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Обзор литературы
Глава 1.

Медиаторные и пептидергические и системы мозга, участвующие в патогенезе эпилепсии
1.1. Взаимосвязь медиаторных систем мозга, вовлеченных в эпилептический процесс.

Не вызывает сомнения тот факт, что энергетические и трансмиттерные процессы в ткани мозга связаны между собой. Так, АТФ является основным энергетическим источником и, вместе с тем, взаимодействует с глутаминовой системой, звеньями которой, в свою очередь, являются глутамат (возбуждающий медиатор) и гамма-аминомаслянная кислота (ГАМК)(тормозный медиатор). Нарушение биохимических процессов синтеза и взаимодействия в медиаторных системах ведет к патологическим изменениям уровня возбудимости нейронов.

Глутаминовая система занимает в обменных процессах мозга ключевую позицию. Она тесно связана с функцией тканевого дыхания, так как в цикле Кребса глутаминовая кислота образуется из (-кетоглутаровой при воздействии глутаминтрансаминазы. Глутаминовая кислота способна к ряду превращений, в том числе в ГАМК, которая играет в коре мозга роль универсального тормозного медиатора и, в свою очередь, возвращается в цикл Кребса в виде сукцинированного полуальдегида янтарной кислоты. Глутаминовый обмен тесно связан с обменом универсального макроэрга АТФ, так как глутамат и АТФ принимают участие в синтезе глутамина.

Глутаминовая система вырабатывает такие важные медиаторы, как ГАМК (глутаминовая кислота - предшественник ГАМК) и глутамат, который образуется при трансаминировании ГАМК. Глутамат играет роль возбуждающего медиатора, повышая проницаемость мембраны для ионов калия (Moshe, Sperber, 1992).

Нарушения в глутаминовой системе ведут к многочисленным патологиям. Есть прямые доказательства роли глутамата в механизме запуска эпилептических припадков. Отмечено увеличение содержания этого вещества в мозге в преконвульсивной фазе приступа. С другой стороны, показано низкое содержание глутамата непосредственно в эпилептическом очаге, что может быть объяснено теорией «утечки»: происходит увеличение скорости перехода глутамата в экстрацеллюлярное пространство, а затем его быстрая метаболизация. По этой  же гипотезе низкое содержание ГАМК в очаге есть следствие уменьшения концентрации глутамата. Возбуждение вызывается глутаматом, высвобождение, которого не нарушено и превалирует над торможением посредством ГАМК, образование которой снижено. 

Другая система, с которой связаны судорожные состояния - ГАМК-ергическая. Тормозные функции ГАМК-ергической системы носят универсальный, менее специфический характер, чем функции возбуждающих нейромедиаторных систем. Доля ГАМК-ергических терминалей в мозге является наибольшей. Снижение судорожной готовности и облегчение судорожных состояний установлено при центральном введении ГАМК, а также при периферическом введении его аналогов, способных проходить через гематоэнцефалический барьер. Таков же эффект соединений, например вальпроата натрия, тормозящих распад, стимулирующих синтез и обратный захват ГАМК.

Была бы однако ошибочной попытка свести патогенез эпилепсии и ряда других судорожных состояний только к изменениям глутаматергической системы или ее баланса с ГАМК-ергической системой. В качестве примера можно привести данные о способности опиоидного пептида мет-энкефалина вызывать судороги при аппликации на некоторые участки мозга, вне зон, где он проявляет анальгетическое действие характерное для опиоидов. Эти данные послужили основой для предположений, что эпилептический приступ может быть результатом чрезмерно высокого выброса энкефалина из опиоидергических терминалей, с распространением его на зоны мозга, где он способен индуцировать судороги (Ашмарин, 1996).

Глутаминовая система оказывает влияние и на обмен ацетилхолина (АЦХ). Для накопления в неактивной форме АЦХ также нуждается в присутствии глутаминовой кислоты, ионов калия и магния.

1.2. Ацетилхолинергическая система.

Нейрофизиологическая активность АЦХ известна с начала ХХ века, а его нейромедиаторные свойства – с середины 20-х годов. В течение долгого времени точное выявление холинергических путей и терминалей было невозможно, в связи с отсутствием ферментных, флуорометрических, хемилюминисцентных методов, а также газовой хроматографии и радиоиммунного связывания.

Роль медиатора АЦХ в патогенезе эпилепсии обсуждается довольно давно. Значительная часть корковых интернейронов и ретикулокортикальных нейронов являются холинергическими. Применение ингибиторов холинэстеразы (например, физостигмина, фермента разрушающего ацетилхолин) часто сопровождается возникновением судорожных эпилептических припадков. Имеются данные о прямом влиянии ингибиторов холинэстеразы на эпилептическую активность (Meldrum et al., 1982). У больных эпилепсией установлено значительное повышение уровня сывороточной холинэстеразы (Сергиенко и др., 1979). В многочисленных исследованиях мозговой ткани животных после судорог, вызванных различными факторами (инъекциями амидопирина, электрошока, аудиогенной стимуляции и др.), установлено значительное повышение активности холинэстеразы. Высказывается предположение, что основную роль в механизме повышения эпилептической возбудимости играет нарушение соотношения между катехоламинами и ацетихолином (Поздеев, 1991). Это согласуется с полученными данными на каиновой модели экспериментальной височной эпилепсии, при которой в гиппокампе возникают патоморфологические изменения, сходные с таковыми при височной эпилепсии человека. Каиновая кислота вызывает значительное увеличение содержания АЦХ и уменьшение содержания норадреналина. Одновременно понижается активность глутаматкарбоксилазы и уменьшается обратный захват глутаминовой кислоты, что сопровождается возрастанием активности возбуждающего нейромедиатора глутамата и ослаблением ГАМК-ергической передачи, что приводит к возникновению эпилептических судорог (Левин, Сытинский, 1983).

Ферментом, катализирующем реакцию синтеза АЦХ, является ацетилхолинтрансфераза (ChaT): 
Ацетил КоА + холин = АЦХ + КоА.

Возможными источниками ацетил КоА для синтеза АЦХ могут быть:

а) глюкоза – посредством гликолиза и пируватдегидрогеназной системы

б) цитрат (цитрат синтетаза и цитрат лиаза)

в) ацетат (ацетат-тиокиназа)

На срезах мозга и в гомогенате тканей глюкоза и цитрат являются основными субстратами для синтеза, в то время как ацетат проявляет слабую активность. В гигантских аксонах омара, электрических органах Torpedo, роговице и нервномышечном соединении лягушки ацетат является основным источником для синтеза АЦХ.

Точно локализованный источник холина в мозге неизвестен. Холин в мозге может синтезироваться de novo путем последовательного метилирования этаноламина, но основные объемы холина поступают в мозг с кровотоком в свободной или фосфолипидной форме (возможно в виде фосфатидилхолина). После гидролиза ацетилхолина около 35-50 % освобожденного холина транспортируется обратно в пресинаптическую терминаль с помощью Na+-зависимой высокоафинной транспортной системы. Остаток холина или катаболизируется (в бетаин и далее в серин) или переводится в форму фосфолипидов. Мембранный фосфатидилхолин гипотетически является клеточным депо холина и усиленный катаболизм этого фосфолипида может быть первопричиной дефицита синтеза ацетилхолина, и как следствие, таких нейродегенеративных поражений мозга как болезнь Альцгеймера (Butcher, Woolf, 1986).

Недавние исследования транспорта холина показали, что холин проникает через клеточную мембрану двумя путями – высоко и низкоафинным транспортом. Высокоафинный транспорт (Km=1-5 μM) осуществляется с помощью специальных транспортеров, Na+ зависим и стимулируется хлоридами. Транспорт холина также зависит от мембранного потенциала клетки, таким образом любой деполяризующий агент (например К+) угнетает высокоафинный транспорт. 

Низкоафинный транспорт (Km=40-80 μM) осуществляется посредством пассивной диффузии по градиенту концентрации. 

В отличие от других нейромедиаторов, ацетилхолин подвергается обратному захвату в терминалях только посредством низкоафинного транспорта. Активно транспортируется только холин. 50-85 % холина, поступившего в клетку путем обратного захвата, впоследствии идет на синтез ацетилхолина. Холин, поступивший в клетку путем низкоафинного транспорта, используется, в основном, для синтеза фосфолипидов. 

Механизмами, регулирующими уровень клеточного ацетилхолина, являются: обратное тормозное влияние ацетилхолина на ChaT, наличие ацетил-КоА и/или холина. Было показано, что стимуляция септо-гиппокампального пути (Kuhar et al, 1975), его разрушение или инъекции пентобарбитала изменяют уровень высокоафинного транспорта холина в гиппокампальные синаптосомы. Так, стимуляция септо-гиппокампального пути ведет к усилению аптейка, в то время как пентобарбитал снижает скорость транспорта холина. Однако последние экспериментальные данные указывают на то, что прямая зависимость между импульсной активностью нейрона и транспортом холина соблюдается не во всех областях и структурах мозга (например в стриатуме, где много вставочных интернейронов). 

ChaT является ключевым ферментом в синтезе АЦХ. В центральной нервной системе самая высокая концентрация ChaT была обнаружена в интерпедункулярном ядре (n. interpeduncularis), хвостатом ядре (n. caudatus), сетчатке, спиномозговых корешках (3000-4000 μг АЦХ, синтезированного/г/час). Напротив, в дорсальных спиномозговых корешках и мозжечке обнаружены лишь следовые количества фермента. В ткани мозга млекопитающих после центрифугирования ChaT обнаруживается в митохондриальной фракции. Эта фракция содержит митохондрии, синаптосомы с синаптическими пузырьками и фрагменты клеточных мембран. При центрифугировании в градиенте сахарозы основное количество ChaT обнаруживается в синаптосомальной фракции. При разрушении мембран синаптосом путем гипоосмотического шока, АЦХ обнаруживается абсорбированным на мембранах и везикулах, но в присутствии солей переходит в раствор. Таким образом, in vivo ChaT в основном присутствует как в цитозоле нервных терминалей, так и на мембране синаптических пузырьков. 

Наибольшей физиологической активностью обладает именно форма фермента абсорбированного на мембране. В пользу этой гипотезы говорят следующие свидетельства:

1. Гомохолин не может ацетилироваться выделенной растворимой формой ChaT, однако инкубация гомохолина с синаптосомальной фракцией ведет к образованию ацетил-гомохолина. 

2. Холинотоксин AF64A - ингибитор транспорта холина и ChaT, в основном является ингибитором формы ChaT, связанной с мембраной. 

Высокоочищенная фракция ChaT, выделенная из мозга крысы, имеет молекулярный вес 67-75 кД. Активность фермента стимулируется хлоридами и тормозится сульфагидрильными реагентами. До сих пор не найдено специфического блокатора активности ChaT. Производные стирилпиридина (styrylpyridine) тормозят активность фермента, но недостатками является их высокая светочувствительность, плохая растворимость и антихолинэстеразная активность. Гемихолиниум (hemicholinium) ингибирует синтез АЦХ косвенно, через предотвращение транспорта холина.

Ацетилхолинэстераза (AchE) - фермент, гидролизующий АЦХ. Однако точно неизвестно, сколько существует форм этого фермента. Ацетилхолинэстеразы гидролизуют не только АЦХ, но и другие эфиры, которые не разрушаются другими гидролитическими ферментами (арилэстеразы, трипсин, химотрипсин). Проблема состоит в том, что в различных структурах и органах существуют разные формы AchE, проявляющие максимальную активность на различных субстратах. Условно эту группу ферментов можно разделить на 2 класса: специфические AchE и бутирилхолинэстеразы (неспецифические)(преобладают у низших организмов). Хотя их молекулярные формулы идентичны, они имеют различную пространственную структуру и кодируются разными генами. AchE гидролизует АЦХ быстрее, чем бутирилхолин, пропионилхолин или трибутирин. Активность AchE ингибируется высокими концентрациями АЦХ (по колоколобразной зависимости). Бутирилхолинэстераза не ингибируется высокими концентрациями субстрата. Возможная причина этих различий заключается в том, что молекула AchE имеет 2 сайта связывания с субстартом, а молекула бутирилхолинэстеразы - только один. Различные типы эстераз отличаются также по специфичной восприимчивости к разным ингибиторам. 

В сукрозных гомогенатах мозга млекопитающих AchE обнаруживается в митохондриальной и микросомальной фракциях. Данные электронной микроскопии подтверждают локализацию фермента в основном на мембранах. 

Оба типа холинэстераз существуют в разных молекулярных формах: глобулярной и асимметричной. Глобулярные формы существуют в виде мономеров, димеров и тетрамеров. 

Различные ткани также отличаются по типу AchE. Так, нервная ткань содержит AchE, а глиальная – бутирилхолинэстеразу. Однако есть и исключения – некоторые ганглии содержат оба типа фермента. 

Таким образом, из-за широкой неспецифической распространенности и неоднородности, уровень AchE не может быть использован в качестве единственного критерия при определении локализации холинергических нейронов и их отростков. Так, например, специфическое гистохимическое окрашивание срезов мозга показывает наличие высокой концентрации AchE в области мозжечка, где на самом деле холинергические нейроны практически отсутствуют. Поэтому при выполнении морфологического контроля в данном исследовании мы использовали специфическое иммуногистохимическое окрашивание срезов мозга на ChaT, которая является более специфичным ферментом, маркирующим холинергические нейроны.

Если периферической нервной системе в первую очередь важна роль АЦХ как медиатора в нервно-мышечных соединениях, то в ЦНС АЦХ участвует в многих процессах, таких как поведение, сознание, эмоции, обучение, память. Существуют свидетельства, указывающие на участие АЦХ в ноцицепции. АЦХ в высокой концентрации, введенный в брахиальную артерию человека или апплицированный на открытую рану, вызывает сильную боль. Возможно, АЦХ принимает участие как сенсорный нейромедиатор в терморецепторах, вкусовых рецепторах и хеморецепторах (АЦХ оказывает возбуждающий эффект на нервные окончания в этих типах рецепторов).

Клеточные рецепторы АЦХ делятся на 2 типа – N- и М-холинорецепторы (N–и М-ХР) – по специфичности взаимодействия с рядом агонистов и антагонистов АЦХ. М-ХР избирательно возбуждаются мускарином, а N-ХР отвечают на аппликацию никотина. Физиологически важным отличием двух типов ХР является скорость ответа на приходящий сигнал.

N-ХР представляет собой К+-Na+ канал, открывающийся на несколько миллисекунд, таким образом данный тип рецепторов относится к ионотропному типу. Таким образом, сигнал резко ограничен во времени. Передача сигнала через N-ХР происходит, главным образом, в периферических моторных синапсах, ганглиях и некоторых хемочувствительных структурах висцеральных систем. 

М-ХР относятся к категории метаботропных. Молекула рецептора представляет собой пептидную цепь, семь раз пересекающую клеточную мембрану, образуя по 3 петли соответственно над и под поверхностью мембраны. АЦХ, вступая во взаимодействие с внешними участками полипептида, изменяет конформацию участков молекулы рецептора. В этой конформации они приобретают способность контактировать с G-белком, активируя его. G-белок в свою очередь активирует ферменты (аденилатциклазу, гуанилатциклазу, фосфолипазу С), участвующие в синтезе вторичных мессенждеров (цАМФ, цГМФ, ДАГ), активирующих ферменты, фосфорилирующие молекулы других регуляторных белков. В частности в ЦНС локализованы М-ХР преимущественно М2 типа, продуцирующие в качестве вторичных мессенджеров цГМФ.

В Табл 1. занесены наиболее известные современные агонисты и антагонисты М1-, М2-, М3- и М4-холинорецепторов.
В ЦНС определение холинергических путей сопряжено с целым рядом трудностей. Для этого используется ряд методик – избирательное повреждение предполагаемых холинергических структур, иммунологическое связывание АЦХ и ChaT, высокоафинный захват холина в предполагаемом холинергическом районе. Однако все эти методы имеют свои недостатки. При повреждении структур (перерезке путей) практически невозможно провести процедуру избирательно, без затрагивания прилежащих областей. 

Табл. 1. Мускариновые рецепторы (основа Kebabian, Neumeyer, 1994)

	
	М1
	М2
	М3
	М4
	М5

	Селективные агонисты
	McN-A343
Пилокарпин

L-689,660
	Bethanechol
	L-689,660
	McN-A343

	

	Неселективные агонисты
	
	Oxotremorine
	
	Oxotremorine
	

	Селективные антагонисты
	Pirenzepine

Telezepine

4-DAMP


	Methoctramine

AF-DX-116

Gallamine (неконкурентный)

Himbacine
	Hexahydro-siladifenidol

p-Fluorohexahydrosila-difenidol

4-DAMP
	Tropicamide

Himbacine

4-DAMP*
	4-DAMP*

	Неселективные антагонисты
	Скополамин
	Скополамин
	
	
	

	Механизм передачи сигнала в клетке
	IP3/DAG
	↓ cAMP
	IP3/DAG
	↓ cAMP
	


*4-DAMP, 4-Diphenylacetoxy-N-methylpiperidine

В последние годы, использование гистохимических и иммуногистохимических методик позволило воссоздать примерную картину холинергических путей и структур в мозге (рис. 1). В дополнение к рис. 1, следует отметить, что стриатум (corpus striatum) и n. accumbens septi содержат только холинергические интернейроны. В корковых областях находятся крупные холинергические нейроны, содержащие также комедиатор VIP (вазоактивный интестинальный пептид)(Kebabian, Neumeyer, 1994).

Основные холинергические пути в мозге берут начало из нескольких ядер мозгового ствола. Первая группа холинергических клеток локализована в кунеиформном ядре (n. cuneiformis), расположенном в дорсальной тегментарной области, немного латеральнее центрального серого вещества. Отсюда берут начало пути, широко распространяющиеся в оптической области (tectum) и таламусе (в основном в срединных областях). Shute и Lewis (1967) назвали эту систему «дорзальный холинергический путь». 
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Рис. 1. Схема основных холинергических проекций в мозге млекопитающих. Холинергические нейроны демонстрируют два основных типа сетевой организации: 

локальные сети (морфологически организуют связи внутри определенной структуры: интернейроны каудато-путамен комплекса, n.accumbens, обонятельной луковице и островков Каллея (ICj) и нейроны, формирующие холинергические проекции между структурами. Основными проекционными нейронами являются - a) ChaT-положительные нейроны базального холинергического комплекса переднего мозга в: медиальном септуме (ms), ядре диагональной связки (td), substantia innominata (si), магноцеллюлярной преоптической области (poma) и базальном ядре (bas). Они проецируются в нестриарные области конечного мозга (telencephalon).

б) ChaT-положительные нейроны понтомезенцефалотегментального холинергического комплекса в педункулопонтийном (tpp) и латеродорзальном тегментальном (dltn) ядрах, формирующие восходящие проекции к таламусу и другим структурам промежуточного мозга и низходящие проекции к структурам моста, ретикулярной формации продолговатого мозга (Rt), глубоким структурам мозжечка (DeC), вестибулярным ядрам (Ve) и ядрам черепномозговых нервов (cranial nerve nuclei). 

Дополнительные обозначения – amyg (миндалина), ant cg (anterior cingulate cortex), CrN (ядра дорзальных черепномозговых нервов), diencep (промежуточный мозг), DR (дорзальная область ядра шва), ento (энторинальная кора), frontal (фронтальная кора), IP (интерпедункулярное ядро), ins (insular cortex), LC (голубое пятно), LR (латеральное ретикулярное ядро), olfact bulb (обонятельная луковица), pir (пириформная кора), PN (ядра моста), pr (периринальная кора), parietal (теменная кора), post cg (posterior cingulate cortex), SN (черное пятно) (из Butcher, Woolf (1986); Woolf, Woolf, Butcher (1989)).

Вторая система («вентральная холинергическая система») берет начало от холинергических клеток черной субстанции и прилежащих областей вентрального тегментума и проецируется в субталамус, гипоталамус и часть структур лимбической системы, включая корковые области. 

Таким образом, можно говорить о существовании двух основных холинергических систем – таламической и экстраталамической, дающих начало ретикулярной активационной системе мозга (Domino, 1967)(Рис. 2).
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Рис. 2. Общая схема холинергических проекций среднего мозга. DCP= дорсальный холинергический путь, VCP=вентральный холинергический путь, DT= дорсальный тегментум, VT=вентральный тегментум, subHT=субталамус, HT=гипоталамус, basal forebrain=базальные структуры переднего мозга (по Hamilton, 1976).

Волокна вентрального холинергического тракта (ВХТ) проецируются от вентрального тегментума к латеральным областям гипоталамуса. Разветвляясь, часть волокон этого тракта образует синаптические контакты с холинергическими клетками следующих основных групп структур:

1. Супрамамиллярные ядра и задняя группа гипоталамических ядер (n. hypothalami posteriori). 

2. Латеральные области гипоталамуса, интерпедункулярное ядро и бледный шар.

3. Латеральная преоптическая область и ядро ложа конечной полоски.

4. Островки Каллея и обонятельная луковица.

Кроме того, часть холинергических проекций образует контакты с нехолинергическими клетками, в частности паравентрикулярного и супроптического ядер гипоталамуса. 

В отличие от волокон моноаминергической системы, которые проецируются от низших структур к ростральным областям без переключения, холинергические волокна в среднем мозге контактируют с другими холинергическими клетками, посылающими проекции к ростральным структурам. 

Эти проекции можно разделить на кортикальные и субкортикальные. Субкортикальные проекции центрального холинергического пути берут начало от клеток латеральной преоптической области и вентральной части n. bed srtia terminalis. Большая часть холинергических волокон преоптической области проецируется дорзальнее и оканчивается в ядре диагональной связки и медиальном ядре септума. Оттуда идут проекции в гиппокамп и зубчатую извилину. В преоптической области берут начало также холинергические волокна, идущие к ядру латерального обонятельного тракта и n. accumbens.

ВХТ посылает восходящие проекции к различным областям коры больших полушарий. Волокна, берущие начало от нейронов бледного шара, проецируются латеральнее через внешнюю капсулу и оканчиваются в латеральных областях коры, немного дорзальнее обонятельной борозды. Наибольшие корковые проекции берут начало от клеток латеральной преоптической области, огибают мозолисте тело и оканчиваются на нейронах цингулярной и обонятельной коры. 

Таким образом, ВХТ является важной частью восходящей ретикулярной активационной системы (Hamilton, 1976).

1.3. Нейропептид галанин, как модулятор секреции и эффектов ацетилхолина.

Галанин (ГАЛ) - 29-аминокислотный пептид (рис. 2), выделенный из кишечника свиньи в 1983 г (Tatemoto et al., 1983) и названный по первой и последней аминокислотам в своей последовательности - глицин и аланин.

Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-

His-Ala- Ile-Asp-Asn-His-Arg-Ser-Phe-Ser-Asp-Lys-His-Gly-Leu-Thr-NH2
Рис. 3. Аминокислотная последовательность молекулы галанина крысы.

Предшественник ГАЛ – препрогаланин, полипептид, состоящий из 123 аминокислот (Hockfelt et al., 1992). Нуклеотидная последовательность гена ГАЛ охарактеризована из ткани свиного и бычьего мозгового слоя надпочечников, гипоталамуса крысы и лимфоцитов человека. Первые 15 N-концевых аминокислот молекулы ГАЛ консервативны у разных видов. Только у человека последовательность ГАЛ составляет 30 аминокислот и не содержит С-концевой амидной группы (Rokaeus et al., 1986; Vrontakis et al., 1987; Kaplan et al., 1988; Evans et al., 1993). Была выделена другая молекулярная форма ГАЛ человека, состоящая из первых 19 аминокислотных остатков. Синтезирован физиологически активный искусственный фрагмент ГАЛ(1-16), обладающий высоким сродством к рецепторам галанина (ГАЛ R), в частности, в вентральном гиппокампе (Fisone et al., 1989; Crawley et al., 1990).

Конформационный анализ пространственной структуры ГАЛ был проведен в водном и неводном растворах. Анализ крысиного ГАЛ выявил вторичную структуру двух (-цепей, разделенных изгибом в области остатка пролина в положении 13. В водном растворе ГАЛ не принимает устойчивую конформацию. Отмечено, что молекулы воды способствуют развертыванию спиральной структуры его молекулы (Crawley, 1995).

Время полужизни галанина(1-29) составляет 100 минут, а галанина(1-16) - 28 минут. За деградацию галанина(1-29) и галанина(1-16) отвечают цинковые металлопротеазы (фосфорамидон-чувствительные), относящиеся к группе эндопептидаз. Деградация галанина(1-29) сопровождается образованием гал(1-4) и гал(1-5), а деградация галанина(1-16) - гал(3-12) и гал(3-16). Все эти продукты физиологически неактивны и имеют низкое сродство к рецепторам галанина. Точки действия фермента находятся между LEU4 и ASN5,  между ASN5 и SER6, а также между HIS14 и ALA15. У синтетического аналога галанина(1-16), в котором LEU4, ASN5 и SER6 заменены на 3 остатка ALA, время полужизни возрастает до 55 минут ( Bedecs et al., 1995; Land et al., 1991a)(Рис. 4).

Галанин (1-29) [t0.5=100min]
	
Gly1*-Trp2*-Thr3-Leu4 –Asn5*-Ser6-Ala7-Gly8-Tyr9*-Leu10-Leu11-Gly12-Pro13-

His14-Ala15-Ile16-Asp17-Asn18-His19-Arg20-Ser21-Phe22-Ser23-Asp24-Lys25-

His26-Gly27-Leu28-Thr29-NH2





Zink-metalloprotease
	Галанин (1-4)


	
	Галанин (1-5)




Галанин (1-16) [t0.5=28 min].

	
Gly1*-Trp2*-Thr3-Leu4-Asn5*-Ser6-Ala7-Gly8-Tyr9*-Leu10-Leu11-Gly12-Pro13-His14-Ala15-Ile16





Zink-metalloprotease
	Галанин (3-16)
	
	Галанин (3-12)


 Рис. 4. Аминокислотные последовательности галанина(1-29) и галанина(1-16) и продукты их расщепления. * - аминокислоты, ответственные за связывание с рецептором, ↓ - места действия цинковых металлопротеаз.

GAL(1-29)[Kd=0.9nM] > GAL(1-16)[Kd=6nM] > GAL(1-12)[Kd=3mkM] > cGAL(Gly1-Gly12): на этом примере по константам диссоциации сравнивается сродство различных фрагментов ГАЛ к рецепторам. Интересно, что циклический аналог ГАЛ, в котором в цикл включены Gly1 и Gly12, практически не связывается с рецептором, что еще раз говорит о важности Gly1 для связывания нейропептида с рецептором (Land et al., 1991b) 

Иммунохимические исследования выявили присутствие ГАЛ в высоких концентрациях (1-5 пкмоль/мг белка) в гиппокампе, амигдале, n. аccumbens, септуме, стриатуме, гипоталамусе, передних ножках мозга, голубом пятне, желатинозной субстанции, ядре солитарного тракта. Низкая ГАЛ иммунореактивность (400-900 фмоль/мг белка) обнаружена в коре и мозжечке. ГАЛ-положительные клетки найдены в ядре ложа конечной полоски, медиальном септуме и диагональной связке, центральном ядре миндалины, коре, во многих ядрах гипоталамуса и таламуса, в дорзальной части ядер шва, голубом пятне, продолговатом мозге и задних рогах спинного мозга. Обнаружено сосуществование ГАЛ с другими нейромедиаторами: с норадреналином в голубом пятне, с серотонином в дорзальной части ядер шва, c ацетилхолином в медиальном септуме и диагональной связке, с вазопрессином в гипоталамических ядрах.

В периферических органах ГАЛ иммунореактивность обнаружена в поджелудочной железе, пищеварительном тракте, половых органах, дыхательном тракте, во внутрисердечных ганглиях, почках, печени. Концентрация циркулирующего ГАЛ у крысы составляет 700 пг/моль в сыворотке крови, из которых приблизительно 30 % выделяется из гипофиза (Melander et al., 1986; Skofitsch, Jacobowitz, 1985; Merchenthaler et al., 1993; Crawley, 1995).

В экспериментах in vivo (микродиализ в вентральном гиппокампе крысы), высвобождение ГАЛ стимулировалось KCl и вератридином, причем процесс секреции был Са2+-зависим и блокировался тетродотоксином (Bartfai, 1995). Секреция ГАЛ в вентральном гиппокампе происходила при электрической стимуляции ядра диагональной полоски в септуме и усиливалась при увеличении частоты стимуляции. Авторы делают вывод, что высвобождаемый в вентральном гиппокампе ГАЛ принадлежит аксонам холинергических нейронов ядра диагональной полоски и септума (Bartfai, et al., 1992; Bartfai et al., 1994).

Галанинергические нейроны, как правило, имеют тела пирамидной формы с 3-4 дендритами, покрытыми многочисленными шипиками. Реже это веретеновидные безшипиковые клетки. 

В онтогенезе ГАЛ-подобная иммунореактивность в ЦНС крысы впервые обнаружена в первый день после рождения, далее уровень ГАЛ постоянно растет до 28 дня и остается постоянным до 38 дня. Обнаружено возрастное, начиная с 16 месяцев, снижение количества галанинергических нейронов в базальной части переднего мозга.

Распространение сайтов связывания ГАЛ очень сходно с областями распространения ГАЛ-иммунореактивных терминалей у крысы (Skofitsch et al., 1986; Melander, 1988), обезьяны (Kohler et al., 1989) и человека (Kohler, Chan-Palay, 1990). Высокая концентрация сайтов связывания для ГАЛ у крысы обнаружена в периринальной, энторинальной и пириформной коре, миндалине, септуме, гипоталамусе, таламусе, срединном возвышении, вентральной части бледного шара, гиппокампе, дорзальной части ядра шва, околоводопроводном сером веществе, компактной части черной субстанции, голубом пятне, парабрахиальном ядре и спинном мозге (Skofitsch et al., 1986; Melander, 1988). У обезьян высокие концентрации ГАЛ R обнаружены в обонятельной луковице, латеральном септуме, n. accumbens, substantia innominata, базальном ядре Мейнерта, миндалине, гиппокампе, гипоталамусе, компактной части черной субстанции, голубом пятне, центальном сером веществе, парабрахиальном и тригеминальном ядрах (Kohler et al., 1989). В мозге человека высокая плотность ГАЛ R обнаружена в неокортексе, базальном ядре Мейнерта, ядре ложа терминальной полоски, преоптическом ядре, обонятельной луковице, передней комиссуре, миндалине, интерпедункулярном ядре, colliculus inferior, центральном сером веществе, голубом пятне и парабрахиальном ядре (Kohler, Chan-Palay, 1990; Deecher et al., 1995).

На периферии ГАЛ R обнаружены в поджелудочной железе, желудке и гладкой мышце кишечника. В процессе онтогенеза ГАЛ R млекопитающих впервые появляются на 1-5 день после рождения, с последующим увеличением плотности рецепторов до 25 дня (Crawely, 1995).

Молекулярное клонирование функционирующего ГАЛ R было произведено из культуры клеток человеческой меланомы (Heuillet et al, 1994). ГАЛ R состоит из 349 аминокислотных остатков с 7 гидрофобными трансмембранными доменами (Habert-Ortoli et al., 1994). ГАЛ R, выделенные у свиньи, человека и крысы, представляют собой единый полипептид с Mr = 54-60 кДа (Chen, 1992). Это гликопротеин сопряженный с Gi (и возможно с G0) белками. Эффекторные системы, связанные с ГАЛ R, в разных тканях включают ингибирование основной или фосколин стимулированной аденилатциклазы, блокаду потенциал-зависимых Са2+ каналов и активацию АТФ -зависимых К+ каналов (Amiranoff et al., 1988; Nishibori et al., 1988; Lagny-Pourmir, Epelbaum, 1992; Heuillet et al., 1994; Walli et al., 1994; Valkna et al., 1995; Karelson et al., 1995). В секретирующих инсулин культуре клеток поджелудочной железы галанин ингибирует активность аденилатциклазы посредством двух ингибиторных белков Gi2 и Gi3 (Mcdermott, Sharp, 1995; Mazancourt et al., 1994).

В настоящий момент выявлено 3 типа ГАЛ R: GalR1 (Habert-Ortoli et al., 1994; Parker et al., 1995), GalR2 (Smith et al., 1997; Fathi et al., 1997) и GalR3 (Wang et al., 1997). GalR3, описанный в 1998 г, локализован только в периферических органах. GalR1 распространен в базальных ганглиях, медиальном септуме, диагональной связке и гипоталамусе. GalR2 преимущественно распространен в гипоталамусе, переднем гипофизе и гиппокампе, особенно в вентральной его области. 

Табл.2  Подтипы галаниновых рецепторов.

	Подтипы Gal R
	Распространение
	Эффекты

	Gal R1 (349 а.о)
	Базальные ганглии, гипоталамус
	Ингибирование выброса АЦХ

	Gal R2 (372 а.о.)
	Гипоталамус, гиппокамп, передний гиппофиз,

миндалина, кора, селезенка, легкие, скелетные мышцы, сердце, почки, печень 
	Регуляция секреции гормонов гипофиза,

регуляция пищевого поведения, ингибирование выброса АЦХ.

	Gal R3 (370 а.о.)
	Сердце, селезенка, testis
	Периферическая регуляция


Синтезированы антагонисты ГАЛ R. Синтезированы химерные пептиды, основанные на 15 консервативных N-концевых аминокислотах молекулы ГАЛ(1-29), поддерживающих биологическую активность (Crawley et al., 1990; Fisone et al., 1989; Girotti et al., 1993). Все они основаны на ГАЛ (1-12) и используют остаток пролина для формирования мостика для различных конформаций С-концевой последовательности молекулы (Langel et al., 1992). Они блокируют связывание меченого ГАЛ-I125 с рецепторами. М15 (galantide) (галанин (1-13) - субстанция Р (5-11)) (рис. ) является антагонистом ГАЛ по нескольким физиологическим функциям: выделение АЦХ в гиппокампе, активность нейронов голубого пятна, спинальные рефлексы, сердечная деятельность, выделение инсулина в поджелудочной железе. М40 (galanin (1-13) - Pro-Pro-Ala-Leu-Ala-Leu-Ala-NН2) - антагонист действия ГАЛ на пищевое поведение и выделение АЦХ (Bartfai et al., 1992; Bedecs et al., 1995). 

	Gly-Trp-Trh-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-

Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2


Рис. 5. Аминокислотная последовательность молекулы галантида (М15 - [галанин (1-13)-субстанция Р(5-11)]) - антагониста галаниновых рецепторов.

Механизмы взаимодействия ГАЛ с холинергической системой мозга становятся центром исследований в связи с перспективами его клинического применения. У некоторых видов ГАЛ-положительная иммунореактивность обнаружена в нейронах базальной области переднего мозга совместно с ChaT, ферментом, участвующем в синтезе АЦХ. Однако не удалось обнаружить совместной локализации галанина и ChaT у человекообразных обезьян и человека (Kordower, Mufson, 1990; Walker et al., 1991; Evans et al., 1993; Benzing et al., 1993). При этом в непосредственной близости холинергических нейронов были локализованы мелкие галанинергические вставочные интернейроны (Chan-Palay, 1988; Gentleman et al., 1989; Mufson et al., 1993). Высокая плотность галанин-ергических волокон и терминалей обнаружена в районе базального ядра Мейнерта и диагональной связки. У человека был обнаружен мощный холинергический путь через substantia innominata к гипоталамусу, ядру ложа конечной полоски  и вертикальной ножке диагональной связки. Галанинергические волокна в этой области возможно берут начало от тел нейронов голубого пятна (Holets, 1988; Chan-Palay et al., 1990).

Crawely J.N., Wenk G.L. (1989) в экспериментах in vivo и in vitro показали угнетающее влияние ГАЛ на высвобождение и эффекты АЦХ. Получено много опосредованных доказательств синаптической модуляции секреции АЦХ: ГАЛ тормозил вызванное ионами К+ выделение АЦХ. Последнее наблюдается только для нейронов вентрального, но не дорзального отделов гиппокампа. В стриатуме ГАЛ усиливает секрецию АЦХ (Pramanik, Ogren, 1992). Эффект снимается антагонистом М15 (galanin(1-13 ) - субстанция P (5-11)), что говорит о возможном пресинаптическом влиянии ГАЛ на холинергические нейроны через собственные рецепторы. 

Детально исследованы поведенческие эффекты самого ГАЛ и его фрагментов (Crawely et al., 1991). Обнаружено торможение процесса обучения и ухудшение пространственной памяти (обучение в Т-образном (Givens et al., 1992), радиальном лабиринте Олтона (Malin et al.,1992) и водном лабиринте Морриса (Sundstrom et al., 1988). Галанин тормозит процессы обучения и памяти, вероятно, через угнетение холинергической функции, в первую очередь, в гиппокампе. По данным А.А. Шандра и А.М. Мазарати (1994) можно говорить о сочетанном участии галаниновых и глутаматных (каинат-квисквалатных) рецепторов. По мнению авторов, ГАЛ на уровне стриатума проявлял антагонистические свойства по отношению к поведенческим эффектам каиновой кислоты. В опытах с УРАИ внутрижелудочковое введение ГАЛ вызывало ухудшение извлечения приобретенного навыка, а в опытах с УРПИ - самого обучения (Сервецкий, 1994; Шандра и др., 1993).

Данные о роли ГАЛ в возникновении и развитии неврологических заболеваний - болезни Альцгеймера и болезни Паркинсона также противоречивы (Crawely, Wenk, 1989; Crawely, 1995). С одной стороны, с возрастом человека концентрация ГАЛ в мозге не увеличивается, с другой - при болезни Альцгеймера повышено его содержание в нейронах коры и базальном ядре Мейнерта (n. basalis), что свидетельствует о патологии холинергической системы этих структур мозга. На основании известных фактов Chan-Paley и Hokfelt (1988) высказали предположение об усугубляющем действии ГАЛ на развитие болезни Альцгеймера вследствие углубления холинергических нарушений при деменции (Hokfelt et al., 1992). Однако Crawely (1995) выдвигает гипотезу о вероятной защитной функции ГАЛ в холинергических корковых нейронах. При болезни Альцгеймера холинергические нейроны с повышенным содержанием ГАЛ остаются живыми (Crawely, Wenk, 1989). 

Возможно, применение антагонистов ГАЛ со стабильной структурой в сочетании с ингибиторами ацетилхолинэстеразы позволит увеличить уровень ацетилхолина в синаптических окончаниях и затормозить прогрессирующую деменцию при болезни Альцгеймера (Crawley, 1996).

Первые экспериментальные данные, указывающие на противосудорожные эффекты ГАЛ в отношении пикротоксиного киндлинга, были получены в лаборатории А.А. Шандра (Mazarati et al., 1992; Shandra et al., 1993). На модели экспериментальной эпилепсии (пикротоксиновый киндлинг) (Сервецкий, 1994, Шандра и др., 1993), было показано, что микроинъекции ГАЛ(1-29) в каудато-путамен комплекс, черную субстанцию (pars reticulata) и n. аccumbens дозо-зависимо снижали выраженность судорог, полученных с помощью пикротоксинового киндлинга (Крыжановский и др., 1988). Авторы отмечалют, что введение ГАЛ в вентральный гиппокамп оказывает дозо-независимый противосудорожный эффект. Это позволило сделать заключение, что ГАЛ оказывает общее противосудорожное действие через вентральный гиппокамп (Сервецкий, 1994; Шандра, Мазарати, 1994; Mazarati et al., 1992).

Обнаружено влияние ГАЛ на ЦНС здоровых животных и человека. Галанин снижает активность нейронов голубого пятна (Seutin et al., 1989), которое участвует в регуляции соотношения фаз быстро- и медленноволнового сна, а у крыс депривация быстроволнового сна вызывает экспрессию гена ГАЛ. Вместе с тем, такое неспецифическое раздражение, как хронический социальный стресс у крыс вызывает увеличение содержания в клетках голубого пятна мРНК препрогаланина (Holmes, 1995).

Все вышеперечисленное, дает достаточно оснований считать нейропептид ГАЛ включенным в нейрохимическую архитектуру интегративных функций мозга - системные регуляции соматических, вегетативных и психических функций у животных и человека, что подтверждается экспериментами и клиническими наблюдениями. Есть основания для применения его аналогов, во всяком случае, при политерапии, как противосудорожного нейропептида.
Глава 2.

Экспериментальные модели эпилепсии

2.1. Разнообразие моделей эпилепсии на животных

Особое место в изучении эпилепсии отводится созданию экспериментальных моделей этого заболевания на животных, что дает возможность более глубокого и всестороннего исследования сущности эпилептического феномена, чем это возможно в условиях клиники.

В лабораторных исследованиях пользуются самыми разнообразными способами формирования эпилептического припадка у животных: травматизация спинного мозга и различных областей головного мозга, болевые и звуковые раздражения, электрическая стимуляция различных мозговых структур, гипертермия, индукция судорог химическими веществами и др.

Широкое распространение получили генетические модели различных форм эпилепсии на животных. 

2.1.1. Эпилепсия, вызываемая хемоконвульсантами. Пентилентетразоловая модель конвульсивной эпилепсии.

Наиболее распространенной моделью создания генерализованных судорожных состояний являются химически индуцированные припадки. В качестве конвульсантов используют: стрихнин, тиосемикарбазид, коразол, бикукулин, бемегрид, пикротоксин, прокаин, кокаин. По механизму действия судорожные агенты подразделяют на усиливающие процессы возбуждения, блокирующие тормозные механизмы, нарушающие энергетический метаболизм и тормозящие транспорт ионов. В качестве хемоконвульсанта широко применяется конвульсант коразолового ряда - пентилентетразол (метразол=ПТЗ). В низких дозах ПТЗ индуцирует абсансо-подобные судороги (Snead, 1992). В умеренных дозах ПТЗ ведет к развитию клонических судорог, а высокие его дозы индуцируют тонико-клонические судороги, генерализованные судороги (эпистатус) и даже смерть животного (Depaulis et al., 1989). 

Более десятилетия назад была раскрыта последовательность активации мозговых структур в процессе ПТЗ-индуцированных судорог. Абсансо-подобные, клонические и тонико-клонические судороги, возникающие в зависимости от дозы конвульсаната, имеют различные нейрональные субстраты. Абсансо-подобные приступы вызваются подпороговыми дозами ПТЗ (10-20 мг/кг) и берут начало в неспецифических структурах таламуса и поддерживаются на таламо-кортикальном уровне, практически не распространяясь на другие структуры мозга (Browning, 1985; Vergnes, Marescaux, 1992). 

Клонические судороги, вызванные умеренными дозами конвульсанта (40-50 мг/кг) и сопровождающиеся клонусом всех конечностей животного, возникают в корковых отделах и переднем мозге. При дальнейшем развитии припадка, клонические судороги переходят в тонические. За внешние проявления тонических судорог ответственны структуры ствола мозга, в особенности ретикулярная формация и ядра среднего мозга, включая вестибулярное ядро и перивентрикулярное серое вещество (Miller et al., 1989; Miller, Ferrendelli, 1990; Andre et al., 1998). Высокие дозы ПТЗ (70 мг/кг) вызывают у крыс генерализованные клонико-тонические судороги (Swinyard, 1969).

Во время клонических судорог передних конечностей в ЭЭГ наблюдаются генерализованные судорожные разряды с частотой 3 Гц, продолжительностью около 3-8 с. Увеличение частоты эпиразрядов на ЭЭГ до 6-10 Гц сопровождается подъемом на задние лапы, потерей равновесия, падением на бок и развитием тонической экстензии задних конечностей. Появление таких генерализованных клонико-тонических судорог сопровождается непроизвольным мочеиспусканием, дефекацией, и другими вегетативными расстройствами, наблюдаемыми во время больших судорожных припадков. После окончания приступа развивается постприступная депрессия, сопровождающаяся резким угнетением электрической активности на ЭЭГ (Крыжановский и др., 1988).

Действует ПТЗ через пикротоксиновый сайт ГАМК А рецепторного комплекса, подавляя работу рецепторов и вызывая закрытие каналов для йонов Cl-, что приводит к снижению гиперполяризации нейронов и повышению их возбудимости (Нейрохимия, 1996). По механизму действия коразол отличается от пикротоксина и бикукулина, которые также являются антагонистами ГАМК. Коразол способен взаимодействовать с двумя подклассами бензодиазепиновых рецепторов. Высказано предположение, что первый тип бензодиазепиновых рецепторов участвует в противосудорожном и анксиолитическом действии бензодиазепинов, тогда как второй тип рецепторов обеспечивает седативное действие и атаксию. Можно предположить, что судорожное действие коразола связано с его конкурентным взаимодействием с бензодиазепиновыми рецепторами первого типа. Развитие судорожной активности сопровождается повышением внутриклеточной концентрации ионов Са2+.

Судорожное действие коразола объясняется его влиянием на двигательные зоны коры головного мозга; помимо клонического, в коразоловых судорогах наблюдается и тетанический компонент, связанный с действием препарата на спинной мозг. 

2.2. Генетические модели эпилепсии у животных. 

Животные с хроническими, спонтанно повторяющимися припадками представляют идеальные модели для изучения эпилепсии. Генетические модели на животных можно разделить на модели, в которых судороги вызываются внешними стимулами и на модели с судорогами спонтанной природы. Первая категория включает линии животных с врожденной чувствительностью к судорогам. К ним относятся аудиогенные мыши и крысы, реагирующие генерализованными конвульсиями на звуковую стимуляцию определенной частоты и силы (Крушинский, 1960; Browning, 1986), фотосенситивные бабуины, у которых перемежающиеся вспышки света провоцируют пик-волновые разряды, миоклонус и даже тонико-клонические судороги (). Одной из исследованных линий крыс с врожденными аудиогенными припадками является линия GEPRs (genetically epilepsy-prone rats), у которых припадки возникают также в ответ на звуковую стимуляцию. Выделено две подлинии: GEPRs-3 с, у которых в ответ на стимуляцию возникают клонические судороги и GEPRs-9 с, у которых развиваются тонические судороги конечностей (экстензия) (Browning, 1986). Одной из возможных причин судорожной активности у этих животных считается врожденный дефицит норадреналина, который рассматривается как модулятор судорог и выступает в роли эндогенного антиконвульсанта в различных моделях судорог Норадренергическую недостаточность объясняют снижением числа норадренергических терминалей и содержания в них норадреналина для разных участков мозга этих крыс (Eells et al., 1997).

Следует упомянуть монгольских песчанок, у которых судороги возникают при практически любых изменениях внешней среды, хендлинге или сильных колебаниях воздуха (Frey et al.,1983). 

Животные, у которых пароксизмальная активность не зависит от определенных внешних стимулов или воздействий, считаются моделями со спонтанно возникающими судорогами, обусловленными генетически. Большинство таких моделей представлено инбредными линиями грызунов со спонтанной активностью типа абсанс. Чуть более 10 лет назад были описаны мутантные мыши (C57BL/10Bg) (Maxon et al., 1983.) и крысы (SER) (Serikawa, Yamada, 1986.), у которых абсансы перемежаются генерализованными тонико-клоническими судорогами. Крысы линии SER получены от скрещивания крыс линии Sprague-Dawley (несущих мутацию zitter) c крысами линии Вистар (несущими мутацию tremor). У гомозиготных гибридов первого поколения по обеим мутациям, zitter и tremor, в возрасте 8 недель спонтанно появлялась «крутящаяся походка», возникали абсансы, а затем и тонические конвульсии. В дальнейшем, эти гибриды давали потомство с конвульсивным и неконвульсивным типом судорог. Важно отметить, что конвульсии и абсансы имеют разный фармакологический профиль. Абсансы купировались триметадионом и этосуксимидом, а конвульсии фенитоином, оба типа судорог одновременно облегчались фенобарбиталом и вальпроатом. Во время приступов на ЭЭГ возникали характерные низкоамплитудные быстрые спайки с частотой пик-волн 5-7 Гц. Интересно, что спайки регистрировались как в коре, так и в гиппокампе (Sasa et al., 1988.).

Сравнительно недавно была выведена линия крыс с генетически обусловленными спонтанными конвульсиями, похожими на лимбические судороги у людей (IGER). Генерализованные конвульсии у таких крыс развиваются почти у всех самцов в возрасте 4-5 месяцев без каких-либо внешних стимулов. Припадки начинаются с подергиваний морды и миоклонуса головы, постепенно превращаясь в генерализованные тонические судороги. Микронарушения развития, такие как ненормальная группировка нейронов, неправильное их расположение, недоразвитие пирамидных нейронов в гиппокампальной формации было обнаружено у молодых крыс без генерализованных тонико-клонических конвульсий. Спроутинг мшистых волокон в зубчатой извилине наблюдали в гиппокампе взрослых IGER крыс после повторных тонико-клонических припадков. Электроэнцефалографические исследования во время тонико - клонической фазы припадка демонстрируют, что спайки внезапно возникают в гиппокампе и затем распространяются на кору (Amano et al., 1996).

Особый интерес представляют собаки со спонтанно возникающими припадками. Не только клинические проявления и ЭЭГ паттерны, но и частота и длительность приступов, а также типы судорог совпадают с таковыми у людей. Генерализованные тонико-клонические припадки у собак являются не первично, а вторично генерализованными фокальными судорогами, причем в 20-40% случаев они не поддаются лечению классическими препаратами (Loescher, Ebert, 1995). 

Подробнее остановимся на генетической модели абсансного типа эпилепсии, характеризующейся генерализованными несудорожными припадками. 

В 1984 году Noebels описал 14 одиночных генных мутации у мышей, которые приводили к инициации спонтанных неконвульсивных паттернов эпилепсии. Мыши с мутацией в 8-й хромосоме были идентифицированы по моторным нарушениям, напоминающим «шатающуюся походку» (мутация tottering). Поведение животных характеризовалось атаксией, за которой следовали моторные судороги, а затем генерализованные кортикальные пик-волновые разряды, внешне сопровождавшиеся замираниями. Снова обращает на себя внимание различный фармакологический профиль двух типов припадков: пик-волновые разряды могут быть блокированы этосуксимидом, диазепамом и фенобарбиталом, но не фенитоином, в то время как моторные судороги снимались лишь диазепамом, но не этосуксимидом. Исследование мозга «шатающихся» мышей выявило гипериннервацию регионов, содержащих норадреналин в качестве нейротрансмиттера. У новорожденных мышей с ненарушенным развитием норадренергических терминалей судорог не наблюдалось, что показывает вовлеченность норадренергической иннервации в патогенез этого типа эпилепсии (Noebels, 1984.). 

Другая линия мышей с наследственной рецессивной мутацией одного гена в 15-й хромосоме характеризовалась синхронизованными вспышками в неокортексе, таламусе и гиппокампе (мутация названа stargazer). Эти пик-волновые разряды появлялись на 16-18-й постнатальные дни и сохранялись в течение всей жизни. Продолжительность разряда варьирует от 1 до 10 с, частота пиков в разряде 6-7 Гц. Было обнаружено, что паттерны синхронизации сопровождаются повышенной экспрессией нейропептида Y (NPY) в мшистых волокнах гиппокампа. При этом не выявлено повреждений гранулярных клеток или их постсинаптических целей (Noebels et al., 1990). У здоровых мышей пептид Y в гиппокампе не обнаружен. Более детальные исследования иммуноцитохимическим методом показали, что увеличенное содержание NPY наблюдается в гиппокампе только через 2 недели после появления первых гиперсинхронизованных пик-волновых разрядов, однако все структуры, участвующие в синтезе NPY, окончательно созревают уже к 21-му постнатальному дню. Среди возможных механизмов гиперэкспрессии рассматривают инициаторное действие некоторых факторов роста: фактора роста нервов (NGF) и мозгового нейротрофического фактора (BDNF). Повышенный уровень мРНК этих двух белков в гранулярных клетках мутантных мышей доказывает их способность активировать ген ответственный за синтез NPY (Qiao,  Noebels, 1993; Chafetz et al., 1995).

Мыши с рецессивной мутацией во 2-й хромосоме и характерными пик-волновыми разрядами в корковой ЭЭГ получили название lethargic (летаргические мыши). Было показано, что у этих животных повышена плотность ГАМК Б подтипа рецепторов, причем оказалось, что связывание с рецептором прямо пропорционально числу припадков. Считается, что именно ГАМК Б рецепторы ответственны за долговременную гиперполяризацию и депрессию выброса нейротрансмиттеров. Предположение о том, что ГАМК Б рецепторы участвуют в генерации низкопороговых кальциевых спайков, что инициицирует синхронные таламо-кортикальные вспышки разрядов, укрепилось с открытием антагонистов ГАМК Б рецепторов в начале 90-х. Антагонисты этих рецепторов подавляли спайк-волновую активность, а агонисты, напротив, потенциировали разряды (Hosford, 1992). 

Параллельно было описано несколько линий мышей, таких как DBA/2 и C57Bl/6, в ЭЭГ которых наблюдались короткие вспышки высокоамплитудных веретен, продолжительностью около 1,5 с c частотой пиков 6,7-7,1 Гц. Эти пароксизмы мимикрируют с известными типами пик-волновых разрядов. Исследования показали роль ростральной части ствола мозга, включая locus coeruleus, который, очевидно, подавляет пик-волновую активность, усиливая пробуждающий эффект на высшие структуры мозга (Ryan, 1984; Eells et al., 1997). 

Еще 15 лет назад некоторые лаборатории столкнулись с неожиданной проблемой: было замечено что около 15-20 % неспецифически скрещенных крыс демонстрируют спонтанные пик-волновые разряды с частотой от 7 до 10 Гц, сопровождающиеся замираниями и подергиваниями вибрисс. Эти разряды были описаны для взрослых самцов крыс линии Charles River CD, для крыс линии Sprague-Dawley в возрасте от 6 месяцев. Semba и Komisaruk (1984) обнаружили, что 50% самок крыс линии Long-Evans в возрасте от 8 до 11 месяцев также имеют пик-волновые разряды на ЭЭГ. Подобные явления зафиксированы и для крыс линии Вистар, широко использующихся для экспериментальной практике. Было показано, что в возрасте 22 месяцев до 90% крыс этой линии имеют абсансо-подобные пик-волновые разряды. Vergnes и Marescaux, основываясь на Страсбургской популяции крыс линии Вистар, вывели новую линию животных - GAERS - со спонтанной генерализованной эпилепсией. Неконвульсивные приступы у этих животных возникали начиная с 40-го дня и наблюдались на протяжении всей жизни, увеличиваясь в количестве и продолжительности (Vergnes, Marescaux et al., 1982.).

Hosford (1995), обобщая данные по моделям первичной генерализованной эпилепсии, заключил, что причиной спонтанной пик-волновой активности в коре являются синхронизованные вспышки разрядов таламокортикальных нейронов. Молекулярные и биохимические механизмы этого явления разнообразны и специфичны для различных линий животных. В случае генетической линии GAERS - это изменение биофизических особенностей Т-типа кальциевых каналов и изменения в организации ГАМК А подтипа рецепторов. У летаргических мышей (lh/lh mouse) – это повышенное содержание ГАМК А и ГАМК Б подтипов рецепторов. Также, не подвергается сомнению участие и взаимодействие популяций нейронов inferior и superior colliculi в регуляции припадков в генетической модели аудиогенных судорог (GEPR крысы) при одновременном нарушении функции ГАМК-ергической системы и норадренергических рецепторов (Hosford, 1995).

Нельзя не отметить различий в возникновении и проявлении генетически обусловленной абсансной эпилепсии у животных и человека. Во всех выше описанных моделях на животных с возрастом наблюдается увеличение числа крыс, демонстрирующих пик-волновую активность, а также увеличение количества и длительности разрядов у каждой особи. У человека же, наоборот, с половым созреванием, количество приступов снижается и далее они либо бесследно исчезают, либо трансформируются в другие формы судорожной активности, например в ювенильную миоклоническую эпилепсию. Кроме того, частота пик-волновых комплексов в разрядах колеблется от 7 до 11 Гц (при вызванной пенициллином абсансной эпилепсии у кошек - 3-4,5 Гц), в то время как у человека, наоборот, абсансы чаще возникают в детском возрасте, начиная с 2 лет и сопровождаются пик-волновой активностью частотой 3 Гц (Penfield, Jasper, 1947), варьирующей от 2 до 5 Гц (Loiseau, Cohadon, 1970). Таким образом, ни в одной животной модели неконвульсивной эпилепсии у грызунов не встречается частота разрядов 3 Гц (Avioli, 1980).

2.2.1. Крысы линии WAG/Rij – модель генерализованной эпилепсии типа абсанс.

Экспериментальная модель генерализованных атипических припадков абсансного типа была предложена van Luijtelaar и Coenen в 1986 году. WAG/Rij - полностью инбредная линия (более 100 поколений близкородственных скрещиваний), полученная от крыс линии Вистар (Wistar Albino Glaxo, U.K.) в TNO Rijswijk (The Netherlands). Крысы линии WAG/Rij имеют генетически врожденную абсансную форму эпилепсии. 

В ЭЭГ выявляются пик-волновые разряды двух типов (spike-wave discharge - SWD), источником которых являются пейсмекерные нейроны ретикулярного ядра таламуса. SWD наблюдаются в определенный период постнатального развития: первые приступы - с 3-х месячного возраста, а в дальнейшем их длительность и частота возрастают. Разряды первого типа у взрослых крыс имеют продолжительность - до 10 - 15 с, они возникают в среднем с частотой 3 в мин. Частота пик-волн в разрядах колеблется в пределах 7-11 Гц и амплитуда 200-500 мкВ. Разряды второго типа встречаются у 50 % животных, они короче, часто менее 1 с, частота спайков в них не превышает 7 Гц (van Luijtelaar, Coenen, 1986). Пик-волновая активность билатерально симметрична и неравномерно распространена по всей коре. Как показало детальное картирование, спайки лучше выражены во фронтальной коре, в области центра жевания и управления вибрисс, в то время как волны – в 17 зоне затылочной коры (Кузнецова и др., 1998). В гиппокампе SWD не наблюдаются. Половое и родительское поведение, а также способность к обучению в радиальном лабиринте у крыс линии WAG/Rij не отличаются от таковых у беспородных и крыс линии Вистар (van Luijtelaar, Coenen, 1986). Исследования поведения во время абсансов проводились путем видеозаписи крыс до, в течение и после пик-волновых разрядов. Так же как и в случае эпилепсии абсансного типа у человека, пик-волновым разрядам предшествовала иммобилизация. Кроме того, небольшие изменения в поведении были и в течение самого разряда. У 84% крыс абсансы сопровождались подергиванием вибрисс, у 61% - усилением дыхания, в 48% случаев - покачиванием головы, в 12% - подергиванием глаз. В остальных случаях животные были неподвижны. Это позволяет заключить, что электрофизиологические и поведенческие феномены абсансов у крыс данной линии похожи на таковые при абсансах у человека. Однако отличие состоит в различной частоте спайков внутри пик-волнового разряда: 7-11 Гц у крыс линии WAG/Rij и 3 Гц у человека, что вероятно обусловлено отличиями в морфологической организации таламокортикальных и кортикоталамических связей.

Важным обстоятельством является то, что число и продолжительность SWD у каждой особи в определенное время суток является постоянной величиной (Coenen, van Luijtelaar, 1987). Уровень бодрствования, REM сна и медленно-волнового сна являются определяющими в проявлении абсансной активности. В 33% случаев пик-волновым разрядам предшествовало состояние пассивного бодрствования и в 48% легкий медленно-волновой сон. Во время активного бодрствования и REM сна разряды появляются крайне редко. Также и у детей абсансы чаще возникают на границе состояний сон – бодрствование и практически никогда во время активного бодрствования. Сходство пик-волновых разрядов с сонными веретенами позволяет предположить родство этих феноменов. В определенные периоды сна у крыс линии WAG/Rij можно зарегистрировать так называемое «промежуточное состояние» (intermediate stage), характеризующееся нерегулярными спайками. Оно возникает при переходе от медленно-волнового сна к REM сну. Было установлено, что депривация REM - сна приводит к снижению числа пик-волновых разрядов. Эти данные также находят подтверждение в клинике, т.к. известно, что депривация парадоксального сна увеличивает уровень общего arousal у людей, и напротив, общая депривация сна ведет к росту сонливости и является провокатором эпилепсии. Анализ циркадианных ритмов показал, что максимальная пароксизмальная активность наблюдается между 4-м и 5-м часами темного периода и минимальная с началом светлого периода, когда на ЭЭГ крыс наблюдается наибольшее число медленных волн, соответствующих глубокому сну. Данные, полученные на людях, совпадают таковыми на животных: максимум пик-волновых разрядов приходится на утренние часы, т.е. на период пробуждения.

Поскольку таламокортикальные взаимоотношения являются центральными для понимания механизмов возникновения ритмичных синхронизированных процессов в коре (в частности патологических процессов при абсансной эпилепсии), ниже мы приводим краткое описание известных на сегодняшний день фактов.

Глава 3

Таламокортикальные взаимоотношения в патогенезе абсансной 

эпилепсии.

3.1 Основы морфологической и функциональной организация таламуса.

Таламус получает сенсорные сигналы от рецепторов всего тела и обеспечивает их интеграцию. Он является релейным звеном для всей сенсорной информации, направляющейся в кору мозга. Кроме того, к нему поступают сигналы от мозжечка, гипоталамуса, субталамуса и ретикулярной формации. На основе данных о связях и интегративных функциях таламических ядер они могут быть подразделены на специфические, ассоциативные и неспецифические.

Специфические ядра образуют систему таламических проекций к первичным корковым областям представительства различных анализаторных систем. Они имеют связи, как с соответствующими зонами коры, так и со специфическими рецепторными органами.

Ассоциативные ядра таламуса получают сигналы от групп таламических специфических (релейных) ядер, относящихся к различным сенсорным системам, не будучи сами включенными в прямые проекционные пути. 

Другие ядра могут рассматриваться как включенные в систему диффузной таламо-кортикальной проекции – неспецифические ядра. Это ядра средней линии, ретикулярные и некоторые интраламинарные ядра. Связи большинства неспецифических таламических ядер с корой непрямые и имеют полисинаптический характер. По коллатералям первичных сенсорных путей сигналы достигают ретикулярной формации ствола и по восходящей мультисинаптической экстралемнисковой системе поступают в таламические ядра, являющиеся ростральным продолжением ретикулярной формации. Они обеспечивают определенный уровень возбудимости соответствующих корковых структур, делая их восприимчивыми к зрительным, слуховым, соматосенсорным и прочим сигналам. Благодаря обширным связям с различными корковыми зонами, неспецифические таламические ядра участвуют в поддержании состояния бодрствования, концентрации внимания, оказывают облегчающие эффекты в процессах синаптической передачи, необходимые для проявления реакции пробуждения.

Анатомически серое вещество таламуса подразделяется на 3 ядерные группы Y-образной прослойкой мякотных волокон – внутренней медуллярной пластинкой (lamina medullaris internae): переднюю, дорзальную, и вентральную. Передняя группа включает главное (вентральное) ядро (n. anterioventralis) и добавочное (дорзальное) ядро (n. anteriodorsalis). Дорзальный таламус включает большое число ядер. Эти ядра разделяются на группы: основные (руководящие, principal) ядра и ядра внутренней медуллярной полоски (интрамедуллярные ядра). Вентральный таламус включает в себя ретикулярное ядро (n. reticularis), медиальное и латеральное коленчатые тела (n. corpus geniculatum mediale, laterale) и промежуточное вещество (zona incerta) (Моренков, 1978). Основным таламическими входами (за исключением эпиталамуса) служат кора больших полушарий и стриатум. Дорзальный таламус посылает и получает проекции от коры и стриатума – это и является топографическим определением таламокортикальных и кортикоталамических реципрокных взаимотношений (Jones, 1975). Наиболее изученной внутриталамической проекцией является связь между RTN вентрального таламуса и ядер дорзального таламуса.

RTN является узкой полоской ГАМК-ергических клеток, инкапсулированных в передних латеральных границах таламуса. Выделяют ростральную и каудальную части RTN. Ростральная часть состоит из крупных и средних по размеру нейронов с круглым ядром и мультиполярными дендритами, а каудальная часть состоит из мелких фузиформных нейронов (Spreafico et al., 1991) 

RTN занимает ключевую позицию в регуляции таламокортикальных функций. Оно получает коллатерали всех таламокортикальных и кортикоталамических волокон, проходящих через него (Scheibel, Scheibel, 1966; Jones, 1975). Более того, ретикулоталамические, таламокортикальные и кортикоталамические волокна топографически организованы таким образом, что каждый сектор RTN связан с одним из ядер дорзального таламуса, и каждое дорзоталамическое ядро взаимосвязано с определенной частью RTN. Таким образом, определенные области RTN могут считаться соматосенсорными, зрительными, слуховыми и т.п. В частности, каудальные области RTN ассоциированы со зрительной корой и латеральным коленчатым телом в дорзальной части, и со слуховой корой и медиальным коленчатым телом в вентральной части. Соматосенсорная кора и таламический вентробазальный комплекс имеют связи с интермедиальной частью RTN, в то время как различные моторные и лимбические центры связаны с ростральной областью (Lubke, 1993).

У крысы основными входами RTN являются ипсилатеральные кора больших полушарий и дорзальный таламус. RTN получает также входы от базальных структур, парабрахиальной области ствола мозга, энтопедункулярного ядра, и возможно от бледного шара (Gonzalo-Ruiz, Lieberman, 1995). Raos и Savaki (1995) обнаружили, что RTN также получает входы от ретикулярной части черной субстанции и от некоторых структур ретикулярной формации ствола мозга. Были обнаружены проекции от тегментального ядра промежуточного мозга и ядра шва (Pare et al., 1988). Считается, что они обеспечивают ретикулярным нейронам различные возбуждающие и тормозные (холинергические, серотонинергические и ГАМК-ергические) входы, что, в свою очередь, модулирует физиологическую активность дорзального таламуса (Battaglia et al., 1994). 

Иммуноцитохимические исследования показали наличие плотной сети холинергических аксонов внутри RTN. Как у крыс, так и у кошек эти холинергические афференты приходят от педункулопонтийного и латеродорзального тегментальных ядер промежуточного мозга и холинергического базального ядра переднего мозга (n. basalis (Meynert))(Hallanger et al., 1987; Steriade et al., 1987). Таким образом, RTN получает двойную холинергическую иннервацию от ретикулярных формаций переднего и продолговатого мозга. Эти холинергические проекции вовлечены в регуляцию поведения и таких нейрональных процессов как внимание, обучение и память (Hallanger et al., 1988). 

Исследования проекций RTN показали, что его ростральная область реципрокно связана с ипсилатеральным таламическим центролатеральным, медиодорзальным, вентромедиальным и вентролатеральным ядрами (Raos and Savaki, 1995).

Пока до конца не выяснено, имеет ли RTN только ипсилатеральные проекции. Проекции от RTN к дорзальному таламусу считаются строго ипсилатеральными (Jones, 1975, 1985). Однако, существуют данные по различным видам млекопитающих, у которых были обнаружены комиcсуральные связи RTN со структурами контралатерального таламуса (Chen et al., 1992; Battaglia et al., 1993). Более того, Battaglia et al. (1994) при изучении связей между ипси- и контралатеральными RTN (путем изучения ретро- и антероградного транспорта) у крыс, обнаружил комиссуральный путь между обеими ядрами. Таким образом, можно заключить, что RTN имеет комплексные билатеральные мультивходы от различных таламических ядер.

Условно, таламические нейроны можно разделить на таламокортикальные и не посылающие корковых проекций. Таламокортикальные (TCR) нейроны имеют сходные морфологические электрофизиологические особенности в разных таламических ядрах, получают входы от подкорковых структур и реципрокно связаны со специфическими областями коры. Нейроны другого типа в основном являются ГАМК-ергическими и включают локальные интернейроны (LCI (local curcuit interneurons)) и ретикулярные таламические нейроны (RT). LCI нейроны отсутствуют у грызунов (лишь небольшое количество зарегистрировано в латеральном геникулятном ядре), а у других экспериментальных животных (кошек) составляют 10-30 % таламических клеток. RT нейроны ГАМК-ергические и формируют ретикулярное ядро, имеющее вогнутую форму и «оборачивающее» антеровентральную и латеральную часть таламуса. RT нейроны не посылают проекции в кору, а образуют связи с дорзальным таламусом и получают коллатерали от кортико-таламических и таламо-кортикальных путей (Ohara et al., 1985; Yen et al., 1985; Spreafico et al., 1988).

Помимо специфической цитоархитектоники, RTN отличается от других таламических ядер (кроме вентральной части геникулятного ядра) тем, что закладывается из эмбриональной ткани вентрального таламуса, которые закладываются из дорзального таламуса. TCR и RT нейроны находятся под контролем сенсорных и кортикальных афферентов посредством возбуждающих синаптических контактов (Salt, 1986; de Curtis et al., 1989; Deschenes, Hu, 1990). TCR нейроны получают тормозные входы от вставочных нейронов (LCI) и нейронов RTN (Crunelli et al., 1988; Crunelli, Lereshe, 1991; Pare et al., 1991). Вставочные нейроны опосредуют локальные прямые и обратные тормозные связи, а RT нейроны осуществляют более распространенный и мощный тормозный эффект. 

3.2. Механизмы пейсмекерных свойств таламических нейронов. Роль холинергической модуляции импульсации таламокортикальных и ретикулярных таламических нейронов.

Во время активного бодрствования таламические нейроны выполняют функцию ретрансляторов сенсорной информации (relay mode) в кору и их электрический профиль характеризуется одиночными спайками или тонической спайковой активностью, что обуславливает десинхронизацию ритмов ЭЭГ. При пониженном уровне arousal и во время сна включаются осцилляторные функции таламических нейронов (oscillatory mode), вовлеченные в процессы синхронизации в коре посредством генерации ритмических пачек высокочастотных возбуждающих потенциалов, которые перемежаются периодами покоя для анализа и обмена с корой поступающей во время сна сенсорной информации (Steriade, Deschenes, 1984; Steriade et al., 1993). В переключении таламических нейронов с одного режима электрической активности на другой принимают участие внутриталамические, таламокортикальные и стволовые компоненты моноаминергической и холинергической систем путем модулирующих изменений уровня мембранного потенциала нейронов и электрофизиологических свойств синаптических контактов (McCormick, 1992).

Как уже было упомянуто выше, свойства мембран таламических нейронов (потенциал-зависимые ионные каналы и токи) позволяют им генерировать 2 типа электрической активности в зависимости от уровня мембранного потенциала. Деполяризация мембраны вызывает тоническую спайковую импульсацию, а гиперполяризация провоцирует пачковую импульсацию (рис. 6(1)). Ключевым потенциал-зависимым током, контролирующим электрическую импульсацию таламических нейронов, является низкопороговый входящий кальциевый ток (IT), ответственный за низкопороговый кальциевый спайк (LTS) (Llinas, Jansen, 1982; Jansen, Llinas, 1984a,b; Avanzini et al., 1989; Coulter et al., 1989a,b; Crunelli et al., 1989; Hernandez-Cruz, Pape, 1989; Huguenard, Prince, 1992), на вершине которого, при достижении определенного уровня деполяризации, может развиваться высокочастотная пачка потенциалов действия. Также важную роль играют выходящий кальций-зависимый калиевый ток (IC, Iahp) (Avanzini et al., 1989; Bal, McCormick, 1993) и активируемый при гиперполяризации катионный ток (Ih) (McCormick, Pape, 1990). При повышении мембранного потенциала деполяризующими модуляторными воздействиями происходит инактивация IT, что ведет к нормальной тонической импульсации нейронов (McCormick, 1989; Pape, 1992). При понижении мембранного потенциала до значений меньше, чем –60 мВ (например, при удалении тонической деполяризующей постсинаптической холинергической модуляции) IT деинактивируется и нейроны начинают генерировать пачки потенциалов на вершине LTS (Рис. 6(2)).

Деполяризация мембраны при LTS деактивирует Ih, а Ca2+, вошедший в клетку во время LTS, активирует кальций-зависимый калиевый ток (IC, Iahp). Это вызывает реполяризацию и далее, волну гиперполяризации мембраны, что ведет к реактивации следующего LTS, продолжая осцилляторную активность клетки. При деполяризующем модуляторном воздействии ацетилхолина и моноаминов значение мембранного потенциала поддерживается на уровне, неблагоприятном для IT/Ih/Iahp реципрокных взаимоотношений, что восстанавливает тоническую активность таламических нейронов (рис. 7).
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Рис. 6. Характерные паттерны электрической активности таламических нейронов:

1 – Два типа электрической активности таламического нейрона: ритмическая пачковая активность ретикулярного нейрона, прерванная прогрессирующим деполяризующим стимулом и тоническая односпайковая активность при постоянном деполяризующем стимуле (McCormick, 1992)

2 – Зависимость электрической активности ретикулярного нейрона от мембранного потенциала (in vitro, срезы мозга). При внутриклеточном деполяризующем воздействии на нейрон при мембранном потенциале покоя -57 мВ нейроны разряжаются тонически. А при увеличении деполяризующего воздействия возникает одиночная пачка потенциалов, что сопровождается следовой гиперполяризацией (Б). Дальнейшая деполяризация мембраны ведет к повторяющейся пачковой активности Каждая пачка потенциалов завершается следовой гиперполяризацией (В) (Avanzini et al., 1999).

Рис. 7. Схема участия ионных каналов и последовательность событий при генерации потенциала действия в пейсмекерной активности таламических нейронов.

TCR и RT нейроны имеют ярко выраженные характерные отличия в электрической активности, выражающиеся в разных частотах импульсации. В основе лежат различия в характеристиках и относительном соотношении мембранных потенциал-зависимых токов разных типов. Так, TCR клетки имеют сильно выраженный Ih и незначительный Iahp и демонстрируют частоту импульсации 0,5-4 Гц, в то время как RT нейроны генерируют характерную частоту  7-14 Гц, являющуюся критической для возникновения сонных веретен той же частоты. 

Гипотеза об участии таламуса в генерации веретеноподобной синхронизации в коре была предложена много лет назад (Morison, Dempsey, 1942; Verzeano, Calma, 1954). За последнее десятилетие было проведено много исследований, проливших свет на механизмы сложных взаимоотношений между таламусом и корой и определивших RTN, как ключевую структуру, ответственную за генерацию основного ритма веретеноподобной корковой активности (Steriade, Deschenes, 1984; Mulle et al., 1986; Steriade et al., 1986; Steriade, Llinas, 1989). 

Как было сказано выше, пейсмекерные свойства RT нейронов обуславливаются долей участия разных мембранных токов, а также синаптическими связями внутри самого RTN. Генерация отдельным ретикулярным нейроном осцилляций частотой 7-14 Гц не нуждается в участии сети таламических нейронов, так как подобный тип импульсации можно зарегистрировать из изолированного нейрона на срезе ткани in vitro (Avanzini et al., 1989; Bal, McCormick, 1993). Существование реципрокных синаптических связей и щелевых контактов (“gap junction”) между ретикулярными нейронами подтверждает предположение о синхронной активации группы нейронов в RTN (Wang, Rinzel, 1993).

Согласно гипотезе о RTN, как основном пейсмекере, после стартового провоцирующего стимула, ритмическая активация тормозных RT нейронов вызывает волну синхронных тормозных постсинаптических потенциалов (ТПСП) в нейронах TCR, что ведет к устойчивой гиперполяризации мембраны у большого числа этих нейронов и деинактивации IT. Синхронная реполяризация мембраны TCR нейронов вызывает активацию LTS (показано, что эта активация опосредуется ТПСП посредством ГАМК Б рецепторов) (Crunelli et al., 1988; Roy et al., 1984; Crunelli, Lereshe, 1991)). Таким образом, предполагается, что синхронная ритмическая активность. зарождающаяся в RTN, передается таламо-кортикальным нейронам таламуса и далее в участки коры, в которые проецируются отростки этих нейронов. Данная гипотеза подтверждается экспериментами in vitro на кошках время барбитуратного наркоза, в которых проводили одновременную регистрацию электрической активности нейронов релейных ядер таламуса и RTN во время веретеноподобной активности (Steriade, Llinas, 1988).

Роль вставочных нейронов в генерации синхронной ритмической активности менеее изучена. Предполагается, что их функция заключается в контроле возбудимости TCR нейронов во время перерывов в осцилляторной активности в период просыпания и REM сна (Pare et al., 1991; von Krosigk et al., 1993). Убедительным доказательством того, что LCI не участвуют в генерации веретен является то, что веретена наблюдаются как у грызунов, так и у кошек, хотя у грызунов в релейных ядрах LCI отсутствуют (Barbaresi et al., 1986; Harris, Hendrockson, 1987; Steriade et al., 1987). Подтверждение важности RTN в инициации осцилляторной активности было показано в экспериментах на кошках in vivo (Steriade et al., 1985; Pare et al., 1987). RTN изолировали от вентрального таламуса и коры, при этом веретена исчезали в электрической активности всего таламуса, кроме RTN. Гипотеза о RTN как необходимом пейсмекере укрепляется фактом, что веретеноподобная активность полностью отсутствует в TCR нейронах в переднем таламусе кошек (Pare et al., 1987), не имеющем входов от RTN (Steriade et al., 1984).

Таким образом, RTN выполняет важную роль в генерации веретеноподобных осцилляций. Это подтверждается внутри- и внеклеточными регистрациями электрической активности, экспериментами по разрушению ядер in vivo (Steriade et al., 1985; Buzsaki, 1991; McCormick et al., 1993). Однако, Buzsaki подверг сомнению точку зрения о RTN, как настоящем пейсмекере, потому что возникает вопрос, как ритмическая активность отдельных RT нейронов могут вовлекаться в глобальные сетевые осцилляции. Также было подвергнуто сомнению возможность полной изоляции ядра. Были проведены исследования свойств сети таламических нейронов. При этом изучалось возможное вовлечение NMDA-рецепторов (путем локальных микроинъекций) в регуляцию частоты и поддержании ритмичности таламических разрядов. Было обнаружено, что нейроны RTN скорее деполяризуются, чем гиперполяризуются во время барбитурат-вызванных веретен у кошек и крыс. Эти данные оспаривают свойства RTN как пейсмекера, однако Steriade считает, что пейсмекерные свойства RTN обусловлены гиперполяризацией нейронов. Было обнаружено, что блокада NMDA-каналов в таламических клетках ведет к прекращению ритмической активности. Предполагается, что не только ГАМК-ергические RTN нейроны, но и глутаматергические нейроны также вовлечены в сетевые осцилляции. Таким образом, Buzsaki предполагает, что таламическая ритмическая активность не является результатом только пейсмекерных свойств клеток RTN, а свойством сети нейронов релейного таламического ретикулярного ядра (Buzsaki, 1991). Он назвал свою теорию - моделью «таламических часов», которая сформулирована следующим образом: в отсутствии специфических и других деполяризующих входов (в состоянии покоя), таламокортикальные нейроны молчат, и только небольшая их часть может разряжаться.

Несмотря на дискуссию этих 2-х основных гипотез следует отметить различие в объектах исследования: Steriade работал на кошках, а Buzsaki – на крысах. Выше уже было отмечено, что эти две экспериментальных объекта нельзя сравнивать напрямую, в связи с анатомическими отличиями в организации таламокортикальной сети – у грызунов отсутствуют вставочные интернейроны.

3.3. Патогенез абсансной эпилепсии. Таламические механизмы генерации пик-волновых разрядов.

После описания патологических пик-волновых комплексов в ЭЭГ человека были сделаны попытки определить природу этого явления. Основная роль в развитии пик-волновых комплексов была отведена верхней части мозгового ствола, таламусу и реципрокным таламо-кортикальным проекциям (Drinkenburg, 1994; Morrison, Dempsey, 1942). Эта теория (centrenencephalic hypothesis) подчеркивает вовлечение медиальных, интраламинарных структур и диффузных таламокортикальных проекций в регуляцию симметричных пик-волновых паттернов активности (Drinkenburg, 1994; Jasper, Droogleever-Fortuyn, 1947). Другая гипотеза о природе SWD была выдвинута Глуром (Gloor et al., 1969). Она получила название «теории генерализованной кортико-ретикулярной эпилепсии» и была основана на изучении генерализованной пеницилин-вызванной эпилепсии у кошек. По этой теории трансформация нормальных сонных веретен в пик-волновые разряды происходит в результате обширной гипервозбудимости нейронов коры (Gloor et al., 1969). Эта теория является серьезным подтверждением взаимосвязи между сонными веретенами и SWD, что было подтверждено исследованиями Steriade (1985) и Buzsaki (1988)). Они обнаружили, что определенная часть вентрального таламуса, а именно ретикулярное таламическое ядро (RTN), играет важную роль в генерации сонных веретен и пик-волновых разрядов. Разрушения RTN тормозили позникновение HVS (high-voltage spikes – высоковольтных пиков) у крыс (Bursaki et al., 1988) и веретеноподобную активность у кошек (при пенициллиновой эпилепсии) (Steriade et al., 1985).

В настоящее время существует две очень схожих генетических модели petit mal эпилепсии – WAG/Rij и GAERS. И та и другая являются производными линии Wistar, у части животных которой с возрастом в ЭЭГ появляются спонтанные пик-волновые разряды.

Крысы генетической линии GAERS были выведены на кафедре нейрологии госпиталя Страсбургского Университета (Франция) (Marescaux et al., 1992). Модель характеризуется поведенческими изменениями во время приступа в виде замираний и ритмичных движений вибрисс и высоко-амплитудными пик-волновыми разрядами в ЭЭГ частотой 11 Гц. В отличие от абсансной эпилепсии у человека приступ может быть прерван внешними сенсорными стимулами (звуковыми и тактильными). ЭЭГ в интериктальный период не имеет патологических изменений (Marescaux, 1992). У крыс этой линии первые приступы появляются к 40-му простнатальному дню онтогенеза (Vergnes et al., 1986; Marescaux et al., 1992).Число приступов увеличивается при пониженном уровне arousal, а также на границе сна и бодрствования. Пик-волновые разряды подавляются препаратами, эффективными при лечении абсансной эпилепсии у человека (Marescaux et al., 1984). Билатеральная синхронизация пик-волновых разрядов нарушается после экспериментального рассечения мозолистого тела (corpus callosum) (Vergnes et al., 1989). Асинхронный, независимый друг от друга паттерн пик-волновой активности в правом и левом полушариях после рассечения мозолистого тела указывает на возможное участие структур промежуточного мозга. Локальные инъекции агонистов ГАМКA и ГАМКБ рецепторов в латеральное релейное ядро и RTN (Liu et al., 1991, 1992) индуцируют существенное усиление пик-волновой активности, в то время как блокаторы ГАМКБ рецепторов подавляют развитие SWD. Эти результаты указывают на родственные механизмы генерации SWD и таламического ритмогенеза, поскольку ГАМКБ опосредованные потенциалы играют фундаментальную роль в механизме возникновения кальциевых спайков и инициации таламических осцилляций в условиях нормальной возбудимости мозга (Crunelli, Lereshe, 1991).

Исследования van Luijtelaar и Coenen в 1986 году также показали взамосвязь между веретенами и SWD у крыс линии WAG/Rij с врожденной эпилепсией абсансного типа. Было обнаружено, что SWD у крыс часто перемежаются с сонными веретенами, однако веретена не всегда предшествуют возникновению SWD (van Luijtelaar, Coenen,1986). Недавние исследования van Luijtelaar (1997) показали, что число SWD и веретен также реципрокно взаимосвязано. На модели крыс с генетической абсансной эпилепсией WAG/Rij были изучены взаимоотношения между нейронами RTN, TCR и кортикальными нейронами (Inoue et al., 1993). 

Таким образом, в настоящее время, считается, что таламус играет важную роль в патогенезе абсансной эпилепсии благодаря способности некоторых его нейронов генерировать синхронные разряды, способствующие возникновению веретеноподобной электрической активности в нейронах коры. Исследования показали, что спайковому корковому потенциалу предшествует активность нейронов специфических латеральных таламических ядер. Было обнаружено, что нейроны RTN разряжаются после нейронов TCR, в одной фазе с корковыми нейронами и до медленной волны в составе SWD. Такая последовательность разрядов в RTN, TCR и корковых нейронов соответствует гипотезе, описанной выше: нейроны RTN тормозят нейроны TCR (но не кортикальные нейроны, не получающие проекций от RTN), которые, в свою очередь, разряжаясь, активируют нейроны RTN, что происходит в конце торможения, вызванного нейронами RTN. На рис. 8 представлены схематические таламо-кортикальные взаимоотношения с вовлечением RTN и TCR нейронов. Последние годы особенно пристальное внимание уделялось участию таламических кальций-зависимых потенциалов в генерации SWD. Аванзини с соавт. (1993) показали, что SWD у крыс линии GAERS ипсилатерально блокируются после селективного разрушения RTN стереотаксическими инъекциями иботеновой кислоты у предварительно каллозотомированых животных. Неорганические блокаторы кальциевых каналов, инъецированные в RTN, также подавляют SWD, в то время как их локальное введение в латеральные релейные таламические ядра лишь снижает их выраженность. Это подтверждает ключевую роль кальций-зависимых процессов в нейронах RTN, как основную детерминанту в регуляции экспрессии SWD у крыс линий WAG/Rij и GAERS. Coulter (1989 a,b; 1990) и Leresche (1998) в экспериментах на изолированном таламическом нейроне показали, что трансмембранный кальциевый ток (IT), являющийся ключевым в процессе генерации осцилляторной таламической активности, негативно модулируется антиабсансными средствами, такими, как этосуксимид.


Рис. 8. Схематическое представление таламо-кортикальных связей, вовлеченных в генерацию пик-волновых разрядов. Cortex – кора, TCR – таламо-кортикальные нейроны, Rt – ретикулярные нейроны, ic – capsula interna, Pyr RS – спайковая импульсация пирамидных нейронов, Pyr IB – пачковая импульсация пирамидных нейронов (из Avanzini et al., 1999). 

С целью изучения возможного патологического влияния кальций-зависимых потенциалов в нейронах RTN на электрографическое проявление абсансных приступов, было проведено сравнение потенциал зависимых кальциевых токов в изолированных нейронах RTN и TCR у крыс линии GAERS и крыс неэпилептической линии (Tsakiridou et al., 1995). У животных с генетически обусловленной абсансной эпилепсией значения IT тока в нейронах RTN составили 160% от таковых у крыс контрольной линии, что, по-видимому, обуславливает повышенные пейсмекерные способности нейронов RTN и лежит в основе патологической синхронизации в коре, выражающейся в SWD на ЭЭГ.

Эксперименты по анализу выраженности кальциевых токов были проведены в раннем онтогенезе на крысах линии GAERS. Было показано, что увеличение амплитуды кальциевого пика начинается с 12 постнатального дня (Tsakiridou, 1995). Такое расхождение сроков созревания IT (2 недели) и появления выраженных SWD на ЭЭГ (в возрасте 40 дней) можно объяснить тем, что помимо «зрелости» соответствующих ионных токов, SWD требуют окончательного формирования таламо-кортико-таламических синаптических связей (Cragg, 1975; Daniels et al., 1978; Jones, 1985).

До сих пор не установлена причина более высокой частоты (8-11 Гц) пик-волновых разрядов у животных генетических линий с абсансной эпилепсией (WAG/Rij, GAERS и др.) по сравнению с проявлениями petit mal у человека (3 Гц). Возможно это связано с отсутствием у грызунов вставочных тормозных интернейронов (за исключением латерального геникулятного ядра). Von Krosigk et al. (1993) показали, что блокада ГАМКА или ГАМКБ тормозной передачи на срезах таламуса хорьков может переключать осцилляторную активность в области латерального геникулятного ядра с больших частот на частоту 3 Гц.

Принимая во внимание сложность описанных процессов, центральной проблемой настоящего исследования было выбрано участие холинергической системы в механизмах разных типов патологических ритмических феноменов, таких как химически индуцированные пик-волновые разряды у беспородных крыс и спонтанные пик-волновые разряды у крыс линии WAG/Rij. Изначально предполагалось, что холинергическое влияние будет в основном модулирующим. При этом планировалось выявить последствия как неспецифического холинергического влияния, так и последствия селективного воздействия холинергических агентов, в первую очередь на область ретикулярного таламического ядра и базального ядра Мейнерта.

Изучение эффектов нейропептидного модулятора холинергической функции галанина позволило прояснить его роль в модуляции возбудимости мозга при ПТЗ-вызванных судорогах у беспородных крыс-альбиносов  и изменении паттерна спонтанных пик-волновых разрядов в модели абсансной эпилепсии у крыс линии WAG/Rij. Галанин сосуществует с АЦХ в значительной части нейронов холинергических структур и по последним данным является самым важным модулятором возбудимости таких образований как гиппокамп (Mazarаti et al., 2000). Не исключено участие галанина в регуляции функций базального ядра переднего мозга  - важнейшего источника холинергических проекций в корковые области и таламус, и как следствие - в модуляции возбудимости коры. По современным данным, возбудимость коры (особенно лобных областей) считается определяющим параметром при развитии патологической эпилептической активности (Danober et al., 1994). 
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