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Цель настоящей работы заключалась в сравнении структурной организации воз-
буждающих синаптических контактов в интраокулярных септальных транспланта-
тах, проявляющих нормальную и эпилептиформную активность. Работа выполне-
на на крысах породы Вистар. В качестве донорского материала для транспланта-
ции служила септальная область мозга, выделенная из 17-дневных плодов крыс.
Через 3 мес. после операции проводили тестирование электрофизиологических
свойств нейротрансплантатов, используя кратковременную стимуляцию одиноч-
ными электрическими импульсами. По результатам тестирования трансплантаты
разделили на две группы: с нормальной и эпилептиформной активностью. Микро-
скопическое изучение нейротрансплантатов из обеих групп показало, что нервные
и глиальные клетки, а также нейропиль, состоящий из аксонов, дендритов, синап-
тических окончаний и астроцитарных отростков, были хорошо дифференцирова-
ны. Аксо-дендритные и аксо-шипиковые синаптические окончания рассматрива-
лись как трехчастные структурные комплексы (tripartite synapses), в состав которых
входили не только пре- и постсинаптические компоненты, но и окружающие их
отростки астроцитов. Большинство из них имели морфологические признаки воз-
буждающих контактов с четко выраженными постсинаптическими уплотнениями,
размер которых считается коррелятом эффективности нервной передачи. Морфо-
метрический анализ таких синапсов из функционально разных типов транспланта-
тов не выявил достоверной разницы в протяженности постсинаптических уплот-
нений, а также в площади сечения и периметре пресинаптических бутонов. В то же
время были обнаружены большие различия в степени окружения синапсов астро-
цитарными отростками. В трансплантатах, характеризующихся эпилептиформной
активностью, доля перисинаптических отростков была в 1.8 раз ниже, чем в кон-
троле. Полученные данные свидетельствуют о том, что пресинаптические отростки
астроцитов первыми реагируют на электрическую стимуляцию и инициируют раз-
витие эпилептиформной активности. Предполагается, что уменьшение астроци-
тарного покрытия возбуждающих синапсов способствует распространению нейро-
медиаторов по межклеточным пространствам и вовлечению соседних нейронов в
синхронизованную нейрональную активность.
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активность, ультраструктура, синапс, астроцитарный отросток, морфометрия
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Изменения в структуре и функции нервных и глиальных клеток при эпилепти-
ческой активности мозга уже достаточно хорошо изучены. При эпилепсии проис-
ходит гибель нейронов, нарушение доменной организации астроцитов, реактив-
ный астроглиоз и значительное увеличение промежуточных глиофиламентов.
В сохранившихся нейронах наблюдается реорганизация нервных отростков: абер-
рантное ветвление аксонов, исчезновение дендритных шипиков и дегенерация си-
наптических терминалей [1–3]. Однако такие исследования обычно проводятся на
отделах мозга, уже сильно измененных судорожной активностью в результате воз-
действия хемоконвульсантов или электрических стимулов. При этом неизученными
остаются вопросы о субмикроскопических отклонениях в нервной ткани при ини-
циации эпилептических состояний. Кроме того, в целом мозге сложно идентифи-
цировать эпилептогенные фокусы, с которых распространяется патологическое
возбуждение. Поэтому многие данные о генерации и предотвращении судорожной
активности на клеточном уровне получены при моделировании патологических
очагов in vitro [4–7]. В настоящей работе в качестве модели для изучения клеточных
и субклеточных механизмов развития эпилептогенных фокусов использованы ин-
траокулярные нейротрансплантаты, развивающиеся в передней камере глаза. Ней-
роны в трансплантатах, функционируя изолированно от ЦНС в условиях жесткого
дефицита естественных афферентных и эфферентных влияний, формируют ауто-
синаптические связи или атипично контактируют с соседними нервными клетками.
В электрофизиологических исследованиях аналогичных интраокулярных нейро-
трансплантатов гиппокампа и септальной области мозга обнаружена повышенная
возбудимость и легкая провокация эпилептиформных разрядов [8]. Однако в гип-
покампе, имеющем плотно упакованный слой пирамидных нейронов, эпилепти-
формная синхронная активность может быть обусловлена коннексин-содержащими
щелевыми контактами между нервными клетками без участия глутамат-опосредо-
ванного возбуждения [9]. Чтобы сконцентрировать внимание на синаптических
процессах и исключить возможность генерации патологической активности за
счет электротонических коммуникаций между близко расположенными нервными
клетками, в качестве экспериментальной модели нами были выбраны трансплан-
таты септальной области, в которой нейроны располагаются диффузно и не фор-
мируют плотных слоев.

Основным возбуждающим нейромедиатором в септальной области мозга, как и
в большинстве других отделов ЦНС, является глутаминовая кислота [10], а морфо-
логическим коррелятом возбуждения – синапсы I-го типа, имеющие асимметричные
активные зоны с выраженными электронными уплотнениями с постсинаптической
стороны [11]. По современным представлениям в состав возбуждающих синапти-
ческих комплексов необходимо также включать окружающие их отростки астро-
цитов, которые контролируют уровень экстраклеточного глутамата [12–14]. Цель
настоящей работы заключалась в сравнении ультраструктурной организации си-
наптических контактов в интраокулярных септальных трансплантатах, проявляю-
щих нормальную или эпилептиформную активность. Для этого проводилось мор-
фометрическое изучение трехчастной организации возбуждающих синаптических
окончаний (tripartite synapses) в интраокулярных нейротрансплантатах септум.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для интраокулярной трансплантации в ПКГ использовали лабораторных крыс
породы Вистар, содержащихся в стандартных условиях институтского вивария.
Эксперименты проводили с соблюдением требований к работе с животными (Ди-
ректива 2010/63/EU) и рекомендаций Комиссии по биоэтике ИТЭБ РАН. Для по-
лучения донорского материала использовали самок на 17-й день беременности, ко-
торым под глубоким нембуталовым наркозом и дополнительной местной анесте-
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зией 2.0%-ным раствором новокаина делали кесарево сечение, извлекали плоды и
помещали их в стерильный физиологический раствор. Под бинокулярной лупой
выделяли кусочки септальной области мозга и сохраняли в питательной среде Игла
до имплантации в переднюю камеру глаза. Реципиентами служили крысы-самцы
той же породы, наркотизированные парами эфира. За 15 мин до операции реципи-
ентам капали в глаз 1.0%-ный раствор атропина для расширения радужной оболочки
и 1–2 капли дикаина для местного обезболивания. Имплантацию кусочков донор-
ской ткани в переднюю камеру глаза производили через небольшой разрез в рого-
вице с помощью пипетки Microman.

Через 3 мес. после операции трансплантаты вместе с кусочками радужной обо-
лочки выделяли из передней камеры глаза и помещали в экспериментальную камеру
с проточным раствором Рингера–Кребса для тестирования их электрофизиологи-
ческих свойств. Электрическую стимуляцию производили одиночными (не более 10)
импульсами, для чего устанавливали нихромовые электроды на границе транс-
плантата и радужки. Регистрацию локальных потенциалов и мультиклеточной ак-
тивности проводили вольфрамовыми микроэлектродами. По результатам тестиро-
вания трансплантаты разделили на 2 группы в зависимости от типа активности –
нормальная (контроль) или эпилептиформная. В контрольной группе (n = 3) ответы
представляли собой одиночные вызванные потенциалы с латентным периодом 3–7 мс;
в экспериментальной группе (n = 3) ответы были в виде повторяющихся множе-
ственных разрядов, следующих с интервалом 5–20 мс. Каждый эксперимент про-
должался не более 5–7 минут. Электрофизиологическое тестирование трансплан-
татов было проведено А.Г. Брагиным.

Для микроскопического исследования трансплантаты фиксировали 2.5%-ным
раствором глутарового альдегида. Изучение общего вида проводили на гистологи-
ческих срезах, окрашенных крезилвиолетом по Нисслю. Трансплантаты, предназначен-
ные для электронной микроскопии, разрезали на кусочки не более 0.8–1.0 мм3, дофик-
сировали 1.0%-ным раствором четырехокиси осмия, заливали в эпоновые блоки и
изготавливали ультратонкие срезы на ультратоме LKB (Швеция). Детально подго-
товка образцов описана ранее [15, 16]. Ультраструктурное исследование проводили
на электронном микроскопе JEOL JEM 100B (Япония). Для морфометрического
анализа из обеих экспериментальных групп выбирали не менее 100 микроизобра-
жений синаптических окончаний, преимущественно локализованных на дендрит-
ных шипиках и имеющих четкие ультраструктурные признаки возбуждающих кон-
тактов: асимметричные активные зоны с выраженными плотностями со стороны
постсинаптических элементов [11]. Микрофотографии оцифровывали, сохраняли
в виде компьютерных файлов и анализировали с помощью программы UTHSCSA
Image Tool. Сравнение синапсов производили по следующим параметрам: полный
периметр и площадь сечения пресинаптической терминали (Т), протяженность от-
ростка астроцита, прилегающего к терминали (А), длина постсинаптического
уплотнения (ПСУ). Степень развития перисинаптической глии (Ка) вычисляли
как отношение протяженности астроцитарного отростка (А) к периметру термина-
ли (Т). Достоверность различий определяли по критерию t-Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

На гистологических срезах интраокулярные трансплантаты септума представляли
собой клеточные образования, расположенные в передней камере глаза между ро-
говицей и радужной оболочкой. Из радужки в нейротрансплантаты врастали крупные
кровеносные сосуды с широкими периваскулярными пространствами (рис. 1). Ра-
нее было показано, что в глубине трансплантированной ткани стенки сосудов ста-
новятся тоньше и постепенно приобретают морфологические черты, свойственные
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Рис. 1. Общий вид интраокулярного трансплантата септальной области мозга крысы. Окраска по Нис-
слю. Т – трансплантат; РО – радужная оболочка; Р – роговица. Масштаб: 1.0 мм.
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капиллярам ЦНС, обладающим гематоэнцефалическим барьером [15]. Нервные и
глиальные клетки в септальных трансплантатах распределялись диффузно, без ка-
кой-либо ориентации. Нейроны были полностью дифференцированы, имели круп-
ные, светлые ядра с интенсивно окрашенными ядрышками и обширную цитоплазму,
содержащую глыбки нисслевского вещества.

По ультраструктурным характеристикам нейроны и глиоциты также соответ-
ствовали полноценным, зрелым клеткам, цитоплазма которых содержала все необ-
ходимые органеллы. Сложно организованные нейропильные области трансплан-
татов состояли из взаимосвязанных глиальных отростков, аксонов, дендритов и
синаптических окончаний. Глиальный компонент был представлен отростками
астроцитов, в некоторых из которых присутствовали глиофиламенты. Большинство
синаптических соединений в нейропиле имели четкие признаки возбуждающих кон-
тактов: с пресинаптической стороны располагались светлые синаптические вези-
кулы диаметром около 35–40 нм, а с постсинаптической стороны под плазматической
мембраной наблюдались выраженные скопления электронно-плотного материала
(рис. 2). Начиная с классических работ Грея [11], выполненных на неокортексе, такие
структурные особенности синапсов и в других отделах ЦНС ассоциируют с глута-
матергической нейропередачей [17, 18]. В интраокулярных нейротрансплантатах
септум из обеих экспериментальных групп синаптические контакты такого типа
обнаруживались как на дендритных шипиках, так и на тонких дендритных ветвях.
На визуальном уровне принципиальных структурных различий между многочис-
ленными синаптическими связями в трансплантатах с нормальным или патологи-
ческим типом функциональной активности не было обнаружено. В тех и других
группах нейротрансплантатов встречались синапсы, имеющие относительно крупные
и достаточно мелкие пресинаптические бутоны. В то же время в эпи-трансплантатах
чаще наблюдались множественные активные зоны, когда на одном шипике закан-
чивались по 2–3 терминали и, наоборот, с одним аксональным бутоном формировали
синаптические связи 2–3 дендритные веточки или головки дендритных шипиков.
Кроме того, многие синаптические контакты в них имели активные зоны перфо-
рированного типа. Эти отличительные особенности трансплантированной ткани,
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Рис. 2. Нейропильная область в интраокулярном трансплантате септум. Возбуждающие синаптические
контакты обозначены стрелками, тонкие перисинаптические астроцитарные отростки – звездочками. А –
более крупные отростки астроцитов; Д – дендриты; Т – синаптические терминали. Масштаб: 0.5 мкм.
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характеризующейся патологической активностью, находятся в соответствии с дан-
ными электрофизиологов о гиперактивности нейронов, развивающихся в перед-
ней камере глаза [8]. Другими исследователями также показано, что активные зо-
ны с перфорациями постсинаптических плотностей экспрессируют больше воз-
буждающих рецепторов и являются более эффективными [19, 20].

Перисинаптические глиальные отростки, в разной степени окружающие синап-
тические профили, имели извилистые очертания и как бы заполняли пространства
между нервными элементами, но не достигали синаптических щелей. Тонкие от-
ростки не содержали цитологических органелл, а были заполнены неким фила-
ментозным материалом. Расстояния между синаптическими и астроцитарными
мембранами варьировали от коротких сближенных участков до расширений в де-
сятки нанометров (рис. 2). Со стороны пресинапса в области контакта с астроци-
тарным отростком часто можно было видеть микропиноцитозные фигуры и опу-
шенные везикулы. Эти наблюдения дают основание утверждать, что синапсы в ин-
траокулярных трансплантатах, как и в мозге in situ, соответствуют современному
представлению о трехчастной организации синаптических контактов. Известно,
что в разных отделах мозга количество синапсов, имеющих тесный контакт с от-
ростками астроцитов, различается [21]. При проведенном нами сравнении двух
групп интраокулярных нейротрансплантатов обнаружено сниженное количество
синапсов, которые ассоциированы с астроцитарными отростками. Так, если в кон-
трольном материале их число было 94.0 ± 2.5%, то в ткани с эпилептиформной ак-
тивностью они присутствовали только в 72.3 ± 4.2% случаев (различия достоверны
при p < 0.001). Это свидетельствует о важной роли астроцитов в поддержании нор-
мального уровня функциональной активности трансплантированной ткани.

При сравнительном морфометрическом изучении синаптических комплексов в
нейротрансплантатах с нормальной и эпилептиформной активностью были изучены
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Таблица 1. Морфометрические данные возбуждающих синапсов в интраокулярных нейро-
трансплантатах с разным типом функциональной активности, (M ± m)

Параметры синаптических
окончаний

Нормальная
активность
(контроль,

n = 100)

Эпилептиформная
активность

(n = 112)
Достоверность

Протяженность постсинаптического
уплотнения (мкм)

0.366 ± 0.014 0.402 ± 0.018 Нет

Площадь пресинаптического
бутона (мкм2)

0.52 ± 0.03 0.49 ± 0.03 Нет

Периметр пресинаптического
бутона (мкм)

2.14 ± 0.09 2.13 ± 0.07 Нет

Отростки астроцитов в контакте с
пресинаптическим бутоном (мкм)

0.96 ± 0.06 0.55 ± 0.05 p < 0.001

Коэффициент (Ка) 0.45 ± 0.03 0.25 ± 0.02 p < 0.001
все три структурных компонента трехчастных синапсов. Полагая, что повышение
возбудимости нервной ткани должно отражаться на размерах активных зон синапсов,
были измерены протяженности постсинаптических уплотнений, которые являются
ключевыми локусами, содержащими рецепторные молекулы нейротрансмиттеров.
Размеры постсинаптического уплотнения имели большую вариабельность в обеих
экспериментальных группах (от 0.1 до 1.28 мкм) и, как правило, положительно
коррелировали с размерами пресинаптических бутонов. Однако при сравнении
средних значений этих параметров в трансплантатах с нормальной и патологиче-
ской активностью не было обнаружено достоверных различий, хотя и наблюдалась
незначительная тенденция в сторону увеличения постсинаптического уплотнения
в синапсах эпилептизированной ткани (табл. 1). В сочетании с описанными выше
ультраструктурными признаками бIльшей эффективности некоторых синаптических
контактов (множественные активные зоны, перфорированные ПСУ) можно говорить,
что в эпи-трансплантатах все-таки присутствует морфологическая основа для ге-
нерации аномальной активности. Морфометрический анализ пресинаптических
бутонов по площади сечений и периметров в обеих экспериментальных группах не
выявил достоверной разницы. Вместе с тем, большие различия были обнаружены
по третьему, астроцитарному компоненту синаптических комплексов. В материале
с эпи-активностью доля астроцитарных отростков, находящихся в непосредственной
близости к пресинаптическим бутонам (Ка), была в 1.8 раз ниже, чем в контроле
(табл. 1).

Полученные цифровые значения указывают на то, что воздействие кратковре-
менной электрической стимуляцией, которое вызывает патологические разряды в
части интраокулярных трансплантатов, практически не влияет на морфометриче-
ские параметры пресинаптических компартментов и размеры постсинаптических
уплотнений синаптических окончаний. Вместе с тем, очень впечатляющими ока-
зались данные о значительно сниженном окружении аксональных терминалей от-
ростками астроцитов в трансплантатах с эпилептиформной активностью. Тонкие
концевые разветвления астроглиальных отростков являются важным компонен-
том нейропиля, находятся в тесном контакте с синаптическими окончаниями и
участвуют в модулировании глутаматергической синаптической передачи. Известно,
что только 20% выделенного из синаптических везикул глутамата достигает пост-
синаптических нейронов, а оставшиеся 80% нейромедиатора с помощью астрогли-
альных высокоспецифичных мембранных транспортеров перемещаются в цитоплаз-
му астроцитов, где конвертируются в неактивный глутамин. Этот молекулярно-кле-
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точный механизм захвата излишков глутаминовой кислоты из синаптической
щели и межклеточных пространств препятствует гипервозбуждению и эксайтоток-
сичности нейронов [22, 23]. Астроциты также контролируют ионнный гомеостаз
вблизи функциональных контактов. С помощью мембранных транспортеров они
очищают экстрасинаптические пространства от ионов калия и перераспределяют
их к местам с низкой концентрацией [24, 25]. Астроцитарные перисинаптические
отростки очень пластичны и реагируют на изменение нейрональной активности.
Так, сенсорная стимуляция и долговременная потенциация приводят к значитель-
ному увеличению перисинаптической глии на активированных синапсах неокор-
текса и гиппокампа [26, 27]. В наших экспериментах, наоборот, обнаружено ослаб-
ление астроцитарного компонента вокруг синапсов в трансплантатах с эпилепти-
формной активностью. Уменьшение астроцитарного покрытия возбуждающих
синапсов позволяет нейромедиатору более свободно по сравнению с контролем
диффундировать из синаптической щели в межклеточные пространства и активи-
ровать рецепторы на соседних синапсах. Это приводит к синхронизации активности
групп нейронов и дальнейшему распространению очага эпилептиформной актив-
ности. Такое предположение согласуется с современным представлением о том,
что астроцитарное регулирование синаптической передачи происходит не только
на индивидуальных синапсах, но и приводит к изменению активности на уровне
нейрональных сетей [28]. На важную роль диффузного (объемного) способа рас-
пространения сигнальных молекул по межклеточным пространствам и модулиро-
вания информационных процессов в мозге указывалось и в других работах [29, 30].

Конечно, в интраокулярных нейротрансплантатах нервной ткани есть и другие
факторы, способствующие генерации патологических разрядов. Ранее, например,
мы обнаружили в неокортексе in oculo значительное снижение числа тормозных
ГАМК-ергических нейронов [31]. Изученные в данной работе трансплантаты сеп-
тальной области мозга, возможно, также имеют отклонения в фенотипической
дифференцировке нервных клеток, однако в таком случае цитологический дисба-
ланс возбуждения и торможения должен был наблюдаться как в контрольных, так
и в эпи-трансплантатах. Учитывая кратковременность воздействия электрических
импульсов на трансплантированную ткань, мы полагаем, что перисинаптические
астроцитарные отростки первыми реагируют на повышение нейронального воз-
буждения и инициируют развитие эпилептиформной активности.
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Abstract—The aim of the present work was to compare the structural organization of
excitatory synaptic contacts in intraocular septal transplants exhibiting normal and epi-
leptiform activity. The work was performed on Wistar rats. The donor material for trans-
plantation was the septal area of the brain isolated from 17-day-old rat fetuses. Three
months after the grafting, the electrophysiological properties of neurotransplants were
tested using short-term stimulation by single electrical impulses. According to the results
of tests, the transplants were divided into two groups, with normal and epileptiform ac-
tivity. A microscopic study of neurotransplants from both groups showed that nerve and
glial cells, as well as the neuropil consisting of axons, dendrites, synaptic endings, and
astrocytic processes were well differentiated. Axodendritic and axospinous synaptic end-
ings were considered as three-part structural complexes (tripartite synapses), which in-
cluded not only pre- and postsynaptic components, but also astrocytic processes sur-
rounding them. Most of them had the morphological features of exciting contacts with
strongly expressed postsynaptic densities whose size is a correlate of the efficiency of
nervous transmission. A morphometric analysis of these synapses from functionally dif-
ferent types of transplants revealed no significant difference in the length of postsynaptic
densities, as well as in the cross-section area and the perimeter of presynaptic boutons.
At the same time, significant differences in the degree of the surrounding of synapses by
astrocytic processes were found. In grafts characterized by epileptiform activity, the pro-
portion of perisynaptic astrocytic processes was 1.8 times less than in the control ones.
The data obtained indicate that perisynaptic astrocytic processes are the first to react to
electrical stimulation and initiate the generation of epileptiform activity. It is assumed
that the reduction of the astrocytic coverage of excitatory synapses facilitates the spread
of neurotransmitters within extracellular spaces and the involvement of neighboring
neurons in the synchronized neuronal activity.

Keywords: intraocular neurograft, septum, epileptiform activity, ultrastructure, synapse,
astrocytic process, morphometry
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