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Одной из задач современной нейробиологии является поиск подходов для
предотвращения структурных нарушений мозга, возникающих в результате эпи-
лептиформной активности, в частности, гиппокампа. Известно, что эпилепсия
приводит к увеличению пролиферативной активности в нейрогенной нише гип-
покампа – в субгранулярном слое зубчатой извилины. В последние годы преоб-
ладает представление, что образование новых клеток в большей степени способ-
ствуют эпилептогенезу, а не препятствуют развитию нейродегенеративных нару-
шений, связанных с усилением клеточной гибели. Мы предположили, что
проапоптотический белок р53 является одной из возможных терапевтических
мишеней при лечении эпилепсии и ее нейродегенеративных последствий. В ра-
боте использованы крысы инбредной линии Крушинского-Молодкиной (КМ) с
наследственной аудиогенной рефлекторной эпилепсией. При многократных
аудиогенных стимуляциях по протоколу киндлинга, являющемуся общепри-
знанной моделью эпилептогенеза, эпилептиформная активность захватывает
лимбическую систему мозга и кору. У крыс линии КМ показано, что при четы-
рехкратных аудиогенных судорожных припадках наблюдается усиление проли-
феративной активности, аберрантная миграция вновь образованных клеток в хи-
лус и ускорение их дифференцировки в нейроны. Мы не выявили нарушений в
уровне апоптоза и аутофагии на начальной стадии формирования височной эпи-
лепсии. Использование химического ингибитора белка р53 пифитрин-α не при-
вело к изменениям в уровне апоптоза и аутофагии, но вызвало усиление проли-
ферации и миграции вновь образованных клеток в гранулярный слой зубчатой
извилины и в хилус. Однако при инактивации р53 через неделю после судорог
число дифференцированных клеток в хилусе снижалось по сравнению с таковым
у крыс, которым вводили растворитель блокатора, несмотря на увеличение коли-
чества вновь образованных клеток. Эти данные свидетельствует о снижении ско-
рости дифференцировки вновь образованных клеток по нейрональному типу
при инактивации белка р53. Уменьшение числа дифференцированных нейронов
в хилусе позволяет рассматривать пифитрин-α как потенциальный терапевтиче-
ский агент для ослабления нейродегенеративных нарушений при эпилепсии.
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Нейрогенез у взрослых животных является хорошо сбалансированным про-
цессом, и его любые нарушения могут приводить к серьезным патологиям. Эпи-
лепсия, в отличие от большинства неврологических заболеваний, приводит к
увеличению пролиферативной активности в нейрогенной нише гиппокампа – в
субгранулярном слое зубчатой извилины [1–6]. Известно, что на ранних стадиях
формирования эпилептического статуса наблюдается усиление нейрогенеза в
гиппокампе, однако при его длительном течении интенсивность пролиферации
может снижаться [5, 7–9]. В последние годы преобладает представление, что об-
разование новых клеток при эпилептическом статусе в большей степени способ-
ствует эпилептогенезу, а не препятствуют развитию нейродегенеративных нару-
шений, связанных с усилением клеточной гибели [10–12]. Это связано с мигра-
цией новообразованных клеток не в гранулярный слой зубчатой извилины, как
это происходит в норме, а в хилус, где они образуют эпилептические нейрональ-
ные связи. Однако процент новообразованных эктопических нейронов в хилусе
относительно невелик. Также незначителен вклад этих нейронов в формирова-
ние аберрантных мшистых волокон [13]. Необходимо учитывать, что число нерв-
ных связей, образовавшихся за счет возникновения новых гранулярных клеток,
зависит также от вызванной судорогами апоптотической гибели как зрелых, так и
новобразованных нейронов гиппокампа, значительная часть которых в норме
погибает путем апоптоза [14]. Нейрональная гибель, вызванная судорожной ак-
тивностью, может приводить к когнитивным нарушениям [15], а также вызывать
дальнейшее развитие эпилепсии [16, 17].

При эпилептическом статусе также наблюдается активация аутофагии и подав-
ление митохондриального пути запуска апоптоза, что снижает степень дегенера-
тивных процессов в мозге [18]. Активация аутофагии при незначительных повре-
ждающих воздействиях способствует выживаемости клеток. При тяжелых повре-
ждениях активация аутофагии приводит к клеточной гибели [19]. Снижение
уровня аутофагии приводит к возникновению спонтанных судорог, что, возможно,
связано с нарушением формирования нейрональных связей [20]. Введение инги-
битора mTOR и активация аутофагии вызывает снижение спрутинга, нейродегене-
рации и нейрогенеза [21]. В целом вопрос о значении нейрогенеза, апоптоза и
аутофагии в развитии эпилептических состояний остается открытым, так же как и
механизмы регуляции этих процессов.

Одной из задач современной нейробиологии является поиск подходов для
предотвращения нейродегенеративных последствий судорожной активности. Наи-
более традиционный подход – это торможение судорожной активности с исполь-
зованием антиконвульсантов. Другой подход – попытка воздействовать на сиг-
нальные каскады, регулирующие клеточную гибель [22]. Белок р53 является одной
из возможных терапевтических мишеней при лечении эпилепсии и ее нейродеге-
неративных последствий, так как является одним из ключевых сигнальных белков,
активирующих апоптоз при эпилепсии. Судорожная активность, вызванная введе-
нием конвульсантов, приводит к значительному увеличению экспрессии р53 в гип-
покампе, особенно в поле СА3 [23]. Известно, что фармакологическая или генети-
ческая инактивация белка р53 уменьшает клеточную гибель в гиппокампе при су-
дорогах, вызванных введением каината. При этом продолжительность спонтанных
судорог увеличивается [24]. Эти данные указывают не только на важную роль р53 в
развитии нейродегенеративных нарушений гиппокампа при эпилепсии, но также и
на возможность участия этого белка в формировании эпилептических состояний.

Известно, что белок р53 участвует как в регуляции апоптоза, так и аутофагии [25].
Роль р53 в регуляции аутофагии зависит от его субклеточной локализации. В ядре
р53 стимулирует аутофагию, а в цитопламе ингибирует [26]. Несмотря на способ-
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ность р53 как усиливать, так и подавлять аутофагию, показано, что нокаут р53 при-
водит к увеличению количества аутофагосом и к последующей клеточной смерти
[27], что свидетельствует о его преимущественно ингибирующем действии на ауто-
фагию. Кроме того, р53 участвует в регуляции пролиферации и дифференцировки
нейрональных стволовых клеток [28, 29]. Снижение количества р53 ведет к увели-
чению пролиферативной̆ активности нейронов [30, 31], что может вызывать исто-
щение пула предшественников нейронов. Кроме того, p53 является транскрипци-
онным фактором для ряда генов, отвечающих за нейрогенез [32].

Пифитрин-α является синтетическим ингибитором р53. Предполагают, что пи-
фитрин-α непосредственно связывается с белком р53 [33] и блокирует транслока-
цию в ядро, но при этом не влияет на синтез белка и его активацию протеинкина-
зами. При этом уменьшается способность р53 связываться со специфическими
сайтами ДНК [34, 35]. Luo и соавт. показали, что блокада р53 пифитрином-α при
ишемии коры не только приводит к увеличению числа нейрональных предше-
ственников в субвентрикулярной зоне, но и способствует их выживаемости, ми-
грации в поврежденные участки коры, дифференцировке по нейрональному типу
и встраиванию в нейрональные сети [36].

Целью настоящей работы было исследование нейрогенеза, апоптоза и аутофа-
гии, а также выявление нарушений в механизмах регуляции этих процессов у крыс
линии Крушинского–Молодкиной (КМ), подвергнутых кратковременному аудио-
генному киндлингу, являющемуся общепризнанной моделью эпилептогенеза [37–
39]. Для выяснения роли проапоптозного белка р53 в развитии структурных изме-
нений гиппокампа на модели начальной стадии эпилептогенеза использовали пи-
фитрин-α, химический ингибитор проапоптотического белка р53. Также целью
исследования было оценить возможность использования подобных препаратов для
снижения степени нейродегенеративных последствий судорожной активности у
больных эпилепсией.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В экспериментах были использованы крысы инбредной линии КМ с наслед-
ственной аудиогенной эпилепсией, эти животные являются моделью рефлектор-
ной аудиогенной эпилепсии человека [40]. Первые аудиогенные стимулы вызыва-
ют у этих крыс рефлекторные судороги, сходные по механизму их инициации с ха-
рактерными для рефлекторной эпилепсии у человека. Аудиогенная судорожная
активность при этом возникает в стволовых отделах мозга [41]. Однако при много-
кратных стимуляциях по протоколу киндлинга (экспериментальная модель эпи-
лептогенеза, основанная на усилении судорожного ответа после повторяющейся
эпилептогенной стимуляции) эпилептиформная активность захватывает лимбиче-
скую систему мозга и кору, о чем свидетельствует изменение характера судорожного
припадка и регистрация электрофизиологических показателей коры, гиппокампа
и амигдалы [41]. Аудиогенный киндлинг является моделью височной эпилепсии
[37, 42]. Были отобраны крысы КМ, отвечающие на звуковой стимул полным и
стабильным клонико-тоническим судорожным припадком. Крыс содержали по
пять животных в индивидуальных клетках вивария при 12-часовом световом дне и
свободном доступе к пище и воде. Все процедуры с использованием животных
проводились согласно этическим принципам, изложенным в Европейской кон-
венции по защите позвоночных животных (№ 123 01/01/1991), используемых для
экспериментальных и других научных целей, и были одобрены этической комис-
сией Института эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН.
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Рис. 1. Схема экспериментов.
Fig. 1. Experiment design.

DMSO (groups 1, 2 and 4) or 

Pifithrin-α on DMSO (groups 3 and 5) 

DMSO (1, 2 и 4 группы) или

Pifithrin-α на DMSO (3 и 5 группы)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 дни

BrdU
1, 2 и 3

группы

BrdU
groups 

1, 2 and 3

BrdU
4 и 5

группы

BrdU
groups 

4 and 5 

Судороги (10 kHz; 50 dB)

2, 3, 4 и 5 группы

Convulsions (10 kHz; 50 dB) 

groups 2, 3, 4 and 5 

Декапитация 1, 2 и 3 групп Декапитация 4 и 5 групп

Decapitation groups 1, 2 and 3 Decapitation groups 4 and 5 
В опытах были использованы 5 групп крыс, схема экспериментов представлена
на рис. 1.

Контролем служили крысы линии КМ, которые не подвергались звуковой сти-
муляции и получали в течение 4-х дней инъекции DMSO, эти животные были де-
капитированы через 5 ч после последней инъекции (1-я группа). Также дополни-
тельным контролем служили крысы, которые подвергались звуковой стимуляции
(10 kHz, 50 dB) в течение 4-х дней и получали инъекции DMSO за 1 ч до каждого
предъявления звуковой стимуляции. Крысы этих экспериментальных групп также
были декапитированы через 5 ч (2-я группа) или через 7 дней (4-я группа) после
последней инъекции.

Для выяснения роли белка р53 крысы подвергались звуковой стимуляции (10 kHz,
50 dB) в течение 4-х дней и получали инъекции пифитрин-α (pifithrin-α hydrobro-
mide (R&D Systems #1267)), растворенного в DMSO (2 мг/кг массы тела) за 1 ч до
каждого предъявления звуковой стимуляции. Крысы этих экспериментальных
групп были декапитированы через 5 ч (3-я группа) или через 7 дней (5-я группа)
после последней инъекции. Все животные дважды получали инъекции BrdU i.p.
(BrdU, Sigma) (100 мг/кг) в последние 2 дня перед декапитацией.

Мозг разделяли на две половины в сагиттальной плоскости. Далее из одной по-
ловины иссекали дорсальный гиппокамп для приготовления проб для Вестерн-
блот анализа. Вторую половину мозга фиксировали в 4%-ном параформальдегиде
на фосфатном буфере для последующего иммуногистохимического анализа.

Иммуногистохимический метод
Чередующиеся серии срезов толщиной 10 мкм изготовляли на криостате. Во

всех экспериментальных группах был проведен сравнительный морфометриче-
ский анализ зубчатой извилины и хилуса гиппокама крыс исследуемых экспери-
ментальных групп с помощью подсчета числа ядер клеток, меченных DAPI, на еди-
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ницу площади, что позволило охарактеризовать нарушения клеточного состава

этих отделов гиппокампа. Уровень пролиферации и локализация новообразован-

ных клеток были оценены при подсчете иммунопозитивных клеток, выявленных

флуоресцентным иммуногистохимическим методом с помощью антител к BrdU

(1 : 100, #11170376001, Roche Molecular Biochemicals), или маркера пролиферации

белка Ki67 (1 : 300, #AB9260, Millipore). Направленность дифференцировки ново-

образованных клеток была определена методом двойного иммунофлуоресцентного

выявления клеток, прошедших клеточный цикл (выявление BrdU), и коэкспрес-

сии в этих клетках белка-маркера нейронов NeuN (1 : 500, #12943, Cell Signaling

Technology) и GFAP (1 : 500, #1117514A, Invitrogen), которые выявляли с помощью

вторичных антител, конъюгированных с Alexa Fluor 488 (1 : 1000, #913909, Invitro-

gen) и Alexa Fluor 568 (1 : 1000, #762708, Invitrogen). Ядра клеток выявляли DAPI

(1 : 2000, #D9542, Sigma-Aldrich).

Уровень апоптоза нейронов и их локализация в гиппокампе были определены

методом TUNEL с помощью ApopTag® Plus In Situ Apoptosis Fluorescein Detection

Kit (Merck Millipore, #S7110) согласно инструкции производителя. В качестве мет-

ки в этом наборе использовался дигоксигенин. Ядра клеток выявляли DAPI в кон-

центрации 1 : 2000. Иммуногистохимические реакции проводились одновременно

на всех срезах экспериментальных крыс в стандартных условиях. Для оценки спе-

цифичности иммунного окрашивания в каждом случае делали отрицательный

контроль (выполнение иммуногистохимической реакции без первичных антител),

результатом чего было отсутствие иммунного окрашивания. Анализ производили с

помощью светового микроскопа Zeiss Axio Imager A1 и на флуоресцентном микро-

скопе Leica DMI 6000B.

Вестерн-блот

Для приготовления проб из мозга иссекали гиппокамп. Образцы гомогенизиро-

вали в лизирующем буфере, содержащем ингибиторы протеаз и фосфатаз. Лизаты

центрифугировали 15 мин при 12000 g при комнатной температуре, затем отбирали

супернатант, после чего к двум частям отобранного супернатанта добавляли

1 часть 3× SDS буфера (0.2 М Tris-HCl, pH 6.7; 6% SDS; 15% глицерина; 0.003%

Bromphenolblue и 10% B-меркаптоэтанола) и инкубировали 10 мин при температу-

ре 96°С. Белки в пробах разделяли с помощью электрофореза в полиакриламидном

геле по Лэммли (SDS-PAGE). Далее белковые фракции переносили на нитроцел-

люлозную мембрану (Amersham Biosciences, Freiburg, Германия). Мембраны инку-

бировали в 5%-ном обезжиренном молоке или в 3%-ном растворе BSA в течение 40 мин.

После этого мембраны инкубировали в растворе первых антител к исследуемым

белкам β-Tubulin (1:1000; #2148, Cell Signaling), actin (1 : 1000, #ab3280, Abcam), p53

(1 : 1000; #2524, Cell Signaling), p(Ser15)-p53 (1 : 1000; #12571, Cell Signaling), clCasp3

(1 : 1000; #9661, Cell Signaling); CytC (1 : 1000, Abcam, #ab133504);); LC3B (1 : 1000;

#NB100-2220, Novus Biologicals); Beclin-1 (1 : 1000; #PD017, MBL), p62 (1 : 1000;

#PM045, MBL); Bcl-2 (1 : 500; #610538, Transduction laboratory), p(Ser70)-Bcl2 (1 : 1000;

#05-843R, Milipore) в течение ночи при 4°С. Мембраны промывали TBS-T и поме-

щали в раствор вторых антител на 1 ч: antiRabbit (1 : 10000, #A5420, Sigma-Aldrich)

или antiMouse (1 : 50000, #A9044, Sigma-Aldrich). Для визуализации результатов

использовали SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate (#34075, Ther-

moFisher Scientific). Количество белка оценивалось c помощью BioRad ChemiDoc

Touch и на фотопленках в программе ImageJ денситометрическим методом. Уро-

вень специфического сигнала был нормирован по оптической плотности тубули-

на, что необходимо для осуществления загрузочного контроля. Денситометриче-
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ский анализ проводили с помощью программы ImageJ. Данные были выражены в

условных единицах оптической плотности.

Статистический анализ результатов

В исследовании использовалась малая выборка животных, из-за чего все получен-

ные данные обрабатывались статистически с помощью непараметрического теста

Краскела–Уолиса и post-hoc критерия Данна с помощью программного обеспече-

ния GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, США). При оценке достоверности отли-

чий между группами число животных в каждой группе было одинаковым. В каж-

дой экспериментальной группе крыс было исследовано по 5 животных. Данные

представлены в виде среднего значения по каждой группе животных ± стандартная

ошибка для среднего значения. Достоверными считались отличия при уровне зна-

чимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

С помощью выявления маркера пролиферирующих клеток BrdU показано, что

киндлинг приводит к увеличению числа меченых клеток в гранулярном слое зубча-

той извилины через 4 ч и через 7 дней после окончания последнего судорожного

припадка, а в хилусе только через 7 дней (рис. 2A, B). Увеличения числа меченных

BrdU клеток не наблюдалось в субвентрикулярной зоне (рис. 2E). Число вновь об-

разованных клеток, дифференцированных по нейрональному типу в гранулярном

слое увеличивается только через 7 дней после завершения судорожной активности,

о чем свидетельствует колокализация в них BrdU и NeuN (рис. 3A). Показано, что

киндлинг приводит также к усилению миграции вновь образованных нейронов из

субгранулярной зоны зубчатой извилины в хилус, причем не только через 7 дней,

но и непосредственно сразу после завершения последнего судорожного припадка

(рис. 3B, E). То есть процесс усиления пролиферации, дифференцировки и экто-

пической миграции вновь образованных нейронов, очевидно, запускается в ре-

зультате первых судорожных припадков и продолжается как минимум неделю по-

сле их окончания.

Методом двойного иммуногистохимического мечения на BrdU и GFAP было

показано, что под действием киндлинга только незначительный процент вновь об-

разованных клеток в гранулярном слое зубчатой извилины гиппокампа и в хилусе

крыс линии КМ коэкспрессирует GFAP (рис. 3C, D). Следовательно, краткосроч-

ный киндлинг не влияет на образование глиальных клеток в гиппокампе крыс ли-

нии КМ.

Несмотря на усиление пролиферации в результате киндлинга число клеток, вы-

явленных с помощью подсчета количества ядер, меченных DAPI, на единицу пло-

щади гранулярного слоя зубчатой извилины и хилуса не изменялось по сравнению

с контролем (рис. 4A, B). С помощью метода TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl

transferase (TdT) dUTP Nick- End Labeling) был проведен анализ уровня апоптоти-

ческой гибели клеток, который также не показал различий между контрольными

крысами и животными, подвергавшимися звуковой стимуляции (рис. 4C, D). Так-

же с помощью Вестерн-блот анализа не было выявлено значимых различий в уров-

не экспрессии и активности сигнальных белков апоптоза (рис. 5). Через 4 ч после

завершения последнего судорожного припадка было выявлено увеличение содер-

жания белка-маркера аутофагии LC3B1 и LC3BII, что позволяет предположить не-

которую активацию этого процесса, очевидно, направленную на защиту клеток

гиппокампа в условиях гиперактивации (рис. 6A, B, D). Через 7 дней после завер-
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шения судорожных припадков различий в уровне экспрессии белков- регуляторов

аутофагии уже не было обнаружено.

Введение химического ингибитора проапоптозного белка р53 пифитрин-α при-

вело к значительному увеличению числа пролиферирующих клеток в гранулярном

слое зубчатой извилины и в хилусе как через 4 ч, так и через 7 дней после оконча-

ния последнего судорожного припадка (рис. 3A–D). Также было показано увеличе-

ние количества вновь образованных клеток в субвентрикулярной зоне (рис. 3E).

Однако число клеток дифференцированных по нейрональному типу при введении

пифитрин-α не отличалось от характерного для контрольных животных во всех

изученных отделах гиппокампа и в субвентрикулярной зоне – в отличие от пока-

занного увеличения у животных под воздействием киндлинга (рис. 3C, E). Более

того, число дифференцированных клеток в хилусе через неделю после судорог сни-

жалось под действием пифитрин-α по сравнению с таковым у крыс, которым вво-

дили растворитель блокатора. Также не было выявлено влияния пифитрин-α на

дифференцировку вновь образованных клеток по глиальному типу (рис. 3C, D, F).

Общее число клеток в гранулярном слое зубчатой извилины и в хилусе крыс, ко-

торым на фоне многократных судорожных припадков вводили пифитрин-α, также

не отличалось от контрольного уровня через как 4 ч, так и через 7 дней после окон-

чания последнего судорожного припадка (рис. 4A, B). Уровень апоптотической ги-

бели клеток под действием пифитрин-α не изменялся (рис. 4C, D). Однако через 4 ч

после судорог было показано снижение экспрессии проапоптозного белка р53

(рис. 5A, E). При этом показано отсутствие нарушений в содержании активной

расщепленной каспазы 9 и эффекторной каспазы 3, что свидетельствует об отсут-

ствии активации митохондриального пути запуска апоптоза (рис. 5C–E). Через

7 дней после судорог нарушений в экспрессии и активности про- и антиапоптоти-

ческих белков уже не наблюдалось (рис. 5A–D).

Под действием ингибитора р53 нарушался баланс белков-регуляторов аутофа-

гии. Через 4 ч после последних судорог наблюдалось значительное снижение содер-

жания белка р62 при неизменяющейся экспрессии и активности других белков –

беклин, LC3B1 и LC3BII (рис. 6A, B, D). Через 7 сут после судорог также наблюда-
Рис. 2. Иммунофлуоресцентный анализ пролиферирующих клеток в гранулярном слое зубчатой изви-

лины (A), в хилусе (B) и в субвентрикулярной области (E) интактных крыс линии КМ (группа 1), крыс

линии КМ, подвергнутых четырем аудиогенным судорожным припадкам и выведенным из экспери-

мента через 4 ч (группа 2) и через 7 дней (группа 4) после последних судорог и крыс, получавших инъек-

ции пифитрин-α за 1 ч до предъявления звукового стимула и выведенных из эксперимента через 4 ч

(группа 3) и через 7 дней (группа 5) после последних судорог. По оси ординат – число BrdU позитивных кле-

ток. По оси абсцисс – номера экспериментальных групп. Данные представлены в виде средней ± SEM.

Скобкой обозначены достоверные различия р < 0.05. На микрофотографиях BrdU иммунопозитивные

клетки (красный), NeuN (зеленый) и DAPI (синий) и наложение у контрольных крыс (1-я группа) (C) и

крыс, получавших инъекции пифитрин-α за 1 ч до предъявления звукового стимула и выведенных из

эксперимента через 7 дней (группа 5) (D). Стрелки указывают на BrdU позитивные клетки. Наконечни-

ками стрелок указаны NeuN позитивные ядра.

Fig. 2. Immunofluorescence analysis of proliferating cells in the granular layer of the dentate gyrus (A), in the hi-

lus (B) and in the subventricular region (E). The 1st group – intact KM strain rats, the 2nd and the 4th groups –

KM rats with 4 audiogenic seizures were sacrificed 4 h or 7 days following the last seizure, the 3rd groups and the

5th – KM rats with 4 audiogenic seizures that were administered pifitrin-α injection 1 h prior to acoustic stimulus

and were sacrificed 4 h or 7 days following the last seizure. The y-axis of this graph represents a number of BrdU

positive cells. The x-axis of this graph – number of experimental groups. Data are presented as mean ± SEM.

Hooks mark a significant difference р < 0.05. Representative micrographs show BrdU (red), NeuN (green) posi-

tive cells and merge image in the group 1 (C) and 5 (D). Cells nuclei are stained by DAPI (blue). Arrows point

BrdU positive cells. Arrows heads point NeuN positive cells.
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лось снижение содержания белка р62, но при этом также уменьшалось количество

LC3BII. Полученные данные не позволяют сделать заключение об усилении или

снижении уровня аутофагии, но свидетельствуют о влиянии пифитрин-α на экс-

прессию белков, отвечающих за регуляцию аутофагии.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Интенсивность пролиферации в субгранулярной зоне гиппокама зависит от си-

лы и длительности судорог [9]. Мы показали, что уже четыре судорожных припадка

вызывают значительное усиление пролиферативной активности в гиппокампе,

при этом в субвентрикулярной зоне усиления нейрогенеза не происходит. Это ука-

зывает на то, что гиппокамп более чувствителен к судорожной активности. Повы-

шение пролиферативной активности наблюдается уже непосредственно после за-
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вершения последнего четвертого судорожного припадка. Однако после латентного

периода в течение 7 дней число пролиферирующих клеток в гранулярном слое еще

возрастает. Это указывает на пролонгированное действие даже достаточно кратко-

срочной судорожной активности на нейрогенез в гиппокампе, что было показано и

на других моделях эпилепсии [43–45]. В нормальных условиях вновь образованные

нейроны встраиваются в уже существующую нейрональную сеть гранулярного

слоя зубчатой извилины [46]. Однако известно, что судорожные припадки приво-

дят к возникновению аберрантного нейрогенеза, происходящего в результате ми-

грации вновь образованных гранулярных клеток в хилус зубчатой извилины, а не в

гранулярный клеточный слой слой [11, 47–49]. Эти эктопические клетки встраива-

ются в нейрональную сеть зубчатой извилины и получают возбуждающую иннер-

вацию от других гранулярных клеток. Показано, что коллатерали их аксонов обра-

зуют проекции в область CA3, где образуют синаптические контакты c мшистыми

волокнами гранулярных клеток и ГАМК-ергическими интернейронами, иннерви-

рующими пирамидные клетки СА3 [49, 50]. Таким образом, формируются цикли-

ческие связи, приводящие к гипервозбуждению гиппокампа и усилению эпилеп-

тиформной активности. Кроме того, показано, что эктопические гранулярные

клетки хилуса характеризуются постоянно повышенной активностью по сравне-

нию с гранулярными клетками зубчатой извилины [51–53], что также приводит к

усилению эпилептиформной активности. Мы показали, что уже на ранней стадии

эпилептогенеза у крыс линии КМ происходит усиление миграции вновь образо-

ванных клеток не только в гранулярный слой зубчатой извилины, но и в большей

степени в хилус, где они дифференцируются в нейроны. Причем, повышенное

число вновь образованных нейронов в хилусе наблюдается как непосредственно

после завершения последнего четвертого судорожного припадка, так и после ла-

тентного периода в течение 7 дней. Надо отметить, что в хилусе число дифферен-

цированных нейронов относительно всех вновь образованных клеток выше, чем в

гранулярном слое (77 и 76% в хилусе и 50% в гранулярном слое), то есть судорож-

ная активность приводит к усилению процесса дифференцировки клеток по ней-

рональному пути в хилусе. При этом краткосрочный киндлинг не повлиял на обра-

зование глиальных клеток в гиппокампе крыс линии КМ. Таким образом, на на-
Рис. 3. Иммунофлуоресцентный анализ дифференцированных по нейрональному (A, B) и глиально-

му (C, D) пути клеток в гранулярном слое зубчатой извилины (A) и в хилусе (B) интактных крыс линии

КМ (группа 1), крыс линии КМ, подвергнутых четырем аудиогенным судорожным припадкам и выве-

денным из эксперимента через 4 ч (группа 2) и через 7 дней (группа 4) после последних судорог и крыс,

получавших инъекции пифитрин-α за 1 ч до предъявления звукового стимула и выведенных из экспе-

римента через 4 ч (группа 3) и через 7 дней (группа 5) после последних судорог. По оси ординат – число

BrdU позитивных клеток. По оси абсцисс – номера экспериментальных групп. Данные представлены в

виде средней ± SEM. Скобкой обозначены достоверные различия р < 0.05. На микрофотографиях BrdU

иммунопозитивные клетки (красный), NeuN (зеленый) (E) или GFAP (зеленый) и DAPI (синий) (F) и

наложение у крыс, получавших инъекции DMSO за 1 ч до предъявления звукового стимула и выведен-

ных из эксперимента через 7 дней (группа 4). Стрелки указывают на BrdU позитивные клетки.

Fig. 3. Immunofluorescence analysis of neuronal (A, B) or glial (C, D) differentiation in the granular layer of the

dentate gyrus (A) and in the hilus (B). The 1st group – intact KM strain rats, the 2nd and the 4th groups – KM rats

with 4 audiogenic seizures were sacrificed 4 h or 7 days following the last seizure, the 3rd groups and the 5th – KM

rats with 4 audiogenic seizures that were administered pifitrin-α injection 1 h prior to acoustic stimulus and were

sacrificed 4 h or 7 days following the last seizure. The y-axis of this graph represents a number of double labeled

BrdU/GFAP or BrdU/NeuN cells. The x-axis of this graph – number of experimental groups. Data are presented

as mean ± SEM. Hooks mark a significant difference р < 0.05. Representative micrographs show BrdU (red),

NeuN (green) (E) or GFAP (green) (F) positive cells and merge images in the group 4. Cell nuclei are stained by

DAPI (blue). Arrows point BrdU positive cells.
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Рис. 4. Анализ числа ядер клеток, окрашенных ядерным красителем DAPI (A, B) и клеток, выявленных

методом TUNEL с помощью дигоксигенина (C, D) в гранулярном слое зубчатой извилины (A, C) и в хи-

лусе (B, D) интактных крыс линии КМ (группа 1), крыс линии КМ, подвергнутых четырем аудиогенным

судорожным припадкам и выведенным из эксперимента через 4 ч (группа 2) и через 7 дней (группа 4) после

последних судорог и крыс, получавших инъекции пифитрин-α за 1 ч до предъявления звукового стиму-

ла и выведенных из эксперимента через 4 ч (группа 3) и через 7 дней (группа 5) после последних судорог.

По оси ординат — число DAPI и дигоксигенин-позитивных клеток. По оси абсцисс – номера экспери-

ментальных групп. Данные представлены в виде средней ± SEM. Достоверных изменений нет, р > 0.05.

Fig. 4. Analysis of DAPI-stained nuclei (A, B) and the number of TUNEL-positive apoptotic cells (C, D) in the

granular layer of the dentate gyrus (A, C) and in the hilus (B, D). The 1st group – intact KM strain rats, the 2nd

and the 4th groups – KM rats with 4 audiogenic seizures were sacrificed 4 hours or 7 days following the last sei-

zure, the 3rd groups and the 5th - KM rats with 4 audiogenic seizures that were administered pifitrin -α injection

1 hour prior to acoustic stimulus and were sacrificed 4 hours or 7 days following the last seizure. The y-axis of this

graph represents a number of DAPI-stained nuclei and a number TUNEL positive cells. The x-axis of this graph –

number of experimental groups. Data are presented as mean ± SEM. Difference are not significant, р > 0.05.
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чальной стадии эпилептогенеза у крыс линии КМ уже наблюдается усиление

аберрантного нейрогенеза в гиппокампе.

Показано, что в норме значительная часть вновь образованных клеток гиппо-

кампа погибает путем апоптоза [54]. Эпилептиформная активность приводит к

усилению апоптотической гибели [55, 56]. Причем, апоптотической гибели при

эпилепсии подвержены не только вновь образованные, но и зрелые нейроны,

сформировавшиеся при развитии гиппокампа [57, 58]. Продолжительность жизни

новообразованных клеток и уровень клеточной гибели, как и интенсивность проли-

ферации, зависят от степени формирования эпилептиформной активности [9, 59].

В фармакологических моделях височной эпилепсии при формировании эпилеп-

тичекого статуса наблюдается значительная апоптотическая гибель клеток. Под
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действием каиновой кислоты методом TUNEL показана локализация гибнущих

клеток в хилусе и поле гиппокампа СА3, причем, максимальное число клеток гиб-

нущих путем апоптоза было обнаружено через неделю после эпилептичекого статуса

[55, 60]. В пилокарпиновой модели в гиппокампе наибольшее количество апоптоти-

ческих клеток выявлялось на 3-й день после эпилептичекого статуса [61]. Однако у

крыс линии WAR после 14–16-дневного аудигенного киндлинга нейродегенерации

в гиппокампе обнаружено не было. Существенная потеря клеток была выявлена

только в амигдале [42].

В наших экспериментах аудиогенно-чувствительные крысы линии КМ были

подвергнуты четырем судорожным припадкам, что можно рассматривать как на-

чальную стадию формирования эпилептического статуса. Мы не выявили зна-

чительных нарушений в уровне апоптотической гибели клеток в гиппокампе

этих крыс. Также не было обнаружено нарушений в содержании и активности

белков, отвечающих за запуск и подавление апоптоза и аутофагии. В том числе

не изменялся и уровень экспрессии и фосфорилирования белка р53 по Ser15, от-

вечающего за запуск апоптоза [24, 62, 63] и регулирующего также и аутофагию

[25–27, 64].

Известно, что р53 участвует не только в регуляции клеточной гибели, но и отве-

чает за пролиферацию и дифференцировку нейрональных стволовых клеток [28–

30, 65]. Белок р53 является транскрипционным фактором для ряда генов, отвечаю-

щих за дифференцировку клеток по нейрональному типу [30, 66]. В опытах in vitro
было показано значительное снижение уровня дифференцировки нейронов при

ингибировании p53 пифитрином-α или siRNA p53 [67]. В экспериментах на пер-

вичной культуре клеток эмбриональной коры [68] и на клетках линии РС12 было

выявлено усиление роста и регенерации аксонов [69, 70] при повышенной экс-

прессии р53. Однако в опытах in vivo было показано, что блокада р53 пифитрином-α
при ишемии коры не только приводит к увеличению числа нейрональных предше-

ственников в субвентрикулярной зоне, но и способствует их выживаемости, ми-

грации в поврежденные участки коры, дифференцировке по нейрональному типу

и встраиванию в нейрональные сети [36].

Эти противоречивые данные являлись предпосылкой к нашему исследованию

роли ингибирования р53 в формировании нарушений в структуре гиппокампа на

модели формирования височной эпилепсии. Мы показали, что ингибирование р53

привело к значительному увеличению числа пролиферирующих клеток в грану-

лярном слое зубчатой извилины и в хилусе как непосредственно, так и через 7 дней

после окончания четырехкратных судорожных припадков. Это подтверждает дан-

ные литературы об активирующем влиянии снижения уровня р53 на пролифера-

цию [29]. Аберрантный нейрогенез, описанный при эпилептиформных состояниях

различной этиологии, по современным представлениям является одним из факто-

ров, приводящих к усилению болезни [10–12]. Уже при краткосрочном киндлинге

мы показали увеличение числа клеток, дифференцированных по нейрональному

типу у крыс, которые не получали инъекций пифитрин-α, что может являться од-

ним из факторов развития заболевания. Однако под действием пифитрин-α через

неделю после судорог, несмотря на увеличение количества вновь образованных

клеток в хилусе, число дифференцированных клеток снижалось по сравнению с

таковым у крыс, которым вводили растворитель блокатора. Эти данные свидетель-

ствует о подавлении дифференцировки вновь образованных клеток по нейрональ-

ному типу при инактивации белка р53.

Можно предположить, что увеличение выявляемых пролиферирующих клеток

связано со снижением апоптоза вновь образованных клеток при ингибировании

одного из основных путей запуска апоптотической гибели. Однако количество



344 КУЛИКОВ и др.
клеток под влиянием пифитрин-α не изменялось, и не было выявлено нарушений

в уровне апоптоза, оцененного с помощью TUNEL. Анализ уровня экспрессии и

активности сигнальных белков апоптоза, отвечающих за его инициацию и подав-

ление, не выявил значимых отличий от характерных для контрольных животных и

крыс, подвергавшихся судорожным припадкам. Исключение составлял только

проапоптозный белок р53, содержание которого в гиппокампе значительно снизи-

лось под действием пифитрин-α.

Пониженное содержания в гиппокампе р53 также может быть одной из причин

усиления аутофагии, так как известно, что, несмотря на способность р53 как уси-

ливать, так и подавлять аутофагию, нокаут р53 приводит к увеличению количества

аутофагосом и к последующей клеточной смерти [27], это свидетельствует о пре-

имущественно его ингибирующем действии на аутофагию за счет подавления син-

теза белка LC3В. Однако мы не выявили достоверного увеличения активной фор-

мы LC3В при химическом ингибировании р53. Напротив, наблюдалось снижение

содержания LC3ВII – активной формы этого белка, и при этом уменьшалось со-

держание белка р62. р62 связывается с мембраной аутофагосом, и снижение его ко-

личества свидетельствует о деградации аутофагосом и об активации аутофагии.

Однако об уровне аутофагии нельзя судить на основании изменений в экспрессии

одного белка [71], а значимых отличий по другим белкам-регуляторам аутофагии

под действием ингибитора р53 нами обнаружено не было.

Таким образом, на модели формирования височной эпилепсии у крыс линии

КМ уже после четырех аудиогенных судорожных припадков наблюдается усиление

пролиферативной активности, аберрантная миграция вновь образованных клеток

в хилус и ускорение их дифференцировки в нейроны. При этом мы не выявили на-

рушений в уровне апоптоза и аутофагии. Блокада активности проапоптозного бел-

ка р53 при введении его химического ингибитора пифитрин-α также не повлияла

на апоптоз и аутофагию. Однако введение пифитрин-α привело к усилению про-

лиферации и миграции вновь образованных клеток в гранулярный слой зубчатой

извилины и в хилус, при этом действие ингибитора негативно отразилось на ско-

рости и характере дифференцировки вновь образованных клеток. Снижение числа

дифференцированных нейронов в хилусе позволяет рассматривать пифитрин-α
как потенциальный терапевтический подход для уменьшения нейродегенератив-

ных нарушений при эпилепсии, так как его использование может уменьшить уро-

вень гибели зрелых нейронов и при этом предотвратить усиление аберрантного

нейрогенеза.
Рис. 5. Содержание про- и антиапоптотических белков в гиппокампе крыс линии КМ, подвергнутых

аудиогенной стимуляции и при химическом ингибировании белка р53, определенное с помощью Ве-

стерн-блота. Показано достоверное снижение содержания р53 при введении пифитрин-α через 4 ч по-

сле последнего судорожного припадка (A, E). Содержание расщепленной каспазы 9 (C) и 3 (D), а также

антиапоптотического белка Bcl2 (B) во всех изученных группах крыс не изменялось. По оси абсцисс на

графике расположены номера экспериментальных групп. По оси ординат— оптическая плотность, из-

меренная в условных единицах. Данные представлены в виде средней ± SEM. Скобкой обозначены до-

стоверные различия р < 0.05.

Fig. 5. Western blot analysis of pro- and antiapoptotic protein expression in the hippocampi of KM rats that were

administered pifitrin-α injection and were exposed to acoustic stimuli. Expression of p53 decreased after pifitrin-α
administration in the group 3 (were sacrificed 4 h after the last seizure) (A, E). Expression of cleaved caspase 9 (C),

3 (D) and antiapoptotic protein Bcl2 (B) did not change. The y-axis of this graph represents relative optical densi-

ty. The x-axis of this graph – number of experimental groups. Data are presented as mean ± SEM. Hooks mark a

significant difference р < 0.05.
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Pifitrin-α Decreases Neuronal Differentiation of Newborn Cells in Subgranular Zone
of Dental Gyrus at Initial Stages of Audiogenic Kindling in the Krushinsky–Molodkina Rats

A. A. Kulikova, *, E. V. Nasluzovaa, N. A. Dorofeevaa, M. V. Glazovaa,
E. A. Lavrovaa, and E. V. Chernigovskayaa

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,
Saint Petersburg, Russia

*e-mail: alexey.kulikov@iephb.ru

One of the main goal of modern neurobiology is search for approaches to prevent structur-
al violations in the brain. In particular, damage to the hippocampus after epileptic activity.
Epilepsy leads to an increase in proliferation in the hippocampal neurogenic niche – sub-
granular cells layer of dental gyrus. In recent years, there is a prevalent idea that new-born
cells contribute to epileptogenesis to a greater extent than prevent neurodegenerative dam-
age. We suggested that proapoptotic protein p53 can be one of possible therapeutic targets
for epilepsy and neurodegenerative consequences of this disease.In present work, we used
The Krushinsky–Molodkina (KM) inbred rat strain. This strain is genetically prone to au-
diogenic seizures (AGS). Audiogenic kindling induced epileptiform activity in the limbic
system and the cortex. It has been shown that in initial stages of epileptogenesis 4 AGS lead
to increase in proliferation, aberrant migration in hilus and acceleration of differentiation
of newborn cells. We did not show any disturbance in apoptosis nor autophagy in early de-
velopment of limbic epilepsy. Pifitrin-α (chemical inhibitor of p53) did not lead to changes
in apoptosis and autophagy but caused increase in proliferation and migration of newborn
cells in granular cell layer and hilus of dental gyrus. However, in a week after the last seizure
the number of differentiated cells decreased despite a significant increase in the number of
newborn cells in the group with inactivation of p53 compared to the vehicle control group.
Decreased number of differentiated cells tells that pifitrin-α may be used as a potential
therapeutic agent for reduction in neurodegeneration which is associated with epilepsy.

Keywords: neurogenesis, apoptosis, autophagy, p53, pifitrin-α, limbic epilepsy, Krushin-
sky–Molodkina rat strain
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