 

указанного значения. При соблюдении всех вышеперечисленных требований 

после инъекции латеральный мозговой желудочек окрашивался в синий цвет 

(Passini et al., 2001; 2003; Kim et al., 2014). Инъекцию в контралатеральный 

желудочек выполняли таким же образом. Далее инъецированных мышат 

помещали на грелку (37°C), а после нормализации температуры тела и 

восстановления двигательной активности, возвращали в гнездо к матери или к 

заранее подготовленной суррогатной самке. Эксперименты in vivo проводили 

на животных при достижении Р65. 

 

Рисунок 4. Интравентрикулярная вирусная инъекция новорожденным мышатам 

(P0). (А) Схематическое изображение головного мозга мыши, *отмечены сайты 

инъекции вирусным вектором. (Б) Репрезентативное изображение изолированного 

головного мозга с коронарным поперечным срезом, полученным сразу после 

двусторонней инъекции красителя. (В) Схема проведения интравентрикулярной 

инъекции. Создано в BioRender.com (по Gavrish et al., 2022) 

 

2.13. Моделирование эпилептиформной активности – пилокарпиновая 

модель in vivo 

 

Для моделирования эпилептически-подобных условий, животных 

взвешивали и рассчитывали дозы вводимых препаратов. Первоначально 

подкожно вводился нитрат метилскополамина в концентрации 1 мк/кг для 
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снижения периферических эффектов пилокарпина. Через 30 минут 

производилось парентеральное введение конвульсанта – пилокарпин 

гидрохлорида в концентрации 300 мг/кг. После введения поведение животных 

регистрировалось непрерывно в течение более 120 минут с видеонаблюдением 

при помощи видеокамеры Microsoft LifeCam MSCR-LC-Cinema (Microsoft, 

США). Для оценки тяжести судорожной активности у лабораторных 

животных после моделирования эпилептиформной активности при помощи 

конвульсантов использовали модифицированную шкалу Расина (рис. 5) (Ihara 

et al., 2016). 

 

Рисунок 5. Модифицированная шкала Расина. Создано в BioRender.com 

(адаптировано по Ihara et al., 2016) 

 

2.14. Моделирование эпилептиформной активности – аудиогенная 

стимуляция in vivo 

 

Эпилептиформная активность, формирование которой происходит в 

ответ на аудиогенную стимуляцию, является одной из моделей 
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генерализованной судорожной активности у людей (Faingold, 1999, Jobe, 

Browning, 2006). Тестирование проводили в 20-30 дневном возрасте. 

Адаптацию животных к поведенческой установке – стеклянной колбе в 

звукоизолирующим боксе, проводили в течение 1 минуты. Звуковой сигнал с 

интенсивностью 110 дБ от электромеханического звонка подавали порядка 60 

секунд и прекращали при регистрации эпилептиформной активности у 

животных или по истечению отведенного времени (Semiokhina et al., 2006; 

Borisova et al., 2016; Mishchenko et al., 2022). Поведение фиксировали при 

помощи видеокамеры Microsoft LifeCam MSCR-LC-Cinema (Microsoft, США) 

(Belousova et al., 2018). 

Степень тяжести проявления судорожной активности у лабораторных 

животных после моделирования эпилептиформной активности при помощи 

аудиогенной стимуляции оценивали с помощью модифицированной шкалы 

Крушинского (Krushinsky, 1948) (табл. №2). 

 

Таблица №2. Модифицированная шкала Крушинского  

 

 

 

Оценка, 

выраженная в 

баллах 

Поведенческий статус 

0 Отсутствие реакции на звук в течение 60 с 

1 

Фаза «манежного бега», или двигательного 

возбуждения, когда животные совершали 

неконтролируемые движения в камере после начала 

стимуляции 

2 
Начало клонических судорог с падением животного на 

брюшко (начало судорог) 

3 
Падение на бок, клонические судороги передних и 

задних конечностей 

4 
Тонические судороги передних конечностей, клонус 

задних конечностей 

5 

Тонические судороги передних и задних конечностей, 

сопровождающиеся ригидностью всего 

тела животного 
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2.15. Тест на сенсомоторную активность 

 

Тест направлен на оценку моторных функций и некоторых рефлексов 

лабораторных животных. Тестирование рефлекса разгибания проводили 

следующим образом – мышь подвешивали за хвост в течение 1 минуты. В 

норме происходит разведение задних конечностей, в то время как сгибание, 

поджимание и обхватывание другой конечности принято расценивать как 

отклонение (Kiryk et al., 2008).  

Чтобы выявить нарушения в координации движений и равновесии 

проводили целый комплекс сенсомоторных тестов, получивших название 

«прогулка по приподнятой перекладине». В ходе тестирования фиксировали 

время, затрачиваемое животным на выполнение. Максимальное время 

наблюдения составило 120 с. Тестирование выполняли до и через 7 дней после 

моделирования эпилептиформной активности. Тестирование проводилось в 

условиях вивария и не требовало предварительной адаптации животных к 

помещению. 

Задача №1. Движение по плоским (шириной 1, 2 и 3 см) и 

цилиндрическим (диаметром 0.5 и 3 см) перекладинам. Длина перекладин для 

тестирования составила 50 см. Их параллельно закрепляли между двумя 

платформами на высоте 50 см над мягким матом. На начало тестирования 

мышь помещали в центр между платформами и фиксировали время, 

необходимое для достижения одной из них по перекладинам. Если животное 

срывалось – время прохождения приравнивалось к 120 с. 

Задача №2. Удерживание за провод. Аналогичным образом, как и в 

первой задаче, на высоте 50 см над мягким матом между двумя платформами 

натягивали провод. Фиксировали время удерживания до падения. 

Задача №3. Поворот в цилиндре, диаметром 3 см. Длина цилиндра, 

запаянного с одной стороны, составила13 см. Лабораторных животных 

помещали мордочкой к запаянному краю и фиксировали время до разворота.  
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Задача №4. Поворот на наклонном экране. Платформу из проволочной 

сетки (20х20 см) закрепляли на высоте 50 см под углом 45°. Мышь помещали 

мордочкой вниз на сетку и фиксировали время до разворота на 180°. 

 

2.16. Тест «открытое поле» 

 

Исследование локомоторной активности, ориентировочно-

исследовательского поведения и тревожности в новом открытом пространстве 

проводили с использованием теста «открытое поле». Он также позволяет 

выявить нарушения в нервно-мышечной, сенсорной и вегетативной системах 

организма, а также функциональные изменения, связанные с индивидуальным 

и социальным поведением животных. Тестирование выполняли до и через 7 

дней после моделирования эпилептиформной активности в установке Open 

Field (IR Actimeter) (PanLab, Испания). Перед проведением тестирования 

животные в транспортных клетках в течение 20 минут находились в комнате 

рядом с установкой для адаптации к новому помещению. Установка 

представлена инфракрасным монитором активности с двухмерной рамой 

(45х45 см) и системой инфракрасных лучей. Все параметры регистрировались 

и анализировались при помощи программного обеспечения ActiTrack (PanLab, 

Испания). В течение 5 мин оценивались общая пройденная дистанция, время, 

проведенное в центре поля, вертикальная двигательная активность. 

 

2.17. Тест «условный рефлекс пассивного избегания» 

 

Исследование формирования условного рефлекса пассивного избегания 

позволяет провести оценку влияния различных факторов на формирование 

долговременной памяти. Установка для проведения данного эксперимента 

представляла собой камеру (25×25×25 см3), состоящую из двух одинаковых 

отсеков, разделенных перегородкой: освещенного «безопасного» и 

затемненного «опасного» отсека с электрифицированным решетчатым полом 
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(Panlab, Испания). Тестирование проводили в 2 этапа. В ходе обучения (1 день) 

мышь однократно помещали в некомфортные условия светлого отсека спиной 

к затемненному отсеку и фиксировали латентный период (Latency 1 день) 

пребывания в светлом отсеке. При переходе мыши в темный отсек, она 

получала электрокожное раздражение на лапы (ток 0,45 мА) на протяжении 5 

с и запоминает (или не запоминает), что этот отсек ассоциирован с болью. На 

данном этапе процесс обучения завершался и животное извлекалось из 

установки. Через 24 часа производился повтор эксперимента, направленный 

на проверку сохранения рефлекса, при этом также фиксировалось время 

перехода животного между отсеками (Latency 2 день). Показатель «Delta 

Latency» характеризует разницу между временем перехода во второй и первый 

день тестирования. 

 

2.18. Тест «акустическая стартл-реакция» 

 

Преимпульсное ингибирование представляет собой ослабление реакции 

организма на сильный стимул (импульс) при наличии предварительного 

стимула меньшей выраженности (преимпульса). Тест позволяет оценить 

степень сенсомоторной фильтрации. При использовании акустических 

стимулов производится измерение амплитуды акустической стартл-реакции 

путем регистрации вздрагивания животного. Для этой цели использовали 

установку для измерения стартл-рефлекса фирмы Packwin (Panlab, Испания), 

оснащенной модулем подачи звуковых сигналов на фоне белого шума (60 дБ). 

Мышь помещали в установку и регистрировали вздрагивание животного в 

ответ на стимулы на основании изменения силы давления на сетку под ней. 

Протокол эксперимента: 

• Период адаптации — 7 мин; 

• Стимул (110 дБ) — 10 раз; 

• Престимул-1 (70 дБ) — 10 раз; 

• Престимул-2 (80 дБ) — 10 раз; 
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• Престимул-3 (85 дБ) — 10 раз; 

• Престимул-4 (90 дБ) — 10 раз; 

• Отсутствие звукового стимула — 10 раз; 

Сигналы отправлялись случайным образом с интервалом 100 мс 10 раз. 

2.19. Приготовление замороженных срезов головного мозга мыши 

 

Для приготовления замороженных срезов головного мозга животных 

подвергали эвтаназии путем дислокации шейных позвонков с последующей 

декапитацией. Дальнейшую фиксацию проводили без предварительной 

перфузии, а все манипуляции проводили в слабоосвещенном помещении. 

Хирургически удаленный мозг помещали в 4% раствор PFA/PBS на 12 часов 

при 4°C, после чего промывали PBS для удаления избытка фиксирующего 

раствора. Для обеспечения криозащиты осуществляли проводку по градиенту 

концентраций сахарозы – 15% и 30%, соответственно. После насыщения 

криопротектором образцы головного мозга подвергали глубокой заморозке 

для дальнейшего приготовления срезов толщиной 50 мкм с использованием 

замораживающе-скользящего микротома Leica GM 1520 (Leica, Германия). 

Подготовленные срезы помещали в 24-луночные планшеты, содержащие 

раствор PBS, и хранили при 4°C. Для длительного хранения в PBS добавляли 

консервант азид натрия (NeoFroxx, Германия). 

 

2.20. Иммуногистохимическое окрашивание плавающих срезов 

 

Проводили оценку флуоресценции белка eGFP в тканях головного мозга 

животных через 3 недели после введения вирусного препарата для 

подтверждения успешной трансдукции. Плавающие срезы помещали в 

раствор, содержащий 0.2% Triton x100 (PanReac AppliChem, Испания), 10% 

козьей сыворотки (Biosera, Франция) и 5% бычьего сывороточного альбумина 

(Sigma-Aldrich, CША). Для усиления сигнала нативного eGFP, входящего в 

состав вирусного вектора, использовали первичные козьи поликлональные 
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антитела antiGFP (1:1000, Rockland Immunochemicals, США) и вторичные 

поликлональные антитела Donkey antiGoat IgG (H + L), Alexa Fluor 488 (1:300, 

Invitrogen, США). DAPI (1:1000, Sigma-Aldrich, США) использовали в 

качестве контрастного ядерного красителя. Визуализацию 

иммуногистохимического окрашивания проводили при помощи лазерного 

сканирующего конфокального микроскопа Carl Zeiss LSM 800, объектив Plan-

Apochromat 10×/0.3 (Carl Zeiss, Германия). 

 

2.21. Выделение тотальной РНК из коры больших полушарий головного 

мозга мыши и RТ-PCR 

 

Экстракцию тотальной РНК из коры больших полушарий головного 

мозга и гиппокампа мыши проводили с помощью реактива ExtractRNA 

(Evrogen, Россия). Все дальнейшие оценки качества и количества выделенной 

РНК проводили аналогичным образом, как и для экспериментов in vitro. 

Синтез гибридной кДНК проводили с использованием набора обратной 

транскриптазы MMLV RT (Evrogen, Россия) и random primer (Evrogen, 

Россия). RТ-PCR проводили с применением набора qPCRmix-HS 

SYBR+LowROX (Evrogen, Россия) на амплификаторе Applied Biosystems 7500 

RT-PCR (Termo Fisher Scientific, Applied Biosystems, CША). Программа 

амплификации – 50°C 2 мин, 90°C 10 мин, (95°C 15 сек, 60°C 1 мин) х40 

циклов. Последовательности праймеров, использованные для постановки RТ-

PCR, представлены в таблице №1. Обработку полученных данных проводили 

методом ΔΔCt. Экспрессию анализированных генов нормализовали 

относительно контрольного образца – тотальная РНК из коры больших 

полушарий головного мозга мыши Sip1fl/wt и NexCrecre/wt без вирусной 

инъекции, погибшей в первый час моделирования эпилептиформной 

активности, а также относительно контрольного гена oaz1. 
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2.22. Анализ изображений и статистическая обработка результатов 
 

Обработку временных серий, полученных при регистрации Ca2+ 

активности in vitro, обрабатывали в программе ImageJ с плагином Time series 

analyzer. Результаты исследования представлены в виде «Mean+SEM». 

Построение графиков и статистическую обработку проводили с 

использованием Origin 8.5 (Microcal Software Inc., Mарокко) и GraphPad Prism 

9 (GraphPad Software, Канада). Перед проведением всех экспериментов в 

программе GPower 3.1 (ASA Group, Германия) проводили расчет 

статистической мощности и определяли объем выборки необходимой для 

получения достоверных результатов. Перед проведением статистического 

анализа проводили тест Rout, позволяющий обнаружить множественные 

выбросы данных, а также тест Граббса, определяющий является ли 

наибольшее или наименьшее значение в наборе данных выбросом. В ходе 

проверки никакие экспериментальные данные исключены не были. Оценку 

нормальности распределения данных проводили при помощи тестов Шапиро-

Уилка (для малых выборок) и Колмогорова-Смирнова. Статистически 

значимые различия между экспериментальными группами определяли с 

помощью дисперсионного анализа (двухфакторная ANOVA с поправкой 

Сидака; двухфакторная ANOVA с коррекцией Гейссера-Гринхауза), парного 

t-критерия Стьюдента и непараметрических критериев (Краскела – Уоллиса с 

поправкой Данна). 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

3.1. Влияние вирусного вектора AAV-Syn-BDNF-еGFP на первичные 

смешанные нейрон-глиальные культуры в норме 

 

Тестирование аденоассоциированного вирусного вектора 2-го серотипа 

AAV-Syn-BDNF-еGFP, обеспечивающего повышенную экспрессию 

химерного белка нейротрофического фактора BDNF/eGFP, проводили на 

первичных смешанных нейрон-глиальных культурах без моделирования 

повреждающих воздействий. Наличие химерного белка нейротрофического 

фактора BDNF/еGFP детектировали по уровню экспрессии флуоресцентного 

белка еGFP на 4 сутки после проведения вирусной трансдукции. Его 

экспрессия сохранялась вплоть до 14 DIV. При помощи 

иммуноцитохимического окрашивания антителами к GFP и МАР2 – маркеру 

нейронов была продемонстрирована селективная экспрессия химерного белка 

(рис. 6В). 

Ввиду высокой чувствительности нейрональных клеток практически ко 

всем химическим обработкам, включая вирусные препараты, разработанный 

вирусный вектор AAV-Syn-BDNF-еGFP тестировали на предмет возможных 

цитотоксических эффектов. Не было выявлено статистически значимых 

различий между экспериментальными группами. Следовательно, 

продемонстрировано отсутствие цитотоксического действия на 7DIV – 

жизнеспособность трансдуцированных нейрональных клеток составила 

90.55±0.58%, в то время как в контрольной группе – 96.26±0.43% (рис. 6Б). 
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Рисунок 6. Тестирование аденоассоциированного вирусного вектора AAV-Syn-

BDNF-eGFP. (А) Карты плазмидного вектора pAAV-Syn-BDNF-eGFP 

сконструирована с использованием SnapGene Viewer 3.1.2. (Б) Оценка 

жизнеспособности первичных смешанных нейрон-глиальных культур интактных 

(контроль) и с повышенной экспрессией химерного белка BDNF/еGFP (BDNF-еGFP) 

на 7 DIV после проведения вирусной трансдукции (n=15 независимых повторов). 

Данные представлены в виде «Mean+SEM». Статистическую обработку проводили 

с помощью t-критерия Стьюдента. ((А) и (Б) адаптировано по Mitroshina et al., 2018). 

(В) Репрезентативные конфокальные изображения иммуноцитохимического 

окрашивание первичных смешанных нейрон-глиальных культур (по Gavrish et al, 

2022)  
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3.2. Влияние повышенной экспрессии химерного белка BDNF/eGFP на 

смешанные нейрон-глиальные культуры при моделировании глутамат-

индуцированной эксайтотоксичности  

 

Далее была проведена оценка влияния химерного белка 

нейротрофического фактора BDNF/eGFP при моделировании острой 

глутамат-индуцированной эксайтотоксичности in vitro. Для этого была 

использована общепринятая модель глутамат-индуцированной 

эксайтотоксичности (Abramov, Duchen, 2008; Gaidin et al., 2020). Первичные 

смешанные нейрон-глиальные культуры обрабатывали Glu 100 μM и 20 μM 

глицина в присутствии или в отсутствие вирусного вектора AAV-Syn-BDNF-

еGFP и отслеживали [Ca2+]i динамику (рис. 6). Для идентификации нейронов 

в смешанной нейрон-глиальной культуре, перед началом эксперимента 

проводили кратковременное (30 сек) добавление 35 mМ KCl с одновременной 

записью кальциевой активности. В контрольной группе глутаматная 

эксайтотоксичность приводила к быстрому и необратимому увеличению 

концентрации [Ca2+]i в нейронах (рис. 7А), причем в астроцитах (рис. 7Б) из 

этой же группы подобных высокоамплитудных Са2+-осцилляций не 

наблюдалось. Как показали тесты на жизнеспособность, после моделирования 

повреждающих воздействий погибают преимущественно нейроны в 

контрольной группе (83±12% клеток в поле зрения) (рис. 7В). Трансдукция 

вирусным вектором, обеспечивающим повышение экспрессии химерного 

белка BDNF/еGFP, значительно снижало вызываемый Glu повышение уровня 

цитозольного [Ca2+]i как в нейронах, так и в астроцитах. Амплитуда [Ca2+]i в 

среднем была меньше на 50% (рис. 7А и Б), а осцилляции обратимыми и [Ca2+]i 

возвращались практически до уровня покоя в течение 10±7 минут. Что 

касается клеточной гибели, то повышение уровня экспрессии химерного белка 

BDNF/eGFP способствовало выживаемости нейронов в первичных 

смешанных нейрон-глиальных культурах (18±11% клеток в поле зрения) 
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(t=7.268, df=10, p <0.001) при сравнении относительно группы «Контроль» 

(рис. 7В). 

 

Рисунок 7. Влияние повышенной экспрессии химерного белка BDNF/еGFP на Са2+ 

динамику и жизнеспособность первичных смешанных нейрон-глиальных культур 

при моделировании глутамат-индуцированной эксайтотоксичности (40 мин). Са2+-

ответы нейронов (А) и астроцитов (Б) контрольных и с повышенной экспрессией 

химерного белка BDNF/еGFP (BDNF-еGFP) культур на воздействие Glu 100 μM и 20 

μМ глицина в среде, не содержащей Mg2+. (В) Оценка жизнеспособности в 

контрольных и BDNF-еGFP культурах до и после аппликации с Glu. Для каждого 

эксперимента n=6 независимых повторов. Данные представлены в виде «%+SEM». 

Cтатистическую обработку проводили с помощью t-критерия Стьюдента, данные 

достоверны *** p <0.001 (по Gaidin et al., 2020) 

 

Острая глутамат-индуцированная эксайтотоксичность преимущественно 

воздействует на нервные клетки, способствуя их чрезмерному повреждению и 

гибели, в то время как астроциты более толерантны к повреждающим 

условиям (Abedi et al., 2017), по крайней мере во время моделирования 

повреждающих воздействий (40 мин). Стоит отметить, что повышение 

внутриклеточного [Ca2+]i под действием Glu в группе с повышенной 

экспрессией химерного белка BDNF/еGFP было обратимым и 

характеризовалось меньшими амплитудами. 

При моделировании хронической глутамат-индуцированной 

эксайтотоксичности в контрольной группе было установлено, что % погибших 

клеток от общего числа составил 86±7%. В то время как в культурах с 
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вирусной трансдукцией, обеспечивающей повышение уровня экспрессии 

химерного белка BDNF/еGFP, % погибших клеток составил 36±10%. 

Так как один из основных молекулярных механизмов 

нейропротекторного действия BDNF связан с активацией PI3K киназы 

(BDNF/TrkB/PI3K) (Schratt et al., 2017), нами было исследовано ее влияние с 

использованием синтетического активатора PI3K-пути – 740Y-P. В группе без 

вирусной трансдукции, но с добавлением Glu и 740Y-P (1мкМ), наблюдалось 

снижение процента погибших клеток – 77±13% (по Gaidin et al., 2020). 

Таким образом, повышенная экспрессия химерного белка 

нейротрофического фактора BDNF/еGFP оказывает выраженное 

нейропротекторное действие на нейроны и астроциты при кратковременном и 

хроническом моделировании глутамат-индуцированной эксайтотоксичности, 

что подтверждается результатами как измерения внутриклеточного [Ca2+]i, так 

и оценки жизнеспособности первичных смешанных нейрон-глиальных 

культур.  

 

3.5. Оценка влияния повышенной экспрессии химерного белка BDNF/еGFP 

на уровень экспрессии генов, кодирующих защитные и повреждающие белки  

 

Наличие химерного белка нейротрофического фактора BDNF/еGFP, 

доставленного при помощи вирусной трансдукции, способствует подавлению 

базовой экспрессии ряда генов, кодирующих проапоптотические киназы – jun, 

casp3, mapk8, что согласуется с результатами оценки жизнеспособности 

нейрональных клеток при моделировании хронической глутамат-

индуцированной эксайтотоксичности. 

Одновременно со снижением уровня экспрессии генов, кодирующих 

одни из ключевых активаторов апоптоза, нами было продемонстрирована 

тенденция к увеличению экспрессии генов, ответственных за формирование 

защитных белков, вовлеченных в молекулярные нейропротекторные каскады, 

реализуемые BDNF – pik3сa, pik3сb, pik3сg (субъединицы, входящие в состав 
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PI3K), hif1а, src, camk2a (CaMKII). Экспрессия генов prkca, prkce, prkcg, 

кодирующих субъединицы протеинкиназы С (PKC), оставалась без изменений 

(рис. 8А). 

Также была исследована экспрессия генов, кодирующих основные про-

/противовоспалительные белки – il-1b, tnfα и il 10, так как при развитии любых 

патологических процессов в организме активируются воспалительные и 

провоспалительные каскады (рис. 8Б). 

 

Рисунок 8. Влияние повышенной экспрессии химерного белка BDNF/еGFP на 

уровень экспрессии генов, кодирующих активаторов апоптоза и внутриклеточных 

нейропротекторных каскадов (А), про- и противовоспалительные (Б) белки. За 

единицу принят уровень экспрессии анализируемых генов в культурах, полученных 

от мышей дикого типа без вирусной трансдукции AAV-Syn-BDNF-eGFP (отмечено 

на графике пунктирной линией). В качестве референсного гены был выбран оaz1. 

Данные представлены в виде «Mean+SEM». n=3 независимых повтора 

(адаптировано по Gaidin et al., 2020) 
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3.6. Влияние повышенной экспрессии химерного белка нейротрофического 

фактора BDNF/еGFP на адаптацию нервных клеток к эпилептиформной 

активности, вызванной частичной делецией гена транскрипционного фактора 

Sip1 in vitro 

 

Показано, что развитие синдрома Мовата-Вильсона, характеризующегося 

умственной отсталостью и склонностью к эпилепсии, тесно связано с 

снижением экспрессии гена транскрипционного фактора Sip1 в коре головного 

мозга (Garavelli, Mainardi, 2007; Ivanovski et al., 2018). Интересно, что полная 

делеция гена транскрипционного фактора Sip1 приводит к снижению 

чувствительности NMDAR и AMPAR корковых нейронов к селективным 

активаторам (Turovskaya et al., 2018), потере ритмической Са2+-активности и 

снижению количества сигнальных киназ (Turovskaya et al., 2020). В то же 

время частичная делеция гена транскрипционного фактора Sip1 вызывает 

противоположный эффект – увеличение чувствительность NMDAR и AMPAR, 

а также увеличение амплитуды Ca2+-сигналов в ответ на селективные 

активаторы (Turovskaya et al., 2018).  

Для исследования роли повышенной экспрессии химерного белка 

BDNF/еGFP при моделировании эпилептиформной активности, 

использовались мыши с неполной делецией гена транскрипционного фактора 

Sip1 – Sip1fl/wt и безмагниевая среда (Mg2+-free), в качестве общепринятой 

модели эпилептогенеза (Gong et al., 2014; Cho et al., 2017). В нейрональной 

сети Sip1fl/wt в ответ на Mg2+-free среду происходит генерация 

высокочастотных несинхронных Са2+-осцилляций (22±12 осцилляций за 

время регистрации 30 минут) (рис. 9Г), с постепенным повышением базового 

уровня цитозольного кальция [Ca2+]i (рис. 9А). 

Вирусная трансдукция AAV-Syn-BDNF-eGFP, обеспечивающая 

повышение уровня экспрессии химерного белка нейротрофического фактора 

BDNF/еGFP, способствовала подавлению как амплитуды (рис. 9Б), так и 

частоты – 6±3 Mg2+-free индуцированных Са2+-осцилляций (F (2, 12) = 53.15, р 
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<0.0001 относительно группы «Sip1fl/wt»; F (2, 12) = 53.15, р <0.0001 

относительно группы «+740Y-P») (рис. 9Г). Также стоит отметить, что 

предварительная 24-часовая инкубация с селективным активатором PI3K – 

740Y-P способствует частичному уменьшению амплитуды (рис. 9В) и 

подавлению частоты (18±7 импульсов за 30 мин регистрации) (рис. 9Г) Са2+-

осцилляций, вызываемых безмагниевой средой, что также свидетельствует о 

вовлеченности PI3K-зависимого защитного каскада, опосредованного 

действием химерного белка BDNF/еGFP. 

 

Рисунок 9. Оценка влияния различных соединений с нейропротекторными 

свойствами при моделировании индуцированной эпилептиформной активности на 

Ca2+-осцилляции в первичных смешанных нейрон-глиальных культурах, 

полученных от мышей с частичной делецией транскрипционного фактора Sip1. 

Индукция эпилептиформной активности в первичных смешанных нейрон-

глиальных культурах, полученных от мышей Sip1fl/wt (А), в культурах Sip1fl/wt, 

трансдуцированных вирусным вектором AAV-Syn-BDNF-eGFP (Б), в культурах 

Sip1fl/wt, инкубированных совместно с активатором PI3K – 740Y-P (В). Оценка 

частоты Са2+-осцилляций в культурах Sip1fl/wt при индукции эпилептиформной 



73 
 

активности в контроле и в зависимости от нейропротекторных соединений (Г). 

Данные представлены в виде «Mean+SEM». Для каждого эксперимента n=5 

независимых повторов. Статистический анализ проводили с использованием 

однофакторной ANOVA с поправкой Тьюки. ****р <0.0001; n/s – данные 

недостоверны, р> 0.05 (по Turovskaya et al., 2024) 

 

3.7. Влияние повышенной экспрессии химерного белка BDNF/еGFP на 

экспрессию ключевых генов-регуляторов нейротрансмиссии нейрональных 

сетей в нервных клетках, полученных от мышей Sip1fl/wt in vitro 

 

Были исследованы защитные молекулярные механизмы, реализуемые 

химерным белком нейротрофического фактора BDNF/еGFP при 

моделировании эпилептиформной активности in vitro. Так, в культурах, 

полученных от мышей с частичной делецией гена транскрипционного фактора 

Sip1 (Sip1fl/wt) значительно снижен базовый уровень экспрессии bdnf – 

примерно на 60% относительно контрольных культур (F (2, 6) = 135.6, р = 

0.0433), полученных от мышей дикого типа Sip1wt/wt. В то же время экспрессия 

генов, кодирующих рецепторы нейротрофина – TrkB и p75-NGFR (ntrk2 и ngfr, 

соответственно), оставалась без изменений (рис. 10A). После трансдукции 

вирусным вектором AAV-Syn-BDNF-eGFP наблюдался противоположный 

эффект – достоверно повысилась экспрессия генов как самого BDNF (F (2, 6) 

= 135.6, р <0.0001), так и его ключевого рецептора TrkB (F (2, 6) = 72.25, р 

<0.0001), через который нейтрофин реализует свои функции в организме. 

Одновременно с этим повышенная экспрессия химерного белка BDNF/еGFP 

не привела к увеличению экспрессии p75-NGFR, через который 

предшественник BDNF (proBDNF) реализует молекулярный каскад, 

приводящий к апоптотической гибели нейрональной клетки (рис. 10A). Кроме 

того, в культурах Sip1fl/wt наблюдалось увеличение экспрессии mapk8 (F (2, 6) 

= 204.9, р <0.0001), кодирующего одноименную проапоптотическую киназу 

Mapk8, в то время как химерный белок BDNF/еGFP снижает ее (F (2, 6) = 204.9, 
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р <0.0001) практически до уровня экспрессии в контрольной группе (рис. 10Б). 

Однако при анализе других генов, отвечающих за оценку апоптотического 

статуса клетки, не выявлено достоверных различий. Вирусная трансдукция 

привела к достоверному увеличению экспрессии р57 (F (2, 6) = 370.9, р 

<0.0001) (рис. 10В). Важно добавить, что трансдукция вирусным вектором 

AAV-Syn-BDNF-eGFP привела к увеличению экспрессии pik3ca (F (2, 6) = 

131.2, р <0,0001) и pik3cb (F (2, 6) = 126.1, р <0,0001), кодирующие 

субъединицы, входящие в состав PI3K защитной киназы, prkce (F (2, 6) = 272.9, 

р <0,0001), prkcg (F (2, 6) = 151.7, р <0,0001) (PKC), camk2a (F (2, 6) = 810.3, р 

<0,0001) (CaMKII), аkt (F (2, 6) = 460.2, р <0,0001) (АКТ) и src (F (2, 6) = 20.26, 

р = 0.0419), а так же транскрипционного фактора hif (F (2, 6) = 243.1, р <0,0001), 

что также способствует выживанию (рис. 10Б).  

Поскольку воспаление может способствовать повреждению головного 

мозга во время эпилепсии, был проанализирован и уровень экспрессии генов, 

кодирующих как провоспалительные, так и противовоспалительные белки. 

Базовый уровень экспрессии il-1b и tnfα не изменялся даже после трансдукции 

вирусным вектором и моделирования эпилептиформной активности in vitro 

(рис. 10Г), тогда как повышенная экспрессия химерного белка BDNF/еGFP 

способствовала увеличению уровня экспрессии гена, кодирующего 

противовоспалительный цитокин IL-10 (рис. 10Г).  

Характерная черта формирования эпилептогенеза – дисбаланс между 

возбуждающей и тормозной системами центральной нервной системы. Так, 

частичная делеция гена транскрипционного фактора Sip1 приводит к 

повышению уровня экспрессии генов, кодирующих субъединичный состав 

возбуждающих глутаматных рецепторов – gria1 (F (2, 6) = 159.9, р <0.0001) 

(GluA1, AMPAR), grin2a (F (2, 6) = 182.2, р <0.0001) и grin2b (F (2, 6) = 67.57, 

р <0.0001) (NR2A и NR2B, соответственно, NMDAR), а также grik1 (F (2, 6) = 

120.7, р <0.0001) и grik2 (F (2, 6) = 251.2, р <0.0001) (KA1 и KA2, 

соответственно, KAR), одновременно с увеличением экспрессии генов, 

ответственных за формирование тормозных рецепторов – gabra1 (F (2, 6) = 
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209.1 р <0.0001) (GABA(A)-рецептор), в то время как уровень экспрессии 

gabbr1 (GABA(B)-рецептор) достоверно не изменяется (рис. 10Д). Наличие 

химерного белка BDNF/еGFP изменяет это соотношение в клетках Sip1fl/wt – 

снижается уровень экспрессии gria1 (F (2, 6) = 159.9, р <0.0001), grin2a (F (2, 

6) = 182.2, р <0.0001) и grin2b (F (2, 6) = 67.57, р = 0.0002) , grik1 (F (2, 6) = 

120.7, р <0.0001) и grik2 (F (2, 6) = 251.2, р <0.0001), а уровень экспрессии 

gabra1 (F (2, 6) = 209.1 р = 0.0004) и gabbr1 (F (2, 6) = 31.37, р = 0.0017), 

наоборот, увеличивается (рис. 10Д).  

Дополнительно была проведена оценка уровня экспрессии генов, 

кодирующих некоторые ионные каналы плазматической мембраны. 

Установлено, что частичная делеция гена транскрипционного фактора Sip1 

приводит к увеличению базового уровня экспрессии cacna1i (F (2, 6) = 143.9, 

р <0.0001) (T-cav3.3), kcnmb4 (F (2, 6) = 184.4, р = 0.0004) (BK Ca B4) и kcnmb1 

(F (2, 6) = 52.14, р = 0.0181) (BK Ca B1), trpc7 (F (2, 6) = 100.7, р <0.0001) 

(TRPC7) и trpc3 (F (2, 6) = 194.2, р <0.0001) (TRPC3), scn1a (F (2, 6) = 39.21, р 

<0.0001) (Nav1.1) (рис. 10Е), кодирующие кальциевые каналы Т-типа, 

кальций-активируемые калиевые каналы с большой проводимостью, 

потенциал-рецепторный канал 3 и потенциал-зависимые натриевые каналы, 

соответственно. Стоит отметить, что повышенная экспрессия химерного белка 

BDNF/еGFP не приводит к изменению уровня экспрессии упомянутых генов, 

за исключением kcnmb4 (BK Ca B4) и cacna1i (T-cav3.3), но изменяется 

уровень экспрессии ранее не задействованных генов. Так, в значительной 

степени увеличивается уровень экспрессии cacna1g (F (2, 6) = 159.9, р <0.0001) 

(T-cav3.1), в то время как экспрессия cacna1i (F (2, 6) = 143.9, р <0.0001) (T-

cav3.3) и scn1a (F (2, 6) = 3921, р <0.0001) (Nav1.1) снижается почти до уровня 

экспрессии в контрольных культурах, а также kcnmb4 (F (2, 6) = 184.4, р 

<0.0001) (BK Ca B4) и kcnmb1 (F (2, 6) = 52.14, р = 0.0020) (BK Ca B1), 

кодирующих кальциевые каналы Т-типа и субъединицы канала BK, trpc7 (F (2, 

6) = 100.7, р <0.0001) (TRPC7) и trpc3 (F (2, 6) = 194.2, р <0.0001) (TRPC3) (рис. 

10Е). 
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Рисунок 10. Влияние частичной делеции гена транскрипционного фактора Sip1 и 

вирусной трансдукции AAV-Syn-BDNF-еGFP на уровень экспрессии генов, 

регулирующих нейротрансмиссию и сигнальные пути после моделирования 

эпилептиформной активности in vitro. Уровень экспрессии генов, кодирующих 

нейротрофин и его рецепторы (А); сигнальные киназы и транскрипционные факторы 

(Б); белки, регулирующие апоптоз (В) и воспалительные процессы (Г); белки, 

формирующие субъединичный состав возбуждающих глутаматных и тормозных 

(GABA) рецепторов (Д) а также ионные каналы плазматической мембраны (Е). За 

единицу принят уровень экспрессии анализируемых генов в культурах, полученных 

от мышей дикого типа Sip1wt/wt (отмечено на графике пунктирной линией). В 

качестве референсного гена был выбран оaz1. Данные представлены в виде 

«Mean+SEM». n=3 независимых повтора. Статистическую обработку проводили с 

помощью однофакторной ANOVA с поправкой Тьюки. *р <0.05; **р <0.01; ***р 

<0.001; ****р <0.0001; n/s – данные недостоверны (р> 0.05) (по Turovskaya et al., 

2024) 
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Исходя из этого, можно сделать вывод, что трансдукция вирусным 

вектором AAV-Syn-BDNF-eGFP, обеспечивающая селективную экспрессию 

химерного белка BDNF/еGFP, приводит к значительным изменениям баланса 

между возбуждающей и тормозной системами организма – снижается уровень 

экспрессии генов, контролирующих субъединичный состав глутаматных 

(NMDAR и AMPAR) и каинатных рецепторов, а также одновременное 

повышение экспрессии генов субъединичного состава GABA(A)- и GABA(B)-

рецепторов, что соотносится с результатами анализа Са2+-осцилляций – 

снижением амплитуды и частоты Са2+-осцилляций во время моделирования 

эпилептиформной активности in vitro. Увеличение уровня экспрессии IL-10, 

транскрипционного фактора Hif1α, а также генов, кодирующих 

субъединичный состав ключевых защитных киназ – PKC, CaMKII, PI3K и Akt 

также способствует защите нейрональных сетей во время ряда патологических 

факторов. Среди исследованных генов, кодирующих цитоплазматические 

каналы, в случае повышенной экспрессии химерного белка BDNF/еGFP в 

Sip1fl/wt нейронах, происходит увеличение уровня экспрессии генов, 

отвечающих за формирование Са2+-каналов Т-типа и BK-каналов 4 типа, что 

может, с одной стороны, способствовать увеличению входа ионов Са2+ в 

цитозоль при патологиях, но с другой – улучшить нейротрансмиссию и 

облегчать прохождение сигналов в нейрональной сети. 

 

3.8. Влияние интравентрикулярной инъекции вирусного вектора AAV-Syn-

BDNF-еGFP на морфометрические показатели мышей 

 

Для тестирования вирусного вектора AAV-Syn- BDNF-еGFP in vivo с целью 

выявления роли хронической повышенной экспрессии химерного белка 

BDNF/еGFP была проведена интравентрикулярная вирусная инъекция 

новорожденным мышам. При помощи иммуногистохимического 

окрашивания было показано, что, начиная с третьей недели постнатального 

развития (Р21), достигается стабильная экспрессия зеленого флуоресцентного 
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белка еGFP, входящего в состав вирусного вектора (рис. 11A, отмечены 

белыми стрелочками). С помощью RТ-PCR на 30-е сутки после вирусной 

инъекции были проанализированы уровни экспрессии генов, кодирующих 

нейротрофический фактор BDNF и его ключевой рецептор TrkB. 

Продемонстрировано достоверное увеличение экспрессии bdnf в 3.39±0.42 раз 

в коре головного мозга (F (2, 33) = 15.39, р <0.0001 относительно группы 

интактных мышей; F (2, 33) = 15.39, р = 0.0005 относительно группы «PBS») и 

в 3.57±0.56 раза в гиппокампе (F (2, 33) = 23.75, р <0.0001 относительно 

группы интактных мышей; (F (2, 33) = 23.75, р <0.0001 относительно группы 

«PBS») (рис. 11Б). Что касается ntrk2 (TrkB) – его уровень экспрессии не 

изменялся и после вирусной трансдукции в коре головного мозга, однако 

достоверно увеличивался в гиппокампе (F (2, 33) = 4.916, р = 0.0110) (рис. 11Б). 

В качестве дополнительного контроля была использована группа мышей, 

инъецированная PBS. В этой группе не наблюдалось изменения уровня 

экспрессии исследуемых генов (Gavrish et al., 2022). 

 

Рисунок 11. Репрезентативные конфокальные изображения 

иммуногистохимического окрашивания срезов мозга мышей через 30 дней после 

интравентрикулярной вирусной инъекции AAV-Syn-BDNF-еGFP антителами 

против eGFP и ядер (DAPI) (А). Уровень экспрессии генов нейротрофического 



79 
 

фактора BDNF и его рецептора TrkВ в коре головного мозга и гиппокампе на 30-е 

сутки после проведения интравентрикулярной вирусной инъекции (Б). За единицу 

принят уровень экспрессии анализируемых генов в тканях головного мозга, 

полученных от интактных мышей (отмечено на графике сплошной линией). В 

качестве референсного гена был выбран оaz1. Данные представлены в виде 

«Mean+SEM». Количество животных n=3. Статистическую обработку проводили с 

помощью однофакторной ANOVA с поправкой Тьюки. *р = 0.0110; *** р <0.0005; 

**** р <0.0001 (адаптировано по Gavrish et al., 2022) 

 

Для определения влияния интравентрикулярной инъекции и самого 

вирусного вектора на развитие новорожденных мышей в постнатальном 

периоде были проанализирована динамика изменения весовых и ростовых 

характеристик мышей в течение шести недель после введения AAV-Syn-

BDNF-eGFP. Было продемонстрировано, что вирусная инъекция, 

обеспечивающая повышение уровня экспрессии химерного белка 

нейротрофического фактора BDNF/еGFP, не влияет на морфометрические 

показатели экспериментальных животных. Внешний вид, их масса и 

параметры роста соответствовали норме; достоверных различий с 

контрольной группой не было выявлено (рис. 12) (Gavrish et al., 2022). 

 

Рисунок 12. Интравентрикулярная вирусная инъекция AAV-Syn-BDNF-еGFP не 

оказывает влияния на морфометрические показатели мышей в постнатальном 

периоде. Динамика изменения массы (А) и длины тела (Б) новорожденных мышей в 

течение шести недель постнатального периода после проведения 

интравентрикулярной инъекции вирусным вектором AAV-Syn-BDNF-eGFP. 
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Статистическую обработку проводили с помощью двухфакторной ANOVA с 

коррекцией Гейссера-Гринхауза. Данные представлены в виде «Mean+SEM». 

Количество животных n=10. (по Gavrish et al., 2022) 

 

3.9. Повышенная экспрессия химерного белка BDNF/еGFP в нейронах коры 

мозга мышей дикого типа не оказывает влияния на развитие 

эпилептиформной активности при аудиогенной стимуляции 

 

На 21 день постнатального развития всем группам – контрольным 

(контроль и PBS) и экспериментальной с введением вирусного вектора AAV-

Syn-BDNF-eGFP, проводили аудиогенную стимуляцию для оценки влияния 

интравентрикулярной инъекции и самого вирусного вектора на формирование 

эпилептиформной активности. Полученные результаты показали, что 

аудиогенная стимуляция как инъецированных, так и не инъецированных 

вирусным конструктом животных, не вызывала развития судорожной 

активности. У животных из экспериментальных групп интенсивность 

судорожной активности составила 0 баллов по модифицированной шкале 

Крушинского в 100% случаев. 

Также стоит отметить, что индукция аудиогенной эпилептиформной 

активности не приводила к развитию неврологического дефицита у 

экспериментальных животных на следующий день – в группе с 

интравентрикулярной инъекцией вирусного вектора AAV-Syn-BDNF-eGFP 

неврологический дефицит составил 1.1±0.2, что достоверно не отличалось от 

значений интактных животных из группы контроль 2.3±0.3 и «PBS» 2.3±0.3 

(р> 0.05, тест Краскела – Уоллиса с поправкой Данна) (Kustova et al., 2022). 

Исследования поведенческих реакций экспериментальных животных 

проводили на самцах, достигших 2х месячного возраста, так как имеются 

данные о влиянии половых гормонов и фаз эстрального цикла на поведение и 

обучение (Silva et al., 2016). 
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Тест «Открытое поле» отражает спонтанную активность животных в 

условиях новизны и показывает не только общую моторную, но и 

исследовательскую активность. Кроме того, один из оцениваемых 

показателей, такой как «процент расстояния, пройденный в центре», может 

косвенно свидетельствовать о тревожном состоянии экспериментальных 

животных. Анализ ключевых поведенческих реакций в тесте не выявил 

статистически достоверных различий (р> 0.05, тест Краскела – Уоллиса с 

поправкой Данна) между животными из контрольных (контроль и PBS) и с 

инъекцией вирусного вектора AAV-Syn-BDNF-eGFP групп (табл. №3). 

 

Таблица №3. двигательной и ориентировочно-исследовательской активности 

мышей после аудиогенной стимуляции эпилептиформной активности 

Группы 

Расстояние, пройденное в арене, см Количество 

вертикальных 

стоек, шт 
Периферия Центр Общее 

Контроль 841.2±247.4 105.2±28.7 973.3±161.3 29.8±5.7 

PBS 1526.2±172.5 120.1±11.5 1421.5±162.8 29.4±4.5 

BDNF-eGFP 1005.5±174.0 130.7±43.5 1001.26±160.8 20.4±5.4 

 

Также оценивали способность к обучению и когнитивные функции 

мышей с помощью теста пассивного избегания. В ходе исследований 

выяснилось, что животные экспериментальных групп сохранили способность 

к обучению. Однако, никаких существенных различий по сравнению с 

контрольными группами выявлено не было (табл. №4).  

 

Таблица №4. Результаты теста на воспроизведение условного рефлекса 

пассивного избегания экспериментальных животных 

 Delta Latency 

Контроль 
114.8±2.5 

130.8±3.2 

BDNF-eGFP 122.5±1.2 

 



82 
 

3.10. Наличие повышенной экспрессии химерного белка BDNF/еGFP в 

нейронах коры мозга защищает Sip1fl/wt мышей от гибели и 

эпилептиформных судорог, индуцированных пилокарпином 

 

Для изучения защитного действия хронической повышенной экспрессии 

химерного белка BDNF/еGFP при моделировании эпилептиформной 

активности дополнительно нами были проведены in vivo исследования. Ранее 

коллегами было продемонстрировано, что делеция гена транскрипционного 

фактора Sip1, как частичная, так и полная, не приводит к формированию 

эпилептиформной активности в ответ на аудиогенную стимуляцию – среди 79 

протестированных животных только у 3 было продемонстрировано развитие 

судорожной активности (Belousova et al., 2018). Именно по этой причине была 

выбрана пилокарпиновая модель для индукции эпилептогенеза. В качестве 

контрольной группы выступали мыши с частичной делецией гена 

транскрипционного фактора Sip1 с интравентрикулярной инъекцией РВS, а 

качестве опытной группы = мыши тоже линии, но с инъекцией вирусного 

вектора AAV-BDNF-eGFP. 

До (Teст1) и после (Teст2) введения конвульсанта 

пилокарпина/метилскополамина с обеими экспериментальными группами 

проводили комплекс поведенческих тестов. Эпилептический статус животных 

оценивался визуально по модифицированной шкале Расина (рис. 5). В 

контрольной группе у 50±12% животных тяжесть эпилептических припадков 

оценивалась в 3 балла и у 50±16% особей в 5 баллов. Мыши с эпилептическим 

статусом в 5 баллов, погибали в течение первого часа после инъекции 

конвульсанта 27.5±13% и на 5 сутки – 12.5±6%, тогда как мыши с оценкой в 3 

балла выживали. В группе с вирусной трансдукцией, обеспечивающей 

хроническую повышенную экспрессию химерного белка BDNF/еGFP, 

инъекция пилокарпина вызывала признаки эпилептиформной активности, 

оцениваемые в 3 балла у 100% особей, но все они выживали (Turovskaya et al., 

2024). В дальнейшем, с выжившими особями из контрольной и 
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экспериментальной групп повторно проводили поведенческое тестирование 

(Teст2). 

Тест «Открытое поле» отражает спонтанную активность животных в 

условиях новизны и показывает не только общую моторную, но и 

исследовательскую активность. Для Sip1fl/wt мышей с повышенной 

экспрессией химерного белка BDNF/еGFP установлен достоверно более 

высокий показатель общего пройденного расстояния (1900±399 см) (F (1, 18) 

= 66.12, p <0.05), по сравнению с Sip1fl/wt мышами из контрольной группы 

(1500±230 см) (рис. 14A, Teст1). Через 7 суток после инъекции конвульсанта в 

обеих экспериментальных группах моторная активность мышей снижалась, но 

при этом в экспериментальной группе с трансдукцией вирусным вектором 

AAV-Syn-BDNF-еGFP показатель пройденного расстояния выше 

(1099.4±308.9 см) (F (1, 18) = 66.12, p <0.05), по сравнению с Sip1fl/wt мышами 

из контрольной группы (616.7±253.1 см) (рис. 14A, Teст2).  

Один из показателей теста «Открытое поле» – процент расстояния, 

пройденного в центре, косвенно свидетельствует о тревожности 

экспериментальных животных. До введения конвульсанта не установлено 

достоверных различий в данном показателе между группами (рис. 14Б, Teст1). 

После инъекции пилокарпина происходит уменьшение этого показателя, что 

может говорить о повышении тревожности в обеих группах, что может быть 

объяснено как последствие действия конвульсанта. Однако, процент 

расстояния, пройденного в центре, имеет тренд к достоверному снижению в 

группе мышей с повышенной экспрессией химерного белка BDNF/еGFP (), что 

может говорить о корреляции его экспрессии и с повышением тревожности 

(рис. 14Б, Teст2). Также следует отметить, что количество уринаций и 

дефекаций после введения пилокарпина увеличилось в обеих группах (не 

показано). В совокупности с результатами первого теста (общее пройденной 

расстояние, % расстояния в центре и количество вертикальных стоек) может 

свидетельствовать о наличии подавленного состояния у мышей, что также 

является последствием введения пилокарпина. 
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Основным показателем исследовательской активности в тесте 

«Открытое поле» является количество вертикальных стоек, который выше у 

Sip1fl/wt мышей с повышенной экспрессией химерного белка BDNF/еGFP в 

контроле (до инъекции конвульсанта) (рис. 14В, Teст1), по сравнению с 

гетерозиготами Sip1fl/wt без вирусной трансдукции. Повторная серия тестов 

через 7 суток после инъекции пилокарпина приводит к снижению данного 

показателя в обеих экспериментальных группах, который достоверно не 

различается между ними (рис. 14В, Teст2).  

 

Рисунок 14. Поведенческие тесты на определение моторной и когнитивной 

активности гетерозиготных Sip1fl/wt мышей («Sip1fl/wt») и Sip1fl/wt мышей с 

селективной повышенной экспрессией химерного белка BDNF/еGFP 

(«Sip1fl/wt+BDNF-еGFP») до моделирования эпилептиформной активности (Teст1, 

«Sip1fl/wt» количество животных n=8; «Sip1fl/wt+BDNF-еGFP» количество 

животных n=5) и через 7 суток после инъекции пилокарпина/метилскополамина 

(Teст2, «Sip1fl/wt» количество животных n=5; «Sip1fl/wt+BDNF-еGFP» количество 

животных n=5). Результаты теста на спонтанную активность в условиях новизны 
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(Тест «Открытое поле») – общее пройденное расстояние, cм (А); % расстояния, 

пройденный в центре арены (Б); показатель общей моторной активности 

(количество вертикальных стоек, шт) (В). Данные представлены в виде 

«Mean+SEM». Статистическую обработку проводили с помощью двухфакторной 

ANOVA с поправкой Сидака. *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; n/s –р> 0.05 

(адаптировано по Turovskaya et al., 2024) 

 

Показатель поворота в цилиндре до введения пилокарпина выше в 

контрольной группе, по сравнению с Sip1fl/wt с повышенной экспрессией 

химерного белка BDNF/еGFP, что может косвенно свидетельствовать об 

улучшении моторных функций и координации после вирусной инъекции. 

Однако, через 7 суток после введения пилокарпина, данный показатель 

снижается в обеих экспериментальных группах и различия становятся 

недостоверными. Статистическую обработку данных проводили с помощью 

двухфакторной ANOVA с поправкой Сидака (*p <0.05; **p <0.01; ***p 

<0.001). 

 

Таблица №5. Результаты теста на исследование неврологических и 

двигательных функций 

Группы  
Плоская 

перекладина 

3см 

Плоская 

перекладина 

2см 

Плоская 

перекладина 

1см 

Круглая 

перекладина 

1см 

Круглая 

перекладина 

1см 

Контроль 
Тест 1 24.5±9.7 56.6±21.8 62.9±27.3 45.1±22.4 64.5±19.7 

Тест 2 57.5±33.8 35.0±28.7 59.8±3.7 29.3±17.32 33.5±18.6 

BDNF-

eGFP 

Тест 1 20.8±8.7 25.6±6.4** 25.6±11.3** 10.2±4.3*** 18.3±4.9*** 

Тест 2 5.2±2.4*** 3.8±1.1*** 3.0±1.6*** 15.2±1.7** 27.0±3.9* 

 

Таким образом, повышение уровня экспрессии химерного белка 

нейротрофического фактора BDNF/еGFP у Sip1fl/wt мышей привело к 

увеличению базовых показатели моторной и исследовательской активности по 

сравнению с контрольной группой. Введение конвульсанта 

(пилокарпина/метилскополамина) приводит к достоверному усилению 
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тревожности, а также к подавлению моторной и исследовательской 

активностей и у обеих экспериментальных групп. 

Тесты на выявление возможных нарушений двигательных функций и 

некоторых рефлексов включали в себя комплекс сенсомоторных тестов, суть 

которых заключалась в прохождении животных по плоским и круглым 

перекладинам различной ширины и диаметра, соответственно. По результатам 

наблюдений (табл. №5), в среднем, Sip1fl/wt мышей с повышенной экспрессией 

химерного белка BDNF/еGFP выполняли задания быстрее, чем Sip1fl/wt мыши 

из контрольной группы. Наибольший интерес представляет то, что через 7 

суток после моделирования эпилептиформной активности, Sip1fl/wt мыши из 

экспериментальной группы Sip1fl/wt+BDNF-eGFP статистически значимо 

превзошли контрольную группу по всем двигательным показателям. 

Показатель престимульного ингибирования (PPI) – снижение амплитуды 

вздрагивания после предварительного подпорогового стимула, отражает 

такую особенность центральной нервной системы, как фильтрацию сенсорных 

входов. Отрицательное значение PPI, что является отклонением от нормы, 

было зафиксировано в тесте до введения пилокарпина/метилскополамина у 

37.5% животных из контрольной группы, при этом значительных различий в 

амплитуде вздрагивания в ответ на звуковой стимул не обнаружено (табл. №6, 

Mean Max. SR PULSE). В тоже время, среди Sip1fl/wt мышей с повышенной 

экспрессией химерного белка BDNF/еGFP не обнаружено особей с 

отрицательным PPI не до введения пилокарпина/метилскополамина, ни после 

(табл. №6). 

Таблица №6. Оценка реакций вздрагивания 

Группы  
Mean Max. 

SR PULSE 

% негативного 

значения PPI 

Контроль 
Тест 1 5.1±3.1 37.5 

Тест 2 6.5±3.3 0 

BDNF-eGFP 
Тест 1 7.6±2.1 0 

Тест 2 5.7±1.2 0 
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Тест на пассивное избегание проходил в 2 этапа. На первом этапе 

животное помещается в некомфортные условия большой светлой камеры с 

возможностью перейти в «безопасный» темный отсек, при этом измеряется 

время до перехода (Latency 1 день). Однако темный отсек оказывается 

небезопасным, животное получает там электро-болевой раздражитель средней 

силы и запоминает (или не запоминает), что этот отсек ассоциирован с болью. 

Через сутки животное помещается в те же условия и вновь измеряется время 

перехода (Latency 2 день). Показатель «Delta Latency» характеризует разницу 

между временем перехода во второй и первый день. До инъекции 

конвульсантов в обеих экспериментальных группах различия в показателе 

Delta Latency были не достоверны (табл. №7, Teст1), тогда как через 7 суток 

после пилокарпина у Sip1 fl/wt мышей с повышенной экспрессией химерного 

белка BDNF/еGFP коэффициент Delta Latency больше по сравнению с 

контрольной группой и составляет 89.2±21.2, что говорит о лучшей 

обучаемости (табл. №7, Teст2). Однако, достаточно большой процент 

животных в обеих группах не обучался после введения пилокарпина, о чем 

свидетельствует показатель – % животных, находящихся в темном отсеке на 2 

день исследования (табл. №7).  

 

Таблица №7. Результаты теста на воспроизведение условного рефлекса 

пассивного избегания экспериментальных животных 

Группы  Delta Latency 

Контроль 
Тест 1 122.1±39.1 

Тест 2 60.4±17.7 

BDNF-eGFP 
Тест 1 127.9±58.1 

Тест 2 89.2±21.2* 

 

Таким образом, селективная повышенная экспрессия химерного белка 

нейротрофического фактора BDNF/еGFP в нейронах коры головного мозга 

Sip1fl/wt мышей способствует активации их исследовательских и моторных 

функций, а также такие особи являются более приспособленными к условиям 
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меняющейся среды. В условиях эпилептиформной активности, вызываемой 

инъекциями пилокарпина/метилскополамина, выживает 100% Sip1fl/wt мышей 

с химерным белком BDNF/еGFP, тогда как более 50% Sip1fl/wt мышей из 

контрольной группы погибает в течение 1 часа после инъекции, что 

свидетельствует о реализации нейропротекторного действия химерного белка 

BDNF/еGFP при моделировании эпилептиформной активности in vivo. 

Подтверждением этого являются поведенческие эксперименты через 7 суток 

после введения пилокарпина/метилскополамина, тогда как в контрольной 

(Sip1fl/wt), так и экспериментальной (Sip1fl/wt+BDNF-eGFP) группах происходит 

угнетение практически всех исследованных поведенческих функций. Однако 

Sip1fl/wt мыши с повышенной экспрессией химерного белка BDNF/еGFP 

показали статистически достоверно лучшие результаты в поведенческих 

тестах и характеризуются лучшими когнитивными и моторными признаками, 

что может быть связано как с нейропротекторным действием, так и его 

влиянием на восстановление функций нейрональных сетей в коре головного 

мозга при моделировании эпилептиформной активности. 

 

3.11. Экспрессия ключевых генов-регуляторов нейротрансмиссии и 

сигнальных путей выживания нейронов в коре мозга Sip1fl/wt мышей после 

индукции эпилептиформной активности 

 

После моделирования эпилептиформной активности нейрональные сети 

головного мозга претерпевают морфологические и функциональные 

перестройки, которые, несомненно, сопровождаются изменениями уровня 

экспрессии генов. Через 7 дней после пилокарпин/метилскополамин-

индуцированной судорожной активности, Sip1fl/wt (контроль) и Sip1fl/wt мышам 

с повышенной экспрессии химерного белка BDNF/еGFP (Sip1fl/wt+BDNF-

eGFP) проводили поведенческие тесты, а через сутки после из коры больших 

полушарий выделяли тотальную РНК. В качестве контроля были выбраны 

мыши, погибшие в первый час моделирования эпилептиформной активности. 
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Результаты RT-PCR показали, что в коре головного мозга Sip1fl/wt, 

выживших после моделирования эпилептиформной активности при помощи 

инъекции пилокарпина/метилскополамина и получивших 3 балла по 

модифицированной шкале Расина при оценке эпилептического статуса, 

наблюдаются статистически значимые различия в уровне экспрессии гена 

нейротрофического фактора BDNF (F (2, 9) = 16.30, р = 0.0019), но не его 

рецепторов TrkB и p75-NGFR, в сравнении с животными Sip1fl/wt, погибшими 

в первые часы моделирования эпилептиформной активности (рис. 15A). Эти 

результаты согласуются с данными, полученными при анализе уровня 

экспрессии исследуемых генов на первичных смешанных нейрон-глиальных 

культурах, полученных от мышей Sip1fl/wt (рис. 10A). В то время как 

интравентрикулярная инъекция вирусным вектором AAV-Syn-BDNF-eGFP 

приводит к статистически значимому увеличению уровня экспрессии 

химерного белка BDNF/еGFP (F (2, 9) = 16.30, р = 0.0022) (рис. 15A). 

Уровень экспрессии генов, кодирующих целый ряд сигнальных киназ, 

увеличивается в коре головного мозга мышей с частичной делецией 

транскрипционного фактора Sip1, выживших после моделирования 

эпилептиформной активности, как в контрольной, так и в опытной группах – 

у Sip1fl/wt мышей происходит статистически достоверное увеличение уровня 

экспрессии генов prkca (F (2, 6) = 53.6, р <0.0001), prkce (F (2, 6) = 105.4, р 

<0.001), prkcg (F (2, 6) = 44.18, р = 0.0002), кодирующих PKC, при 

одновременном тренде к повышению уровня экспрессии генов camk2a, mapk8 

(F (2, 6) = 162.9, р = 0.0070), akt (F (2, 6) = 11.53, p = 0.0113) и src (F (2, 6) = 

31.45, р = 0.0089) (рис. 15Б). Повышенная экспрессия химерного белка 

нейротрофического фактора BDNF/еGFP в коре головного мозга мышей 

Sip1fl/wt также приводит к увеличению экспрессии ранее упомянутых генов, а 

также pic3cа (F (2, 6) = 111.8, р <0.001) и pic3cb (F (2, 6) = 52.08, р = 0.0002), 

кодирующие PI3K (рис. 15Б). 

Гены, кодирующие белки-регуляторы апоптоза, существенно не 

изменяли свой уровень экспрессии после моделирования эпилептиформной 
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активности в коре головного мозга мышей Sip1fl/wt, однако статистически 

достоверно снижалась экспрессия p57 (F (2, 6) = 107.4, р = 0.0332) с 

одновременным увеличением уровня bax (F (2, 6) = 78.89, р = 0.0009), 

относительно Sip1fl/wt мышей, погибших в первые часы моделирования 

эпилептиформной активности (рис. 15С). Наличие химерного белка 

BDNF/еGFP приводит к более выраженным эффектам – подавлению уровня 

экспрессии генов, кодирующих, как проапоптотические (nf-κb (F (2, 6) = 29.38, 

р = 0.0007)), так и антиапоптотические (bcl-2 (F (2, 6) = 25.72, р = 0.0009)) 

белки, но с одновременным увеличением уровня экспрессии bcl-xl (рис. 15В). 

Среди генов, кодирующих цитокины и факторы транскрипции, у мышей 

Sip1fl/wt обнаружено повышение уровня экспрессии гена, кодирующего 

противовоспалительный цитокин IL-10 (F (2, 6) = 26.70, р = 0.0008) (рис. 15Г) 

и Hif1α (F (2, 6) = 39.77, р = 0.0003) (рис. 15Б), что коррелирует с данными, 

полученными при анализе in vitro (рис. 10).  

Частичная делеция гена транскрипционного фактора Sip1 приводит к 

повышению уровня экспрессии генов, кодирующих субъединичный состав 

возбуждающих глутаматных рецепторов – gria1 (F (2, 6) = 65.22, р <0,0001) и 

gria2 (F (2, 6) = 40.07, р = 0.0003) (GluA1 и GluA2, AMPAR), grin2a (F (2, 6) = 

82.28, р <0.001) и grin2b (F (2, 6) = 84.25, р <0.001) (NR2A и NR2B, 

соответственно, NMDAR), а также grik2 (F (2, 6) = 24.17, р <0.001) (KA2, KAR), 

в то время как уровень экспрессии grik1 (KA1, KAR) остается неизменным. 

Одновременно с этим, уровень экспрессии генов, ответственных за 

формирование тормозных рецепторов – gabra1 F (2, 6) = 516.1, р = 0.001) 

(GABA(A)-рецептор) также был повышен (рис. 15Д).  

Присутствие химерного белка BDNF/еGFP, и реализуемые им 

нейропротекторные эффекты, могут приводить к изменению уровня 

экспрессии генов, ответственных за формирование субъединичного состава 

рецепторов. Так, он способствовал повышению уровня экспрессии gria1 (F (2, 

6) = 65.22, р = 0.0019) и gria2 (F (2, 6) = 40.07, р = 0.0044), ответственных за 

формирование субъединиц АМРА-рецептора, в то время как уровень grin2a (F 
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(2, 6) = 82.28, р = 0.0002) и grin2b (F (2, 6) = 84.25, р <0.001), кодирующих 

субъединицы NMDAR, и grik2 (F (2, 6) = 24.17, р <0.01) KAR, был значительно 

ниже. Этот эффект может быть рассмотрен в качестве одного из проявлений 

нейропротекторного эффекта, не наблюдавшегося в экспериментах in vitro 

(рис. 15Д). 

Из 17 рассмотренных генов, кодирующих различные типы и подтипы 

ионных каналов плазматической мембраны, уровень экспрессии cacna1i (F (2, 

6) = 16.40, р = 0.0073) (T-cav3.3), cacna1g (F (2, 6) = 15.60, р = 0.0034) (T-

cav3.1), cacna1c (F (2, 6) = 14.56, р = 0.0001) (T-cav1.2), cacna1d (F (2, 6) = 244.1, 

р <0,0001) (T-cav1.3) (Са2+-каналы Т-типа) увеличивался в коре головного 

мозга мышей с частичной делецией транскрипционного фактора Sip1; уровень 

экспрессии scn1a (Nav1.1) (потенциал-зависимые Na+-каналы); kcnmb4 (F (2, 

6) = 55.58, р = 0.0015) (BK Ca B4) и kcnmb1 (F (2, 6) = 57.52, р = 0.0086) (BK Ca 

B1) (кальций-активируемые калиевые каналы с большой проводимостью) так 

же был статистически значимо повышен (рис. 15Е). Экспрессия генов, 

кодирующих остальные каналы, существенно не изменилась. Повышенная 

экспрессия химерного белка BDNF/еGFP в кортикальных нейронах Sip1fl/wt 

мышей привела к аналогичному, но более выраженному увеличению 

экспрессии генов, чем в группе Sip1fl/wt без интравентрикулярной вирусной 

инъекции (рис. 15Е). 
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Рисунок 15. Влияние частичной делеции гена транскрипционного фактора Sip1 и 

вирусного вектора AAV-Syn-BDNF-eGFP на уровень экспрессии генов, 

регулирующих нейротрансмиссию и сигнальные пути, обеспечивающие выживание 

нейрональных клеток после моделированию эпилептиформной активности in vivo. 

Уровень экспрессии генов, кодирующих BDNF и его рецепторы (А); сигнальные 

киназы и транскрипционные факторы (Б); белки, регулирующие апоптоз (В) и 

воспалительные процессы (Г); белки, формирующие субъединичный состав 

возбуждающих глутаматных и тормозных (GABA) рецепторов (Д) а также ионные 

каналы плазматической мембраны (Е), в образцах РНК, полученных от мышей 

Sip1fl/wt без вирусной трансдукции и с интравентрикулярной инъекцией вирусного 

вектора AAV-Syn-BDNF-eGFP. В качестве контроля, принятого за единицу, взят 

уровень экспрессии анализируемых генов в образцах РНК, полученных от мышей 

Sip1fl/wt, погибших в первые часы моделирования эпилептиформной активности 

(отмечено на графике пунктирной линией). В качестве референсного гена был 
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выбран оaz1. Данные представлены в виде «Mean+SEM». Количество животных n=3. 

Статистический анализ проводили с использованием однофакторной ANOVA с 

поправкой Тьюки. *р <0.05; **р <0.01; ***р <0.001; ****р <0.0001; n/s – данные 

недостоверны (р> 0.05, не отмечены на графике) (по Turovskaya et al., 2024) 

 

Таким образом, через 7 суток после моделирования эпилептиформной 

активности с помощью конвульсанта, у выживающих Sip1fl/wt мышей в коре 

головного мозга происходят существенные изменения экспрессии генов, 

кодирующих в первую очередь GABA(A)-рецепторы, способствующих 

торможению при гипервозбуждении нейрональной сети, 

противовоспалительного цитокина IL-10 и защитного фактора транскрипции 

Hif-1α, а также протеинкиназ A, CaMKII, что может способствовать 

выживанию этой популяции мышей. Трансдукция вирусным вектором AAV-

Syn-BDNF-eGFP нейронов коры головного мозга Sip1fl/wt мышей и, как 

следствие, повышение экспрессии химерного белка нейротрофического 

фактора BDNF/еGFP, приводит к мощному усилению экспрессии генов, 

кодирующих сам BDNF, противовоспалительный цитокин IL-10, фактор 

транскрипции Hif-1α, протеинкиназы A и CaMKII и особенно 

нейропротекторную протеинкиназу – PI3K, что несомненно способствует 

выживанию этой экспериментальной группы с частичной делецией 

транскрипционного фактора Sip1. Кроме того, наличие химерного белка 

BDNF/еGFP снижает уровень экспрессии генов, кодирующих субъединичный 

состав NMDAR и KAR рецепторов, что снижает эффект глутамат-

индуцированной эксайтотоксичности и подавляет увеличение концентрации 

цитозольного Ca2+ в нейронах коры головного мозга во время 

эпилептиформной активности. Это происходит на фоне увеличения 

экспрессии генов, кодирующих AMPAR и GABA(А)-рецепторов, и ряда 

других, кодирующих каналы плазматической мембраны, что способствует 

синаптической пластичности после индуцированных пилокарпином судорог и 

торможению в сети, а также модуляции ионного обмена в нейронах. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 

В работе было проведено комплексное исследование влияния 

повышенной экспрессии химерного белка нейротрофического фактора 

BDNF/еGFP в нормальных физиологических условиях in vitro и in vivo. 

Показано, что вирусная трансдукция не оказывает влияния на 

жизнеспособность первичных смешанных нейрон-глиальных культур. После 

проведения интравентрикулярной инъекции вирусным вектором AAV-Syn-

BDNF-eGFP, оценка морфометрических параметров экспериментальных 

животных также не выявила достоверных различий. 

Показано, что при моделировании как отдельных повреждающих 

факторов, приводящих к появлению предрасположенности к эпилептической 

активности, так и при моделировании самой эпилептиформной активности 

активируются схожие молекулярно-клеточные механизмы. Впервые было 

проведено комплексное исследование механизмов, запускаемых химерным 

белком нейротрофического фактора BDNF/еGFP. Показана роль сигнального 

каскада BDNF/TrkB/PI3K/Akt в реализации нейропротекции при 

моделировании эпилептиформной активности.  

Применение AAV-Syn-BDNF-eGFP позволило не только предотвратить 

гибель нервных клеток во время моделирования острой глутамат-

индуцированной эксайтотоксичности, но также и поддержать их 

жизнеспособность во время хронического воздействия повышенных 

концентраций глутамата. Также вирусная трансдукция оказала влияние на 

частоту и амплитуду Ca2+ осцилляций.  
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Рисунок 16. Схема нейропротекторного молекулярного каскада, реализуемого 

химерным белком BDNF/eGFP при моделировании эпилептиформной активности. 

Создано в BioRender.com 

 

Получены новые данные при изучении влияния частичной делеции гена 

транскрипционного фактора Sip1 на NMDAR, AMPAR и KAR, а также T-

cav3.3, TRPC3 и Nav1.1 в нейронах коры головного мозга, тем самым 

определяя предрасположенности к эпилептической активности.  Установлено, 

что делеция гена Sip1 приводит к появлению токсических эффектов, которые 

выражаются в увеличении амплитуды Са2+-ответов.  

Полученные результаты указывают на высокий потенциал применения 

исследуемого нейротрофического фактора в качестве терапевтического агента 

при коррекции эпилептиформной активности. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Выявлено влияние химерного белка нейротрофического фактора 

BDNF/еGFP на динамику изменения концентрации цитозольного Са2+ при 

моделировании глутамат-индуцированных повреждающих воздействий in 

vitro. Показано, что смешанные нейрон-глиальные культуры, 

трансдуцированные вирусным вектором AAV-Syn-BDNF-еGFP, 

демонстрировали в среднем двукратное снижение амплитуды Ca2+ осцилляций 

относительно контрольной группы. 

2. Установлено, что троекратное повышение экспрессии химерного белка 

BDNF/еGFP с помощью вирусного вектора до моделирования повреждающих 

воздействий в течение 14 дней, обеспечивает поддержание жизнеспособности 

смешанных нейрон-глиальных культур, а также их функциональной 

активности при моделировании глутамат-индуцированных повреждающих 

воздействий in vitro. 

3. Показано, что делеция гена транскрипционного фактора Sip1 в коре 

головного мозга мышей определяет их предрасположенность к формированию 

эпилептиформной активности, изменяя экспрессию субъединичного состава 

NMDA, AMPA и KA рецепторов, а также приводит к увеличению базового 

уровня экспрессии ионных каналов T-cav3.3, TRPC3 и Nav1.1. 

4. Выявлено, что делеция гена транскрипционного фактора Sip1 приводит 

к увеличению базового уровня экспрессии генов, кодирующих 

проапоптотические белки Bcl-2 и Bax. 

5. Установлено, что хроническое троекратное увеличение экспрессии 

химерного белка BDNF/еGFP у мышей с частичной делецией 

транскрипционного фактора Sip1 способствуют увеличению уровня 

экспрессии генов, ответственных за противоапоптотический эффект – Socs3 и 

Stat3. 

6. Продемонстрировано, что хроническая повышенная экспрессия 

химерного белка нейротрофического фактора BDNF/еGFP (в среднем в 3 раза) 
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в течение 21 дня в головном мозге мыши оказывает нейропротекторный 

эффект во время моделирования эпилептически подобных условий in vivo, а 

также на восстановление моторных функций через 7 дней после 

моделирования повреждающих воздействий. 
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