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Одним из основных компонентов внеклеточного матрикса в центральной нервной системе является гиалуроновая кислота, кото-
рая энзиматически расщепляется гиалуронидазой.

Цель исследования — изучить влияние гиалуронидазы на спонтанную активность нейронов первичной культуры гиппокампа для 
оценки роли внеклеточного матрикса в функционировании нейронной сети.

Материалы и методы. Исследования проводили на диссоциированных клетках гиппокампа, полученных от эмбрионов (Е18) мы-
шей линии С57ВL/6, которые культивировались в течение 30 дней на мультиэлектродной матрице MED64.

Результаты. Установлено, что добавление гиалуронидазы (75 ЕД/мл) на 17-й день развития первичной культуры гиппокампа вызы-
вает длительные изменения спонтанной биоэлектрической активности нейронных сетей с формированием суперпачки длительностью 
25–35 с и межпачечным интервалом 1–3 мин, которую можно охарактеризовать как эпилептоподобную активность. Этот тип активности 
в виде сетевых суперпачек возникал в культуре гиппокампа через 3–7 дней после введения гиалуронидазы и сохранялся в течение 2 нед, 
но мог быть ингибирован блокатором потенциалзависимых кальциевых каналов (L-VGCC) и антагонистом рецепторов альфа-амино-3-
гидрокси-5-метил-4-изоксазол-пропионовой кислоты (АМРА-рецепторов). Таким образом, на сетевом уровне in vitro с помощью тех-
нологии мультиэлектродной регистрации показано, что разрушение внеклеточного матрикса путем деградации гиалуроновой кислоты 
приводит к модуляции биоэлектрической активности нейронных сетей мозга с формированием эпилептоподобной активности. 
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To investigate the role of extracellular matrix in spontaneous neuronal network activity, we used microelectrode array technology and enzy-
matic treatment of hippocampal culture with hyaluronidase, which digests the major component of extracellular matrix, hyaluronic acid. Studies 
were performed using hippocampal cells that were dissociated from embryonic С57ВL6 mice (E18) and plated on microelectrode arrays (MEAs). 
Our findings revealed that hyaluronidase promoted seizure-like activity during two weeks after the beginning of hyaluronidase treatment in 17th 
day in vitro: the treatment transformed the normal network bursts to “superbursts”, which lasted about 25–35 seconds. These superbursts ap-
peared on the third day after hyaluronidase treatment with intersuperburst interval of 1–3 minutes. Seizure-like activity in hyaluronidase-treated 
cultures was irreversible during 2 weeks, but could be suppressed by an L-VGCC blocker and by an AMPA receptor antagonist. These results 
suggest that the changes in expression of hyaluronic acid can be epileptogenic and provide an in vitro model for dissection of the underlying 
mechanisms.

Key words: hippocampus, dissociated culture, multielectrode arrays, extracellular matrix, hyaluronic acid.

Внеклеточный матрикс (ВКМ) в мозге млекопита-
ющих состоит из молекул, синтезируемых и секрети-
руемых нейронами и глиальными клетками, которые 
в различных сочетаниях формируют стабильные аг-
регаты в межклеточном пространстве [1]. В зрелом 
мозге ВКМ претерпевает медленные изменения и 
ограничивает структурные перестройки, но при этом 
поддерживает множество физиологических процес-
сов, включая синаптическую пластичность и гомео-
статическую регуляцию [2].

Наиболее выраженные и изученные скопления моле-
кул ВКМ в ЦНС — это перинейрональные сети [3]. Они 
богаты гиалуроновой кислотой, хондроитин сульфат 
протеогликанами, белками, соединяющими хондрои-
тин сульфат протеогликаны с гиалуроновой кислотой 
(link proteins) и тенасцином-R, который может образо-
вывать димеры или тримеры и таким образом взаимо-
действовать с несколькими лектиканами, стабилизи-
руя перинейрональные сети. Перинейрональные сети 
в коре головного мозга и гиппокампе в основном 
связаны с ГАМК-ергическими (ГАМК — гамма-ами-
номасляная кислота) интернейронами, экспрессиру-
ющими кальцийсвязывающий белок парвальбумин. 
Поскольку гиалуроновая кислота является каркасом 
ВКМ во внеклеточном пространстве мозга, изучение 
ее роли в синаптической пластичности является весь-
ма интересным. Недавние исследования установили, 
что разрушение гиалуроновой кислоты гиалуронида-
зой в СА1-поле гиппокампальных срезов уменьшает 
Са2+-сигналы в постсинаптических дендритах или ши-
пиках, блокирует Са2+-токи и долговременную потенци-
ацию (ДВП), опосредованные кальциевыми каналами 
L-типа (L-VGCC) [4]. Более того, удаление гиалуроно-
вой кислоты облегчает латеральную диффузию мемб-
ранных молекул, в том числе рецепторов альфа-амино-
3-гидрокси-5-метил-4-изоксазол-пропионовой кислоты 
(AmРA-рецепторов), и увеличивает амплитуду ответов, 

вызываемых повторной стимуляцией синапсов [5]. Эти 
данные подтверждают вывод о том, что перисинапти-
ческий матрикс, включающий гиалуроновую кислоту, 
может создавать барьеры для диффузии синаптичес-
ких молекул в мембране и таким образом содейство-
вать компартментализации синаптического механизма 
передачи сигнала. 

Важность гиалуроновой кислоты для поведения жи-
вотных была продемонстрирована в экспериментах, 
в которых превентивное введение гиалуронидазы ос-
лабляло формирование условного рефлекса страха 
(fear conditioning) [6]. Кроме того, показано, что судо-
рожная активность, как правило, характеризуется 
значительными изменениями в составе ВКМ, что 
доказывает существенную роль молекул ВКМ в эпи-
лептогенезе. Это мнение поддерживается генети-
ческими исследованиями, связывающими недоста-
ток или избыток молекул ВКМ с эпилептогенезом у 
мышей, а также с изменением соотношения клеток 
в нейрон-глиальной сети мозга. В геноме человека 
обнаружено несколько генов, кодирующих молекулы 
ВКМ, мутации которых связаны с эпилептогенезом. 
У человека, например, мутации в лейцинбогатом 
глиома-инактивированном гене 1 (LGI1) ведут к ау-
тосомно-доминантной эпилепсии латеральной ви-
сочной доли, сопровождающейся нарушением слу-
ховой сенсорики [7]. Нокаут урокиназного рецептора 
(uPAR) приводит к исчезновению парвальбуминэкс-
прессирующих ГАМК-ергических интернейронов и 
развитию эпилептического фенотипа [8]. Мутации в 
b1-субъединице белка потенциалзависимых Na+-ка-
налов (sCN1B) связаны с генерализованной эпилеп-
сией. Белок sCN1B отвечает за работу воротного 
механизма канала, регулирует уровень экспрессии 
каналов на плазматической мембране и действует 
в качестве молекулы клеточной адгезии в условиях 
взаимодействия с ВКm, регулируя клеточную мигра-
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цию. Молекулами ВКМ в последнем случае являются 
гликопротеины, в том числе тенасцин-R [9]. Следует 
отметить, что паттерн индуцированного судорожным 
припадком изменения ВКМ сложен и является спе-
цифичным по отношению к региону мозга и клеточ-
ному субдомену. Ремоделированный ВКm способен 
вызвать многочисленные вторичные долгосрочные 
функциональные и структурные изменения в ЦНС, 
которые могут определять направленность дальней-
шего развития болезни.

Таким образом, вызванное судорожной актив-
ностью изменение ВКМ или подавление сигнальных 
путей измененным матриксом может представлять 
собой эффективные терапевтические стратегии для 
подавления прогрессирования эпилептогенеза. На 
данный момент отсутствуют данные в отношении 
роли гиалуроновой кислоты в формировании нейро-
сетевой активности нейронов. 

Цель исследования — изучение влияния гиалу-
ронидазы на биоэлектрическую активность нейронов 
первичной культуры гиппокампа эмбрионов мышей.

Материалы и методы. Исследования проводились 
на культурах диссоциированных клеток гиппокампа, 
полученных от 18-дневных эмбрионов мышей линии 
С57ВL/6 в соответствии с основными правилами со-
держания и ухода за экспериментальными животными, 
представленными в Приказе Министерства здраво-
охранения и социального развития Российской Феде-
рации от 23 августа 2010 г. №708н «Об утверждении 
Правил лабораторной практики» и по согласованию с 
Этическим комитетом НижГМА Минздравсоцразвития 
России.

Культивирование диссоциированных клеток гиппо-
кампа. Диссоциирование клеток достигалось путем об-
работки ткани гиппокампа 0,25% трипсином (Invitrogen, 
США). Клетки ресуспендировали в нейробазальной 
среде NeurobasalTm (Invitrogen) в комплексе с биоактив-
ной добавкой В27 (Invitrogen), глутамином (Invitrogen), 
эмбриональной телячьей сывороткой (ПанЭко, Москва) 
и культивировали на мультиэлектродных матрицах со-
гласно ранее разработанному протоколу [10] в течение 
30 дней in vitro (DIV). Исходная плотность клеточной 
культуры составила 9000 кл./мм2. Поддержание жизне-
способности культуры осуществлялось в условиях СО2-
инкубатора при температуре 35,5оС и газовой смеси, 
содержащей 5% СО2. В качестве опорного субстрата 
для культивирования нейронов использовался полиэти-
ленимин (sigma, США). 

Регистрация и анализ биоэлектрической активности. 
Спонтанную биоэлектрическую активность нейронов 
регистрировали с помощью мультиэлектродных мат-
риц системы mED64 (Alpha mED sciences, Япония). Эта 
матрица состояла из 64 планарных квадратных элек-
тродов, каждый размером 50х50 мкм, с межэлектрод-
ным расстоянием 100 мкм. Для получения и обработки 
внеклеточных потенциалов (спайков) использовался 
набор программного обеспечения мультиэлектродной 
системы Conductor (Alpha mED sciences, Япония). Ана-
лиз полученных данных проводился с помощью пакета 
прикладных программ matlab и mEAmAN. Детектирова-

ние спайков осуществлялось общепринятым методом с 
применением стандартного отклонения в качестве вы-
деляющего инструмента (граница 8–12, где σ — сред-
неквадратичное отклонение). Детектирование малых 
сетевых пачек проводили, используя метод, описанный 
ранее [11].

Исследовались основные характеристики биоэлек-
трической активности нейронной сети диссоциирован-
ной культуры гиппокампа: длительность малой пачки 
импульсов, с; межпачечный интервал, с; частота спай-
ков в малой пачке, Гц; частота малых пачек, Гц. 

Схема эксперимента. В опытной группе в культу-
ральную среду однократно на 17-й день развития in vitro 
вносили 75 ЕД/мл гиалуронидазы (streptomyceshyaluro-
lyticus, ф. sigma, США). Через сутки после добавления 
фермента проводили смену культуральной среды с за-
меной 50% ее объема. Непосредственно перед исполь-
зованием фермент растворяли в полифосфатном бу-
фере. В контрольных группах в среду культивирования 
добавляли равное по объему количество полифосфат-
ного буфера или инактивированного фермента. Инак-
тивация гиалуронидазы осуществлялась 30-минутным 
кипячением при нормальном атмосферном давлении. 

Для сравнительной оценки биоэлектрической ак-
тивности, вызванной гиалуронидазой, использовали 
блокатор калиевых каналов 4-аминопиридин (4-АР, 
sigma), 50 мкмоль, вызывающий эпилептоподобную 
активность in vivo и in vitro. Для изучения механиз-
мов модулирующего действия гиалуронидазы на си-
наптическую передачу в нейронных сетях культуры 
гиппокампа применяли фармакологический анализ, 
включающий изучение действия блокатора потенци-
алзависимых кальциевых каналов L-типа (L-VGCC) 
дилтиазема, 10 мкмоль (sigma), 6-циано-7-нитрокино-
ксалин-2,3-диона (CNQX), 10 мкмоль (sigma) как анта-
гониста АМPА-рецепторов и 3-(2-карбоксипиперазин-
4-ил)пропил-1-фосфорной кислоты (CPP), 10 мкмоль 
(sigma) как конкурентного антагониста рецепторов 
N-метил-D-аспартат (NmDA).

Биоэлектрическую активность нейронов диссоции-
рованной культуры гиппокампа исследовали через 2 ч 
и через каждые 24 ч на протяжении 11 сут после добав-
ления. Длительность регистрации составляла 10 мин.

Достоверность различий между группами оценива-
ли с помощью дисперсионного анализа (ANOVA). Раз-
личия считались статистически значимыми при p<0,05. 

Результаты. Диссоциированные культуры гиппокам-
па проявляли спонтанную сетевую пачечную биоэлект-
рическую активность, начиная с 8–10-го дня. К 17-му 
дню культивирования спонтанная пачечная активность 
становилась стабильной. Исходным считался уровень 
активности, регистрируемый на 17-й день развития in 
vitro до добавления гиалуронидазы. По данным лите-
ратуры [12–14], на 16–17-й день в первичной культуре 
гиппокампа уже может быть сформирован внеклеточ-
ный матрикс.

Отмечено, что однократное добавление в среду ги-
алуронидазы (75 ЕД/мл) вызывает изменение электри-
ческой активности диссоциированных культур гиппо-
кампа (рис. 1). 

Модуляция биоэлектрической активности первичной культуры гиппокампа



10  СТМ ∫ 2012 - 1

 оригинальные исследования    

Короткие малые сетевые пачки длительностью 0,3–
1 с (рис. 1, а) менялись на продолжительные суперпач-
ки сложного рисунка (рис. 1, в) длительностью 10–35 с 
и интервалом между суперпачками от 60 до 205 с. По-
добные изменения были стабильны и регистрировались 
начиная с 3–7-го дня после введения гиалуронидазы. 
В связи с длительными интервалами между пачками 
для оценки активности были выбраны 30-секундные 
записи спайковой активности.

Сравнительный анализ статистических параметров 
активности нейронных сетей первичных культур гиппо-
кампа выявил, что сложный паттерн активности в виде 
суперпачки состоит из большого количества малых па-
чек, которые характеризуются меньшим количеством 
спайков в пачке при той же длительности и очень ко-
ротким межпачечным интервалом (рис. 2).

На следующем этапе было проведено сравнение 

спонтанной биоэлектрической активности нейронной 
сети первичной культуры гиппокампа, индуцированной 
гиалуронидазой, и активности, вызванной 4-АР. 

Добавление в культуральную среду 4-АР, как и 
следовало ожидать, провоцирует кратковременную 
эпилептоподобную активность. Однако паттерн ней-
росетевой активности, вызванной 4-АР, отличается от 
паттерна активности после гиалуронидазного воздейст-
вия (рис. 3).

Для изучения механизмов развития 4-АР-вызванной 
и гиалуронидаза-индуцированной активности был про-
веден фармакологический анализ с использованием 
блокаторов ионных каналов и антагонистов глутамат-
ергических рецепторов. Отмечено, что 4-АР-вызванная 
активность развивалась при блокаде потенциалзави-
симых кальциевых каналов L-типа (L-VGCC) произ-
водным бензотиазепина дилтиаземом (рис. 4, а, n=3; 

Рис. 1. Растровая диаграмма биоэлектрической активности диссоциированной культуры гиппокампа (нижние графики) и коли-
чество спайков за 50 мс (верхние графики) на 23-й день развития in vitro: а — активность в контрольной культуре — №1 (PBs); 
б — активность в контрольной культуре — №2 (инактивированной гиалуронидазе); в — гиалуронидаза-индуцированные изме-
нения в активности; г — микрофотография высокой плотности первичной культуры гиппокампа на 23-й день развития in vitro в 
области электрода матрицы mED64, масштаб 50 мкм
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Рис. 2. Показатели 30-секундной записи спонтанной биоэлектрической активности диссоциированных культур гиппокампа (17–
28 DIV) до введения в культуральную среду гиалуронидазы 75 ЕД/мл; через 2 ч и 3–11 сут после введения: а — длительность 
малой пачки импульсов, с; б — межпачечный интервал, с; в — частота спайков в пачке, Гц; г — частота малых пачек, Гц. Ко-
личество повторов: в контрольной группе с PBs n=11, в группе с аппликацией гиалуронидазы, 75 ЕД/мл n=5, в группе с аппли-
кацией инактивированной гиалуронидазы n=3; * — статистически значимые различия с контролем, р<0,05; # — статистически 
значимые различия со значениями в группе с введением инактивированной гиалуронидазы, р<0,05

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

2 3 7 11
0

2

4

6

8

10

12

14

2 3 7 11

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

2 3 7 11

а б

в
г

 — PBS;  — ;  —  75 /

Рис. 3. Биоэлектрическая активность диссоциированных культур гиппокампа: а — спонтанная биоэлектрическая активность; 
б — 4-аминопиридин-индуцированная активность; в — активность, вызванная гиалуронидазой 75 ЕД/мл

а

б

в

*

*#
#

*#

*#

*#

Модуляция биоэлектрической активности первичной культуры гиппокампа



12  СТМ ∫ 2012 - 1

 оригинальные исследования    

Рис. 4. Частотно-временная диаграмма биоэлектрической активности диссоциированных культур гиппокампа (количество 
спайков за 50 мс): 4-аминопиридин-вызванная активность на фоне дилтиазема, 20 мкмоль (а); на фоне СNQX, 10 мкмоль (в) 
и на фоне СРР, 10 мкмоль (д); влияние на спонтанную гиалуронидаза-индуцированную активность дилтиазема, 20 мкмоль 
(б); на фоне СNQX, 10 мкмоль (г) и СРР, 10 мкмоль (е). В случаях а, в, д аппликацию дилтиазема, СNQX и СРР осуществляли  
за 10 мин до аппликации 4-АР; в случаях б, г, е антагонисты вводили на фоне спонтанной гиалуронидаза-индуцированной 
активности

па наблюдалось через 3–7 дней после введения гиалу-
ронидазы.

Механизм формирования эпилептоподобной ак-
тивности при добавлении гиалуронидазы отличался 
от механизма 4-АР-вызванной активности различным 
вкладом глутаматергических рецепторов. Эпилепто-
подобная активность, вызванная гиалуронидазой, не 
купировалась при блокаде NmDA-рецепторов, но за-
висела от активности АМРА-рецепторов. В противо-
положность этому для поддержания 4-АР-вызванной 
активности необходимо было наличие открытых NmDA-
рецепторов, причем деполяризация, облегчающая и 
запускающая работу этих рецепторов, формировалась 
за счет снижения гиперполяризующего действия кали-
евых каналов при их блокаде 4-АР.

Кроме того, следует отметить, что отсроченная гиа-
луронидаза-индуцированная эпилептоподобная актив-
ность исчезала  при блокаде кальциевых потенциалза-
висимых каналов дилтиаземом, подтверждая вывод о 

И.В. Мухина, М.В. Ведунова, Т.А. Сахарнова, А.Э. Дитятев

статистическая значимость различий с контролем по 
параметру «частота малых пачек», р=0,461), а также на 
фоне антагониста АМРА-рецепторов  CNQX (рис. 4, в, 
n=3; р=0,350), но не возникала при блокаде NmDA-ре-
цепторов конкурентным антагонистом СРР (рис. 4, д, 
n=3; р=0,001). В то же время спонтанная активность, 
индуцированная гиалуронидазой, не блокировалась 
конкурентным антагонистом NmDA-рецепторов СРР 
(рис. 4, е, n=3; р=0,809), но блокировалась антагонис-
том AmPA-рецепторов CNQX (рис. 4, г, n=3; р=0,004) 
и блокатором L-VGCC дилтиаземом  (рис. 4, б, n=3; 
р=0,011).

Итак, добавление гиалуронидазы (75 Ед/мл) на 17-й 
день развития in vitro первичной культуры гиппокампа 
вызывало отсроченные изменения спонтанной био-
электрической активности нейронных сетей с форми-
рованием суперпачки длительностью 25–35 с, которую 
можно охарактеризовать как эпилептоподобную актив-
ность. Возникновение суперпачек в культуре гиппокам-

б
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значительном вкладе в поддержание эпилептоподобной 
активности после энзиматического расщепления гиалу-
роновой кислоты ионов кальция. Данные, полученные 
G. Kochlamazashvili с соавт. [4] при изучении роли гиа-
луроновой кислоты в формировании долговременной 
потенциации пирамидных нейронов СА1-поля гиппокам-
па, доказывали, что удаление гиалуроновой кислоты 
гиалуронидазой в течение часа приводило к снижению 
эффективности работы постсинаптических потенциал-
зависимых кальциевых каналов L-типа (L-VGCC), на-
рушая формирование долговременной потенциации в 
пирамидальных клетках гиппокампа. При этом отмеча-
лась специфическая чувствительность Cav1.2-содержа-
щих каналов к модуляции гиалуроновой кислотой. В от-
личие от этих исследований в нашей работе оценивался 
долговременный эффект гиалуронидазы на сетевом 
уровне, где спонтанная активность поддерживалась за 
счет работы сети интернейронов, входящих в общую 
нейронную сеть при культивировании диссоциирован-
ных клеток гиппокампа. Недостаток активности Cav1.2-
содержащих каналов вследствие дефицита гиалуроно-
вой кислоты в течение некоторого времени (3–7 дней) 
после ее энзиматического разрушения мог привести к 
снижению вклада процессов торможения в нейрональ-
ной сети и, следовательно, к эпилептогенезу. 

Заключение. На сетевом уровне in vitro показано, 
что разрушение внеклеточного матрикса путем де-
градации гиалуроновой кислоты как каркаса периней-
рональных сетей внеклеточного матрикса приводит к 
модуляции биоэлектрической активности нейронных 
сетей мозга с формированием стойкой эпилептоподоб-
ной активности. 

Гипотетическим механизмом возникновения су-
дорожных разрядов в виде периодических сетевых 
суперпачек может служить изменение активности 
рецепторов альфа-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изо- 
ксазол-пропионовой кислоты, поддерживающих де-
поляризацию мембраны при постоянном выделении 
нейротрансмиттера глутамата во время функцио-
нирования сети, а также отсроченные изменения 
в уровне экспресии и работе потенциалзависимых 
кальциевых каналов L-типа из-за недостатка гиалу-
роновой кислоты в перисинаптическом внеклеточном 
матриксе. Кроме того, в развитии эпилептоподобной 
активности играет роль изменение активности тор-
мозных нейронов, запускаемое вследствие длитель-
ного дефицита гиалуроновой кислоты в перинейро-
нальных сетях, ассоциированных с интернейронами 
и отвечающих за перисоматическое торможение. 

Изучение молекулярных механизмов, лежащих в 
основе эпилептоподобных разрядов, на сетевом уров-
не, с использованием современных нейрофизиологи-
ческих подходов, приведет к созданию селективных и 
индивидуально нацеленных противоэпилептических 
средств, а также к разработке новых антиэпилептоген-
ных стратегий, направленных на предотвращение эпи-
лептогенеза.

Работа поддержана грантом Правительства Россий-
ской Федерации №11.G34.31.0012.
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