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У крыс-самцов линии Крушинского-Момдкиной (КМ), выведенных на способность 
к аудиогенным припадкам клонико-тонического типа, изучали состояние ГАМК и 
бензодиазепиновых рецепторов в теменной коре, мозжечке, стволе мозга. Актив
ность рецепторов оценивали через сутки после однократного тестирования крыс в 
камере со звонком (120 дБ). Показатели крыс линии КМ сравнивали с данными контроль
ных беспородных самцов, у которых отсутствовала аудиогенная эпилептиформная 
реакция. Показано, что у крыс линии КМ понижено специфическое связывание [3Н]диа- 
зспама и [3Н]ГАМК в мозжечке и коре. В стволе мозга пониженное связывание 
отмечено только для [3Н]диааспама. Дополнительная процедура вытеснения 
[3Н]ГАМК немеченой ГАМК в коре мозга показала сходный характер вытесне
ния для обеих групп крыс. Это позволяет предположить, что пониженный уровень 
связывания в данном случае обусловлен уменьшением количества мест связывания.

Обсуждается возможная роль генетически закрепленного дефицита активности 
ГАМК и бензодиазепиновых рецепторов в качестве одной из причин повышенной 
судорожной готовности крыс линии КМ.

Аудиогенные судороги у грызунов—одна из известных экспери
ментальных моделей .изучения механизмов эпилепсии [1, 2]. Спе
циально выведенные на повышенную чувствительность к звуку крысы 
линии Крушин&ого-Молодкиной (КМ) [3, 4], дающие быстровоз- 
никагощие и сильные припадки клонико-тонического типа могут быть 
удобным объектом, в частности для исследования генетически закреп
ленного нейрохимического комплекса, ответственного за генез судо
рожных состояний.

Существует гипотеза, согласно которой одной из причин возник
новения различного типа эпилептиформных припадков является из՜ 
менение состояния тормозных функций мозга [5, 6]. Эта гипотеза в 
определенной степени подтверждается экспериментальными данными 
об .изменении в состоянии։ ГАМК-ергической системы мозга предрас
положенных к аудиогенной эпилепсии животных [1, 2].

Одним из существенных звеньев ГАМК-ергической системы мозга 
являются ГАМК рецепторы, сопряженные с бензодиазепиновыми 
(БД) рецепторами и связанные с функционированием хлорного ка
нала [7]. Исследование ГАМК-бензолпазепинового реце терчого 
комплекса животных, предрасположенных к аудиогенным судорогам, 
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может также дать ценную информацию для уточнения механизма 
противосудорожного действия бензодиазепинов.

■Учитывая вышесказанное, в настоящей работе изучали связыва
ние [3Н]ГАМК и [3Н]диазепа.ма с синаптическими мембранами раз
личных отделов мозга крыс линии КМ.

Методы исследования
Интактных крыс-самцов линии КМ, выведенных в МГУ, или 

беспородных белых крыс-самцов в возрасте 6 недель (средняя масса 
230 ±12 г) помещали в камеру (30X45X55 см) с электрическим 
звонком, прикрепленным к потолку и обеспечивающим силу звука 
120 дБ. Регистрировали латентный период начала двигательного воз
буждения, длительность фазы двигательного возбуждения, время на
ступления и длительность развития судорог, а также степень при
падка, которую оценивали по четырехбальной шкале [3]. Время наб
людения ограничивали 1 мин.

Через сутки крыс декап.итировали при помощи гильотины, извле
кали головной мозг и на холоде отделяли ствол мозга с верхними и 
нижними бугоркамт четверохолмия, мозжечок и теменную кору. 
Ткань гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе Поттера в 
10 мл среды выделения (0,32 М сахарозы, 0,05 М трис НС1, 0,001 М 
ЭДТА, pH 7,4) при 4°. Гомогенат центрифугировали при 1000 g 
10 мин, осадок отбрасывали, а супернатант вновь центрифугировали 
при 20000 g 20 млн. Супернатант сливали, а осадки грубых синапти
ческих мембран Р2 замораживали на ночь при —40°. Затем осадки 
суспендировали в 10 мл 50 мМ трис НС1, pH 7,4, центрифугировали 
при 20000 g 20 мин, разводили осадки в 5 мл 50 'мМ трис НС1, 
pH 7,4 и замораживали гомогенаты на ночь при —40°. Разморожен
ные гомогенаты вновь тщательно гомогенизировали. К 0,1 мл вод
ного раствора [3Н]диазепама (74 Ки/ммоль, «Amersham», Англия, 
конечная концентрация в пробе 4,88 нМ) добавляли 0,4 мл суспензии 
синаптических мембран. Инкубацию проводили в течение 30 мин 
при 4°. Затем инкубационную смесь фильтровали под вакуумом через 
стекловолокнистый фильтр GF/C («Whatman», Англия) в течение 

1 с и четырежды промывали фильтр 2 мл 50 мМ трис НС1, pH 7,4 
при 4°. Высушенный фильтр помещали в сцинтилляционный флакон 
с 7 мл ЖС-8 («Реахим», СССР) и просчитывали на сцинтилляцией* 
пом счетчике «Rackbeta» («LKB», Швеция). Неспецифическое связы
вание определяли в присутствии 0,4-10~®М 7-бром-десметилдиазе- 
пама. Каждая проба общего .и неспецифического связывания выпол
нена в двух параллелях. Количество белка определяли по Lowry и 
соавт. [8]. Опредеяли! уровень специфического связывания как раз
ность общего и неспецифического связывания. Рассчитывали удель
ный показатель специфического связывания на 1 мг белка.

Остаток гомогенатов синаптических мембран был заморожен на 
ночь при —40°. К оттаявшим гомогенатам (3,4 мл) добавляли 8 мл 
0,02%-ного тритона Х*100 в 50 мл 50мМ трис-НС1 pH 7,4 и ннкубн- 
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ровали 20 .мин при 37°, затем смесь центрифугировали при 20000 й 
20 мин при 4°, супернатант сливали, и замораживали осадки на 
ночь при —40°. Оттаявшие осадки суспендировали в 3 мл 50 мМ 
трис-НС1 pH 7,4 при 4° К 0,1 мл водного раствора [3Н]ГАМК 
(«Изотоп», Ленинград; конечная концентрация в пробе 37,1 нМ) до
бавляли 0,4 мл синаптических мембран и инкубировали 30 мин при 
4°. Неспецифическое связывание определяли в присутствии 10֊3 М 
ГАМК. Остальные параметры процесса и расчеты были такие же, 
.как при связывании [3Н]диазепама.

Достоверность различий оценивали по критерию Стьюдента. Ран
говые корреляции рассчитывали по Спирмену.

Результаты исследования
Среднее значение латентного периода наступления волны двига

тельного возбуждения от начала действия аудиогенного раздражи
теля у крыс-самцов линии КМ (среднее из 10) было 3,3 ±0,5 с; 
продолжительность двигательного возбуждения—5,2 ±0,7 с; длитель
ность припадка от 2- до Зй степени—5,2 ±0,7 с; время от начала 
действия раздражителя до максимального развития судорог 15,5 ± 
0,9 с (табл. 1). У всех 10 крыс линии КМ зарегистрированы выра
женные клонико-тонические судороги 3- или 4-й степени. Ни одна из 
10 контрольных крыс не дала судорог и реакций двигательного воз
буждения.

Таблица 1 
Показатели развития аудногенной судорожной реакции у крыс-самцов линии КМ

Примечание. !—время от начала действия звукового раздражителя до начала двига
тельного возбуждения; II—длительность фазы двигательного возбуждения; III—дли
тельность развития припадка от 2- до 3-й степени; IV—время от начала действия зву
кового раздражителя до .момента максимального развития судорог. 3—топическое напря
жение туловища и передних конечностей, пер.’порачнванне крысы пг.бок, подергива
ния задних лапок; 4*—почтя полное тоническое напряжение исключением зад
них конечностей; 4—полное тоническое напряжение с выти ՝.>■ .«нисм передних и 
задних конечностей.

№ 1. с II, с III, с IV, с Степень 
припадка

1 5 б 3 14 3
2 2 4 4 14 4'
3 2 3 4 12 4’
4 2 4 5 14 4-
5 б 8 5 19 3
6 5 10 5 20 3
7 4 5 10 19 3
Я 3 4 5 14 4’
9 2 4 3 14 4

10 2 4 8 13 4°

Связывание [3Н]диазепама с синаптическими мембранами у крыс 
линии КМ было снижено по отношению к исказателям контрольных 
крыс во всех ‘Исследованных отделах мозга (табл. 2). НаиболыЙйе 
различия отмечены в мозжечке (28,5%) и столе мезга (22,2%), од
нако и в коре больших полушарий мозга за счет чрезвычайно низ- 
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к»х коэффициентов вариабельности рядов (7 и 4%) различия досто
верны (7,1%).

Как и в случае связывания [3Н]диазепама, связывание [3Н]ГАМК 
У крыс линии КМ в наибольшей степени отличалось от контрольных 
животных в мозжечке (—36,9%). Более низким у крыс линии КМ 
был и уровень связывания [3Н]ГАМК в коре мозга (18,5%). В стволе 
мозга по этому показателю различ1ИЙ обнаружено не было.

Таким образом, общей характерной чертой крыс линии КМ яв
ляется пониженный уровень связывания ГАМК и БД рецепторов в 
различных отделах головного мозга, что и служит, вероятно, одной 
из существенных причин низкой эффективности соответствующих тор
мозных систем. Безусловно, иОпользуя суммарный показатель—уро
вень связывания, нельзя однозначно определить, какой параметр из
менен: количество доступных мест связывания, их аффинность или 
то <и другое вместе. Если учитывать известные данные о гетероген
ности БД рецепторов (высоко- и низкоаффинные БД рецепторы

Таблица Ч
Показатели связывания pH] диазепама и [’Н]ГАМК с синаптическими 

мембранами мозга беспородных крыс и крыс линии
________________________Крушинского-Молодкиной ________________

Группа

Специфическое связывание (фмоль.мг белка

[՝Н]дназепам (4 88 иМ) [Н] ГАМК (37,1 нМ)

ствол мозжечок кора ствол МО 1ЖСЧОК кора

Беспородные крысы- 
сам пл (и 10)

313.45+
14.97

422.04+
18.76

726.34+
16.0?

256-3’-Г 
15.70

1131.81 +
28.33

(55. 4+ 
29.36

2<рысы самцы линии 
КМ (п 10)

2S8.31+
13. «2^

301.88+
23.04"

674.78+
9.88*

261.02+
18.31

714.24+
38.32"

534.18+
29,82*

Примечание, п—количество 
•к группе беспородных крыс.

ЖИВОТНЫХ ♦р<0,0!. ,,р<0.001 по отношению

«центрального» и «периферического» типа, [9]) и ГАМК рецепторов 
(высоко- и низкоаффинные ГАМКл рецепторы и ГАМКв рецепторы, 
[10]), ответ па этот вопрос потребует дополнительных эксперимен
тов, однако мы сделали первый шаг в этом направлении, ис
следуя вытеснение [-11]ГЛА11\ из мембран керы линейных и 
беспородных крыс различными концентрациями немеченой ГАМК. 
Несмотря на значительные различия в абсолютных показателях свя
зывания, графики вытеснения [3Н]ГАМК немеченой ГАМК, представ
ленные г относительных величинах (% ингибирования), для обеих 
групи животных практически совпали (рис. 1). Этот факт свиде
тельств'ст о том. что пониженный уровень связывания [3Н]ГАМК в 
коре крыс линии КМ обусловлен, по-виднмому, изменением не срод
ства, а количества доступных для [3Н]ГЛМК мест связывания.

Внутри Каждой группы животных рассчитывали корреляции
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между показателями связывания. У беспородных крыс в стволе мозга 
связывание [3Н]дназепама коррелирует с связыванием [3Н]ГАМК. 
(г=0,745); связывание [3Н]Диазепама в стволе мозга коррслнруе- 
со связыванием [3Н]ГАМК в мозжечке (г=0,648); обратной корреля
цией связаны показатели ввязывания [3Н]ГАМК в стволе мозга и 
[3Н]диазепама в мозжечке (г=—0,624). Ни одна из описанных кор
реляций не обнаружена в группе крыс КМ, однако у этих живоИпых, 
коррелирует связывание [3Н]диазепама в мозжечкеи коре (г=- -0,683). 
Не вдаваясь в детальный анализ корреляций, можно конста
тировать, что корреляционные соотношения между показателями свя
зывания [3Н]диазепама и [3Н]ГАМК у крыс КМ значительно отли
чаются от таковых у крыс, резистентных к аудиогенному раздражи 
телю.

На заключительном этапе работы были рассчитаны корреляции 
между показателями развития судорожного припадка и связыванием 
[։Н]дназепама и [3Н]ГАМК у крыс линии КМ. Из всех рас
считанных корреляций лишь одна оказалась достоверной: связы
вание [3Н]ГАМК в мозжечке коррелирует с длительностью развития 
припадка от 2- до 3-й степени (табл. 1) (г=0,691).

Обсуждение результатов

Следует отметить, что единственными критериями подбора жи
вотных для опыта были возраст и масса. Учитывая, что все крысы 
лиии.и КМ в ответ на аудиогенный .раздражитель в 100% случаев 
дали судоропн, а беспородные белые крысы не дали судорог вообще, 
можно условно считать, что исследовались фенотипически противо
положные. популяции животных: предрасположенные и непредраспо
ложенные к аудиогепиым судорогам. При кардинальном различии 
реакций па звук сравниваемые группы животных значительно отли
чались друг от друга и по состоянию тормозных систем мозга, а 
именно: у крыс линии КМ понижено связывание меченых ГАМК и 
диазепама, что может в какой-то степени свидетельствовать об 
уменьшении эффективности использования ГАМК и БД рецепторов.

По современным представлениям, аудиогенпые судороги у грызу
нов связаны, главным образом, с судорожной активностью стволовых 
и подкорковых образований, в основном продолговатого мозга и 
нижнего двухолмия [5, И]. Нами показано, что у крыс линии КМ 
уровень связывания [3Н]диазепама в препарате, состоящем из мемб
ран клеток ствола мозга и пластинки крыши, достоверно снижен. 
По-виднмому, у крыс линии КМ пониженный уровень связывания 
[3Н]диазёп.ама в данном препарате обусловлен изменением БД ре
цепторов, локализованных в верхнем двухолмии. На это указывают 
данные о высокой плотности ГАМК и БД рецепторов в этой струк
туре, так как аналогичные показатели для нижнего двухолмия и 
продолговатого мозга весьма малы [12].

Известно, что другая из изучаемых нами структур—мозжечок 
характеризуется самой высокой плотностью ГАМК рецепторов всех 
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типов в средней плотностью БД рецепторов «центрального» типа 
[12]. Важно отметить, что из трех изученных отделов мозга крыс 
линии КМ именно в мозжечке обнаружено максимальное отличие от 
контрольных животных—снижение уровня связывания [3Н]ГАМК и 
особенно [3Н]диазепама. Тормозное влияние этой структуры на раз
витое припадков показано в экспериментах, что позволяет рассмат
ривать мозжечок в качестве «антисистемы», то есть одной из струк
тур, функционирование которых подавляет патологическую гипер
реактивность мозга [13]. Обнаруженная нами положительная корре
ляция длительности развития припадка и։ показателей связывания 
[3Н]ГАМК в этой структуре также свидетельствует об участии моз
жечка в механизмах торможения судорожной реакции. Характерно 
также, что выявленные у резистентных к судорогам крыс взаимо
связи между показателями связывания [3Н]ГАМК и [3Н]диазепа.ма, 
относящиеся к мозжечку, отсутствуют у крыс линии КМ.

Особый интерес вызывают отличия по связыванию [3Н]ГАМК и 
[3Н]диазепама, обнаруженные в теменной коре крыс линии КМ. В 
литературе имеются единичные и противоречивые данные по состоя
нию ГАМК и БД рецептаров у чувствительных к звуковому раздра
жителю крыс и мышей. Полученные нами результаты о значитель
ном снижении показателей связывания [3Н]ГАМК и небольшом 
уменьшении связывания [3Н]диазепама отчасти подтверждают дан
ные об уменьшении плотности соответствующих рецепторов у мышей 
[14, 15]. В то же время -исследования, проведенные на отличной от 
пашей линии крыс, генетически предрасположенных к аудиогениым 
судорогам ( GEPR—Genetically Epilepsy-Prone Rats [2]), показали 
увеличение по сравнению с контролем числа доступных мест 
связывания для [3Н] мусцимола и незначительное увеличение анало
гичного показателя для [3Н]флунитразепама [16]. Эти расхождения 
с полученными нами данными могут быть вызваны рядом методиче
ских различий. В частности, отметим, что авторы вышеупомянутой 
работы, в отличие от нас, для оценки ГАМК рецепторов использо
вали [311]мусцимол. В настоящее время стало известно, что [3Н]мус- 
цимол помимо ГАМК рецепторов связывается с другими участками 
клеточной мембраны [17], то есть повышение связывания, обнару
женное ими, может быть обусловлено не только реакцией с ГАМК 
рецепторами.

Суммируя полученные нами данные, можно заключить, что кры^ы 
липин КМ, предрасположенные^ аудиогениым судорогам, видимо, отли
чаются значительным нарушением функционирования тормозной 
ГАМК-ергпческой системы мозга. Для данной линии крыс это вы
ражается в уменьшении связывания [-’Н]1 АМК в ряде структур 
мозга, а также в обнаруженном другими авторами увеличении со
держания ГАМК в мозгу -этих крыс [18]. Существующие данные о 
том, что системное введение крысам линии КМ 1 АМК в больших 
лозах снижает в ряде случаев степень припадка, также косвенно 
свидетельствуют о дефектности 1 АМК системы у крыс КМ [19j. Од-
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нако неясно, как компенсирующее действие ГАМК в этом случае 
соотносится с приведенными! выше данными о повышенном уровне 
этого медиатора в мозгу крыс КМ.

Дефектность ГАМК-ергической системы исследуемых крыс, ве
роятно, усиливается и за счет снижения связывающих параметров 
БД рецепторов. Как известно, бензодиазепины—экзогенные лиганды 
БД рецепторов—имеют выраженное противосудорожное действие 
[20]. У ряда бензодиазепинов, в частности диазепама, обнаружена 
почти стопроцентная корреляция между способностью купировать 
судороги и уровнем связывания с БД рецепторами мозга [21]. Кроме 
того, бензодиазепины облегчают и связывание ГАМК с ГАМК рецеп
торами и, таким образом, в определенной степени могут восстанав
ливать дефицит активности самой ГАМК-ергической передачи [7, 12].

В заключение следует отметить, что в механизме возникновения 
й развития аудиогенного судорожного припадка у грызунов сущест
венную роль играют н*՜ только ГАМК-ергическая и связанная с ней 
БД система, ио и другие • -омеДиаторные системы, в частности мо- 
ноамннергические, ацетилхолин.-՛՝՛ ическая, глутаматергическая и др. 
системы [1, 2]. Конкретно для крыс линии КМ показана дефектность 
моноаминергических систем [22, 23], высокая активность АХЭ в 
коре мозга [24]. Однако не обнаружены различия по показателям 
связывания меченого глутамата у крыс линий КМ и Wistar [25]. Та
ким образом, генетическая предрасположенность к аудиогенньгм су
дорогам у животных определяется комплексом нейрохимических из
менений, требующих, соответственно, и комплексного подхода к 
оценке наиболее вероятных механизмов генеза судорожной актив
ности.

GABA- AND BENZODIAZEPINE RECEPTORS IN THE BRAIN 
OF KRUSHINSKY-MOLODKINA RATS GENETICALLY 

PRONE TO AUDIOGENIC SEIZURES

ZHULIN V. V.. ’PLESKACHEVA M. G.

Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology. USSR Academy 
of Sciences, Moscow

’Moscow State University

GABA- and benzodiazepine receptors of neocurtex, cerebellum and 
brainstem of Krushinsky-Molodkina (KM) rats bred on capacity to audio
genic seizures were studied. Binding parameters of these receptors were 
estimated in 24 hour after a single les՛, ng of rats in the box sup
plied with a bell (120 dB). Binding data of KM rats were compared 
with the data of control mongrel male rats which had not any au Ooge
nic seizure reaction. It has been shown that specific binding of [’I I [dia
zepam and [3H|GABA in neocortex and cerebellum of KM rats " ere di
minished as compared with control ones. The decrease of sp. rifle"b!i~ 
ding in brainstem was found for [3H]diazepam only. Using additional 
assay of [3H]OABA binding inhibition by unlabelled GABA In neocor- 
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tex the decrease of specific binding caused by lowering of binding si
tes quantity has been defined. The deficiency of GABA- and benzodia
zepine receptors binding capacity as one of the reasons of high seizure 
activity of KM rats is discussed.
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