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Na+/K+-АТФаза обеспечивает поддержание потенциала покоя в нейроне и

трансмембранного градиента катионов K+ и Na+, воздействуя таким образом на

ионный транспорт и регулируя клеточный объем. Мутации генов Na+/K+-АТФазы,

ослабляющие ее функционирование, если не являются летальными, могут при-

водить к существенным нарушениям функционирования нервной системы, в

том числе к развитию эпилепсии. В разных классах нейронов экспрессируются

различные формы Na+/K+-АТФазы, различающиеся по своим характеристикам.

Поэтому ослабление функций Na+/K+-АТФазы может по-разному сказываться

на функционировании тормозных и возбуждающих нейронов. В данной работе

мы исследовали, какие электрофизиологические характеристики пирамидных

клеток и быстроразряжающихся интернейронов изменяются под действием ан-

тагониста Na+/K+-АТФазы уабаина и как он влияет на синаптическую передачу.

Мы выявили, что 5 мкМ уабаина деполяризует мембранный потенциал покоя

обоих типов нейронов, уменьшает амплитуду и увеличивает длительность потен-

циала действия пирамидных нейронов. У быстроразряжающихся интернейронов

уабаин уменьшал амплитуду следовой гиперполяризации. У обоих типов нейро-

нов понижался порог генерации потенциала действия и ток, при котором возни-

кает деполяризационный блок. Прочие электрофизиологические характеристи-

ки нейронов не менялись при добавлении уабаина. Кроме того, уабаин приводил

к быстрому ослаблению ГАМКергической передачи, при этом на возбуждающую

синаптическую передачу он не оказывал влияния. Эти новые данные об эффек-

тах действия уабаина на возбуждающие пирамидные нейроны и тормозные ин-

тернейроны помогают лучше понять механизм изменения баланса возбуждения

и торможения в нервных сетях при ослаблении функций Na+/K+-АТФазы.
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ВВЕДЕНИЕ

В клетках животных, в том числе нейронах, экспрессируется Na+/K+-АТФаза, обеспе-

чивающая градиент ионов натрия и калия внутри и снаружи клетки. Разница кон-
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центраций этих моновалентных ионов необходима для поддержания мембранного

потенциала покоя и реализации таких функций нейрона, как генерация потенциа-

ла действия, поддержание ионного гомеостаза, регуляция метаболизма, осмоса,

объема клетки и жизненного цикла [1, 2]. Na+/K+-АТФаза является и энзимом,

АТФазой, и ионной помпой. Она состоит из трех субъединиц – α, β и γ [3, 4]. Субъ-

единица α ответственна за ионный транспорт, содержит сайт связывания молеку-

лы АТФ и сайт фосфорилирования. Внеклеточный домен и переходная область

содержат сайты связывания специфического антагониста Na+/K+-АТФазы уаба-

ина и других кардиогликозидов, которые тормозят работу Na+/K+-ATФазы.

Субъединица β усиливает эффективность трансляции и стабильность α-субъеди-

ницы, а γ-субъединица влияет на аффинность для ионов Na+, K+ и молекулы

АТФ, на кинетику и транспорт, а также стабилизирует Na+/K+-АТФазу [3, 4].

В нейронах млекопитающих экспрессируются α1-, α3- и β2-субъединицы, тогда

как в глии – α1-, α2- и β1-субъединицы. Показано, что α-субъединицы различают-

ся по сродству к ионам Na+ и к уабаину. У крыс α1-изоформа Na+/K+-АТФазы об-

ладает необычно низким сродством к уабаину по сравнению с α2- или α3-изофор-

мами [5, 6]. Рассчитанные значения IC50 составляет >10 мкМ для α1- и только 10–

500 нМ для α2- и α3-изоформ [5]. Повышение внутриклеточной концентрации

ионов Na+ увеличивает активность Na+/K+-ATФазы, однако α3-изоформа имеет

более низкую аффинность к ионам Na+ – K0.5 = 25–50 мМ, для других изоформ

K0.5 = 10 мМ [4, 7, 8]. Таким образом, α3-изоформа будет подключаться при высо-

кой активности нейронов, наблюдаемой, например, при эпилептической активно-

сти. Предполагается, что α3-изоформа может преобладать в нейронах, которые

могут поддерживать высокую частоту разрядов [9, 10].

Нарушение функций Na+/K+-ATФазы в результате мутаций может приводить к

существенным нарушениям функций нервной системы и в том числе возникнове-

нию эпилепсии у человека [11–13]. У мышей линии Myk/+ мутация I810N, которая

делает неактивной α3-АТФазу, наблюдаются сложные парциальные и вторично-

генерализованные припадки, значительное снижение порога гиппокампальных

судорог in vitro, посттетаническая возбудимость гиппокампального пути СА3–СА1

и дегенерация нейронов в гиппокампе [14]. Однако конкретные молекулярные и

клеточные механизмы гипервозбудимости нейронных сетей при ослаблении функ-

ций Na+/K+-АТФазы требуют дальнейшего изучения.

Один из часто применяемых фармакологических подходов для изучения роли

Na+/K+-ATФазы – это использование ингибиторов Na+/K+-АТФазы. В срезах

сенсомоторной коры ювенильных крыс было показано, что как пирамидные клет-

ки, так и быстроразряжающиеся интернейроны деполяризуются на 3–10 мВ в от-

вет на 30-секундную перфузию дигидрубаина (100 мкM), частичного блокатора

Na+/K+-АТФазы [15]. Было выявлено, что ингибирование Na+/K+-АТФазы с по-

мощью дигидроуабаина не влияет на входное сопротивление нейронов. Основным

же открытием было то, что в состоянии покоя плотность тока, характеризующая

активность Na+/K+-АТФазы, быстроразряжающихся интернейронов была в 3–

7 раз выше, чем пирамидных нейронов. Плотность тока рассчитывалась как отно-

шение деполяризации, вызванной дигидроубаином, к входному сопротивлению и

емкости мембраны [15].

На первичной культуре нейронов коры крысы было показано, что Na+/K+-АТФаза в

основном колокализована с возбуждающими постсинапсами [16]. Было определе-

но наличие связи между α1-изоформой Na+/K+-АТФазы и GluA2-субъединицей

AMPA-рецептора. Также было показано, что спустя 1 ч после аппликации 50 мкМ
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уабаина уменьшается количество GluA1 на 56% и GluA2/3 на 80%. Уабаин приво-

дит также к долговременной депрессии AMPA-синаптической передачи.

Однако в настоящее время эффекты антагониста Na+/K+-АТФазы уабаина на

многие электрофизиологические свойства возбуждающих и тормозных нейронов

до сих пор не описаны. Поэтому в данной работе мы изучили эффект уабаина на

электрофизиологические свойства пирамидных клеток и быстроразряжающихся

интернейронов энторинальной коры, а также на синаптическую передачу.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Приготовление переживающих срезов энторинальной коры и гиппокампа
В эксперименте использовали взрослых мышей C57BL/6 (n = 16), а для оценки

коэффициента парных импульсов – 21-дневных крыс Вистар (n = 6). Животных

содержали в стандартных условиях (соотношение день/ночь составило 12 ч/12 ч,

температура 24 ± 4°С) со свободным доступом к корму и воде. Эксперименты вы-

полняли в соответствии с требованиями Комитета по биоэтике ИЭФБ РАН, разра-

ботанными на основе международных рекомендаций European Communities Council Di-

rective 1986 (86/609/EEC).

Метод приготовления горизонтальных срезов энторинальной коры и гиппокам-

па подробно описан ранее [17]. Кратко: после анестезии мышей (крыс) декапити-

ровали, затем быстро извлекали головной мозг и помещали его в охлажденную до

0°С низконатриевую искусственную спинномозговую жидкость (ИСМЖ), аэриру-

емую газовой смесью 95% O2 + 5% CO2, следующего состава (в мМ): 110 N-метил-

D-глюкамин, 2.5 KCl, 1.2 NaH2PO4, 10 MgSO4, 0.5 CaCl2, 25 NaHCO3, 25 D-глюкозы.

Срезы мозга толщиной 300 мкм нарезали на вибротоме MicromHM 650V (Ther-

moFisher Scientific, США) и помещали в аэрируемую ИСМЖ при 35°С. ИСМЖ со-

держала следующие компоненты (в мМ): 126 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 1 MgSO4,

2 CaCl2, 24 NaHCO3, 10 D-глюкозы.

Регистрация ответов нейрона методом патч-кламп “целая клетка”
Изготовленные срезы перемещали в перфузируемую камеру, нейроны глубоких

слоев энторинальной коры визуализировали с помощью микроскопа Nikon Eclipse

FN1 (Nikon, Япония), оснащенного водно-иммерсионным объективом (40×), оп-

тическим блоком для дифференциального контраста и цифровой камерой Grass-

hopper3 GS3-U3-23S6M-C (FLIR, США). Электрофизиологическую регистрацию

проводили с помощью усилителя HEKA EPC-10 USB (HEKA Electronic, Германия)

и программного обеспечения PatchMaster v2x90.4 (HEKA Electronic).

Запись активности нейрона энторинальной коры производили методом патч-

кламп “целая клетка” в режиме фиксации тока, постсинаптические токи записы-

вали методом патч-кламп “целая клетка” в режиме фиксации потенциала на –77 или

+3 мВ. Для записей в режиме фиксации тока использовался внутриклеточный ка-

лий-глюконатный раствор следующего состава (в мМ): 135 K-глюконат, 10 NaCl,

5 EGTA, 10 HEPES, 4 ATP-Mg и 0.3 GTP (pH был доведен до 7.25 с помощью KOH).

Для записей в режиме фиксации потенциала использовался цезий-метансульфо-

натный раствор (в мМ): 127 CsMeS, 10 NaCl, 5 EGTA, 10 HEPES, 6 QX314, 4 ATP-Mg

и 0.3 GTP (pH был доведен до 7.25 с помощью СsOH).

Критерии поиска пирамидных клеток и быстроразряжающихся интернейронов
Пирамидные клетки в глубоких слоях коры выбирали по следующим критери-

ям: тело нейрона пирамидальной формы, хорошо различим апикальный дендрит
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нейрона, а на ступеньку тока нейрон отвечает регулярными пачками потенциалов

действия с выраженной частотной адаптацией. Коэффициент адаптации (Cad),

рассчитываемый как отношение последнего межспайкового интервала в ответе на

ступеньку тока к первому, всех пирамидных нейронов в группе составлял не менее

1.6. Быстроразряжающиеся интернейроны отбирали по следующим критериям: те-

ло нейрона круглое или в виде вертикального овала, расположено преимуществен-

но в слоях 2–3 коры, дендритное дерево мультиполярное, а на ступеньку тока ней-

рон дает высокочастотный спайковый ответ без адаптации. Ширина спайка быст-

роразряжающегося интернейрона на полувысоте была не более 0.7 мс.

Электрофизиологические характеристики нейрона

Электрофизиологические свойства нейрона изучали с помощью протокола, со-

гласно которому подавали ступеньки гиперполяризующего и деполяризующего то-

ка нарастающей амплитуды и длительностью 1.5–2 с. Мембранный потенциал по-

коя (RMP) измеряли как средний мембранный потенциал нейрона при нулевой

ступеньке тока сразу после прорыва мембраны. Реобаза (Rb) – это минимальная

амплитуда тока, при которой генерируется потенциал действия, деполяризацион-

ный блок (DB) – это минимальный ток, при котором происходит срыв генерации

потенциалов действия. Входное сопротивление (Rin) рассчитывали как коэффи-

циент наклона вольт-амперной характеристики в интервале от –60 до 0 пА. Стаци-

онарная частота спайков определялась как число спайков за последнюю секунду

ответа на ступеньку тока, FRmax – это максимальная стационарная частота для

нейрона. Коэффициент адаптации спайков CAd рассчитывался как отношение по-

следнего межспайкового интервала к первому в записи с максимальной частотой

спайков. Порог генерации потенциала действия (VT) определялся как точка, где

прирост потенциала превышал значение 10 мВ/мс. Амплитуда, ширина и следовая

гиперполяризация измерялись для первого спайка при токе реобазы. Амплитуда

спайка (APA) определялась как разница между пиком и порогом, ширина спайка

(APD) измерялась на полувысоте, следовая гиперполяризация (AHP) рассчитыва-

лась как разница между порогом и минимальным потенциалом после спайка.

Тест парных импульсов

Два электрических импульса с амплитудой тока 50–150 мкА длительностью

100 мкс с интервалом 50 мс подавались посредством внеклеточного биполярного

нихромового электрода, установленного в глубоких слоях энторинальной коры.

В радиусе 100–200 мкм от стимулирующего электрода осуществлялась регистрация

постсинаптических токов пирамидного нейрона методом патч-кламп в конфигу-

рации “целая клетка” в режиме фиксации потенциала. Для анализа возбуждающих

постсинаптических токов потенциал удерживался на –77 мВ, для анализа тормоз-

ных – на +3 мВ. Амплитуда первого ответа измерялась как разница между базовой

линией и максимальным значением. Базовая линия определялась как среднее зна-

чение за последние 5 мс перед импульсом. В завершении рассчитывался коэффи-

циент парных импульсов (КПИ) как отношение средней амплитуды второго ответа

к средней амплитуде первого ответа.

Реактивы

Все реактивы, использованные в работе, были произведены компанией Sigma-

Aldrich (США). Для блокады Na+/K+-АТФазы использовался уабаин (5 мкМ).



1251ИНГИБИТОР Na+/K+-АТФАЗЫ УАБАИН

Статистическая обработка данных
Анализ первичных электрофизиологических данных производился с использо-

ванием программы Clampfit 10.5.2.6 (MolecularDevices, CША). Для статистической

обработки данных использовалась среда R-Studio2022.02.2 (R-ToolsTechnology, Ка-

нада). Нормальность распределения данных оценивалась по критерию Колмогоро-

ва–Смирнова. Эффект действия блокатора оценивался с помощью парного t-те-

ста. Все значения приведены как среднее ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

1. Влияние уабаина на электрофизиологические характеристики пирамидных нейронов 
и быстроразряжающихся интернейронов энторинальной коры мыши

Для того чтобы определить эффект ингибирования Na+/K+-АТФазы на элек-

трофизиологические свойства нейронов, были записаны ответы нейрона энтори-

нальной коры в срезах мозга взрослой мыши на ступеньки тока разной амплитуды

длительностью 2 с методом патч-кламп “целая клетка” в контрольных условиях

(раствор Рингера) и после аппликации уабаина (5 мкМ). Мы сравнили действие

ингибитора Na+/K+-АТФазы на возбуждающие и тормозные интернейроны.

В группу возбуждающих нейронов были включены пирамидные клетки с регуляр-

ной спайковой активностью (Pyr), а в группу тормозных нейронов – быстроразря-

жающиеся интернейроны (FS).

1.1. Уабаин деполяризует мембранный потенциал нейронов,
но не влияет на входное сопротивление мембраны

Входное сопротивление, определяемое как угол наклона вольт-амперной харак-

теристики (рис. 1), в контрольных условиях составило 175 ± 22 МОм (n = 8) для пи-

рамидных клеток и 271 ± 50 МОм (n = 5) для быстроразряжающихся интернейро-

нов. Уабаин 5 мкМ не повлиял на входное сопротивление обоих типов клеток (пар-

ный t-тест, Pyr: p = 0.16, n = 8; FS: p = 0.6, n = 5). Мембранный потенциал покоя

(RMP) пирамидных нейронов повысился на 5 мВ (p < 0.01), а FS интернейронов на

3 мВ (p < 0.05) под действием уабаина.

1.2. Характеристики паттерна потенциалов действия нейронов
Репрезентативные примеры спайковой активности нейронов в ответ на ступень-

ку тока приведены на рис. 2a, b. На рис. 2c, d отражены частотно-токовые кривые

этих нейронов соответственно. Пирамидные клетки энторинальной коры по сво-

им электрофизиологическим свойствам подразделялись на два класса, как было

показано ранее [18]: классические регулярно разряжающиеся нейроны с высоким

коэффициентом адаптации и нейроны с длительной задержкой потенциалов дей-

ствия. В среднем коэффициент адаптации (ISIlast/ISI1) для пирамидных клеток

составил 2.1 ± 0.3 (n = 7), а максимальная стационарная частота спайков 19 ± 4 Гц

(n = 8). Быстроразряжающиеся интернейроны обладали высокой частотой спайков

98 ± 15 Гц (n = 15) и слабой адаптацией 1.42 ± 0.05 (n = 7). Уабаин не изменил коэф-

фициент адаптации нейронов (парный t-тест, Pyr: p = 0.2, n = 7; FS: p = 0.14, n = 4,

рис. 2e), а максимальную частоту разрядов уменьшил у пирамидных клеток (Pyr:

p < 0.05; FS: p = 0.14, рис. 2f).

Ток, достаточный для генерации потенциала действия (ток реобазы, Rb), в кон-

трольных условиях был 91 ± 11 пА (n = 8) для пирамидных клеток и 73 ± 23 пА (n = 4)

для FS. Уабаин уменьшил ток реобазы быстроразряжающихся интернейронов, но

не изменил его для пирамидных клеток (рис. 2g, парный t-тест, Pyr: p = 0.2; FS: p < 0.05).
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При этом деполяризационный блок (DB) возникал при существенно меньшем то-

ке после ингибирования Na+/K+-АТФазы у обоих типов клеток (Pyr: p < 0.001; FS:

p < 0.01, рис. 2h). Таким образом, уабаин подействовал схожим образом на вход-

ные-выходные функции возбуждающих и тормозных нейронов, а именно сократил

диапазон передаточной функции.

1.3. Уабаин дифференциально изменяет форму потенциала действия
у пирамидных клеток и интернейронов

После применения уабаина, форма потенциала действия у пирамидных нейро-

нов существенно изменилась: полуширина увеличилась на 20% (парный t-тест, p < 0.001,

n = 8, рис. 3a, c), амплитуда уменьшилась на 15% (рис. 3d), порог генерации потен-

циала действия понизился после добавления уабаина на 1.5 мВ (рис. 3e), однако

следовая гиперполяризация не изменилась (рис. 3f). У быстроразряжающихся ин-

тернейронов (n = 5) мы не выявили значимых изменений полуширины и амплитуды

(рис. 3c–d), однако порог генерации потенциала действия понизился на 2.7 мВ

(рис. 3e), а следовая гиперполяризация уменьшилась на 5 мВ (рис. 3f). Таким обра-

зом, уабаин существенно изменяет форму спайков как пирамидного, так и быстро-

разряжающегося нейронов.

1.4. Влияние уабаина на синаптическую передачу

Для оценки влияния уабаина на синаптическую передачу мы применили метод

парной стимуляции. Сначала мы зарегистрировали вызванные синаптические то-

Рис. 1. Влияние уабаина (5 мкМ) на пассивные мембранные свойств пирамидных нейронов (Pyr) и

быстроразряжающихся интернейронов (FS) энторинальной коры. (a) – мембранный потенциал для

заданного значения тока определялся в начале действия тока, как показано на репрезентативном

примере. (b–c) – вольт-амперные характеристики пирамидных клеток (b) и быстроразряжающихся

интернейронов (c) в контроле (Ringer, кружок) и после добавления уабаина (Ouabain, треугольник).

Данные приведены как среднее значение ± стандартная ошибка. (d–e) – cтатистические данные для

входного сопротивления мембраны (Rin) и мембранного потенциала покоя (RMP), парный t-тест,

*p < 0.05, **p < 0.01.
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Рис. 2. Эффект уабаина на спайковую активность нейронов. (a–b) – репрезентативные примеры отве-

тов пирамидного (a) и быстроразряжающегося (b) нейронов на ступеньку тока в контрольных услови-

ях (Ringer) и после добавления уабаина. (c–d) – частотно-токовые кривые соответствующих нейро-

нов. (e–h) – cтатистические данные для коэффициента адаптации (CAd), максимальной стационарной

частоты разрядов нейрона (FRmax), тока реобазы (Rb) и деполяризационного блока (DB), парный

t-тест, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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ки в ответ на парную внеклеточную стимуляцию до и спустя 10 мин после апплика-

ции уабаина (5 мкM) в перфузирующий раствор. Регистрацию ответов проводили

при потенциале –77 мВ, что примерно соответствует потенциалу реверсии токов через

ГАМКа-рецепторы, и при потенциале +3 мВ, что примерно соответствует потенциалу

реверсии токов через ионотропные глутаматные рецепторы. Это позволило нам

Рис. 3. Уабаин изменяет форму спайка пирамидного (Pyr) и быстроразряжающегося (FS) нейронов.

(a) – пример первого спайка пирамидной клетки при токе реобазы в контроле (Ringer) и после добавле-

ния уабаина (Ouabain); (b) – для FS интернейрона аналогично (a); (c–f) – статистические данные для

электрофизиологических характеристик быстроразряжающихся интернейронов и пирамидных клеток

до и после добавления уабаина, длительность (APD) и амплитуда (APA) потенциала действия, порог ге-

нерации потенциала действия VT и следовая гиперполяризация (AHP) соответственно. Парный t-тест

*p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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проанализировать действие уабаина отдельно на возбуждающую и тормозную си-

наптическую передачу.

Мы не выявили значимого влияния уабаина на возбуждающую синаптическую

передачу при анализе вызванных ответов при –77 мВ, не было изменений ампли-

туды 1-го ответа (парный t-тест, n = 8, p = 0.4) или КПИ (p = 0.14, рис. 4). Однако

применение уабаина привело к уменьшению амплитуды первого ответа на 47% (p < 0.01,

n = 7), когда регистрация осуществлялась при +3 мВ. КПИ уменьшился на 22%

(p < 0.05). Эти данные показывают, что ГАМКергическая синаптическая передача

ослабляется при ингибировании Na+/K+-АТФазы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе с помощью антагониста Na+/K+-АТФазы уабаина был выявлен

ряд изменений в электрофизиологических характеристиках возбуждающих и тор-

мозных нейронов, а также обнаружено ослабление ГАМКергической, но не глута-

матергической синаптической передачи. Эти данные могут помочь лучше понять

механизмы нарушений баланса возбуждения и торможения в нейронных сетях,

Рис. 4. Тест парных импульсов указал на депрессию тормозной синаптической передачи под действием

уабаина. (a) – примеры токов, вызванных двумя электрическими ступеньками, репрезентативного ней-

рона при фиксации потенциала на уровне –77 мВ (EPSC) в контрольных условиях (Ringer) и после до-

бавления уабаина; (b) – аналогично для тормозных постсинаптических токов (IPSС) при фиксации по-

тенциала на +3 мВ. (c–d) – статистические данные для амплитуды первого ответа и коэффициента пар-

ных импульсов (КПИ, PPR) соответственно. * p < 0.05, ** p < 0.01.
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выявленные при ослаблении функции Na+/K+-АТФазы в результате мутаций.

Следует, однако, подчеркнуть, что данное исследование имеет определенное огра-

ничение, которое необходимо учитывать при интерпретации полученных резуль-

татов. Описанные в данной работе изменения относятся к быстро развивающимся

реакциям нейронов на блокаду Na+/K+-АТФазы, все они были зарегистрированы

в течение 10–15 мин после воздействия уабаина. Так как уабаин может влиять на

внутриклеточный сигналинг, регулируя различные клеточные функции [19, 20],

мы не можем уверенно говорить о том, что эти изменения являются стабильными

во времени.

В данной работе мы сравнили эффекты уабаина на быстроразряжающиеся ин-

тернейроны и пирамидные клетки. Уабаин обладает разной аффинностью к α1- и

α3-изоформам Na+/K+-АТФазы [5, 6]. Ранее также было показано, что α1- и α3-изо-

формы Na+/K+-АТФазы неравномерно распределены между различными классами ней-

ронов в разных отделах нервной системы [6, 21–23]. Например, в гиппокампе и коре

основной α3-экспрессирующей популяцией являются парвальбумин-содержащие

интернейроны [9, 23]. Так, Murata и соавт. изучили распределение изоформ α-субъеди-

ницы Na+/K+-АТФазы в разных типах клеток, оценив экспрессию матричной

РНК генов Atp1a1, Atp1a2, и Atp1a3. В парвальбумин-положительных интернейро-

нах гиппокампа и соматосенсорной коры авторы зарегистрировали низкий уровень

экспрессии гена α1-субъединицы и высокий уровень α3-субъединицы [23]. Richards

и соавт. использовали уабаин в разных концентрациях, чтобы определить распреде-

ление α-изоформ по разным типам клеток субикулума. Авторы показали с помощью

фармакологических и иммунногистохимических методов, что α1-изоформа чаще

присутствует в пирамидных клетках субикулума, а α3-изоформа – в GAD-65 интер-

нейронах [22]. Большинство парвальбумин-содержащих интернейронов коры голов-

ного мозга относится к быстроразряжающимся интернейронам, а быстроразряжаю-

щиеся интернейроны обычно являются парвальбумин-позитивными [24–26].

В этой работе мы использовали концентрацию уабаина 5 мкМ, которая полно-

стью подавляла активность α2- или α3-изоформ Na+/K+-АТФазы, но, вероятно,

относительно слабо воздействовала на α1-изоформу Na+/K+-АТФазы [5]. Учиты-

вая это, мы предполагали, что эффект уабаина на электрофизиологические свой-

ства быстроразряжающихся интернейронов будет более выраженным по сравне-

нию с его действием на пирамидные клетки. Наши предположения, однако, полу-

чили лишь частичное подтверждение. Согласно полученным данным, уабаин не

влияет на входное сопротивление ни пирамидных нейронов, ни быстроразряжаю-

щихся интернейронов энторинальной коры взрослой мыши. К такому же выводу

пришли Anderson и соавт. [15], изучив эффект дигидроуабаина на пирамидные

клетки и быстроразряжающиеся интернейроны сенсомоторной коры ювенильных

крыс. Однако в другом исследовании отмечалось, что кардиогликозиды строфан-

тидин и дигидроуабаин увеличивали входное сопротивление пирамидных нейро-

нов CA1 гиппокампа на 12% [27]. В этой же работе авторы определили, что кардио-

гликозиды деполяризовали мембранный потенциал покоя пирамидных нейронов

на 6 мВ. Согласно нашим данным, уабаин деполяризует пирамидные нейроны эн-

торинальной коры на 5 мВ, а быстроразряжающиеся интернейроны на 3 мВ, что,

вероятно, отражает электрогенную составляющую мембранного потенциала по-

коя. Согласно расчетам Dobretsov и Stimers от 9 до 45% значения мембранного по-

тенциала покоя обусловлено электрогенной активностью Na+/K+-АТФазы [10].

При действии уабаина уменьшился ток реобазы интернейронов и максимальная

частота спайков пирамидных клеток, а также уменьшилось значение тока, при ко-

тором происходит деполяризационный блок у обоих типов клеток. Порог генера-

ции потенциала действия также понизился у обоих типов клеток. Кроме того, уаба-
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ин уменьшал амплитуду и увеличивал ширину спайка пирамидного нейрона, а так-

же уменьшал следовую гиперполяризацию быстроразряжающегося интернейрона.

В целом, уабаин сильнее повлиял на форму спайка пирамидной клетки, чем быст-

роразряжающихся интернейронов. Эти изменения электрофизиологических ха-

рактеристик нейронов могут быть обусловлены несколькими причинами. Помимо

частичной деполяризации мембраны, блокада Na+/K+-АТФазы ведет к изменению

активности других ионных каналов и транспортеров в нейронах коры головного

мозга и гиппокампа. Например, было показано, что блокада Na+/K+-АТФазы мо-

жет нарушать активность Na+/Ca2+-обменника по следующему механизму. Ингиби-

рование Na+/K+-АТФазы приводит к повышению уровня Na+ в цитоплазме, что ре-

версирует работу Na+/Ca2+-обменника. Повышение внутриклеточной концентра-

ции Ca2+ вызывает высвобождение Ca2+ из внутриклеточных кальциевых депо, что

приводит к дальнейшему увеличению уровня этого катиона в цитоплазме [28, 29].

Так как используемая нами концентрация уабаина подавляла в большей степени

α3-изоформу Na+/K+-АТФазы по сравнению с α1-изоформой, то и эффект уабаи-

на должен проявляться в условиях, когда преобладает активность α3-изоформы.

Так как α3-изоформа имеет низкую аффинность к ионам Na+ – K0.5 = 25–50 мМ

[4, 7, 8], то эта изоформа Na+/K+-АТФазы эффективно работает при высокой ак-

тивности нейронов. Поэтому при пачечной активности нейронов в условиях ча-

стичной блокады Na+/K+-АТФазы повышение внутриклеточного кальция может

оказаться более существенным, и нарушения кальций-зависимых механизмов в

нейроне могут быть более выраженными. Эти причины могут обуславливать более

раннее возникновение деполяризационного блока у нейронов при действии уабаи-

на. Аналогичный механизм может лежать в основе изменений синаптических функ-

ций, так как выделение медиатора – это кальций-зависимый процесс [30]. Кроме то-

го, описан еще один интересный механизм взаимодействия Na+/K+-АТФазы и

ионотропных глутаматных рецепторов. Так как активация AMPA- и NMDA-рецеп-

торов приводит ко входу в клетку катионов Na+, то это может усиливать работу

Na+/K+-АТФазы. Логично предположить наличие взаимодействия между этими

рецепторами и Na+/K+-АТФазой. Интересно, что Na+/K+-АТФаза в изобилии при-

сутствует в синаптических участках и колокализована с AMPA-рецепторами [16]. Уа-

баин может нарушать это взаимодействие, что скорее всего будет особенно сильно

проявляться при пачечной активности нейронов. Однако в данной работе эти из-

менения экспериментально не изучались.

Ослабление функций Na+/K+-АТФазы может сопровождаться развитием эпи-

лепсии у человека [11–13], тогда как положительная модуляция функциональной

активности Na+/K+-АТФазы, согласно численным расчетам на математической

модели Эпилептор-2 [31], может оказывать противоэпилептический эффект. Наша

экспериментальная работа показывает, что частичная блокада Na+/K+-АТФазы

действительно вызывает существенное изменение электрофизиологических харак-

теристик, приводящих к повышению возбудимости нейронов в энторинальной ко-

ре и смещающих баланс возбуждения и торможения в нейронных сетях. Эти дан-

ные позволяют лучше понять механизмы эпилептизации мозга при ослаблении

функций Na+/K+-АТФазы.
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The Na+/K+-ATPase Inhibitor Ouabain Has Different Effects on the Electrophysiological 
Properties of Excitatory and Inhibitory Neurons in the Entorhinal Cortex E

E. Yu. Proskurinaa, b, *, D. S. Sinyakb, and A. V. Zaitsevb

aAlmazov National Medical Research Centre, Saint Petersburg, Russia
bSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of RAS, Saint Petersburg, Russia

*e-mail: elena.yu.proskurina@gmail.com

Na+/K+-ATPase maintains the neuron’s resting potential and the transmembrane gra-

dient of K+ and Na+ cations, thus regulating ion transport and cellular volume. Muta-

tions in Na+/K+-ATPase genes that impair its function can cause significant impair-

ments in the nervous system function, including the development of epilepsy, if not le-

thal. Different forms of Na+/K+-ATPase are expressed in various classes of neurons and

exhibit different characteristics. Thus, the impaired function of Na+/K+-ATPase may

differentially affect the functioning of inhibitory and excitatory neurons. This study aims

to determine the effects of the Na+/K+-ATPase antagonist ouabain on the electrophysi-

ological characteristics of pyramidal cells and fast-spiking interneurons, as well as its im-

pact on synaptic transmission. The results indicate that exposure to 5 μM ouabain results

in depolarization of the resting membrane potential by 5 mV, as well as decreased ampli-

tude and increased duration of the action potential of pyramidal neurons. Furthermore,

ouabain caused a decrease in the amplitude of afterhyperpolarization in fast-spiking

interneurons. Moreover, both types of neurons exhibited a decrease in the threshold of

action potential generation and the current at which depolarization block occurs. The

addition of ouabain did not alter other electrophysiological characteristics of neurons.

Furthermore, ouabain rapidly attenuates GABAergic transmission without affecting

excitatory synaptic transmission. These new findings on the effects of ouabain on excit-

atory pyramidal neurons and inhibitory interneurons contribute to the understanding of

the mechanism underlying changes in the balance of excitation and inhibition in neural

networks under Na+/K+-ATPase function impairment.

Keywords: ouabain, Na+/K+-ATPase, entorhinal cortex, pyramidal neurons, fast-spiking

interneurons, action potential
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