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При некоторых патологических состояниях, например, фармакорезистентной эпилепсии, эпилепти-
ческом статусе или определенных формах генетических аномалий спайковая активность ГАМКерги-
ческих интернейронов может усиливать процессы возбуждения в нервной ткани и провоцировать ге-
нерацию иктального разряда. В результате противосудорожные средства, действующие на ГАМКерги-
ческую систему, могут оказаться неэффективными или даже усиливать судорожную активность. Этот
парадоксальный эффект работы тормозной системы обусловлен нарушением ионного баланса в нерв-
ной ткани. В данном обзоре рассмотрены механизмы инициации иктального разряда в нейронных
сетях из-за нарушения баланса хлорид-ионов и ионов калия, а также возможные методы воздей-
ствия на регуляцию ионных концентраций. Для подавления эпилептической активности, вызван-
ной дисбалансом ионов, эффективным может оказаться как усиление (или ослабление) активно-
сти определенных транспортеров ионов и ионных насосов в нейронах, так и их дополнительная
экспрессия с помощью генной терапии. В поддержании необходимых концентраций ионов калия
и хлора в нервной ткани важное значение имеют NaK-помпа, NKCC1- и KCC2-котранспортеры,
которые ранее неоднократно рассматривались в качестве фармакологических мишеней для проти-
воэпилептического воздействия. Препятствием для работы в этом направлении является отсут-
ствие достаточно селективных фармакологических инструментов для воздействия на них, а также
методов доставки препаратов к эпилептическому очагу. Более перспективным направлением пред-
ставляется использование методов генной терапии, таких как гиперэкспрессия транспортера KCC2
в эпилептическом очаге. Другим возможным направлением может стать применение оптогенетиче-
ских инструментов: специально сконструированных светочувствительных ионных помп или каналов.
В этом случае энергия фотонов может быть использована для создания требуемых градиентов хлорид-
ионов и ионов калия, однако и у этих методов пока есть существенные ограничения, которые затруд-
няют их быстрое введение в практику.
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ВВЕДЕНИЕ
Эпилепсия – распространенное неврологиче-

ское заболевание, основным проявлением которо-
го являются повторяющиеся судорожные присту-
пы. Примерно у 30% больных эпилептические
приступы плохо поддаются фармакологическому
контролю [1]. Это подтверждает необходимость
поиска новых методов лечения, воздействующих
на альтернативные мишени и патофизиологиче-
ские механизмы генерации судорожной активно-
сти. В настоящее время для лечения эпилепсии ис-
пользуют препараты, ключевой механизм действия
которых заключается в модуляции работы потен-
циал-зависимых натриевых и кальциевых каналов,
либо эти лекарства обеспечивают потенцирование

тормозных ГАМК-рецепторов или ингибирование
возбуждающих глутаматных рецепторов [2].

Среди множества патологических изменений, на-
блюдаемых в эпилептическом очаге, в том числе при
фармакорезистентной эпилепсии, следует отдельно
выделить нарушение ионного баланса, приводящее к
нарушению функций тормозной ГАМКергической
системы и гипервозбудимости нейронов. К наибо-
лее выраженному эпилептогенному эффекту при-
водят накопление внутриклеточных хлорид-ионов
и повышение внеклеточной концентрации катио-
нов калия. Подробный анализ ионной динамики в
здоровой и эпилептической ткани можно найти в
работе Raimondo и соавт. [3]. Дисбаланс хлорид-
ионов в эпилептической ткани детально обсуждал-
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ся в обзорах [4, 5]. Эпилептогенный эффект ионов
калия описан de Curtis и соавт. [6]. Модельные ис-
следования также указывают на критическую роль
ионной динамики в ткани мозга для генерации как
интериктальных, так и иктальных разрядов [7, 8].

Таким образом, снизить гипервозбудимость
нейронов и восстановить функции ГАМКергиче-
ской системы в эпилептическом очаге возможно,
если направленно изменить ионный баланс в дан-
ной области мозга. Цель данного обзора – проана-
лизировать и описать наиболее перспективные
способы воздействия на ионный баланс в эпилеп-
тическом очаге, что может стать основой для разра-
ботки новых подходов лечения фармакорезистент-
ной эпилепсии. Мы последовательно рассмотрим,
какие изменения ионной динамики наблюдаются
при эпилептической активности, к каким послед-
ствиям они приводят, а затем опишем возможные
способы воздействия на ионную динамику.

ДИСБАЛАНС ИОНОВ КАЛИЯ
ПРИ ЭПИЛЕПТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ
Потенциал покоя нейрона определяется в

первую очередь градиентом ионов калия внутри и
вне клетки. В норме концентрация ионов калия во
внеклеточной среде мозга составляет 3 мМ, а в ней-
ронах млекопитающих 140 мM. Согласно уравне-
нию Нернста, потенциал реверсии ионов калия

 зависит от концентрации этих ионов на внут-
ренней стороне мембраны  и наружней  по
следующей формуле (Ур. 1):

(1)

где  – это заряд иона,  – постоянная Фарадея,
– универсальная газовая постоянная,  – темпе-

ратура.
Движущая сила электрохимического градиента

ионов калия  представляет собой разницу меж-
ду мембранным потенциалом  и потенциалом
реверсии ионов калия  (Ур. 2):

(2)

Согласно уравнению 2, повышение концентра-
ции ионов калия во внеклеточной среде в два раза
вызовет деполяризацию мембраны на 19 мВ.

Экспериментальную регистрацию внеклеточ-
ной концентрации ионов калия обычно произво-
дят с помощью калий-чувствительного электрода
[9]. Метод изготовления калий-чувствительных
электродов для нейрофизиологических экспери-
ментов подробно описан в работах [10, 11].

Впервые повышение концентрации ионов ка-
лия во время генерации эпилептиформных разря-
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дов in vitro было описано еще в 70-е годы прошлого
столетия [12–14]. В дальнейшем это явление было
независимо подтверждено в различных лаборато-
риях. Пример записи регистрации внеклеточной
концентрации ионов калия c помощью монопо-
лярного микроэлектрода одновременно с реги-
страцией спайковой активности или постсинапти-
ческих токов нейронов методом патч-кламп в сре-
зах гиппокампа и энторинальной коры крысы в
4-аминопиридиновой модели эпилептиформной
активности, проведенной в нашей лаборатории,
показан на рис. 1 (приведено из [11]).

Внеклеточная концентрация ионов калия в
каждый момент времени вычисляется по формуле
(Ур. 3):

(3)

где  – концентрация ионов калия во вне-
клеточном растворе, S – калибровочный коэффи-
циент, определяется экспериментально для каждо-
го электрода путем измерения потенциала V(t) на
электроде в растворах с разными концентрациями

.
При отсутствии спайковой активности в ней-

ронной сети внеклеточная концентрация ионов
калия не изменяется и соответствует значению в
омывающем срез растворе (в приведенном приме-
ре 2.5 мМ). Во время эпилептических разрядов
внеклеточная концентрация ионов калия повыша-
ется в разы, достигая в тоническую фазу иктально-
го разряда около 10 мМ и деполяризуя мембрану,
соответственно делая нейроны более возбудимы-
ми.

ИЗБЫТОЧНАЯ ВНУТРИКЛЕТОЧНАЯ 
КОНЦЕНТРАЦИЯ ХЛОРИД-ИОНОВ 

ПРИ ЭПИЛЕПТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ
Функцию торможения в головном мозге выпол-

няет ГАМКергическая система. Медиатор ГАМК
оказывает быстрый и сильный гиперполяризую-
щий эффект на постсинаптический нейрон при
связывании с ГАМКА-рецептором, являющимся
ионотропным (хлорным) каналом. Как правило,
при активации этих рецепторов хлорид-ионы по
электрохимическому градиенту перемещаются
внутрь клетки. Однако ток хлорид-ионов в клетку
наблюдается только в том случае, когда потенциал
реверсии, определяемый преимущественно равно-
весным хлорным потенциалом, ниже мембранного
потенциала покоя клетки [15]. В противном случае
ГАМК не будет оказывать торможения и может да-
же деполяризовать постсинаптический нейрон.

Так как потенциал реверсии в значительной
степени определяется изменением внутриклеточ-
ной концентрации хлорид-ионов, то необходимо
было разработать доступный способ регистрации.
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Нетоксичный метод измерения внутриклеточной
концентрации хлорид-ионов был разработан в
2000 г. Kuner и Augustine [16] на основе физическо-
го явления “флуоресцентный резонансный пере-
нос энергии”. Суть этого явления заключается в
том, что между двумя хромофорами происходит
безызлучательный перенос энергии от донора, на-
ходящегося в возбужденном состоянии, на акцеп-
тор через диполь-дипольное взаимодействие. Ха-
рактерными чертами данного процесса являются
тушение флуоресценции донора и возникновение
более длинноволновой флуоресценции акцептора.
Изучая межбелковые взаимодействия, эти иссле-
дователи заметили, что эффективность флуорес-
центного резонансного переноса энергии между
циановым и желтым флуоресцентными белками
зависела от хлорид-ионов. Поэтому авторы пред-
ложили оптический индикатор хлорид-ионов в ви-
де соединения желтого и цианового флуоресцент-
ных белков Clomeleon и успешно апробировали его
на первичной культуре нейронов гиппокампа [16].

Впервые измерили концентрацию хлорид-ионов
во время генерации иктального разряда Glykys и со-
авт в 2014 г., после экспрессии белка Clomeleon в
органотипической культуре гиппокампа, совме-
стив двухфотонную микроскопию и внеклеточные

отведения [17]. Если в состоянии покоя концентра-
ция хлорид-ионов составила 25.4 ± 7.4 мМ, то во
время генерации иктального разряда она повыша-
лась до 40.8 ± 13.8 мM. Высокая внутриклеточная
концентрация хлорид-ионов поддерживается на
протяжении генерации эпилептиформной актив-
ности и восстанавливается до базового уровня
только при продолжительном отсутствии синхрон-
ной популяционной активности (рис. 2).

Разработаны альтернативные способы оценки
концентрации хлорид-ионов с помощью других
сенсоров. Например, довольно широко использу-
ется ClopHensorN, чувствительный, кроме [Cl–]i,
также и к pH [18–22]. Burman и соавт. измерили ди-
намику внутриклеточной концентрации хлорид-
ионов во время генерации эпилептиформных раз-
рядов в срезах органотипической культуры гиппо-
кампа [22]. Было показано, что во время эпилепти-
формной активности внутриклеточная концентра-
ция хлорид-ионов возрастает, соответственно во
время генерации эпилептических разрядов потен-
циал реверсии повышается на 30–40 мВ, а по окон-
чании эпилептиформной активности возвращает-
ся к базовому уровню.

Рис. 1. Одновременная регистрация внеклеточной концентрации ионов калия с помощью калий-чувствительного элек-
трода (зеленая кривая) и постсинаптических токов репрезентативного нейрона (черная кривая) в энторинальной коре
крысы Вистар в 4-аминопиридиновой модели эпилептиформной активности in vitro (a). Потенциал для записи постси-
наптических токов удерживался на –27 мВ. Иктальный разряд, отмеченный синей полосой, представлен в увеличенном
масштабе на панели b. Воспроизведено из [11].
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ЭПИЛЕПТОГЕННЫЕ ЭФФЕКТЫ 
ДИСБАЛАНСА ХЛОРИД-ИОНОВ 

И КАТИОНОВ КАЛИЯ

В норме в зрелых нейронах хлорид-ионы пе-
реносятся в межклеточное пространство за счет
K+-Cl–котранспортера (KCC2-котранспортера):
электрохимический градиент ионов калия способ-
ствует выведению хлорид-иона вместе с ионом ка-
лия [23]. Таким образом, КСС2-котранспортер
препятствует накоплению хлорид-ионов внутри
нейронов в результате работы тормозной системы
и повышению потенциала реверсии ГАМКА-ре-
цепторов.

Функциональная активность КСС2-котранс-
портера регулируется рядом механизмов и при вы-
сокой активации нейронных сетей обычно резко
снижается. Последние данные свидетельствуют о
том, что скорость ионного транспорта, а также ста-
бильность и перемещение KCC2 по клеточной по-
верхности и плазмалемме быстро и обратимо мо-
дулируются (де)фосфорилированием некоторых
сериновых, треониновых и тирозиновых остатков
в С-концевой части этого белка [24].

Этот механизм выведения хлорид-ионов из кле-
ток довольно уязвим при различных повреждениях
в нервной системе, что ведет к повышению возбу-
димости нейронных сетей и эпилептизации ткани
мозга. Kaila и соавт. [25] в своем обзоре предлагают
следующий механизм развития таких нарушений.
В ходе повторяющихся судорожных припадков
происходит, с одной стороны, прогрессирующая
интернализация постсинаптических ГАМКА-ре-
цепторов [26], а с другой – быстрое снижение экс-
прессии KCC2 [27, 28], что совместно ведет к дли-
тельному накоплению хлорид-ионов в нейронах и
последующему ослаблению торможения. Конкрет-
ный молекулярный механизм снижения экспрес-
сии KCC2 до конца не выяснен, но наиболее из-
вестными на сегодняшний день патологическими
ингибиторами функции KCC2 являются избыток

глутамата [29] и высокие уровни нейротрофиче-
ского фактора мозга (BDNF) [30].

Кроме приобретенных нарушений хлорного ба-
ланса, могут встречаться и наследственные нару-
шения. Следует отметить, что при некоторых фор-
мах наследственной эпилепсии обнаружены мута-
ции гена SLC12A5, кодирующего KCC2-
котранспортер. Например, у австралийской семьи
с наследственными фебрильными судорогами и во
франко-канадской когорте с тяжелой генетиче-
ской генерализованной эпилепсией (GGE) обна-
ружены гетерозиготные миссенс-полиморфизмы в
SLC12A5, вызывающих снижение KCC2-зависи-
мой способности к выведению хлорид-ионов [31].
У пациентов с тяжелым, рано проявляющимся за-
болеванием менделевского типа, названным “эпи-
лепсией младенчества с мигрирующими фокаль-
ными припадками” (EIMFS), обнаружена рецес-
сивная мутация в SLC12A5, ведущая к потере
функции [32]. Также показано, что полиморфизм
гена, кодирующего KCC2 по rs2297201, может быть
прогностическим генетическим маркером феб-
рильных судорог [33], более подробные сведения о
мутациях гена KCC2-котранспортера, приводящих
к эпилепсии, можно найти в обзорах [31, 34].

Проэпилептогенное действие высокой концен-
трации внеклеточного калия подтверждается мно-
гочисленными экспериментальными данными.
Например, повышение концентрации хлорида ка-
лия в омывающем растворе с 2.5 до 10 мМ приводит
к генерации эпилептиформной активности в пере-
живающем срезе гиппокампа ювенильной мыши
[35]. Во время пре- или интериктальных разрядов,
обеспеченных в основном синхронной активностью
интернейронов, происходит повышение внеклеточ-
ной концентрации ионов калия [11, 36], которое, в
свою очередь, может спровоцировать генерацию
иктального разряда. Основными источниками вне-
клеточного калия выступают различные типы кали-
евых каналов и уже описанный выше KCC2-ко-
транспортер.

Так, во время генерации потенциалов действия
ионы калия попадают в межклеточное простран-
ство через потенциал-чувствительные калиевые
каналы [37], а KCC2-котранспортер обеспечивает
совместный выход ионов калия и хлорид-ионов в
межклеточное пространство. В результате изменя-
ется потенциал реверсии калиевого тока у всех
нейронов, включая пирамидные клетки и соответ-
ственно мембранный потенциал становится более
деполяризованным у всех нейронов. Это приводит
к гипервозбудимости ткани мозга.

Эффективное удаление избыточного K+ из вне-
клеточного пространства во время активности ней-
ронов имеет первостепенное значение. В этом про-
цессе ключевую роль играют астроциты. Нормали-
зацию внеклеточной концентрации ионов калия
обеспечивают NaK-помпа и калиевые каналы

Рис. 2. Схематическое изображение динамики внутри-
клеточной концентрации хлорид-ионов [Cl–]i, во вре-
мя иктальных разрядов в модели эпилептиформной ак-
тивности in vitro. Во время иктального разряда наблю-
дается спайковая активность репрезентативного
нейрона коры, которая представлена записью мем-
бранного потенциала Vm. Цифры на рисунке: 1 – тони-
ческая фаза иктального разряда, 2 – клоническая фаза
иктального разряда, 3 – гиперполяризация, 4 – состоя-
ние покоя (по материалам [17]).

Vm

[Cl�]i

1 2 3 4
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внутреннего выпрямления (KIR), а также быстрая
пространственная буферизация, обеспеченная ще-
левыми контактами между астроцитами [38]. Нару-
шения в работе любого из этих механизмов могут
вести к развитию эпилепсии. Есть данные о том, что
мутации астроцитарных калиевых каналов внутрен-
него выпрямления KIR4.1 обнаружены у пациентов,
страдающих эпилепсией [39–41]. У больных эпи-
лепсией описаны также мутации субъединиц NaK-
помпы, совместимые с жизнью [42]. В случае юве-
нильной миоклонической эпилепсии описаны му-
тации гена коннексина 36, обеспечивающего ще-
левой контакт между астроцитами [43].

МЕХАНИЗМЫ ГЕНЕРАЦИИ 
ЭПИЛЕПТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ, 

ОБУСЛОВЛЕННЫЕ ГАМКЕРГИЧЕСКИМИ 
ИНТЕРНЕЙРОНАМИ

Нарушение ионного баланса может изменить
функции ГАМКергических интернейронов. В нор-
ме ГАМКергическая система в головном мозге вы-
полняет функцию торможения, поэтому оказывает
выраженное противоэпилептическое действие.
Однако накоплено много экспериментальных и
клинических свидетельств ее проэпилептического
действия при некоторых патологических состоя-
ниях [4, 36, 44–49]. Механизмы генерации эпилеп-
тической активности за счет работы ГАМКергиче-
ской системы подробно обсуждаются в ряде ранее
опубликованных обзоров [4, 5], поэтому здесь мы
только кратко опишем наиболее часто встречаю-
щиеся механизмы.

Иктальный разряд может быть спровоцирован
краткой синхронной активацией, а затем выклю-
чением тормозных интернейронов в условиях вы-
сокой эпилептической готовности. В этом случае
сразу после выключения торможения наблюдается
синхронизованная генерация потенциалов дей-
ствия пирамидными нейронами (post-inhibitory re-
bound synchronization, PIRS). Такой эффект описан
в оптогенетических экспериментах с кратковре-
менной 30-миллисекундной фотостимуляцией
ГАМКергических интернейронов верхних слоев
соматосенсорной коры ювенильной мыши (линия
VGAT-ChR2) в 4-аминопиридиновой модели in vi-
tro. Фотостимуляция вызывает одновременную
спайковую активность ГАМКергических интер-
нейронов, а выключение света – синхронное пре-
кращение их активности. Сразу после выключения
фотостимуляции в срезе мозга генерировался ик-
тальный (или интериктальный) разряд [47]. Ис-
пользуя перфорированный патч и мультиэлектрод-
ные отведения, исследователи показали, что во
время фотостимуляции интернейронов наблюда-
ется гиперполяризация пирамидных нейронов, а
после выключения фотостимуляции возникает де-
поляризация пирамидных нейронов, и развивается
эпилептическое событие. Таким образом, при од-

новременном выключении многих интернейронов
происходит синхронная активация пирамидных
нейронов, которая может реализоваться в икталь-
ный или интериктальный разряд. Схожую картину
наблюдали в ткани мозга человека, полученной из
эпилептического очага, после локальной апплика-
ции ГАМК (100 мМ), а также in vivo на анестезиро-
ванной взрослой мыши VGAT-ChR2 при фотости-
муляции интернейронов [47]. Аналогичный ре-
зультат был продемонстрирован in vitro при
стимуляции только парвальбумин-положительных
быстроразряжающихся интернейронов [50].

Другой механизм может быть задействован при
более длительной синхронизованной спайковой
активности интернейронов (и опционально пира-
мидных нейронов). Такая активность нейронной
сети повышает внеклеточную концентрацию
ионов калия настолько, что приближает мембран-
ный потенциал нейронов к порогу возникновения
потенциала действия. В результате может активи-
роваться достаточное число для генерации икталь-
ного разряда пирамидных нейронов. В пользу это-
го механизма свидетельствует ряд эксперименталь-
ных данных: во время генерации ГАМК-
глутаматных интериктальных разрядов регистри-
руется существенный скачок внеклеточной кон-
центрации ионов калия [36, 51]; в 4-аминопириди-
новой модели эпилептиформной активности в сре-
зах энторинальной коры иктальному разряду
предшествуют ГАМК-глутаматные преиктальные
разряды, зачастую внеклеточная концентрация
ионов калия не успевает вернуться к базовому
уровню в промежутке между преиктальными раз-
рядами, поэтому обеспечивает больший скачок
концентрации [11, 52]. Таким образом может быть
достигнуто пороговое значение концентрации, до-
статочное для генерации иктального разряда.

Одновременно может происходить накопление
хлорид-ионов в пирамидном нейроне за счет про-
должительной активации ГАМКА-рецепторов, что
повышает потенциал реверсии ГАМК. Поэтому
гиперполяризующее действие ГАМК может ме-
няться на деполяризующее. Мы предполагаем, что
в развитии эпилептогенного эффекта, обеспечива-
емого ГАМКергическими интернейронами, важ-
ную роль может играть локальное изменение кон-
центрации хлорид-ионов, а также некоторые спе-
циализированные тормозные синапсы вблизи
начального сегмента аксона постсинаптического
пирамидного нейрона. В пользу такого предполо-
жения свидетельствует ряд наших собственных и
полученных в других лабораториях эксперимен-
тальных данных, а также модельные расчеты. Так,
в 4-аминопиридиновой модели эпилептиформной
активности в срезах гиппокампа и энторинальной
коры ювенильной крысы, во время генерации пре-
иктальных разрядов, мы неоднократно регистри-
ровали низкопороговые потенциалы действия в
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пирамидных нейронах [52], что может быть обу-
словлено тем, что они вызваны интернейронами.

Известно, что один из подтипов парвальбумин-
содержащих интернейронов, клетки-канделябры,
формируют особые аксо-аксональные синапсы,
обеспечивая выброс ГАМК в области начального
сегмента аксона пирамидных нейронов [53–55].
Было показано, что аппликация агониста ГАМКА-
рецепторов мусцимола в этой области аксона
уменьшает вероятность генерации потенциала
действия нейроном при низкой внутриклеточной
концентрации хлорид-ионов и увеличивает эту ве-
роятность при высокой концентрации [56]. Полу-
чены экспериментальные свидетельства того, что
количество KCC2-котранспортера на аксоне ней-
рона значительно меньше, чем на дендритах и соме
[57, 58], тогда как в этой области довольно высока
экспрессия NKCC1-котранспортера. Эти особен-
ности локальной экспрессии котранспортеров
обеспечивают накопление хлорид-ионов в началь-
ном сегменте аксона [59]. Поскольку объем аксона
мал, то продолжительная ГАМКергическая акти-
вация приводит к локальному накоплению хлорид-
ионов, обеспечивая деполяризующее действие
ГАМК. В этом случае активность ГАМКергиче-
ских клеток-канделябров может приводить к син-
хронизованному возбуждению пирамидных ней-
ронов и инициации иктального разряда. Однако
эта гипотеза требует дальнейших эксперименталь-
ных исследований.

Кроме клеток-канделябров важную роль в этих
процессах может играть и другой подтип парваль-
бумин-содержащих интернейронов – корзинчатые
интернейроны, образующие синаптические кон-
такты в основном на теле и проксимальных денд-
ритах пирамидных нейронов [60, 61]. Оптогенети-
ческая деполяризация парвальбуминовых интер-
нейронов в пилокарпиновой модели фокальной
эпилепсии in vivo меняет эффект с анти- на про-
эпилептический в течение нескольких секунд [4].
Magloire и соавт. также отмечают, что проэпилеп-
тического действия нет при фотостимуляции
SOM-интернейронов, синапсы которых располо-
жены преимущественно на дендритах пирамидных
нейронов, а также показывают, что проэпилепти-
ческое действие фотостимуляции парвальбумино-
вых интернейронов отсутствует при гиперэкспрес-
сии KCC2-котранспортера [4].

ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИЕ ВОЗМОЖНОСТИ 
РЕГУЛЯЦИИ ИОННОГО БАЛАНСА В ЦНС

Если нарушение ионного баланса ведет к эпи-
лептизации нервной ткани, то фармакологическое
воздействие с целью восстановления ионного ба-
ланса может стать одним из перспективных спосо-
бов нормализации функций мозга.

Фармакологическая регуляция баланса хлорид-ионов
Важнейшую роль в естественной регуляции

внутриклеточной концентрации хлорид-ионов
осуществляют KCC2- и NKCC1-котранспортеры,
действие которых прямо противоположно. KCC2-
котранспортер выводит избытки хлорид-ионов из
нейрона, тогда как NKCC1, наоборот, способству-
ет их накоплению. В раннем онтогенезе преоблада-
ет NKCC1, но по мере созревания нейронов усили-
вается вклад KCC2 (рис. 3). Эти изменения связы-
вают с ослаблением функций STE20/SPS1-
связанной пролин-аланин-обогащенной протеин-
киназы (SPAK), которая фосфорилирует как
KCC2, так и NKCC1, но оказывает противополож-
ное воздействие на их функции: снижает актив-
ность KCC2 и повышает активность NKCC1 [62].
При развитии эпилепсии активность NKCC1 мо-
жет стать преобладающей [63]. Поэтому можно
ожидать противоэпилептический эффект при ин-
гибировании NKCC1 и проэпилептический при
инактивации KCC2 [64], тогда как выраженный
противоэпилептический эффект можно ожидать
только при усилении функций КСС2.

В настоящее время набор фармакологических
агентов, воздействующих на катион-хлорные ко-
транспортеры, сильно ограничен и представлен в
основном диуретиками (фуросемид и буметанид) и
их производными. Для ингибирования NKCC1
обычно применяют буметанид. Буметанид имеет в
~500 раз большее сродство к NKCC1 (Ki ~0.1 мкМ),
чем к KCC2 (Ki ~25–50 мкМ), и поэтому низкие
концентрации буметанида (2–10 мкМ) могут быть
легко использованы для ингибирования NKCC1 in
vitro без существенного влияния на KCC2 [65]. Од-
нако при более высоких концентрациях буметанид
будет блокировать оба транспортера. Фуросемид
еще менее специфичен и воздействует не только на
катион-хлорные котранспортеры, но и Na+-неза-
висимый Cl–/ -обменник (AE3), некоторые
подтипы ГАМК-рецепторов, а также карбоновую
ангидразу [66].

Несмотря на то что в ряде работ отмечались про-
тивоэпилептические свойства этих диуретиков
(см. обзор [67]), применение их в качестве проти-
воэпилептических препаратов затрудняется пло-
хой проходимостью через гематоэнцефалический
барьер и большим числом побочных воздействий,
поскольку NKCC1-котранспортер экспрессирует-
ся во многих клетках организма.

Недавно были разработаны специфичные инги-
биторы KCC2: VU0463271 [68] и VU0240551 [69].
Мы изучили действие ингибитора VU0463271 на
эпилептиформную активность в срезах гиппокам-
па и энторинальной коры крысы в возрасте 3 и
8 нед. Несмотря на то что к возрасту 3 нед у крыс
уже должен установиться максимальный уровень
экспрессии KCC2, соответствующий уровню у
взрослых животных, ингибирование KCC2 дей-

−
3HCO
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ствовало по-разному: если в возрасте 3 нед мы не
обнаружили существенных изменений формы
эпиактивности, то в возрасте 8 нед ингибирова-
ние KCC2 привело к замещению иктальной ак-
тивности на эпилептический статус [52]. Hamidi
и Avoli получили схожий результат в 4-аминопи-
ридиновой модели в срезах энторинальной и пери-
ринальной коры, применив VU0240551 (10 μМ)
[70]. Таким образом, экспериментальные данные
подтверждают важную роль KCC2-котранспортера
в регуляции эпилептической активности.

Перспективной стратегией усиления функций
KCC2, что потенциально будет иметь противоэпи-
лептическое действие, может быть направленное
фосфорилирование KCC2 прямо или косвенно че-
рез вышележащие регуляторные киназы по неко-
торым сайтам [24]. Например, выявлено PKC-за-
висимое усиление функции KCC2 благодаря фос-
форилированию по S940 в С-концевом хвосте
KCC2 [71]. К такому эффекту может приводить ак-
тивация метаботропных глутаматных рецепторов
(mGluR) группы I. В экспериментах с грамицидин-
перфорированным патч-клампом было показано,
что одновременная тоническая активация mGluR1
и mGluR5 увеличивает силу тормозных синапсов

через активацию PKC-зависимого пути в пирамид-
ных нейронах области СА3 гиппокампа [72]. Одна-
ко агонисты mGluR группы I являются прокон-
вульсантами и ведут к эпилептогенезу, так как од-
новременно модулируют возбудимость нейронов и
активность NMDA-рецепторов [73], поэтому тера-
певтический потенциал такого подхода на настоя-
щий момент неочевиден.

Фармакологическая регуляция 
баланса катионов калия

Выведение ионов калия из межклеточного про-
странства на молекулярном уровне в основном
обеспечивают NaK-помпа и KIR-каналы. Если
NaK-помпа отвечает за выведение избытков K+ из
внеклеточного пространства, то активация ее рабо-
ты должна оказать противоэпилептический эф-
фект и, наоборот, ингибирование помпы должно
обладать проэпилептическим действием.

Так как активность NaK-помпы повышается
при повышении концентрации Na+ внутри клетки,
то в качестве модулятора NaK-помпы в работах in
vitro иногда применяют натриевый ионофор мо-
нензин [74, 75]. Однако мы не нашли работ, в кото-

Рис. 3. Механизмы регуляции концентрации Cl–, лежащие в основе действия ГАМК в незрелых (слева) и зрелых нейронах
ЦНС (справа). NKCC1 является основным транспортером в незрелых нейронах ЦНС, который опосредует поступление
Cl– в клетку. KCC2 является основным K-Cl котранспортером в зрелых нейронах ЦНС и обеспечивает выведение Cl– из
клетки. При некоторых патофизиологических состояниях, таких как эпилепсия, нейроны испытывают “рекапитуляцию”
и дедифференцировку на более ранние стадии развития. Остальные пояснения приведены в тексте. Схема воспроизведе-
на из [63].
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рых монензин использовался бы в качестве экспе-
риментального противоэпилептического средства.
Наши собственные неопубликованные данные
экспериментов показали, что монензин обладает
очень узким терапевтическим окном. В 4-амино-
пиридиновой модели эпилептиформной активно-
сти в срезах гиппокампа и энторинальной коры
мыши в некоторых случаях применение монензина
(2–3 мкМ) препятствовало генерации иктальных
разрядов, однако увеличение концентрации мо-
нензина до 5 мкМ приводило к гибели нейронов.

В отличие от активирующего действия на NaK-
помпу эффект ее ингибирования изучен лучше и
хорошо согласуется с модельными расчетами [8].
Было показано, что внутрижелудочковая инъекция
оуабаина вызывает эпилептический приступ у
крыс [76]. В моделях in vitro ослабление работы
NaK-помпы с помощью оуабаина тоже имеет вы-
раженный проэпилептический эффект [52].

За выведение ионов калия из внеклеточного
пространства отвечают также астроциты. Астроци-
ты осуществляют пространственную калиевую бу-
феризацию (spatial potassium buffering), они погло-
щают внеклеточный K+, секретируемый нейрона-
ми, и высвобождают K+ в регионах с более низким
уровнем K+ (например, микрокапиллярах), соеди-
няясь в синцитий через щелевые контакты [77].
Поступление K+ в астроциты в основном опосре-
дуется Kir-каналами, содержащими 4 субъединицы
Kir4.1 (гиппокамп) или комбинацию Kir4.1/Kir5.1
субъединиц (неокортекс) [78–80].

Электрофизиологические исследования пока-
зали, что Kir-токи значительно снижены в образ-
цах гиппокампа пациентов с рефрактерной височ-
ной эпилепсией [81], что может быть обусловлено
снижением уровня экспрессии Kir4.1-каналов [82].
Нарушение функций Kir4.1-каналов выявлено при
ряде наследственных форм неврологических рас-
стройств, сопровождающихся эпилептическими
судорогами, например, восточный синдром (EAST:
эпилепсия, атаксия, сенсоневральная глухота и ту-
булопатия) и синдром SeSAME (судороги, сенсо-
невральная глухота, атаксия, умственная отста-
лость и электролитный дисбаланс) [83, 84]. Хотя
исследования на моделях эпилепсии в некоторых
случаях показывают, наоборот, усиление экспрес-
сии: например, в литий-пилокарпиновой модели
было найдено увеличение экспрессии Kir4.1 в коре
головного мозга, стриатуме и гипоталамусе, это яв-
ление может носить компенсаторный характер
[85]. Исследования же с использованием животных
с условным нокаутом (conditional knockout), наце-
ленным на астроцитарный Kir4.1, выявили четкую
связь между дисфункцией канала Kir4.1 и предрас-
положенностью к судорогам [86, 87].

Достаточно обоснованно поэтому можно пред-
положить, что усиление Kir-токов благодаря при-
менению положительных модуляторов или уве-

личению экспрессии Kir4.1-каналов в астроцитах
будет обладать выраженным противоэпилептиче-
ским эффектом. Однако долгое время не было из-
вестно никаких специфических модуляторов
Kir4.1-каналов. Сейчас идентифицировано только
несколько антагонистов Kir4.1, таких как
VU0134992 (IC50 = 0.97 мкМ) [88], пентамидин
(IC50 = 97 нМ) [89] и некоторые другие, обзор ко-
торых можно найти у Ohno и соавт. [90]. Также вы-
явлено, что многие препараты, применяемые в
клинике, могут уменьшать Kir-токи при использо-
вании их в терапевтических дозах. Например, та-
кой побочный эффект описан у антидепрессантов
[91], противоопухолевых препаратов на основе
комплексов двухвалентной платины [92, 93].

К сожалению, мы не смогли найти данных о по-
зитивных модуляторах работы Kir4.1-каналов. Зато
целый ряд широко применяемых противоэпилеп-
тических препаратов (вальпроат, фенитоин и фе-
нобарбитал) могут усиливать экспрессию астроци-
тарного Kir4.1 в лимбической области, что было
показано в экспериментах на крысах [94], возмож-
но, что этот эффект является одним из компонен-
тов их противоэпилептического действия.

Таким образом, на сегодняшний день практиче-
ски нет доступных фармакологических инструмен-
тов, которые позволили бы эффективно воздей-
ствовать на ионный баланс в нервной ткани. Кро-
ме того, рассматриваемые нами транспортеры и
каналы (или близкие аналоги) присутствуют не
только в ЦНС, но и в других системах организма,
обеспечивая целый ряд жизненно важных функ-
ций, поэтому можно ожидать широкий спектр по-
бочных эффектов фармакологического воздей-
ствия на NaK-помпу, катион-хлорные котранс-
портеры и KIR-каналы.

ГЕННАЯ ТЕРАПИЯ, НАПРАВЛЕННАЯ 
НА РЕГУЛЯЦИЮ ИОННОГО БАЛАНСА
Экспериментальные генно-терапевтические 
подходы для лечения фармакорезистентной 

эпилепсии

Генно-терапевтические подходы подразделяют
на четыре типа: (1) замена гена при моногенных за-
болеваниях, (2) добавление гена при сложных па-
тологиях, (3) изменение уровня экспрессии генов и
таргетинг РНК и (4) редактирование генома [95].
Применительно к эпилепсии первый подход прак-
тически не разрабатывается, так как идиопатиче-
ские формы эпилепсии, вызванные мутацией ка-
кого-то одного гена и вследствие этого нарушен-
ной функцией канала или рецептора, встречаются
относительно редко. Кроме того, доставка генети-
ческого материала одновременно в обширные об-
ласти мозга методически сложна. Третий и четвер-
тый подходы также пока не реализуются для экспе-
риментального лечения эпилепсии. Наиболее
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перспективным считается второй подход, который
может быть использован для лечения фармакоре-
зистентных фокальных форм эпилепсии. В этом
варианте необходимые гены доставляются в клет-
ку-мишень с целью локального снижения актив-
ности нейронных сетей в эпилептическом очаге.

Для доставки генов наиболее часто используют
вирусные конструкты. Среди различных вирусов,
испытанных для генной терапии, наиболее пер-
спективными кандидатами для применения в ЦНС
являются конструкты на основе аденоассоцииро-
ванных вирусов (AAV), лентивирусов и вирусов
герпеса [96]. AAV-конструкты сейчас считаются
наиболее безопасными: при сборке конструкта
можно почти полностью удалить ДНК вируса, сам
вирусный конструкт относительно нетоксичен для
клеток и обладает низкой иммуногенностью. Од-
нако значимым ограничением для широкого при-
менения AAV-конструктов является их относи-
тельно небольшой размер [97]. Так как емкость
AAV-конструктов не превышает 4.5–5 тысяч пар
оснований, а размер кодирующей последователь-
ности многих генов таргетных белков сопоставим
по размерам или даже больше, то далеко не все ге-
ны могут быть доставлены в ЦНС таким способом.
Поэтому в экспериментальных работах нередко
применяют конструкты на основе лентивирусов
или вирусов герпеса, имеющих большую емкость,
но и больший риск побочных эффектов [96].

Сейчас основные способы генной терапии
фармакорезистентной эпилепсии направлены на
увеличение экспрессии ингибирующих пепти-
дов, таких как галанин [98] и NPY [99, 100], или
подавление возбудимости нейронов путем гипер-
экспрессии в них калиевых каналов [101–103].
Среди близких подходов, направленных на сниже-
ние гиперактивации нейронных сетей, следует от-
метить хемо- и оптогенетический методы, обзор
которых можно найти в статье Walker и Kullmann
[104].

Генетические методы регуляции
баланса хлорид-ионов в нейронах

Как было описано выше, накопление хлорид-
ионов в нейронах при эпилептической активности
ведет к нарушению функций ГАМКергической си-
стемы и самоподдержанию эпилептической актив-
ности. Усиление функций KCC2-транспортера мо-
жет предотвратить нарушение функций торможе-
ния. Экспериментальных работ, в которых генная
терапия была бы нацелена именно на модуляцию
ионного баланса хлорид-ионов опубликовано от-
носительно мало. Мы смогли найти всего несколь-
ко работ, в которых был изучен эффект гиперэкс-
прессии KCC2-транспортера на эпилептическую
активность [105, 106].

Гиперэкспрессию KCC2-транспортера, достав-
ленного с помощью лентивирусного конструкта
под промотером CaMKII, осуществляли в коре
трансгенной мыши PV-ChR2. У этой линии мышей
каналородопсин-2 экспрессируется в парвальбу-
мин-позитивных интернейронах и световая стиму-
ляция вызывает их активацию [105]. Magloire и
соавт. показали, что при пилокарпин-индуциро-
ванном эпилептическом статусе у PV-ChR2 мышей
с нормальным уровнем KCC2-транспортера фото-
стимуляция коры вместо противосудорожного эф-
фекта обладает выраженным проиктальным дей-
ствием, если начинается через 2 и более секунд с
момента развития иктального разряда в коре. Это
наблюдение полностью согласуется с представле-
ниями о накоплении Cl– в нейронах в ходе эпилеп-
тического приступа и переходу от тормозного к
возбуждающему действию ГАМК. Гиперэкспрес-
сия KCC2-котранспортера в пирамидных нейро-
нах коры препятствовала развитию проиктального
действия парвальбуминовых интернейронов и со-
храняла тормозное действие ГАМК. Однако гипер-
экспрессия KCC2 не повлияла сама по себе на про-
текание эпилептических припадков [105].

Аналогичный вывод был сделан в другой экспе-
риментальной работе, в которой у линии мышей с
доксициклин-индуцибельной гиперэкспрессией
KCC2-транспортера моделировали каинатные су-
дороги. Гиперэкспрессия KCC2 также не повлияла
на тяжесть эпилептических припадков, однако
увеличила эффективность позитивного модулято-
ра ГАМК-рецепторов диазепама в остановке судо-
рожных припадков, регистрируемых на ЭЭГ [106].
Таким образом, одновременное воздействие на
KCC2 и ГАМК-рецепторы может стать эффектив-
ной противосудорожной терапевтической страте-
гией.

Сейчас доступно несколько оптогенетических
инструментов для направленного транспорта Cl– в
нейрон или из нейрона, например: галородопсин
(хлорная помпа), который под воздействием одно-
го кванта света 560 нм проводит один хлорид-ион в
клетку [107]; хлорный канал, который под воздей-
ствием света 490 нм открывает пору для тока хло-
рид-ионов по электрохимическому градиенту [108,
109]; Cl-Out-комплекс, в котором протонная пом-
па обеспечивает движущую силу для тока хлорид-
ионов из клетки по хлорному каналу [110].

Аналогично работе ГАМКергической системы,
в условиях патологической эпилептической актив-
ности хлорные помпа и канал могут оказать про-
эпилептическое действие из-за накопления хло-
рид-ионов в нейронах. Поэтому оптогенетическая
активация светочувствительных хлорных каналов
может вызывать как подавление, так и усиление
нейронной активности [111, 112].

Применение комплекса Cl-out может оказать-
ся полезным инструментом для нормализации
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внутриклеточной концентрации хлорид-ионов в
эпилептической ткани с нарушенным градиентом
хлорид-ионов. Alfonsa и соавт. показали, что акти-
вация Cl-out-комплекса оказывает противоэпи-
лептическое действие в том случае, когда причи-
ной эпилептической активности является высокая
концентрация хлорид-ионов в нейронах [110].
Эпилептическую активность в срезах гиппокампа
мыши авторы вызывали с помощью блокады
KCC2. Регистрацию сетевой активности произво-
дили с помощью внеклеточных отведений в пира-
мидном слое CA1, для мониторинга возбудимости
нейронов проводилась электрическая стимуляция.
Далее проводили фотостимуляцию серией одно-
временно светом 488 и 561 нм для активации хлор-
ного каналородопсина и протонной помпы соот-
ветственно. Alfonsa и соавт. продемонстрировали,
что активация Cl-out-комплекса уменьшает возбу-
димость и в целом оказывает противоэпилептиче-
ское действие [110].

Генетические методы регуляции концентрации 
катионов калия во внеклеточной среде

Разработано довольно много эффективных ва-
риантов генной терапии эпилепсии, усиливающих
функции различных типов нейронных калиевых
каналов [101–103]. Хотя дополнительная актива-
ция калиевых каналов может влиять на повышение
концентрации катионов калия во внеклеточной
среде, этот эффект не является преобладающим.
Поэтому в этой части обзора мы рассмотрим толь-
ко подходы, направленные на нормализацию вне-
клеточной концентрации ионов калия. Эффектив-
ной стратегией для этого может стать усиление Kir-
токов путем увеличения экспрессии Kir4.1-кана-
лов в астроцитах.

Предпосылкой для этого подхода является сни-
жение Kir-токов в образцах гиппокампа пациентов
с рефрактерной височной эпилепсией [81]. Мы не
смогли найти литературных данных об экспери-
ментальной проверке данного метода для лечения
эпилепсии, однако увеличение экспрессии Kir4.1-
каналов в астроцитах стриатума оказалось эффек-
тивным при лечении болезни Хантингтона в моде-
ли на трансгенных линиях мышей R6/2 и Q175 HD
[113]. Авторы показало, что дополнительная экс-
прессия каналов Kir4.1 с помощью вирусной до-
ставки в астроциты стриатума восстановила Kir-
токи в этих клетках, в результате чего снизилась
концентрация внеклеточного K+, уменьшилась де-
поляризация мембраны и улучшились другие
функциональные характеристики нейронов стриа-
тума. Такое лечение позволило несколько ослабить
двигательные нарушение и улучшить выживае-
мость R6/2 мышей [113].

Следует иметь в виду, что у этого подхода могут
оказаться ограничения. Например, избыточное
усиление Kir-токов может приводить к негатив-

ным последствиям. Выявлено, что мутации гена
KCNJ10, приводящие к усилению функций Kir4.1-
каналов (gain-of-function), могут способствовать
формированию неврологических синдромов, объ-
единяющих расстройства аутистического спектра
и эпилепсию [114]. Можно предположить, что уси-
ление Kir-токов в этом случае не допускает есте-
ственной деполяризации нейронов и инактивации
натриевых каналов из-за накопления внеклеточно-
го калия, вызывающих деполяризационный блок и
прерывающих спайковую активность. Однако су-
ществующие модели иктальной активности прямо
не подтверждают такой вариант развития [8]. Веро-
ятно, что эпилептическая активность в этом случае
может быть вызвана функциональными нарушени-
ями в нейрон-глиальных взаимодействиях. Умень-
шение концентрации внеклеточного K+ ведет к ги-
перполяризации астроцитов, что ослабляет глио-
трансмиссию, которая обычно ингибирует выброс
глутамата пирамидными нейронами [115].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В эпилептической ткани длительная избыточ-
ная нейронная активность приводит к нарушению
функций ГАМКергической системы: вместо тор-
можения она может оказывать проэпилептическое
действие. В основе этих нарушений лежит дисба-
ланс концентраций хлорид-ионов и/или катионов
калия во вне и внутриклеточной среде. Модельные
и экспериментальные работы показывают, что вос-
становление баланса этих ионов может оказаться
наиболее эффективным подходом для лечения та-
ких форм эпилепсии. В большинстве случаев для
этого необходимо восстановить или усилить ослаб-
ленную функцию каких-либо ионных каналов,
транспортеров или насосов. К сожалению, имею-
щийся арсенал фармакологических инструментов
крайне мал и недостаточно эффективен.

Мы полагаем, что для данных целей методы ген-
ной терапии, позволяющие усилить функции ка-
ких-либо белков путем их дополнительной экс-
прессии в целевых клетках, могут оказаться наибо-
лее перспективными. Сейчас область генной
терапии эпилепсии интенсивно развивается, одна-
ко инструменты, направленные на поддержание
ионного баланса в эпилептической ткани, пока ис-
следуются относительно мало. Среди доступных
вариантов терапии особое внимание привлекают
методы гиперэкспрессии KCC2-транспортера и
Kir4.1-каналов, позволяющие восстановить кон-
центрации хлорид-ионов и катионов калия. Одна-
ко требуется дополнительная экспериментальная
проверка эффективности и безопасности данных
инструментов в различных моделях эпилепсии и
судорожных состояний.
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In some pathological conditions, such as pharmacoresistant epilepsy, epileptic status or certain forms of genetic
abnormalities, spiking activity of GABAergic interneurons may enhance excitation processes in neuronal circuits
and provoke generation of ictal discharge. As a result, anticonvulsants acting on the GABAergic system may be
ineffective or even increase seizure activity. This paradoxical effect of the inhibitory system is due to the disturbed
ionic balance in the nervous tissue. This review considers the mechanisms of ictal discharge initiation in neuronal
networks due to the imbalance of chloride and potassium ions, as well as possible ways to regulate ionic concen-
trations. Both the enhancement (or weakening) of the activity of certain ion transporters and ion pumps in neu-
rons and their additional expression by gene therapy can be effective in the suppression of epileptic activity caused
by ion imbalance. NaK-pump, NKCC1 and KCC2 co-transporters are important in maintaining the proper con-
centrations of K+ and Cl– in the nervous tissue, and they have previously been repeatedly considered as pharma-
cological targets for antiepileptic effects. An important limitation to progress in this direction is the lack of suffi-
ciently selective pharmacological tools and methods of drug delivery to the epileptic focus. A more promising ap-
proach seems to be the use of gene therapy methods, such as hyperexpression of the KCC2 transporter in the
epileptic focus. Another possible direction could be the use of optogenetic tools: specially designed light-sensitive
ion pumps or channels. In this case, photon energy can be used to create the required gradients of chloride and
potassium ions, but these methods also have significant limitations, which complicate their rapid introduction
into medicine.

Keywords: epilepsy, optogenetics, gene therapy, KCC2 co-transporter, Kir4.1 channel
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