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Височная эпилепсия – это тяжелое расстройство центральной нервной системы,
связанное с нарушением баланса возбуждения и торможения в мозге, проявляю-
щееся повторяющимися судорожными припадками. Примерно у 30% пациентов
эпилепсия является фармакорезистентной (рефрактерной), то есть существую-
щие противоэпилептические препараты не позволяют полностью купировать
приступы. Одним из подходов к лечению рефрактерной височной эпилепсии яв-
ляется хирургическое удаление очагов генерации судорог, которые, как правило,
расположены в височной коре, гиппокампе, или миндалине. Это позволяет до-
биться устойчивой ремиссии примерно в 60–75% случаев. Изучение морфологи-
ческих и функциональных особенностей нейрональных сетей в эпилептических
очагах пациентов с рефрактерной височной эпилепсией необходимо для пони-
мания механизмов патогенеза этого заболевания и разработки новых подходов к
его лечению. В данной работе мы проанализировали электрофизиологические
свойства нейронов височной коры мозга, полученных в ходе хирургического уда-
ления эпилептических очагов при рефрактерной височной эпилепсии у детей, и
сравнили их со свойствами пирамидных нейронов коры мозга крысы. Свойства
нейронов исследовались методом локальной фиксации потенциала в пережива-
ющих срезах. Мы обнаружили, что нейроны человека характеризуются гораздо
более высокой возбудимостью, чем нейроны крысы. Они генерируют потенциа-
лы действия в ответ на минимальную деполяризацию, и способны поддерживать
высокую частоту разрядов. При этом для них было характерно высокое входное
сопротивление мембраны. Выявленные биофизические особенности нейронов
могут лежать в основе патологического процесса, приводящего к генерации фар-
макорезистентных судорог у детей с височной эпилепсией.
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Эпилепсия является наиболее распространенным заболеванием центральной
нервной системы, поражающим около 1% населения мира [1]. Несмотря на значи-
тельный прогресс в области фармакотерапии эпилепсии, до 30% ее случаев остаются
устойчивы к доступным на сегодняшний день в медицинской практике противосу-
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дорожным препаратам [2]. Особенно актуальной является проблема детской ре-
фрактерной эпилепсии, поскольку неконтролируемые судороги приводят к раз-
личным нарушениям умственного и психоэмоционального развития детей и зна-
чительному снижению качества их жизни [3]. В настоящее время основным
подходом к лечению рефрактерной височной эпилепсии у детей является хирурги-
ческое удаление эпилептических очагов [4]. Хотя этот подход позволяет добиться
устойчивой ремиссии приблизительно в 3/4 случаев, часть пациентов в дальней-
шем испытывает рецидив судорог вследствие образования нового эпилептического
очага [5]. В связи с этим, изучение патогенетических механизмов рефрактерной
эпилепсии остается крайне актуальной задачей.

Развитие височной эпилепсии сопровождается такими морфологическими и
нейросетевыми нарушениями, как склероз гиппокампа, аномальный спраутинг
мшистых волокон, нарушение гематоэнцефалического барьера и астроглиоз [6, 7].
Также, одним из нарушений, часто ассоциированных с рефрактерной височной
эпилепсией у детей, является фокальная кортикальная дисплазия (ФКД) [8]. На
нейрональном уровне показано изменение возбудимости пирамидных клеток ко-
ры в модели эпилепсии на крысах [9]. Однако есть также данные, показывающие,
что биофизические свойства нейронов в этой ткани могут быть не сильно изме-
нены, тогда как возбуждающая синаптическая передача часто усиливается, а
ГАМК-ергическое торможение остается неизменным [10]. Для нейронов височ-
ной коры детей с рефрактерной эпилепсией показаны характеристики, близкие к
таковым у нейронов взрослых пациентов [11], однако опубликованных данных о
биофизических свойствах нейронов при рефрактерной эпилепсии у детей на се-
годняшний день крайне мало.

Недостаточно изученными остаются и возрастные особенности нейронов не-
окортекса как здоровых людей, так и пациентов с височной эпилепсией. В иссле-
дованиях на грызунах показано, что входное сопротивление нейронов коры значи-
тельно снижается в процессе постнатального онтогенеза [12], что позволяет пред-
положить аналогичные изменения и для нейронов человека. Такие особенности
могут серьезно повлиять на механизмы избыточного возбуждения и аномальной
синхронизации в коре при эпилепсии, однако на сегодняшний день этот вопрос
остается открытым. В данной работе мы исследовали мембранные свойства нейро-
нов в височной коре пациентов с рефрактерной височной эпилепсией детского
возраста. Полученные данные помогут раскрыть особенности протекания этого за-
болевания у детей.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Пациенты
Исследование проводилось в соответствии с протоколом, одобренным этиче-

ской комиссией ФГБУ “Национальный медицинский исследовательский центр
им. В.А. Алмазова” Минздрава России, который был разработан, опираясь на Хель-
синкскую декларацию 1964 г. и ее последующие изменения. От родителей каждого
из включенных в исследование участников было получено информированное доб-
ровольное согласие. В исследование были включены данные, полученные по ре-
зультатам 4 операций (1 мальчик и 3 девочки, табл. 1). У всех пациентов была про-
диагностирована рефрактерная височная эпилепсия.

После смены двух или более режимов фармакотерапии, ни один из которых не
позволил купировать судорожные припадки, пациентам было рекомендовано хи-
рургическое удаление судорожного очага из височной коры. У пациента № 4 была
обнаружена структурная аномалия коры и гиппокампа, связанная с фармакорези-
стентными судорогами, поэтому хирургическое лечение было рекомендовано не-
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смотря на сравнительно малую длительность течения заболевания. Клиническое
гистологическое исследование послеоперационного материала выявило наличие
фокальной кортикальной дисплазии (ФКД) II или III типов у всех пациентов. По-
слеоперационное исследование включало получение МРТ (рис. 1), которое позво-
ляло задокументировать точную локализацию удаленного участка мозга.

Приготовление переживающих срезов мозга человека
Образцы тканей мозга были получены в ходе нейрохирургических операций по

удалению судорожного очага в височной доле у пациентов отделения детской
нейрохирургии Национального медицинского исследовательского центра
им. В.А. Алмазова. В процессе операции локализация патологических областей
уточнялась при помощи электрокортикографического (ЭКоГ) исследования. Па-
талогические очаги характеризовались генерацией спайк-волновой активности,
регистрируемой на ЭКоГ. Для минимизации гипоксического повреждения удаляе-

Рис. 1. Послеоперационный снимок МРТ у пациента 10 лет, прооперированного по поводу посттравма-
тической рефрактерной эпилепсии и ФКД IIIB типа. Стрелкой указана удаленная зона в переднем от-
деле левой височной доли.

AH

RFA

10 cm

Таблица 1. Данные о пациентах

№ Пол Возраст,
лет

Длительность
заболевания Лечение Удаленный участок

1 М 11 4 года Финлепсин,
Пантогам

Передние 2/3 правой височной до-
ли (4.3 × 3.7 × 3.1 см), гиппокамп

2 Ж 10 1 год Карбамазепин,
Конвулекс

Передние отделы левой височной 
доли на расстоянии 4 см от полюса

3 Ж 15 2 года Трилептал,
Левотирацетам,
Ламиктал

Левая височная доля, задне-лате-
ральные отделы нижней лобной 
извилины и верхне-передние от-
делы верхней теменной дольки

4 Ж 8 3 месяца Депакин,
Кеппра

Полюс левой височной доли на 
расстоянии 3.5 см от полюса



186 МАЛКИН и др.

мых участков коры хирург в процессе операции как можно дольше сохранял их
кровоснабжение, коагулируя питающие их сосуды лишь непосредственно перед
окончательным удалением. После удаления ткань мозга сразу помещали в охла-
жденную до 0°С искусственную спинномозговую жидкость (ИСМЖ, состав в мМ:
126 NaCl, 24 NaHCO3, 2.5 KCl, 2 CaCl2, 1.25 NaH2PO4, 1 MgSO4 и 10 D-глюкозы) и
транспортировали в нейрофизиологическую лабораторию, расположенную в Ин-
ституте эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН. Время
транспортировки составляло 30–60 мин. Срезы толщиной 300 мкм изготавлива-
лись на вибротоме Microm HM 650 V (Microm International GmbH, Вальдорф, Гер-
мания) в охлажденной ИСМЖ, непрерывно насыщаемой карбогеном (5% CO2 и
95% O2). После приготовления срезы помещались в ИСМЖ комнатной температу-
ры и инкубировались в течение 45 мин. Для экспериментов использовали от 5 до
10 срезов от одного пациента.

Приготовление переживающих срезов мозга крысы
Эксперименты проводили на самцах крыс Вистар в возрасте трех недель, кото-

рый примерно соответствует подростковому возрасту у человека [13]. Экспери-
ментальные процедуры проводились в соответствии с директивой Совета Европы
Directive 86/609/EEC и регламентом использования лабораторных животных в Ин-
ституте эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН, приня-
тым и утвержденным комиссией по биоэтике.

Крыс декапитировали, головной мозг быстро извлекали и помещали в раствор
Рингера, аэрируемый газовой смесью 95% О2 + 5% СО2. Коронарные срезы мозга
толщиной 350 мкм изготавливали аналогично описанной выше процедуре для сре-
зов мозга человека. Регистрацию проводили с пирамидных нейронов медиальной
префронтальной коры.

Электрофизиологическая регистрация
Электрофизиологическая регистрация свойств нейронов производилась мето-

дом локальной фиксации потенциала в режиме “целая клетка” в перфузируемой
камере для срезов при температуре 30°C и скорости перфузии 5 мл/мин. Нейроны
II–IV слоев височной коры визуализировали с использованием дифференциаль-
но-интерференционного контраста при помощи микроскопа Axioskop-2FS Plus
(Carl Zeizz AG, Оберкохен, Германия) и видеокамеры Sanyo VCB-3512P (SANYO
Electric Co., Ltd.; Moriguchi, Осака, Япония). Стеклянные электроды с сопротивле-
нием 2–4 МОм заполняли раствором следующего состава (в мМ): 135 глюконата
калия, 5 KCl, 5 NaCl, 5 EGTA, 10 HEPES, 4 АТФ-Mg и 0.3 ГТФ-Na, pH 7.25. Пас-
сивные и активные мембранные свойства изучали, анализируя ответы нейронов на
ступеньки тока длиной 1.5 с, подаваемые с интервалом в 3.5 с, в диапазоне ампли-
туд от –100 до +600 пА с шагом в 10 пА, что было достаточно для развития деполя-
ризационного блока во всех исследованных нейронах.

Сигналы регистрировали при помощи усилителя EPC8, оцифровывали с ча-
стотой 50 кГц с помощью аналогово-цифрового преобразователя (ЦАП/АЦП)
LIH 8 + 8 с использованием программного обеспечения PatchMaster 2 × 91 (HEKA
Elektronik GmbH, Людвигсхафен-ам-Райн, Германия). Коррекция последователь-
ного сопротивления в процессе записи не применялась.

Анализ данных
Электрофизиологические записи конвертировали в формат ABF при помощи

программного обеспечения Review 5.0.2 (Bruxton Corp., Сиэтл, Вашингтон, США)
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и анализировали при помощи самостоятельно разработанной программы, написан-
ной на языке программирования Python с использованием библиотек NumPy [14],
SciPy [15], pyqtgraph [16] и pyABF (https://swharden.com/pyabf/).

Для анализа характеристик потенциалов действия (ПД) использовали ПД, гене-
рируемые при токе реобазы, то есть при минимальном значении деполяризующего
тока, достаточного для генерации ПД. Анализировали такие параметры ПД, как
порог генерации, амплитуда, следовая деполяризация (СДП), амплитуды быстрой
и средней гиперполяризации, время до пика средней следовой гиперполяризации,
время нарастания, полуширина ПД и ширина ПД на уровне порога.

Порог определяли как точку, в которой значение первой производной от потен-
циала по времени (dV/dt) превышало порог в 5 мВ/мс. Амплитуду определяли как
пиковое значение, которого достигал мембранный потенциал при генерации ПД,
относительно порога. Амплитуду СДП рассчитывали как пиковое значение мем-
бранного потенциала на участке между пиками быстрой и медленной следовой ги-
перполяризации, относительно пика быстрой следовой гиперполяризации.

Амплитуду быстрой следовой гиперполяризации определяли как точку, в кото-
рой спад мембранного потенциала значительно замедлялся и становился медлен-
нее 5 мВ/мс. Пик средней следовой гиперполяризации замеряли в точке мини-
мального значения, которое принимал мембранный потенциал, относительно пика
быстрой следовой гиперполяризации. Время до средней следовой гиперполяриза-
ции измеряли между пиками быстрой и средней следовой гиперполяризации. Время
нарастания измеряли между 10% и 90% пиковой амплитуды ПД относительно порога.
Длительность (полуширину) ПД измеряли на половине его максимальной ампли-
туды.

Частотно-токовые характеристики нейронов сравнивали по: 1) току реобазы –
минимальный ток, вызывающий генерацию ПД; 2) минимальному току, вызываю-
щему максимальную частоту ПД; 3) минимальному току, вызывающему деполяри-
зационный блок ПД; 4) времени от начала подачи деполяризационного тока на
уровне реобазы до первого ПД; 5) максимальной частоте ПД; 6) максимальному
наклону частотно-токовой характеристики; 7) величине ранней и поздней частот-
ной адаптации.

Для каждого нейрона строили частотно-токовые характеристики – зависимость
частоты генерации ПД от амплитуды подаваемого тока. По этим кривым определя-
ли максимальную частоту генерации ПД, ток реобазы. Для определения макси-
мального наклона частотно-токовой кривой проводили аппроксимацию с помо-
щью функции Гомперца:

где a – верхняя асимптота (максимальная частота), b – смещение по оси x, c – темп
роста, e – число Эйлера.

Раннюю частотную адаптацию рассчитывали как соотношение второго межс-
пайкового интервала к первому, а позднюю – как отношение последнего интерва-
ла к первому.

Оценивали ряд пассивных мембранных свойств нейронов: потенциал покоя (ПП),
входное сопротивление (Ri) и мембранную константу (τ). Потенциал покоя изме-
ряли как среднее значение мембранного потенциала на пробеге с нулевым подава-
емым током. Ri рассчитывали как наклон линейной части вольт-амперной характе-
ристики для гиперполяризующих ступенек тока. Потенциал измеряли на отрица-
тельном пике в начале ступеньки. Мембранную константу рассчитывали как
параметр моноэкспоненциальной функции, с помощью которой аппроксимирова-
ли фазу нарастания потенциала в ответ на ступеньку тока величиной 20 пА.

− ∗− ∗= ∗ ,
c xb ey a e
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Статистический анализ
Статистический анализ производили с помощью скриптов, написанных на языке

программирования Python с использованием библиотек Pandas (https://pandas.py-
data.org/), Numpy и SciPy, для визуализации данных использовалась библиотека
Matplotlib [17]. Для сравнения трех групп использовали однофакторный дисперси-
онный анализ, с последующим использованием апостериорного теста Тьюки для
парных сравнений средних значений. Данные представлены как среднее ± стан-
дартная ошибка.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Процент нейронов, пригодных для регистрации, в срезах коры мозга человека
был относительно мал. Как правило, лучше выживали нейроны небольшого размера.
При выборе нейронов для регистрации преимущество отдавали нейронам пира-
мидной формы с апикальным отростком. Однако не во всех случаях удавалось ви-
зуально оценить наличие апикального отростка. Таким образом, выборка изучен-
ных нейронов может быть неоднородной и состоять как из возбуждающих пира-
мидных нейронов, так и тормозных интернейронов. Всего в исследование было
включено 26 нейронов человека. У всех включенных в анализ нейронов мембран-
ный потенциал покоя был не выше –50 мВ, и наблюдался овершут потенциала
действия.

Для сравнения электрофизиологических показателей мы включили в эту работу
записи ответов пирамидных нейронов коры крысы (n = 10), полученных на этой же
установке в сходных экспериментальных условиях.

Частотно-токовые характеристики нейронов
Примеры ответов нейронов человека и крысы на гиперполяризующий и деполя-

ризующий ток приведены на рис. 2. Вначале мы построили для каждого нейрона
частотно-токовые характеристики – зависимость частоты генерируемых ПД от ам-
плитуды деполяризующего тока. При небольших амплитудах тока наблюдается ли-
нейная зависимость между его силой и частотой спайков, при дальнейшем увели-
чении силы тока частота ПД стабилизируется, а затем наблюдается срыв генерации
ПД, и у нейрона развивается деполяризационный блок.

Мы обнаружили, что нейроны человека и крысы существенно различаются по
частотно-токовым характеристикам (рис. 2d). Для нейронов крысы максимальная
частота генерации спайков была ниже, однако срыв генерации ПД происходил при
большей силе тока, чем у нейронов человека.

Исследуемая популяция нейронов человека оказалась неоднородной по частот-
но-токовым характеристикам, поэтому мы подразделили нейроны человека на две
группы, одна из которых характеризовалась очень низким порогом деполяризаци-
онного блока ПД, а другая была способна генерировать ПД в более широком диа-
пазоне подаваемых токов. В качестве условной границы мы использовали ток в 200 пА.
Все нейроны, у которых деполяризационный блок развивался при амплитуде тока
выше 200 пА, отнесли к первому подтипу (H1), а те, у которых деполяризационный
блок развивался при меньших токах – ко второму подтипу (H2).

Для нейронов человека второго подтипа было характерно крайне быстрое нарас-
тание частоты генерации ПД при увеличении амплитуды деполяризующего тока.
Максимальный наклон частотно-токовой характеристики для этой группы нейро-
нов был значительно выше, чем для нейронов H1 и пирамидных клеток крысы (крыса:
5.5 ± 0.8 Гц/мкА (n = 10); H1: 8.0 ± 0.6 Гц/мкА (n = 9); H2: 26.3 ± 3.4 Гц/мкА (n = 17)).
При этом нейроны человека второго подтипа по этому параметру не отличались от
пирамидных клеток крысы (рис. 2, 3c).
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Ток реобазы был приблизительно одинаковым для обоих подтипов нейронов
человека и в несколько раз меньше, чем у пирамидных нейронов крысы (крыса:
146 ± 21 пА; H1: 27 ± 4 пА; H2: 21 ± 3 пА; рис. 3a). Максимальная частота генера-
ции ПД в обоих типах нейронов человека также была выше, чем в нейронах крысы
(крыса: 25 ± 2 Гц; H1: 52 ± 10 Гц; H2: 46 ± 5 Гц; рис. 3b). При этом амплитуды тока,
вызывающего генерацию ПД с максимальной частотой, были значительно ниже у
нейронов человека (крыса: 456 ± 57 пА; H1: 278 ± 17 пА; H2: 84 ± 10 пА; рис. 3d).

В основе повышения частоты генерации ПД может лежать снижение частотной
адаптации нейронов. Поэтому мы проанализировали величину ранней и поздней
частотной адаптации ПД (отношение второго межспайкового интервала к перво-
му, и последнего к первому соответственно). В обоих подтипах нейронов человека
поздняя частотная адаптация практически отсутствовала и была значительно ниже,

Рис. 2. Паттерны ответов и частотно-токовые характеристики нейронов коры мозга крысы и человека.
Репрезентативные примеры ответов нейронов крысы (а) и человека (b, c). Rat – пирамидный нейрон
крысы, H1 – нейрон человека из 1-й группы, H2 – нейрон человека из 2-й группы. (d) – частотно-токо-
вые характеристики двух подтипов нейронов человека (H1, n = 9; H2, n = 17), а также пирамидных кле-
ток медиальной префронтальной коры крысы (n = 10).
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чем в пирамидных клетках коры крысы (крыса: 2.00 ± 0.10; H1: 1.10 ± 0.10; H2:
1.20 ± 0.10; рис. 3g). В то же время ранняя адаптация была не выражена во всех изу-
ченных типах нейронов (рис. 3f). Таким образом, низкая частотная адаптация мо-
жет быть вовлечена в способность нейронов в эпилептических очагах височной ко-
ры человека генерировать ПД с высокой частотой.

Другими потенциальными факторами, опосредующими высокую возбудимость
нейронов человека, являются характеристики потенциалзависимых токов, опосре-
дующих различные фазы ПД, или особенности пассивных мембранных свойств
этих нейронов. Для оценки особенностей потенциалзависимых токов, мы приме-
нили анализ характеристик одиночных ПД, генерируемых при токе реобазы в изу-
ченных нейронах.

Рис. 3. Статистические данные по биофизическим свойствам нейронов человека и крысы. (a) – ток
реобазы, F2,33 = 42.7, p < 0.001; (b) – максимальная частота ПД, F2,33 = 5.0, p < 0.05; (c) – максимальный
наклон частотно-токовой характеристики, F2,33 = 18, p < 0.001; (d) – минимальный ток, вызывающий
максимальную частоту ПД, F2,33 = 43, p < 0.001; (e) – минимальный ток, вызывающий деполяризаци-
онный блок, F2,33 = 38, p < 0.001; (f) – ранняя частотная адаптация ПД, F2,33 = 2.7, p = 0.08; (g) – позд-
няя частотная адаптация ПД, F2,32 = 28, p < 0.001; * – p < 0.05, ** – p < 0.01 – различия между нейронами
человека и крысы; ## – p < 0.01 – различия между нейронами подтипов H1 и H2 (апостериорный тест
Тьюки).
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Характеристики потенциалов действия нейронов человека и крысы

Можно предположить, что высокая возбудимость нейронов человека может
быть связана с характеристиками потенциалзависимых токов, опосредующих раз-
личные фазы ПД, или с особенностями пассивных мембранных свойств этих ней-
ронов. Для оценки особенностей потенциалзависимых токов, мы применили ана-
лиз характеристик одиночных ПД, генерируемых при токе реобазы в изученных
нейронах. Примеры потенциалов действия нейронов из изучаемой выборки при-
ведены на рис. 4 (левые панели). Также мы построили фазовые диаграммы для этих
ПД, по которым проще сравнивать порог возникновения ПД и величину следовой
гиперполяризации (рис. 4, правые панели). Для нейронов человека характерны
более низкие пороги генерации ПД по сравнению с нейронами крысы (крыса:
‒36.6 ± 1.2 мВ; H1: –45.8 ± 2.0 мВ; H2: –47.3 ± 1.7 мВ; рис. 4, 5a).

Такое смещение порогов может быть обусловлено активацией потенциалзави-
симых Na+-каналов при более низком потенциале. Также в этих нейронах на-
блюдалась увеличенная амплитуда быстрой следовой гиперполяризации (крыса:

Рис. 4. Суперпозиции первых потенциалов действия, записанных при токе реобазы (слева) и фазовые
диаграммы этих же потенциалов действия (справа) для пирамидных клеток крысы (а), нейронов типа
H1 (b) и H2 (c).
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–6.3 ± 0.6 мВ; H1: –16.3 ± 1.2 мВ; H2: –16.2 ± 1.2 мВ; рис. 5c), тогда как средняя
следовая гиперполяризация в них практически не проявлялась (крыса: –6.0 ± 1.1;
H1: –1.7 ± 0.2; H2: –1.7 ± 0.3; рис. 4, 5d, 6). Быстрая следовая гиперполяризация,
опосредованная кальций-зависимыми K+-каналами большой проводимости (BK-ка-
налами), укорачивает межспайковые интервалы и приводит к повышению частоты
генерации ПД в ответ на деполяризацию мембраны нейрона [18, 19]. Таким обра-
зом, это может быть одним из механизмов, приводящих к повышению возбудимо-
сти нейронов в эпилептических очагах человека.

Также в нейронах человека 2-го подтипа наблюдалась следовая деполяриза-
ция, которая была не выражена в пирамидных клетках крысы и человека (крыса:
0.10 ± 0.10 мВ; H1: 1.0 ± 0.4 мВ; H2: 4.0 ± 1.2 мВ; рис. 5f). Другой особенностью ПД

Рис. 5. Статистический анализ свойств ПД у нейронов человека и крысы. (a) – порог генерации ПД,
F2,33 = 10.4, p < 0.001; (b) – амплитуда ПД, F2,33 = 5.7, p < 0.01; (c) – амплитуда быстрой следовой гипер-
поляризации, F2,33 = 22, p < 0.001; (d) – амплитуда средней следовой гиперполяризации, F2,31 = 15.3,
p < 0.001; (e) – время до пика средней следовой гиперполяризации, F2,31 = 1.7, p = 0.2; (f) – амплитуда
следовой деполяризации, F2,33 = 4.8, p < 0.05; (g) – полуширина ПД, F2,33 = 0.37, p = 0.7; (h) – время на-
растания ПД с 10% до 90% амплитуды, F2,33 = 4.23, p < 0.05; * – p < 0.05, ** – p < 0.01 – различия между
нейронами человека и крысы; ## – p < 0.01 – различия между нейронами подтипов Н1 и H2 (апостери-
орный тест Тьюки).
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нейронов человека 2-го подтипа была относительно медленная фаза нарастания
ПД. Время нарастания с 10 до 90% амплитуды ПД в этих нейронах было больше,
чем в пирамидных клетках крысы (крыса: 0.40 ± 0.10 мс; H1: 0.5 ± 0.2 мс; H2:
0.60 ± 0.10 мс; рис. 5h), при этом полуширина ПД для всех трех изученных типов
нейронов была одинакова (рис. 5g).

Пассивные биофизические мембранные свойства нейронов
Кроме параметров потенциалзависимых токов, опосредующих генерацию ПД,

повышенная возбудимость нейронов в эпилептических очагах в височной коре па-
циентов с рефрактерной височной эпилепсией может быть связана с особенностя-
ми их пассивных мембранных свойств. Поэтому мы провели анализ таких мем-
бранных свойств нейронов, как входное сопротивление, мембранная константа и
потенциал покоя.

Мы обнаружили, что нейроны человека, как правило, имели более высокое
входное сопротивление мембраны, чем у крысы, хотя достоверное отличие от пи-
рамидных клеток крысы наблюдалось только в нейронах 2-го подтипа (крыса:
149 ± 24 МОм; H1: 543 ± 70 МОм; H2: 1172 ± 133 МОм, рис. 7a). Входное сопротив-
ление определяет величину деполяризации, которой мембрана нейрона отвечает
на входящий ток определенной амплитуды, поэтому чем оно выше, тем более воз-
будимым должен быть такой нейрон.

Высокое входное сопротивление может быть связано с уменьшением площади
мембраны нейронов или со снижением плотности активных ионных каналов на
ней. Так, значительное снижение площади мембраны может происходить при от-
сечении части дендритного дерева нейрона при изготовлении срезов мозга. Оце-
нить площадь мембраны нейрона можно по ее емкости, которая влияет на мем-
бранную константу. Нейроны человека имели более высокую мембранную кон-
станту, чем пирамидные клетки коры крысы, что указывает на большую площадь
мембраны нейрона (крыса: 13.2 ± 1.8 с; H1: 26.1 ± 4.0 c; H2: 25.4 ± 3.3 c; рис. 7b).
Эти значения также хорошо соотносятся с литературными данными для нейронов
человека [11, 20–24] и крысы [9]. Это указывает на то, что усечение дендритного
дерева нейронов вряд ли является причиной их высокого наблюдаемого входного
сопротивления.

Основную проводимость, определяющую входное сопротивление мембраны
нейронов в покое, обеспечивают K+-каналы утечки, которые определяют потенциал

Рис. 6. Форма следовой гиперполяризации у нейронов человека и крысы. fAHP – быстрая следовая ги-
перполяризация; mAHP – средняя следовая гиперполяризация.
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покоя нейронов. Поэтому изменение плотности активных K+-каналов может при-
водить к смещению ионного баланса и влиять на потенциал покоя мембраны, од-
нако в обоих типах нейронов человека потенциал покоя не отличался от такового в
пирамидных клетках префронтальной коры крысы (рис. 7c) и соответствовал опуб-
ликованным ранее данным для нейронов человека [11, 23–25].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ходе данной работы были получены образцы ткани мозга от 4 пациентов с ре-
фрактерной височной эпилепсией детского возраста, а также от 4 крыс. В пережи-
вающих срезах, приготовленных из этих образцов, были зарегистрированы мем-
бранные свойства для 26 нейронов человека и 10 пирамидных клеток крысы. Ней-
роны человека по паттерну ответа на деполяризующий ток были разделены на два
электрофизиологических типа. Первый тип характеризовался медленным нараста-
нием частоты потенциалов действия при увеличении деполяризующего тока и ее
меньшими максимальными значениями. В нейронах второго типа наблюдалась
более выраженная следовая деполяризация после ПД, а время нарастания ПД было
больше, чем у первого типа. Также, нейроны второго типа в височной коре челове-
ка имели более высокое входное сопротивление. В отличие от ранее опубликован-
ных данных, входное сопротивление в зарегистрированных нейронах человека бы-
ло крайне высоким, в 4–10 раз выше, чем в пирамидных клетках крысы.

Методические ограничения
Ограничения на интерпретацию результатов данной работы накладывает гете-

рогенность материалов, вошедших в исследование. Образцы мозга были получены
от пациентов разного пола и возраста, с различной этиологией эпилепсии. По этой
причине, характеристики нейронов у разных пациентов могут быть неоднородны-
ми. В нашей работе мы выделили два электрофизиологических типа нейронов, но
связи между клиническими данными пациентов и свойствами их нейронов не на-
блюдалось, поэтому мы предполагаем, что такая классификация не связана с раз-
делением пациентов на две группы по каким-либо параметрам.

Методика приготовления переживающих срезов из послеоперационного мате-
риала также может быть источником определенной вариации в регистрируемых
свойствах нейронов. Во-первых, область коры, подлежащая удалению, выбирается
исходя из локализации эпилептического очага, и различается для каждого пациента.

Рис. 7. Статистический анализ пассивных мембранных свойств нейронов человека и крысы. (a) – вход-
ное сопротивление мембраны, F2,33 = 21.9, p < 0.001; (b) – мембранная константа, F2,31 = 4.5, p < 0.05;
(c) – потенциал покоя, F2,33 = 2.6, p = 0.09; * – p < 0.05, ** – p < 0.01 – различия между нейронами чело-

века и крысы; ## – p < 0.01 – различия между нейронами подтипов H1 и H2 (апостериорный тест Тьюки).
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Во-вторых, во время операции удаляемый участок подвергается механической де-
формации, воздействию высокой температуры от электрокоагулятора, а также не-
избежной ишемии. Все эти воздействия по возможности минимизируются в ходе
операции, но полностью избежать их невозможно. После удаления участок мозга
транспортируется в лабораторию для приготовления переживающих срезов, что
занимает 30–60 мин. Все это приводит к гибели нейронов в ткани мозга, и нейро-
физиологические эксперименты выполняются на популяции нейронов, которые
сохранили жизнеспособность в описанных условиях. Существует определенная ве-
роятность того, что полученная выборка нейронов не является репрезентативной,
так как различные типы нейронов обладают различной жизнеспособностью. Одна-
ко это вряд ли может объяснить такие наблюдаемые параметры нейронов, как вы-
сокое входное сопротивление и высокую частоту генерации ПД, поскольку нейро-
ны с описанными свойствами практически не встречаются в описанных выбор-
ках как для человека, так и для крысы, и вероятность того, что это результат
специфического отбора, крайне низка. Хотя большинство авторов использовали
при приготовлении срезов и транспортировке раствор на основе сахарозы [26–
30], а не ИСМЖ, в целом используемая нами методика приготовления пережива-
ющих срезов существенно не отличается от применяемой в других работах.

Особенности рефрактерной эпилепсии у детей

Всем пациентам, от которых были получены образцы ткани мозга в ходе данно-
го исследования, было рекомендовано хирургическое удаление судорожных очагов
для лечения рефрактерной височной эпилепсии. Применение такого метода счи-
тается оправданным в случаях, когда приступы оказываются устойчивы как мини-
мум к двум различным фармакологическим протоколам, и продолжают наносить
существенный ущерб качеству жизни пациента. Хирургическое лечение эпилепсии
в раннем возрасте обеспечивает более благоприятный прогноз для качества жизни
и умственного развития ребенка в дальнейшем [4]. На сегодняшний день в литера-
туре описан ряд потенциальных механизмов, которые могут приводить к фармако-
резистентности эпилептических судорог, в их числе генетический, транспортер-
ный, нейросетевой и ряд других [31]. Так, в ткани мозга пациентов с рефрактерной
эпилепсией показана увеличенная экспрессия P-гликопротеидов в клетках эндоте-
лия и астроцитах [32]. P-гликопротеиды обеспечивают транспорт различных фар-
макологических агентов, включая противосудорожные препараты, в кровь, снижая
таким образом проницаемость гематоэнцефалического барьера для этих веществ
[2]. Это может приводить к снижению концентрации противосудорожных препа-
ратов в ткани мозга ниже эффективной для подавления судорог, и развитию фар-
макорезистентности. Другим потенциальным механизмом являются вызванные
судорогами изменения свойств или распределения фармакологических мишеней
противоэпилептических препаратов [33]. Так, показано, что в нейронах височной
коры пациентов с судорогами, устойчивыми к карбамазепину, блокада открытых
Na+-каналов карбамазепином не наблюдалась, в отличие от пациентов, для кото-
рых этот препарат был эффективен [34]. В то же время, такие сведения имеются да-
леко не для всех препаратов, которые получали вошедшие в данное исследование
пациенты. Ранний возраст проявления рефрактерной эпилепсии может свидетель-
ствовать в пользу ее генетического механизма. Однако у большинства пациентов,
от которых в ходе данной работы были получены образцы ткани мозга, эпилепсия
носила приобретенный характер и была связана с такими факторами, как травма,
воспалительные заболевания и новообразования в мозге, поэтому общий генети-
ческий механизм для этих случаев кажется маловероятным.
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Электрофизиологические типы нейронов, выявленные в височной коре человека

Все зарегистрированные в височной коре человека нейроны мы разделили на
два электрофизиологических подтипа. В рамках данной работы не производилась
морфологическая реконструкция изученных нейронов, поэтому определить их
принадлежность к тому или иному морфологическому типу не представляется воз-
можным. Можно предположить, что одна из этих групп соответствует популяции
возбуждающих пирамидных клеток, а вторая представляет собой выборку различ-
ных нейронов других типов, вероятно, тормозных. У крыс свойства потенциалов
действия пирамидных клеток и интернейронов значительно различаются. Интер-
нейроны коры крыс демонстрируют более высокую частоту потенциалов действия
по сравнению с пирамидными клетками, а также более быструю кинетику ПД и
более выраженную следовую гиперполяризацию [35]. Аналогичные различия в
мембранных свойствах возбуждающих и тормозных нейронов наблюдаются и у
приматов, что показано для длиннохвостой макаки [36]. Ранее было показано, что
интернейроны в височной коре пациентов с височной эпилепсией также демон-
стрируют относительно высокую частоту генерации ПД и высокое входное сопро-
тивление по сравнению с пирамидными клетками в той же области [37]. В то же
время мы наблюдали высокую амплитуду следовой гиперполяризации и отсутствие
частотной адаптации в обоих типах исследованных нейронов, что не позволяет
уверенно соотнести эти две группы с теми или иными популяциями нейронов, из-
вестными по данным литературы. Вероятно, данные особенности связаны с фи-
зиологической незрелостью нейронов в мозге детей, из-за чего их свойства отлича-
ются от наблюдающихся у взрослых пациентов. Другим возможным объяснением
может быть то, что оба выделенных типа нейронов относятся к одному морфофи-
зиологическому типу, но различаются либо по подтипу, либо по физиологическо-
му состоянию, либо по степени зрелости. Для ответа на этот вопрос требуются
дальнейшие эксперименты с применением морфологической реконструкции ис-
следованных нейронов.

Нейроны в эпилептических очагах мозга человека обладают
высоким входным сопротивлением

В нейронах височной коры пациентов с рефрактерной эпилепсией мы наблюда-
ли крайне высокое входное сопротивление, в 4–10 раз выше, чем в пирамидных
клетках крысы. Данная особенность приводила к высокой возбудимости нейронов
в эпилептических очагах. Можно предположить, что высокая возбудимость нейро-
нов является особенностью патологического изменения ткани мозга в эпилептиче-
ских очагах, однако в ранее опубликованных работах, выполненных на послеопе-
рационном материале, полученном от больных с рефрактерной эпилепсией, она не
наблюдалась. Так, в работе Berg и соавт. был проведен кластерный анализ тран-
скриптомно-физиологических подтипов пирамидных нейронов в височной коре
человека и выделено пять различных подтипов, из которых один характеризовался
входным сопротивлением порядка 300 МОм, тогда как для остальных подтипов
пирамидных нейронов этот параметр имел значения около 100–150 МОм [26]. Ba-
nerjee и соавт. исследовали электрофизиологические свойства нейронов из обла-
стей с фокальной кортикальной дисплазией и сообщили о входном сопротивле-
нии, равном 174 ± 21 МОм [20]. Очень близкие к этим значения (153.2 ± 27.3 МОм)
наблюдались в нейронах 2–3-го слоев височной коры у взрослых пациентов с фар-
макорезистентной височной эпилепсией [21], а также с эпилепсией или опухолями
мозга [22]. Сравнение кортикальных нейронов крысы и человека и ранее выявляло
различия во входном сопротивлении, однако величина этих различий была либо
умеренной (63.8 ± 4.5 МОм у крысы и 86.1 ± 8.1 МОм у человека) [23], либо незна-
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чительной (38.8 ± 21.4 МОм у крысы и 43.3 ± 24.5 МОм у человека) [24]. Другой
возможной причиной для такой особенности является детский возраст вошедших
в исследование пациентов. Большинство опубликованных в литературе данных по-
лучено на образцах ткани взрослых пациентов. Tasker и соавт. в своей работе [11]
сообщают о величине входного сопротивления нейронов в образцах ткани мозга
детей порядка 70 МОм, что ниже, чем у зарегистрированных нами нейронов крысы.
Однако в этой работе применялась регистрация при помощи тонких внутрикле-
точных электродов. Ограничением такой методики является, с одной стороны, вы-
сокое последовательное сопротивление электродов, а с другой – значительный ток
утечки в точке контакта с мембраной, что приводит к занижению измеряемой ве-
личины входного сопротивления мембраны нейронов. Можно предположить, что
регистрируемые нами в нейронах височной коры значения входного сопротивле-
ния характерны именно для случаев эпилепсии детского возраста.

Нейроны человека демонстрировали высокую частоту потенциалов действия
Высокое входное сопротивление в нейронах коры мозга человека приводило к

повышению их возбудимости. Так, низкие по сравнению с нейронами крысы зна-
чения тока реобазы, тока максимальной частоты и тока, приводящего к деполяри-
зационному блоку, вероятнее всего, объясняются именно высоким входным со-
противлением. С другой стороны, нейроны человека демонстрировали такие осо-
бенности, как отсутствие частотной адаптации и высокая максимальная частота
ПД. Частотная адаптация ПД в нейронах связана с работой BK-каналов, а также
K+-каналов M-типа [38]. Таким образом, отсутствие частотной адаптации в нейро-
нах может быть связано либо с отсутствием в них данных каналов, либо с их дис-
функцией. Существуют сведения о связи наследственной дисфункции K+-каналов
M-типа с идиопатической эпилепсией [39]. Дисфункции BK-каналов могут приво-
дить к двигательным расстройствам [40], однако данных об их связи с эпилепсией
на сегодняшний день в литературе нет. Не исключено, что отсутствие этих каналов
в исследованных нейронах связано с их физиологическим подтипом, однако нам
кажется маловероятным, что пирамидные нейроны, составляющие около 80% по-
пуляции нейронов коры, практически не вошли в случайную выборку. Вероятнее
всего, как минимум значительная часть изученных нейронов являются пирамид-
ными клетками, демонстрирующими отсутствие частотной адаптации.

В нейронах височной коры человека, содержащей эпилептические очаги, для ПД 
характерны низкие пороги генерации и быстрая следовая гиперполяризация

Большинство зарегистрированных нами нейронов в височной коре человека де-
монстрировали низкие по сравнению с нейронами крысы пороги генерации ПД.
Порог генерации ПД определяется в первую очередь свойствами потенциалзави-
симых Na+-каналов в начальном сегменте аксона. Низкий порог генерации ПД
означает, что Na+-каналы открываются в ответ на меньшую деполяризацию мем-
браны, что должно приводить к гипервозбудимости нейрона. Экспрессия различ-
ных изоформ потенциалзависимых Na+-каналов меняется в ходе онтогенеза, а с
мутациями в изоформе Nav1.6 связаны различные патологии ЦНС, включая ре-
фрактерную височную эпилепсию [41]. Ранее в литий-пилокарпиновой модели на
крысах было показано повышение порогов генерации ПД в нейронах префрон-
тальной коры на первые сутки после вызванного введением пилокарпина судорож-
ного припадка [9]. Однако данные изменения относятся к острым последствиям
судорожного припадка и раннему периоду эпилептогенеза, поэтому могут отли-
чаться от изменений в эпилептизированном мозге. В работе Nomura и соавт., в ко-
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торой проводилось сравнение параметров ПД в нейронах крысы и пациентов с ви-
сочной эпилепсией, значимые различия между порогами генерации ПД в этих
нейронах не наблюдались, для крысы они составили –33.0 ± 1.9 мВ, для нейронов
в эпилептической височной коре с нормальной морфологией –31.1 ± 2.9 мВ и для
нейронов человека в областях с фокальной кортикальной дисплазией –44.4 ± 6.1 мВ
(p = 0.064) [42]. Таким образом, наблюдаемый нами негативный сдвиг порогов ге-
нерации потенциалов действия может быть свидетельством патологических изме-
нений в работе Na+-каналов, как наследственных, так произошедших вследствие
эпилептогенеза.

Другой характерной особенностью, выявленной нами в нейронах височной ко-
ры человека, является большая амплитуда быстрой следовой гиперполяризации,
тогда как средняя следовая гиперполяризация (mAHP) в этих нейронах практиче-
ски отсутствует. Можно предположить, что увеличение относительного вклада
средней фазы следовой гиперполяризации, за которую отвечают BK-каналы, вно-
сит вклад в гипервозбудимость нейронов за счет уменьшения межспайковых интер-
валов [18, 19]. С другой стороны, высокая амплитуда быстрой следовой гиперполя-
ризации характерна для интернейронов коры как у грызунов [35], так и у приматов
[36]. Однако, как говорилось выше, трудно предположить, что все исследованные
клетки являются интернейронами, поэтому данная особенность, вероятно, свиде-
тельствует о большом вкладе BK-каналов в следовую гиперполяризацию нейронов
человека в эпилептических очагах, что может приводить к повышению их возбуди-
мости.
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The Electrophysiological Properties of Cortical Neurons in the Epileptic Foci 
of Children with Refractory Temporal Lobe Epilepsy

S. L. Malkina, *, V. A. Khachatryanb, E. V. Fedorovb, and A. V. Zaitseva, b

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

bAlmazov National Medical Research Centre, St. Petersburg, Russia
*e-mail: adresatt@gmail.com

Temporal lobe epilepsy is a severe disorder of the central nervous system associated with an
imbalance of excitation and inhibition in the brain, manifested by recurrent seizures. Ap-
proximately 30% of patients with epilepsy are pharmacoresistant, meaning that existing
antiepileptic drugs can not completely control the seizures. One approach to treating re-
fractory epilepsy is to surgically remove the seizure foci, usually located in the temporal
cortex, hippocampus, or amygdala. This permits sustained remission in approximately
60–75% of cases. The study of morphological and functional features of neuronal net-
works in epileptic foci of patients with refractory temporal lobe epilepsy is necessary to un-
derstand the mechanisms of pathogenesis of this disease and to develop new approaches to
its treatment. This study analyzed the electrophysiological properties of temporal cortex
neurons obtained during surgical removal of epileptic foci in children with refractory tem-
poral lobe epilepsy. We compared them with the properties of pyramidal neurons of the rat
cortex. The biophysical membrane properties of the neurons in brain slices were investigat-
ed using the patch-clamp method. We found that human neurons are characterized by
much higher excitability than rat neurons. They generate action potentials in response to
minimal depolarization and maintain a high frequency of discharges. At the same time,
they are characterized by a high membrane input resistance. The identified biophysical
characteristics of neurons may underlie the pathological process leading to the generation
of pharmacoresistant seizures in children with temporal lobe epilepsy.

Keywords: temporal lobe epilepsy, pyramidal neuron, human, action potential, cortex
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