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В работе изучена динамика активности окислительных ферментов в очаге гипервозбудимости при ка-
инатном киндлинге у крыс. Каинат оказывает проконвульсантное действие и одновременно при экзогенном 
подведении выступает как нейродеструктивный фактор, который потенцирует возникновение феномена ци-
тотоксичности. Поражение мембраны митохондрий и, как следствие, нарушение процессов окислительно-
го фосфорилирования являются ключевыми моментами клеточной гибели при запуске каспазного каскада. 
Наши исследования показали, что апоптотический демонтаж нейронов в очаге эпилептиформной активности 
сочетается с изменением активности окислительных ферментов. Каинатный киндлинг ведет к неуклонному 
снижению активности окислительных ферментов дыхательной цепи – сукцинатдегидрогеназы и цитохро-
моксидазы, которое максимально выражено на 7-е сутки эксперимента и по времени совпадает с появлени-
ем наибольшего количества TUNEL-позитивных элементов II-III слоев височной коры. Активность данных 
ферментов является отражением состояния энергетической функции нейронов при эпилептическом статусе.
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In this paper we studied the dynamics of the activity of oxidative enzymes in the focus of hyperexcitability in 
the kainic kindling in rats. Kainate has prokonvulsantnoe action and simultaneously with exogenous summarizing 
acts as a neurodestructive factor that potentiates the emergence of the phenomenon of cytotoxicity. The defeat of the 
mitochondrial membrane and, consequently, impaired oxidative phosphorylation are key cell death when starting 
caspase cascade. Our studies have shown that removal of apoptotic neurons in the focus of epileptiform activity is 
combined with a change in activity of oxidative enzymes. Kainate kindling leads to a steady decrease in the activity 
of the oxidative respiratory chain enzymes – succinate dehydrogenase and cytochrome oxidase, which is most 
pronounced on the 7th day of the experiment and the time coincides with the appearance of the greatest number of 
TUNEL-positive elements of the II-III layers of the temporal cortex. The activity of these enzymes is a refl ection of 
the energy function of neurons in status epilepticus.
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Сигнальные пути апоптоза, так или ина-
че, ведут к поражению митохондриальной 
мембраны и нарушению процессов окисли-
тельно-восстановительных реакций в дыха-
тельной цепи, которую составляют более 70 
энзимов, коферментов и активных факторов 
[1, 3, 5, 10]. 

Важнейшими звеньями окислительной 
системы являются сукцинатдегидрогеназа 
и цитохромоксидаза, расположенные соот-
ветственно в начале и в конце дыхательной 
цепи [7, 8, 14]. Эти два фермента, как пока-
зывают спектрометрические исследования, 
находятся в эквимолекулярных взаимоот-
ношениях и организованы в кристах мито-
хондрии комплексными ансамблями с пра-
вильными промежутками. По активности 
сукцинатдегидрогеназы и цитохромоксида-
зы можно судить об уровне энергетических 
функций клетки, состоянии цикла Кребса 
и редокс-процессах в нейроне. Падение 
активности окислительных ферментов при 
феномене гипервозбудимости коррелирует 
с состоянием митохондрий в апоптотиче-
ских клетках [9, 12, 13, 15]. Стадия конден-

сации и маргинации ядерного хроматина 
характеризуется наличием в клетке мито-
хондрий округлой и/или овальной формы 
с хорошо выраженными кристами, одна-
ко по мере углубления процесса умирания 
и вакуолизации цитоплазмы (блеббинг) ко-
личество крист в митоходриях резко умень-
шается [2, 4, 6, 11].

Материалы и методы исследования
Экспериментальная часть работы состояла 

в комплексном исследовании состояния нейронов 
височной коры крыс в условиях эпилептической ги-
первозбудимости и оксислительного стресса. Для 
этого нейроны идентифицировали в соответствии 
с их морфологическим типом, медиаторной и нейро-
химической специализацией. Определяли изменения 
активности сукцинатдегидрогеназы и цитохромок-
сидазы, а затем исследовали апоптотический индекс 
корковых нейронов в фокусах эпилептического по-
вреждения. Основной раздел работы составили ис-
следования, выполненные на материале 35 нелиней-
ных крыс-самцов массой 250–300 г, содержащихся 
в стандартных условиях вивария.

Формирование локальных очагов перевозбуж-
дения корковых нейронов вызывали путем введения 
раствора каиновой кислоты – селективного агониста 
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одноименных глутаматных рецепторов. Каинат ока-
зывает проконвульсантное действие и одновременно 
при экзогенном подведении выступает как нейроде-
структивный фактор, который потенцирует возникно-
вение феномена цитотоксичности. Избирательное дей-
ствие каината на глутаматные рецепторы реализуется 
в формировании стойких очагов эпилептиформной 
активности, которые на поведенческом уровне прояв-
ляются в виде судорог, агрессии, адипсии и афагии. 

Каиновую кислоту (Sigma) вводили внутрибрю-
шинно в дозе 10 мг/кг каждый час до наступления 
эпилептического статуса. Через 1,5 часа судорожного 
синдрома, соответствующего статусу, крысам вводи-
ли диазепам в дозе 4 мг/кг. Животных умерщвляли 
через 2,5 часа, на 1, 3, 5, 7 и 21 сутки посредством 
передозировки эфирного наркоза.

Височная (слуховая) область новой коры у крыс 
соответствует координатам в положении брегма 
от –5,3 до –6,3 мм. Срезы изготавливали в попереч-
ной и сагиттальной плоскостях, принимая во вни-
мание различную ориентацию исследуемых клеток 
в трехмерном пространстве коры. Морфологические 
изменения нейронов в очагах эпилептического по-
вреждения изучали с помощью метода Гольджи и Ка-
халя. Для уточнения топологии и соматодендритной 
морфологии клеток часть срезов височной коры до-
крашивали толуидиновым синим по методу Ниссля, 
гематоксилином-эозином, железным гематоксилином 
и по методу Романовского-Гимза. Активность сукци-
натдегидрогеназы и цитохромоксидазы определялась 
по методу Нахласа. Присутствие ферментов в нейро-
нах при использовании в качестве акцепторов водо-
рода нитро-СТ устанавливается по наличию гранул 
диформазана интенсивно синего цвета, которые обна-
руживаются в цитоплазме и отсутствуют в ядре. 

Результаты исследования 
и их обсуждение

Сукцинатдегидрогеназа представляет 
собой флавопротеид и катализирует деги-
дрирование янтарной кислоты в фумаровую 
[15]. Сукцинатдегидрогеназа локализова-
на на внутренней поверхности внутренней 
митохондриальной мембраны, где она пере-
дает восстановительные эквиваленты ды-
хательной цепи на уровне убихинона. За-
метные изменения активности фермента 
наблюдаются спустя трое суток от начала 
эксперимента. 

К этому времени отмечается уменьше-
ние величины цитоплазматических гранул 
и снижение интенсивности их окраски, 
что особенно заметно в клетках с эктопи-
рованным ядром. В таких элементах ин-
тенсивно синие гранулы лежат кольцом 
вокруг прозрачного ядра. Максимальное 
угнетение активности энзима нами от-
мечены на 7-е сутки от начала каинат-ин-
дуцированного эпилептического статуса 
(табл. 1). В этот период цитоплазма ней-
ронов выглядит в значительной степени 
обесцвеченной, так как содержит мини-
мальное количество мелких гранул голубо-
го или лилового цвета.

Таблица 1
Активность сукцинатдегидрогеназы 

в эпилептическом очаге головного мозга 
крысы при каинатном киндлинге (в ЕОП)

Этапы эксперимента Контроль Каинат
1-е сутки 3,9 ± 0,30 3,8 ± 0,2
3-и сутки --- 3,0 ± 0,3
5-е сутки --- 1,1 ± 0,02*
7-е сутки --- 0,4 ± 0,08*

П р и м е ч а н и е :  здесь и далее * – 
р < 0,05 по отношению к контролю.

Цитохромоксидаза – гемопротеин, ко-
торый служит конечным компонентом 
цепи дыхательных переносчиков, локали-
зованных в митохондриях, и катализирует 
реакцию, в результате которой электроны, 
высвобождающиеся из молекул субстрата 
при окислении их дегидрогеназами, пере-
носятся на конечный акцептор – кисло-
род [6, 11]. 

Иногда цитохромоксидазу называют ци-
тохромом а3. Первоначально полагали, что 
цитохром а и цитохром а3 – это автономные 
гемопротеины. В дальнейшем было показа-
но, что эти два цитохрома входят в состав 
комплекса, который получил название ци-
тохром аа3. Он содержит две молекулы гема, 
в каждой из которых атом железа может пе-
реходить из состояния Fe2+ в состояние Fe3+ 
и обратно в ходе окисления и восстановле-
ния, а также два атома Сu, каждый из кото-
рых взаимодействует с одним из гемов.

Изменение активности цитохромок-
сидазы во многом сходны с изменениями 
сукцинатдегидрогеназы. На третьи сутки 
от начала каинатного киндлинга активность 
цитохромоксидазы снижалась как в мел-
ких, так и крупных нейронах. В цитоплазме 
уменьшалось количество гранул. В части 
нейронов ядро занимало краевое положе-
ние. На 5-е сутки от начала эксперимента 
угнетение функций фермента становится 
более заметным. Цитоплазма поврежден-
ных нейронов содержит мелкие бледно-го-
лубые и фиолетовые гранулы диформазана 
(табл. 2). 

Таблица 2
Активность цитохромоксидазы 

в эпилептическом очаге головного мозга 
крысы при каинатном киндлинге (в ЕОП)

Этапы эксперимента Контроль Каинат
1-е сутки 3,55 ± 0,50 3,44 ± 0,2
3-и сутки --- 2,9 ± 0,5
5-е сутки --- 1,6 ± 0,32*
7-е сутки --- 0,5 ± 0,12*
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Наши исследования показали, что апоп-
тотический демонтаж нейронов в очаге 
эпилептиформной активности сочетается 
с изменением активности окислительных 
ферментов. Гиперфункция нейроцитов 
эпилептического очага, направленная на 
восстановление утраченных связей и реак-
тивный коллатеральный рост, ведет к не-
специфическим клеточным реакциям. По 
мере прогрессирования эпилептогенеза при 
продолжающемся статусе судорожных при-
падков активность оксиредуктаз постоянно 
снижается, что указывает на альтерацию 
жизненноважных функций нейрона и по 
времени совпадает с появлением наиболь-
шего количества TUNEL-позитивных эле-
ментов II–III слоев височной коры [6, 8, 9]. 
Снижение активности окислительных фер-
ментов дыхательной цепи при синдроме 
гипервозбудимости максимально выражено 
на 7-е сутки эксперимента.

Заключение
Терминальный цитохром аа3 (цитохро-

моксидаза) осуществляет конечную стадию 
процесса – перенос восстановительных эк-
вивалентов на молекулярный кислород. Ци-
тохромоксидаза имеет очень высокое срод-
ство к кислороду, что позволяет дыхательной 
цепи функционировать с максимальной ско-
ростью до тех пор, пока в ткани практически 
не будет исчерпан весь О2 . При эпилептиче-
ском статусе эффективность работы мито-
хондрий может регулироваться несколькими 
лимитирующими скорость дыхания факто-
рами: доступностью АДФ и субстратов, воз-
можностями самой дыхательной цепи при 
насыщающих количествах всех субстратов 
и компонентов и доступностью кислоро-
да. В условиях гипоксии и окислительного 
стресса при эпилептической эксайтотоксич-
ности неизбежно страдает каждое из этих 
звеньев, что отражается на активности мито-
ходриальных оксидаз. Кроме того, избыточ-
ная наработка свободных радикалов ведет 
к активации перекисного окисления липидов 
(ПОЛ). Образование и накопление диеновых 
конъюгатов увеличивает полярность гидро-
фобных углеводородных хвостов жирных 
кислот, которые образуют липидный бислой 
мембраны, и ведет к повышению проница-
емости мембран, нарушению активности 
мембрано-связанных ферментов и ионного 
транспорта. Интенсификация ПОЛ способ-
ствует полному разрушению ненасыщенных 
липидов мембран, нарушениям структу-
ры и функции белков, нуклеиновых кислот 
и в конечном итоге – гибели клетки. 
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