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Известно, что нарушения функций астроцитов могут приводить к изменению возбудимости нейронов
и, как следствие, к развитию эпилепсии, однако данный вопрос требует дальнейшего изучения. Целью
настоящей работы являлась оценка функционального состояния астроцитов гиппокампа у крыс линии
Крушинского–Молодкиной (КМ) с наследственной предрасположенностью к рефлекторным аудио-
генным судорогам. В экспериментах были использованы “наивные” взрослые животные с полностью
сформированной судорожной готовностью. В качестве контроля использовали крыс материнской по-
пуляции Вистар. Полученные результаты не выявили различий в экспрессии астроцитарных белков
GFAP, ALDH1L1 и NFIA, что свидетельствует об отсутствии в гиппокампе крыс КМ реактивного аст-
роглиоза. Экспрессия SPARC и аквапорина 4 также не отличалась от контрольного уровня, указывая
на отсутствие нарушений в астроцитарной регуляции синаптогенеза и водного транспорта. Анализ
глиальных белков, отвечающих за обратный захват и метаболизм нейромедиаторов, выявил нормаль-
ный уровень экспрессии транспортера ГАМК GAT-3 и глутаминсинтетазы, однако содержание транс-
портеров глутамата EAAT1 и 2 было достоверно повышено, что свидетельствует о более активной ути-
лизации синаптического глутамата. Кроме того, сниженная экспрессия гликолитического фермента
альдолазы С в гиппокампе крыс КМ, вероятно, указывает на недостаточную активность метаболизма
глюкозы. Таким образом, полученные данные выявили генетически детерминированные изменения
функционального статуса астроцитов в гиппокампе крыс с наследственной рефлекторной эпилепсией.
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ВВЕДЕНИЕ
Астроциты – это наиболее многочисленные

глиальные клетки, которые представлены повсе-
местно в головном мозге и играют огромную роль в
поддержании нормального функционирования
нервной ткани [1]. Отростки астроцитов участвуют
в образовании гематоэнцефалического барьера,
контролирующего обмен веществ между кровью и
нервной тканью [2, 3]. Эти клетки выполняют тро-
фическую функцию, снабжая нейроны лактатом,
метаболитом глюкозы и другими питательными
веществами, а также поддерживают водно-солевой
баланс внеклеточной жидкости [2, 4]. Более того, в
настоящее время активно развивается концепция
трипартитного синапса, который включает в себя
не только пресинаптические и постсинаптические
окончания нейронов, но и отростки астроцитов,
поскольку эти глиальные клетки принимают ак-
тивное участие в модуляции синаптической пере-
дачи [5]. В частности, в мембранах астроцитов экс-

прессируются транспортные системы, которые
осуществляют обратный захват нейромедиаторов
(глутамата, ГАМК, глицина) из синаптической ще-
ли [4, 5]. Далее молекулы медиаторов подвергаются
в астроцитах метаболическим превращениям и мо-
гут служить источником для синтеза собственных
сигнальных молекул (глиотрансмиттеров), в том
числе АТФ, D-серина, глутамата, ГАМК [4]. В то
же время нарушения астроцитарных функций мо-
гут сопровождать развитие многих заболеваний
нервной системы, в том числе различных форм
эпилепсии [2, 6, 7].

Одной из наиболее распространенных форм
эпилептических расстройств является височная
эпилепсия [8]. Установлено, что ключевой струк-
турой, вовлеченной в генерализацию судорожной
активности при височной эпилепсии, является
гиппокамп [9]. У пациентов с фармакорезистент-
ной височной эпилепсией в гиппокампе обычно
наблюдается комплекс патологических измене-
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ний, определяемый как склероз гиппокампа (мези-
альный темпоральный склероз). В очагах склероза
выявляются такие признаки, как гибель нейронов,
разрастание кровеносных сосудов, реорганизация
синапсов, а также реактивный астроглиоз [8, 10].
В свою очередь, для реактивных астроцитов харак-
терны увеличение размера, усиленное ветвление
отростков, повышение экспрессии глиального
фибриллярного кислого белка (glial fibrillary acidic
protein, GFAP) и продукции провоспалительных
цитокинов, что приводит к гибели нейронов [8,
10–12]. Сходные изменения были выявлены также
при моделировании височной эпилепсии у живот-
ных [7, 10].

С другой стороны, в настоящее время активно
исследуются генетические аномалии, связанные с
развитием эпилепсии. Интересно, что целый ряд
выявленных мутаций и генетических полиморфиз-
мов затрагивает гены, кодирующие ключевые белки
астроцитов [10]. Например, показано, что мутации в
гене KCNJ10, приводящие к снижению активности
каналов Kir4.1, вызывают наследственный синдром
EAST (Epilepsy, Ataxia, Sensorineural deafness, Tubu-
lopathy) [10]. Нуклеотидные вариации в генах
KCNJ10 и AQP4 были выявлены у пациентов с ви-
сочной эпилепсией и склерозом гиппокампа [10,
13]. У пациентов, имеющих мутации в гене, коди-
рующем глутаминсинтетазу, также наблюдались
высокоинтенсивные судороги [14]. Хотя эти дан-
ные немногочисленны, они свидетельствуют о
том, что нарушения глиальных функций могут яв-
ляться не только следствием эпилептиформной ак-
тивности, но и причиной эпилепсии наследствен-
ной этиологии.

Для изучения генетических нарушений, лежа-
щих в основе развития эпилепсии, широко исполь-
зуются различные линии грызунов, как генетиче-
ски модифицированные, так и с наследственной
предрасположенностью к рефлекторным аудиоген-
ным судорогам, в том числе крысы линии Крушин-
ского–Молодкиной (КМ). Крысы КМ, выведенные
путем селекции крыс Вистар, характеризуются ста-
бильными клонико-тоническими припадками в от-
вет на звуковую стимуляцию [15]. При этом чув-
ствительность к звуковой стимуляции у этих жи-
вотных развивается в процессе постнатального
онтогенеза и полностью формируется к 3-му месяцу
жизни [15]. Таким образом, крысы КМ являются
адекватной моделью наследственной рефлекторной
эпилепсии у человека. В то же время повторные сти-
муляции судорог приводят к генерализации судо-
рожной активности в мозге этих животных и к раз-
витию у них височной эпилепсии [16, 17].

Наши предыдущие исследования выявили ряд
генетически детерминированных изменений в
гиппокампе крыс КМ, в том числе аберрантный
нейрогенез [18] и аномалии глутаматергической
трансмиссии [19], которые могут вносить вклад в

формирование гипервозбудимых нейронных сетей
и развитие эпилепсии при аудиогенных стимуля-
циях. Целью данной работы являлся анализ на-
следственных нарушений функционального состо-
яния астроглии гиппокампа взрослых крыс линии
КМ по сравнению с крысами Вистар.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные

В экспериментах использовали взрослых (в воз-
расте 4–5 мес) “наивных” крыс линии Крушин-
ского–Молодкиной (КМ) (Московский государ-
ственный университет, Россия), которые не под-
вергались стимуляциям аудиогенных судорог, но
имели полностью сформированную судорожную
готовность. Крысы Вистар (аутбредный сток ЭБК
ИЭФБ РАН) соответствующего возраста были ис-
пользованы в качестве контрольной группы. Крыс
содержали по 4–5 животных в клетке в условиях
12-часового светового дня и свободного доступа к
пище и воде. Все экспериментальные процедуры
проводились в соответствии с Директивой ЕС
86/609/ЕЕС по проведению экспериментов на жи-
вотных и были одобрены комитетом по уходу и ис-
пользованию животных Института эволюционной
физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова (Про-
токол № 1-20/2023 от 26.01.2023 г. комиссии по
биоэтике, утвержденной Приказом Директора
ИЭФБ РАН № 8 от 24.01.2023 г.). Каждая экспери-
ментальная группа включала 9 животных.

Крыс обеих экспериментальных групп быстро
декапитировали, мозг извлекали и иссекали дор-
зальную часть гиппокампа. Гиппокампы пяти жи-
вотных из каждой группы собирали для Вестерн-
блот анализа, а гиппокампы остальных четырех –
для анализа ПЦР в режиме реального времени.

Вестерн-блот анализ
Гиппокампы гомогенизировали в лизисном бу-

фере (20 мМ Tris pH 7.5, 1% Triton-X100, 100 мМ
NaCl, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ ЭГТА) при 4°C с добавле-
нием ингибиторов протеаз (Sigma-Aldrich, #P8340)
и фосфатаз (Roche, #04 906 837 001). Общее содер-
жание белка в образцах определяли методом Лоури
с использованием бычьего сывороточного альбу-
мина (БСА) в качестве стандарта. Белки разделяли
в 10- или 12%-ном полиакриламидном геле (10 мкг
белка на каждую лунку) и переносили на нитроцел-
люлозную мембрану (BioRad, #1620112). Мембра-
ны инкубировали в буферном растворе TBST (Tris
buffer saline, 20% Tween-20), содержащем 5% обез-
жиренного молока, в течение 1 ч, а затем – в тече-
ние ночи при 4°C в растворе первичных антител
(табл. 1). После этого мембраны инкубировали с
вторичными антителами, конъюгированными с
пероксидазой хрена (табл. 1), в течение 1 ч при
комнатной температуре. Для визуализации специ-
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фических белковых полос использовали хемилю-
минесцентную реакцию пероксидазы с субстратом
SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate
(ThermoFisher Scientific, #34075), которую выявля-
ли при помощи ChemiDoc MP Imaging System
(#12003154, Bio-Rad). Оптическую плотность каж-
дой белковой полосы оценивали количественно с
помощью программного обеспечения ImageLab
(версия 6.0; Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA). Уровень специфического сигнала для каж-
дого белка нормировали на сигнал актина.

Синтез кДНК и ПЦР в режиме реального времени

РНК выделяли из образцов гиппокампа с помо-
щью реагента PureZOL™ (BioRad, #732-6890). Кон-
центрацию РНК измеряли с помощью спектрофото-
метра CLARIOstar Plus (BMG LABTECH) в соответ-
ствии со стандартной процедурой. Чистота образцов
РНК проверялась путем подтверждения соотноше-
ния оптической плотности A260/A280>1.8.

Два мкг общей РНК использовали для синтеза
кДНК с помощью набора RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, #K1622). Ко-
личественный анализ ПЦР в режиме реального
времени проводили с использованием набора ре-
активов 5x qPCR mix-HS SYBR (Evrogen, #PK147L)
и амплификатора LightCycler 96 (Roche). Прайме-
ры (табл. 2) были разработаны с помощью про-
граммы Primer-BLAST (NCBI, США). Параметры

ПЦР были следующими: начальная денатурация –
один цикл при 95°C в течение 15 мин; 40 циклов де-
натурации, амплификации и количественной
оценки (95°C в течение 15 с, 60°C в течение 30 с и
72°C в течение 5 с); кривая плавления – начало при
65°C и постепенное повышение до 95°C. Порого-
вые значения циклов были нормализованы отно-
сительно референсных генов GAPDH и S18.

Экспрессию в контрольных гиппокампах крыс
Вистар оценивали как “1”. Относительную крат-
ность экспрессии генов рассчитывали в Microsoft
Excel методом 2–ΔΔCt. Результаты представлены в
виде гистограмм. Каждое значение определяли на
основе 3 независимых ПЦР-повторов для каждого
образца кДНК.

Статистический анализ

Статистическую обработку данных проводили
при помощи непараметрического U-теста Манна–
Уитни с использованием программного обеспечения
GraphPad Prism 7 (GraphPad Prism Software Inc., Сан-
Диего, Калифорния). Все результаты представлены
как среднее значение ± стандартное отклонение
(SD). Различия считали достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В настоящей работе был проведен комплексный
анализ экспрессии белков, регулирующих функци-

Таблица 1. Антитела для Вестерн-блот анализа

Название реактива Производитель Артикул Разведение

Первичные антитела

Rabbit anti-GFAP concentrate Invitrogen 180063 1:1000
Anti-Aldh1L1 Antibody, clone N103/39 Sigma-Aldrich MABN495 1:1000
GABA T-3 Antibody (G-6) SantaCruz Biotechnol-

ogy
sc-376001 1:1000

NFIA Antibody Novus Biologicals NBP1-81407 1:1000
Aldolase C Antibody Novus Biologicals NBP1-90954 1:1000
EAAT1 (A-3) mouse monoclonal antibody SantaCruz Biotechnol-

ogy
sc-515839 1:1000

EAAT2/GLT1 rabbit polyclonal antibody Novus Biologicals NBP1-20136 1:1000
Glutamine Synthetase Antibody (CL3004) Novus Biologicals NBP2-46644 1:1000
SPARC Antibody Novus Biologicals NBP1-80972 1:1000
AQP4 mouse monoclonal antibody Elabscience E-AB-22025 1:1000
Actin mouse antibody Abcam ab3280 1:1000

Вторичные антитела

Anti-rabbit IgG (whole molecule), peroxidase 
antibody produced in goat

Sigma-Aldrich A0545 1:10000

Anti-Mouse IgG (whole molecule), рeroxidase 
antibody produced in rabbit

Sigma-Aldrich A9044 1:40000
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ональное состояние астроцитов гиппокампа.
В первую очередь, мы оценили экспрессию GFAP
и альдегиддегидрогеназы 1L1 (aldehyde dehydrogenase
1 family member L1, ALDH1L1), которые являются
ключевыми маркерами астроцитов различных попу-
ляций [20]. Полученные результаты показали повы-
шенное содержание мРНК GFAP в гиппокампе крыс
КМ (рис. 1a), однако экспрессия соответствующего
белка не отличалась от контроля (рис. 2a, k). Содер-
жание мРНК (рис. 1b) и белковая экспрессия
(рис. 2b, k) ALDH1L1 в гиппокампе крыс КМ и Ви-
стар также достоверно не различались.

Анализ экспрессии ядерного фактора I-A (nuclear
factor I-A, NFIA), содержание которого повышается в
реактивных астроцитах [21], также не выявил разли-
чий между крысами КМ и Вистар (рис. 1с; рис. 2с, k),
что может свидетельствовать об отсутствии реактив-
ного астроглиоза у “наивных” крыс КМ.

Далее мы проанализировали экспрессию альдо-
лазы С, фермента аэробного гликолиза, который
специфически экспрессируется в астроцитах [1].
Результаты показали, что при неизменном уровне
экспрессии мРНК (рис. 1d) уровень белка в гиппо-
кампе крыс КМ был значительно ниже, чем у крыс
Вистар (рис. 2d, k), что указывает на наличие нару-
шений в регуляции метаболизма глюкозы.

Оценка экспрессии астроцитарных транспорте-
ров показала, что уровень мРНК транспортеров
возбуждающих аминокислот (excitatory amino acid
transporters, EAAT) 1 и 2 не отличался между груп-
пами крыс (рис. 1e, f), однако содержание соответ-
ствующих белков было значительно выше в гиппо-
кампе крыс КМ (рис. 2e, f, k). Поскольку основной
молекулой, которую транспортируют EAAT, явля-
ется глутамат [1], полученные данные свидетель-
ствуют о более активном захвате глутамата астро-
цитами из синаптической щели. В то же время
экспрессия астроцитарного транспортера ГАМК
типа 3 (GABA transporter 3, GAT3) в гиппокампе
крыс КМ не отличалась от контрольного уровня

(рис. 2g, k). Анализ экспрессии глутаминсинтета-
зы, астроцитарного фермента, превращающего
глутамат в глутамин, также не выявил межлиней-
ных различий (рис. 2h, k).

Еще одним специфическим маркером астроци-
тов является cекреторный кислый белок, богатый
цистеином (secreted protein acidic and rich in cyste-
ine, SPARC), который ингибирует образование
глутаматергических синапсов [22]. Наши резуль-
таты показали, что экспрессия SPARC в гиппокампе
крыс КМ не отличалась от контроля (рис. 1g,
рис. 2i, k), что указывает на отсутствие изменений
в данной астроцитарной функции.

Ключевую роль в регуляции астроцитами вод-
ного баланса играет аквапорин 4 (aquaporin 4,
AQP4), экспрессия которого значительно изменя-
ется при развитии эпилепсии [23]. В то же время,
мы не обнаружили изменений в уровне мРНК
(рис. 1h) и белка (рис. 2g, k) AQP4 в гиппокампе
аудиогенных крыс КМ по сравнению с контроль-
ными крысами Вистар.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Одним из основных маркеров функционально-
го состояния астроцитов является GFAP, белок
промежуточных филаментов, изменения экспрес-
сии которого показаны при различных патологиче-
ских состояниях ЦНС. В частности, при эпилеп-
сии повышенное содержание GFAP характерно
для реактивных астроцитов. Полученные нами
данные показали, что у наивных крыс КМ по срав-
нению с крысами Вистар экспрессия мРНК GFAP
была значительно выше, однако уровень белка
не отличался. Вероятно, это противоречие мо-
жет быть обусловлено нарушениями процессин-
га мРНК GFAP или ее деградации. Анализ друго-
го широко используемого маркера астроцитов
ALDH1L1 [24] также не выявил изменений его экс-
прессии у крыс КМ. Поскольку GFAP и ALDH1L1

Таблица 2. Праймеры для анализа ПЦР в режиме реального времени

Ген (Target gene) Номер сиквенса 
(Accession number)

Прямой праймер
(Left primer)

Обратный праймер 
(Right primer)

Gfap (GFAP) NM_017009.2 gag-gct-aat-gac-tat-cgc-cg cac-cgt-ctt-tac-cac-gat-gt
Aldh1l1 (ALDH1L1) NM_022547.2 att-tgc-tga-ctg-cga-cct-ca cat-gat-ggg-ccc-aaa-gga-ct
Nfia (NFIA) NM_012988.2 gca-gtt-atg-tat-tct-ccg-ct gcg-gaa-tac-ctt-tga-aca-ag
Aldoc (AldoC) NM_012497 atc-aac-cga-tgc-tca-ct-tcc ctc-tgt-tca-gca-cgg-cta-tt
Slc1a3 (GLAST/EAAT1) NM_019225.2 acc-tgt-ttc-gga-atg-cct-tt aga-ctg-gag-atg-atc-agg-gg
Slc1a2 (GLT1/EAAT2) NM_017215.3 aga-ggc-tgc-ccg-tta-aat-ac ctc-gtc-gtt-ctt-ctt-ccc-ag
Sparc (SPARC) NM_012656.2 tgg-tag-ttt-gga-ggt-agg-ca ctg-ctg-gga-gtc-tgt-ttt-gt
Aqp4 (AQP4) NM_001317749.1 cca-cat-ctca-gag-aca-ctg-c gtc-ctc-cta-gaa-gtg-ttg-cg
Gapdh (GAPDH) NM_017008.4 tcc-ctc-aag-att-gtc-agc-aa aga-tcc-aca-acg-gat-aca-tt
Rps18 (S18) NM_213557.1 cct-gcg-agt-act-caa-cac-ca ctg-ctt-tcc-tca-aca-cca-ca
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являются маркерами различных популяций астро-
цитов [20], полученные данные свидетельствуют о
схожести популяционного состава астроцитов в
гиппокампе крыс Вистар и КМ.

Наряду с повышенным GFAP, реактивные аст-
роциты экспрессируют также специфический фак-
тор NFIA [21]. Наши данные не выявили различий
в экспрессии NFIA в гиппокампе “наивных” крыс
КМ по сравнению с крысами Вистар, что в ком-
плексе с нормальной экспрессией GFAP говорит
об отсутствии реактивного астроглиоза у крыс КМ,
не подвергавшихся стимуляциям аудиогенных су-
дорог. В то же время повышенное содержание
мРНК GFAP в гиппокампе у “наивных” крыс КМ
может вносить вклад в развитие реактивного аст-
роглиоза при формировании височной эпилепсии
в результате аудиогенного киндлинга.

Кроме того, в гиппокампе крыс КМ мы выяви-
ли аномально низкий уровень экспрессии альдола-
зы С, одного из ключевых ферментов аэробного
гликолиза. Известно, что основная роль в метабо-
лизме глюкозы в нервной ткани принадлежит
именно астроцитам, в то время как нейроны в ка-
честве основного энергетического субстрата ис-
пользуют производимый астроцитами лактат [25].
Следовательно, недостаток альдолазы С в гиппо-
кампе крыс КМ свидетельствует о снижении ак-
тивности гликолиза в астроцитах, и, как следствие,
выработки необходимого для нейронов лактата. С
другой стороны, в различных патологических ситу-
ациях активация гликолиза в нервной ткани может
играть как позитивную, так и негативную роль.
В частности, при эпилепсии активация гликолиза
усугубляет тяжесть припадков, а ингибирование
гликолиза рассматривается как один из перспек-
тивных подходов к лечению эпилептических рас-
стройств [26, 27]. Таким образом, можно предпо-
ложить, что низкий уровень гликолиза у “наив-
ных” крыс КМ является одним из факторов,
препятствующих проявлению спонтанных судо-
рожных припадков.

Последние исследования также показали, что
ферменты аэробного гликолиза могут выполнять
функции транскрипционных факторов и протеин-
киназ, а также регулировать стабильность мРНК
[28, 29]. Более того, Staugaitis и соавт. показали, что
на начальной стадии астроцитарной дифференци-
ровки экспрессия альдолазы С начинается раньше,
чем экспрессия GFAP [30]. Эти данные позволяют
предположить, что снижение уровня гликолитиче-
ских ферментов напрямую или косвенно влияет на
процессинг или стабильность мРНК GFAP.

Астроциты играют важнейшую роль в регуля-
ции синаптической передачи, участвуя в обратном
захвате и метаболизме молекул нейротрансмиттеров.
В частности, они являются главными клетками, ко-
торые осуществляют обратный захват возбуждающе-
го медиатора глутамата из синаптической щели,

ограничивая передачу возбуждающего сигнала на
постсинаптическую мембрану и предохраняя нейро-
ны от эксайтотоксичности [31]. В мембранах астро-
цитов экспрессируются два основных транспорте-
ра глутамата, ЕААТ1 (GLAST) и ЕААТ2 (GLT-1),
которые переносят глутамат внутрь клетки вместе с
ионами Na+ и Н+ в обмен на ионы К+, причем око-
ло 90% обратного захвата глутамата в центральной
нервной системе обеспечивает EAAT2 [31]. Извест-
но, что для очагов эпилептической активности ха-

Рис. 1. ПЦР анализ в режиме реального времени экс-
прессии генов-маркеров астроцитов в гиппокампе “на-
ивных” крыс линии Крушинского–Молодкиной (КМ)
и крыс Вистар. (a) – GFAP mRNA; (b) – ALDH1L1 mRNA;
(c) – NFIA mRNA; (d) – AldoC mRNA; (e) – EAAT1
mRNA; (f) – EAAT2 mRNA; (g) – SPARC mRNA; (h) –
AQP4 mRNA. Данные представлены в виде кратности
изменений ± стандартное отклонение. За “1” приняты
значения уровня экспрессии исследованных генов в
гиппокампе контрольных крыс Вистар. *p < 0.05 по
сравнению с контролем.
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рактерна повышенная концентрация глутамата в
межклеточном пространстве, которая может
быть связана с дисфункцией ЕААТ1/2 и сниже-
нием их экспрессии [8, 32]. Действительно, было
показано, что нокаутирование гена, кодирующе-

го ЕААТ2/GLT-1, у мышей вызывало спонтанные
судороги и патологические изменения в гиппокам-
пе, напоминающие гиппокампальный склероз
[33]. Однако имеющиеся данные об экспрессии
этих переносчиков у пациентов с височной эпи-

Рис. 2. Вестерн-блот анализ уровня экспрессии астроцитарных белков в гиппокампе “наивных” крыс КМ и крыс Вистар.
(a) – GFAP; (b) – ALDH1L1; (c) – NFIA; (d) – AldoC; (e) – EAAT1; (f) – EAAT2; (g) – GAT-3; (h) – GS; (i) – SPARC; (j) –
AQP4. Данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение. * p < 0.05; ** p < 0.01 по сравнению с контролем.
n = 5 для каждой группы. (k) – репрезентативные изображения иммуноблотов белков интереса GFAP, ALDH1L1, NFIA,
AldoC, EAAT1, EAAT2, GAT-3, GS, SPARC, AQP4 и actin в гиппокампе крыс КМ и Вистар.
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лепсией и склерозом гиппокампа противоречивы.
Согласно некоторым данным, в гиппокампе на-
блюдается сниженная экспрессия ЕААТ2, в то вре-
мя как экспрессия ЕААТ1, напротив, повышается
[34]. Tessler и соавт. не выявили никаких измене-
ний в экспрессии ЕААТ [35]. Другие исследователи
сообщают о сниженной экспрессии обоих транс-
портеров [36, 37]. Таким образом, вопрос о регуля-
ции работы транспортеров глутамата при височной
эпилепсии до сих пор остается открытым. Полу-
ченные нами данные показали, что у “наивных”
крыс КМ с полностью сформированной готовно-
стью к аудиогенным припадкам наблюдается по-
вышенный уровень EAAT1 и 2 в гиппокампе, что
свидетельствует об активном удалении глутамата
астроцитами из синаптической щели. При этом ра-
нее мы также выявили сниженную экспрессию ве-
зикулярного транспортера глутамата 2 (VGLUT2) и
ионотропных глутаматных рецепторов в гиппо-
кампе этих животных [19]. Вероятно, в комплексе
эти изменения препятствуют гипервозбуждению
гиппокампа и возникновению у крыс КМ спонтан-
ных судорог.

Помимо транспортеров глутамата, астроциты
экспрессируют несколько белков-транспортеров
ГАМК, обеспечивающих рециркуляцию ГАМК в
пресинапсе, включая GAT-1, GAT-3 и бетаин-
ГАМК-транспортер (BGT-1) [38, 39]. В отличие от
GAT-1 и BGT-1, GAT-3 экспрессируется исключи-
тельно астроцитами и располагается преимуще-
ственно в астроглиальных отростках, модулируя
тонические тормозные токи в постсинаптических
клетках [38]. Наши данные не выявили различий в
уровне экспрессии GAT-3 между “наивными” кры-
сами КМ и крысами Вистар, что свидетельствует
об отсутствии изменений транспорта ГАМК в аст-
роцитах гиппокампа.

Глутамат, захваченный астроцитами из синап-
тической щели, далее метаболизируется при помо-
щи специфического астроцитарного фермента глу-
таминсинтетазы с образованием глутамина [40].
Далее глутамин возвращается в нейроны, где исполь-
зуется для синтеза глутамата и ГАМК [41]. Таким об-
разом, глутаминсинтетаза играет центральную роль в
метаболизме возбуждающих и тормозных нейроме-
диаторов [42]. Наши данные не выявили изменений
экспрессии глутаминсинтетазы в гиппокампе крыс
КМ, что свидетельствует о нормальном уровне мета-
болизма глутамата и ГАМК.

Помимо регуляции процессов нейротрансмис-
сии, астроциты также контролируют образование,
созревание и дегенерацию синапсов. В частности,
такие секреторные белки астроцитов, как SPARC
(secreted protein acidic and rich in cysteine) и SPAR-
CL1 (SPARC-like 1), регулируют формирование
возбуждающих синапсов как в развивающемся, так
и во взрослом мозге млекопитающих [22]. Так,
SPARCL1 непосредственно стимулирует образова-

ние возбуждающих синапсов, в то время как
SPARC специфически тормозит синаптогенную
активность SPARCL1 [22]. Наши данные показали,
что экспрессия SPARC в гиппокампе крыс КМ не
изменяется по сравнению с крысами Вистар. По-
скольку наши предыдущие данные указывают на
снижение глутаматергической трансмиссии в гип-
покампе крыс КМ [19], можно предположить на-
личие сопутствующих изменений в экспресии
SPARCL1, однако данный вопрос требует дальней-
ших исследований.

Одним из факторов, вызывающих гипервозбу-
димость нейронов, является нарушение водного
баланса нервной ткани, в регуляции которого при-
нимают участие водные каналы в мембранах гли-
альных клеток, образованные белками аквапори-
нами [23]. В частности, AQP4 экспрессируется в
отростках астроцитов, контактирующих с крове-
носными капиллярами или глутаматергическими
синапсами. Показано, что у пациентов с височной
эпилепсией и склерозом гиппокампа наблюдается
снижение AQP4 в периваскулярном пространстве
гиппокампа [43], а у мышей, нокаутных по гену
AQP4, наблюдается нарушение буферизации К+ и,
как следствие, повышенная продожительность су-
дорог, вызванных электрической стимуляцией
[44]. В то же время в гиппокампе “наивных” крыс
КМ мы не выявили отличий в экспрессии AQP4,
что свидетельствует об отсутствии нарушений дан-
ной астроцитарной функции на фоне полностью
сформированной судорожной готовности.

Таким образом, проведенное исследование вы-
явило повышенную экспрессию транспортеров
глутамата EAAT1 и 2 и сниженную экспрессию аль-
долазы С в астроцитах гиппокампа у “наивных”
взрослых крыс КМ. С одной стороны, эти изменения
указывают на активное удаление глутамата из синап-
тической щели и сниженную активность гликолиза,
что может препятствовать развитию у крыс КМ спон-
танных судорожных припадков. С другой стороны,
сниженный уровень регулируемого альдолазой С ме-
таболизма глюкозы может свидетельствовать о недо-
статочном снабжении нейронов гиппокампа необхо-
димыми энергетическими субстратами.
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ANALYSIS OF THE FUNCTIONAL STATE OF ASTROGLIA
IN THE HIPPOCAMPUS OF RATS GENETICALLY PRONE 

TO AUDIOGENIC SEIZURES
Y. S. Grigorievaa, A. A. Naumovaa, S. D. Nikolaevaa, and M. V. Glazovaa,#

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: mglazova@iephb.ru

It was shown that abnormalities in astrocyte functions can cause alterations in neuronal excitability and promote
the development of epilepsy, however, this question claims further investigation. The aim of the present work was
to analyze the functional state of astrocytes in the hippocampus of Krushinsky-Molodkina (KM) rats genetically
predisposed to the reflex audiogenic seizures. Adult naïve animals with fully-established audiogenic sensitivity
were recruited in our experiments. Rats of parental Wistar strain were used as a control. Obtained results revealed
unchanged protein expression of such astocytic markers as GFAP, ALDH1L1, and NFIA suggesting the absence
of the reactive astrogliosis in the hippocampus of KM rats. SPARC and aquaporin 4 expression also did not differ
from the control indicating no violations in astroglia regulation of synaptogenesis and water balance. Analysis of
glial proteins responsible for reuptake and metabolism of neurotransmitters revealed normal expression of GABA
transporter GAT-3 and glutamine synthetase, while glutamate transporters EAAT1 and 2 were significantly ele-
vated pointing on enhanced activity of glutamate removal from synapses. In addition, decreased expression of the
key glycolytic enzyme aldolase C, probably, indicated insufficient activity of glucose metabolism in astrocytes.
Thus, obtained data pointed on genetically determined alterations of astroglia functions in the hippocampus of
rats with inherited reflex epilepsy.

Keywords: astrocytes, audiogenic seizures, hippocampus, Krushinsky-Molodkina rats, epilepsy
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