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Эпилептоподобная активность в переживающем срезе головного мозга – резуль-
тат сложной интеграции возбуждающих и тормозных синаптических сигналов.
Временной паттерн активации различных синаптических проводимостей в ходе
интериктальных разрядов позволяет описать закономерности работы нейронной
сети при эпилептоподобных состояниях и проанализировать влияние различных
фармакологических агентов на нее. Существующие методы оценки синаптиче-
ских проводимостей, как правило, исходят из предположения линейности вольт-
амперных характеристик (ВАХ) ответов нейрона и позволяют оценить вклад в
постсинаптический ответ двух типов проводимостей – возбуждающей и тормоз-
ной без выделения вклада специфических типов синаптических рецепторов. В
данной работе описаны теоретические основы методики оценки постсинаптиче-
ских проводимостей сразу трех типов ионотропных рецепторов (AMPA-,
NMDA- и ГАМКа-типа), активирующихся в ходе интериктальных разрядов в эн-
торинальной коре. Предлагаемый алгоритм использует различия формы ВАХ
этих рецепторов для оценки их вкладов в постсинаптический ответ нейрона и
предполагает применение метода патч-кламп в конфигурации “целая клетка” в
режиме фиксации потенциала. Применение методики продемонстрировано на
примере нескольких моделей эпилептоподобной активности. Было проведено
сравнение временного течения синаптических проводимостей в ходе интерик-
тальных разрядов, генерируемых при полном сохранении ГАМКа-рецептор-опо-
средованной проводимости и при ее частичной блокаде с помощью антибиотика
цефепима или бикукуллина. Показано, что несмотря на то, что цефепим являет-
ся антагонистом ГАМКа-рецепторов, их суммарная проводимость на поздних
этапах интериктального разряда значительно повышается по сравнению с моде-
лью, в которой данный тип рецепторов не блокировался, или в которой исполь-
зовался другой конкурентный антагонист – бикукуллин. Таким образом, пред-
лагаемая методика позволяет выявлять тонкие различия временного течения
трех типов синаптических проводимостей и позволяет продемонстрировать раз-
личия проэпилептических эффектов блокаторов ГАМКа-рецепторов.
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При эпилептической активности в нейронной сети синхронно активируются
глутаматергические и ГАМК-ергические нейроны. При этом каждый отдельный
нейрон получает различные синаптические входные сигналы и отвечает на эти вход-
ные сигналы определенным паттерном генерации потенциалов действия (ПД) [1, 2].
В ходе электрофизиологических экспериментов имеется возможность единовре-
менно отслеживать только небольшое количество параметров активности нейро-
нов. Так, регистрация полевого внеклеточного потенциала позволяет регистриро-
вать усредненную по популяции нейронов спайковую активность или постсинап-
тический ответ [3, 4]. Регистрация мембранного потенциала с помощью острого
микроэлектрода [5], либо патч-кламп регистрация в конфигурации “целая клетка”
в режиме фиксации тока [1, 6, 7] или в конфигурации “на клетке” в режиме фикса-
ции напряжения [8] позволяют регистрировать спайковую активность одного за-
действованного в генерации эпилептических разрядов нейрона. Патч-кламп реги-
страция в режиме фиксации напряжения позволяет регистрировать синаптиче-
ский входной сигнал, получаемый нейроном [1, 7, 9]. При этом сигналы различной
модальности требуют различных условий для своей регистрации. Таким образом,
чтобы полностью описать нейронную активность требуется одновременная реали-
зация нескольких методических подходов, не всегда совместимых в рамках одного
эксперимента. В связи с этим возникает задача разработки методик, позволяющих
одновременно рассматривать несколько аспектов активности сети.

В исследованиях на переживающих срезах головного мозга задача оценить вклад
возбуждающих и тормозных синаптических входов в ходе стереотипных событий в
нервной сети возникает довольно часто. В исследованиях эпилепсии in vitro такая
оценка необходима при анализе механизмов интериктальных и иктальных разря-
дов [10]. Во время этих разрядов реализуется довольно сложный паттерн активно-
сти ГАМК- и глутаматергических нейронов. Вклады ионотропных рецептов ГАМК
и глутамата в постсинаптический ток в ходе эпилептического разряда в первом
приближении отражают активность соответственно тормозных интернейронов и
пирамидных нейронов. Величины соответствующих вкладов также отражают сте-
пень синхронизации этих популяций в ходе разряда. Таким образом, подробное
описание временной динамики синаптических проводимостей разных типов в ходе
этих разрядов позволяет делать выводы о механизмах их возникновения и режимах
работы нейронной сети в ходе патологической активности [11]. При этом примене-
ние фармакологической блокады ионотропных рецепторов с целью изолировать ин-
тересующий компонент ответа не представляется возможным (либо ограничено
только теми антагонистами, которые могут действовать изнутри клетки в ходе реги-
страции методом патч-кламп [8]), поскольку фармакологическое воздействие может
видоизменить или остановить эпилептоподобную активность in vitro [2]. В связи с
этим наибольший практический интерес представляют численные методы оценки
синаптических проводимостей, использующие непосредственно измеряемые в хо-
де электрофизиологических экспериментов характеристики нейрона (мембран-
ный потенциал или ток) [10, 12–16].

Применявшиеся ранее методы оценки синаптических проводимостей в ходе
эпилептиформных разрядов используют различия потенциалов реверсии ионных
токов через глутаматные и ГАМКа-рецепторы [10, 12]. Основной принцип метода
заключается в вычислении искомых проводимостей, исходя из экспериментально
определенных значений потенциала реверсии синаптического ионного тока и об-
щей проводимости мембраны. Данный подход исходит из предположения линей-
ности ВАХ мембраны в ходе синаптического ответа и позволяют оценить всего два
компонента – возбуждающий и тормозный. Ранее нами было продемонстрировано,
что предположение линейности ВАХ мембраны может приводить к значительным
ошибкам определения проводимостей в ряде экспериментальных ситуаций [1, 15].
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Наиболее значимым источником ошибки является проводимость NMDA-рецепто-
ров, имеющая выраженную зависимость от мембранного потенциала. В данной
статье приводится описание и теоретическое обоснование методики, которая мо-
жет быть применена для одновременной оценки проводимости сразу трех типов
постсинаптических ионотропных рецепторов (AMPA, NMDA и ГАМКа типов),
активируемых в ходе спонтанных интериктальных разрядов. Основным принци-
пом предлагаемого анализа является разделение компонент постсинаптического
ответа, используя различие ВАХ ионных каналов, задействованных в нем. Возмож-
ности методики проиллюстрированы на трех моделях эпилептоподобной активно-
сти in vitro, в каждой из которых в энторинальной коре возникают стереотипные
залпы синхронизованной активности нейронов. Стереотипность регистрируемых
событий делает возможным их накопление при разных условиях регистрации, на-
пример, позволяет осуществить запись синаптической активности в ходе этих раз-
рядов при фиксации мембранного потенциала на нескольких значениях. Предла-
гаемый подход позволяет формализовать оценку проводимости трех основных ти-
пов постсинаптических ионотропных рецепторов в ходе интериктального разряда
в рамках одного эксперимента методом патч-кламп. При этом для его реализации
не требуется использование фармакологических препаратов (антагонистов ионо-
тропных рецепторов), способных нарушить процесс генерации эпилептиформной
активности. Применение описываемого подхода позволяет сравнить свойства ин-
териктальных разрядов в различных моделях эпилептической активности и вы-
явить особенности влияния на них цефалоспоринового антибиотика цефепима.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изготовление переживающих срезов энторинальной коры головного мозга крысы
Исследование проводилось на нейронах глубоких слоев энторинальной коры

головного мозга крыс линии Вистар (возраст – 21 день). Все экспериментальные
процедуры проводились в соответствии с директивой Совета Европы 86/609/EEC
и регламентом использования лабораторных животных ИЭФБ РАН, принятым и
утвержденным комиссией по биоэтике.

Методика изготовления переживающих срезов была описана ранее [1]. Крыс уби-
вали декапитацией. Головной мозг быстро извлекался и помещался в искусственную
спинномозговую жидкость (ИСЖ), аэрируемую газовой смесью 95% О2 + 5% СО2.
ИСЖ использовалась на всех стадиях приготовления срезов и имела следующий
состав (в мМ): NaCl 126, KCl 2.5, NaH2PO4 1.25, MgSO4 1, CaCl2 2, NaHCO3 24 и
декстроза 13.

С помощью вибротома Microm HM650V (Thermo Fisher Scientific, США) изго-
тавливались горизонтальные срезы головного мозга крысы толщиной 350 мкм, со-
держащие энторинальную кору и гиппокамп. Далее срезы оставлялись при ком-
натной температуре в емкости с аэрируемой ИСЖ на 1.5 ч для адаптации.

Патч-кламп регистрация
Изготовленные срезы перемещались в перфузируемую камеру, нейроны глубо-

ких слоев медиальной энторинальной коры визуализировались с помощью микро-
скопа (Zeiss Axoscop 2, Германия), оснащенного объективом с водной иммерсией
(×40), оптическим блоком для дифференциального контраста и цифровой камерой
(Grasshopper 3 GS3-U3-23S6M-C, FLIR Integrated Imaging Solutions Inc., США).

Регистрация синаптических токов во время эпилептоподобных разрядов прово-
дилась с нейрона в конфигурации “целая клетка” в режиме фиксации напряжения
с помощью патч-кламп усилителя (Модель 2400, AM-Systems, США), аналого-
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цифрового преобразователя NI USB-6343 (National Instruments, США) и про-
граммного обеспечения WinWCP 5 (SIPBS, Великобритания). Данные фильтрова-
лись на 10 кГц и записывались с той же частотой дискретизации. Регистрация велась
при температуре 30С и скорости перфузии камеры со срезом равной 5–7 мл/мин.

Патч-пипетки были изготовлены на пуллере Sutter P-1000 (Sutter Instrument,
США) из трубочек боросиликатного стекла с наружным диаметром 1.5 мм и внут-
ренним диаметром 0.86 мм. Пипетки заполнялись раствором состава (в мМ): цезий-
метансульфонат (CsMeSO4) 127, NaCl 10, EGTA 5, HEPES 10, QX314 6, АТФ-Mg 4,
ГТФ 0.3 и имели сопротивление 3–3.5 МОм. Согласно описанной ранее методике
[17] был измерен потенциал на границе раздела пипеточного и внеклеточного рас-
творов (liquid junction potential, LJP), который составил –7 мВ, он был учтен при
обработке данных. За исключением периодов регистрации эпилептоподобной ак-
тивности большую часть времени потенциал на мембране фиксировали на –27 мВ.

Величину последовательного сопротивления (Rseries) отслеживали в ходе экспе-
римента, и в выборку включали нейроны, у которых величина последовательного
сопротивления не превышала 20 МОм и не изменялась в течение записи более, чем
на 30% от начального значения.

Модели острого судорожного состояния in vitro

1) 4-аминопиридиновая модель (Модель 1)

В этой модели для вызова эпилептоподобной активности в срезе энторинальной
коры использовался внеклеточный раствор следующего состава (в мМ): NaCl 120,
KCl 8.5, NaH2PO4 1.25, MgSO4 0.25, CaCl2 2, NaHCO3 24, глюкоза 13 (проэпилепти-
ческий раствор). В целях ускорения развития эпилептоподобного состояния в сре-
зе энторинальной коры в раствор добавлялся 4-аминопиридин (4-АП, 0.05 мМ).
Основные особенности эпилептоподобной активности в этой модели проиллю-
стрированы на рис. 1. Подробное описание режимов работы нейронной сети энто-
ринальной коры в ходе эпилептоподобных состояний для 4-аминопиридиновой
модели приводилось нами ранее [1, 18–20].

2) Цефипимовая модель (Модель 2)

В этой модели (рис. 2А) использовался проэпилептический раствор аналогично-
го состава без 4-АП, но с добавлением антагониста ГАМКа-рецепторов цефепима
(4 мМ) – цефалоспоринового антибиотика, являющегося слабым конкурентным
антагонистом ГАМКа-рецепторов [21–24]. Используемая концентрация цефепима
приводит к 70–80%-ному блоку вызванного экстраклеточной стимуляцией тор-
мозного постсинаптического тока (вТПСТ) [24].

3) Бикукуллиновая модель (Модель 3)

В этой модели (рис. 2Б) в проэпилептический раствор указанного состава добав-
ляли другой конкурентный антагонист ГАМКа-рецепторов – бикукуллин (2 мкМ).
Применение данной концентрации бикукуллина приводит к такому же по величи-
не блоку вТПСТ, что и 4 мМ цефепима.

Реактивы

Если не указано иначе, все реактивы, использованные в работе, были произве-
дены компанией Sigma-Aldrich, США.
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Анализ данных и статистика
Анализ данных и оценка синаптических проводимостей производились в среде

Wolfram Mathematica 10 (Wolfram Research, США). Статистический анализ был вы-
полнен с использованием SigmaPlot 14 (Systat Software Inc, США). Нормальность
распределения выборочных данных оценивалась по критерию Колмогорова–

Рис. 1. Характерный пример записи синаптической активности в энторинальной, вызванной перфузи-
ей среза раствором с повышенной концентрацией ионов калия (8.5 мМ), сниженной концентрацией
ионов магния (0.25 мМ) и добавлением хемоконвульсанта 4-аминопиридина (50 мкМ). Записи сделаны
от пирамидных нейронов методом патч-кламп в конфигурации “целая клетка” в режиме фиксации по-
тенциала на –27 мВ. Регистрация осуществлялась с применением пипеточного раствора с низкой кон-
центрацией ионов хлора, поэтому в подобной конфигурации положительные относительно базовой ли-
нии события опосредованы активацией ГАМКа-рецепторов, а отрицательные – активацией глутамат-
ных рецепторов. А – продолжительная запись, демонстрирующая циклическую смену режимов
синхронизованной активности в сети. В начале записи наблюдается режим, при котором преимуще-
ственно наблюдаются ГАМК-опосредованные интериктальные разряды (участок, отмеченный серым
прямоугольником под записью, продемонстрирован более подробно на рис Б). Периодически этот ре-
жим сменяется иктальными разрядами (характерный пример, отмеченный серым прямоугольником
над записью, продемонстрирован более подробно на рис В). Б – пример записи ГАМК-опосредованных
разрядов (интериктальные разряды первого типа). В – пример записи иктального разряда. Серым пря-
моугольником отмечен участок, продемонстрированный более подробно на рис Г. Г – последователь-
ность стереотипных паттернов активности, составляющих поздние стадии иктального разряда. Д – на-
блюдаемый в примерно 22% случаях применения данной модели режим активности, при котором ик-
тальный разряд не останавливается, а составляющие его разряды, подобные приведенным на рис Г
(интериктальные разряды второго типа), генерируются с постоянной частотой.

А
700 пА

1 мин

Б

250 пА

3 с

1

2

800 пА

5 с

В
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Смирнова. Поскольку полученные экспериментальные данные имели нормальное
распределение, для анализа результатов применялись t-критерий Стьюдента или
однофакторный дисперсионный анализ. Все значения приведены как среднее
арифметическое ± стандартная ошибка среднего. Графические изображения были
воспроизведены при помощи программы SigmaPlot 14.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Синаптическая активность в применяемых моделях острого судорожного состояния

Режимы эпилептоподобной активности в модели 1 подробно охарактеризованы
и смоделированы математически в наших предыдущих работах [1, 18–20]. В подав-
ляющем большинстве случаев первые залпы синхронизованной активности нейро-
нов в этой модели регистрировались уже спустя несколько минут от начала перфу-
зии среза проэпилептическим раствором с добавлением 4-АП. Для последующей
оценки синаптических проводимостей использовались записи, в которых инте-
риктальные разряды второго типа (ИИР2, рис. 1Г) генерировались с постоянной
частотой (22% срезов, рис. 1Д).

В случае перфузии среза проэпилептическим раствором без добавления 4-АП
эпилептоподобная активность в срезе развивалась значительно медленнее: первые

Рис. 2. Регистрация синаптической активности, провоцируемой частичной (А, Б) или полной (В) фар-
макологической блокадой ГАМКа-рецепторов в условиях перфузии среза проэпилептическим раство-
ром с повышенной концентрацией ионов калия и сниженной концентрацией ионов магния. Регистра-
ция в режиме фиксации напряжения при –27 мВ. В случае полной блокады наблюдается исчезновение
всех положительных (относительно базовой линии) токов, опосредованных активацией ГАМКа-рецепто-
ров. В случае частичной блокады ГАМКа-рецепторов положительные токи остаются. Для достижения ча-
стичной блокады используются цефепим (4 мМ, А) и бикукуллин (2 мкМ, Б) соответственно. Для дости-
жения полной блокады ГАМКа-рецепторов используется бикукуллин в концентрации 10 мкМ (В).
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иктальные разряды, аналогичные рис. 1А и В, возникали в течение получаса от на-
чала перфузии среза, а режима, аналогичного рис. 1Г, не наблюдалось. Полная или
частичная фармакологическая блокада ГАМКа-рецепторов приводила к исчезно-
вению иктальных разрядов и установлению режима стабильной генерации инте-
риктальных разрядов (рис. 2) [8, 25]. В модели 2 частичная блокада ГАМКа-рецеп-
торов производилась с помощью цефепима – цефалоспоринового антибиотика
четвертого поколения, известного свой способностью провоцировать эпилептиче-
ские судороги у пациентов [26, 27]. Ранее нами была охарактеризована способность
данного антибиотика блокировать ГАМКа-рецептор-опосредованную синаптиче-
скую передачу в энторинальной коре и было показано, что в данной концентрации
этот антибиотик блокирует примерно 75% вызванного экстраклеточной стимуляци-
ей тормозного тока (вТПСТ) [24]. В модели 3 частичная блокада ГАМКа-рецепторов
осуществлялась с помощью их классического конкурентного антагониста – бикукул-
лина. Применение обоих блокаторов приводит к примерно аналогичному эффекту на
эпилептиформную активность в энторинальной коре (рис. 2А, Б): в срезе с постоян-
ной частотой начинают генерироваться интериктальные разряды, в которых при-
сутствуют как ГАМК-, так и глутамат-опосредованные компоненты. В обоих слу-
чаях иктальные разряды исчезали.

Для всех трех применяемых моделей на рис. 3 приведены примеры совокупно-
стей усредненных синаптических токов, зарегистрированных при разных значени-
ях мембранного потенциала.

Общий принцип оценки синаптических проводимостей

Основным принципом предлагаемого анализа является разделение компонент
постсинаптического ответа, используя различия ВАХ ионных каналов, задейство-
ванных в нем. Поэтому для оценки вклада рецепторов каждого типа необходимо
знать их ВАХ. В условиях данного эксперимента постсинаптические токи нейрона
энторинальной коры практически полностью опосредованы активацией трех ти-
пов ионотропных рецепторов: AMPA, NMDA и ГАМКа [1]. ВАХ этих рецепторов в
соответствующих экспериментальных условиях были получены нами ранее [1, 8] и
приведены на рис. 4. Если рассмотреть гипотетический пример ответа нейрона, в
ходе которого активируются все три типа рецепторов (ВАХ каждой из компонент
приведены на рис. 4А), то результирующую ВАХ такого ответа можно получить пу-
тем сложения ординат ВАХ каждой из компонент (рис. 4Б), так как рецепторы раз-
ных типов на мембране можно рассматривать как параллельно подключенные эле-
менты цепи.

Поскольку ВАХ различных ионотропных рецепторов сильно отличаются друг от
друга, то при разных значениях мембранного потенциала на нейроне вклад трех
типов рецепторов также будет различаться. Вследствие магниевого блока NMDA-
рецепторов и наружного выпрямления ВАХ ГАМКа-рецепторов при отрицатель-
ных значениях мембранного потенциала наиболее значим будет вклад AMPA-ре-
цепторов. В области нулевых значений потенциала (в области потенциала ревер-
сии токов через ионотропные глутаматные рецепторы) наиболее весом будет вклад
ГАМКа-рецепторов, а при положительных значениях потенциала на мембране ре-
зультирующий ток будет опосредован всеми тремя типами рецепторов. Описывае-
мый в данной работе подход позволяет однозначно оценить вклад рецепторов раз-
ных типов при любом мембранном потенциале, эту величину можно назвать синап-
тической проводимостью. Таким образом, на основе этих данных можно оценить
относительную активность возбуждающих и тормозных популяций нейронов в ходе
любой изучаемой сетевой активности.
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Неоднозначность понятия синаптической проводимости в случае нелинейных ВАХ

Активация постсинаптических ионных каналов приводит к увеличению прово-
димости мембраны. Регистрация синаптических ответов в режиме фиксации на-
пряжения позволяет записывать ионный ток, идущий через эту дополнительную
проводимость. В электротехнических терминах активацию постсинаптических ре-
цепторов можно описать как включение дополнительного элемента в цепь парал-
лельно сопротивлению мембраны. При этом ВАХ этого элемента может быть нели-
нейной, как в случае активации NMDA-рецепторов. В теории электрических це-
пей для описания нелинейных элементов применяются два понятия: статическая и
дифференциальная проводимость [28]. Под статической проводимостью понима-
ют отношение тока через нелинейный элемент к напряжению на нем, тогда как
дифференциальной проводимостью называется величина производной силы тока
по напряжению и представляющая собой наклон ВАХ элемента при заданном зна-
чении напряжении. Если первая величина всегда положительная, то вторая может
быть как положительной, так и отрицательной. Подобная терминология примени-
ма и для описания свойств некоторых ионных каналов [15]. Рассмотрим для при-
мера ВАХ NMDA-рецепторов (рис. 3А). Из-за магниевого блока NMDA-рецепторов
их ВАХ имеет сильно нелинейную зависимость от мембранного потенциала [29]. На
участке графика от –100 до примерно –30 мВ его наклон (динамическая проводи-
мость ионных каналов) отрицательны. Статическая проводимость NMDA-рецепто-
ров всегда положительна и описывается сигмоидальным уравнением. В области по-
ложительных значений ВАХ становится практически линейной; в этой области ди-
намическая и статическая проводимость положительны и практически совпадают.

Рис. 3. Усредненные совокупности синаптических токов, регистрируемые в ходе интериктальных раз-
рядов в трех моделях острого судорожного состояния in vitro. Каждый пробег из приведенных совокуп-
ностей является результатом усреднения записей от 10, 7 и 8 нейронов для моделей судорожного состо-
яния 1, 2 и 3 соответственно. Для каждой клетки, вошедшей в анализ, производилось усреднение си-
наптических токов, накопленных за 30 с регистрации при заданном значении мембранного потенциала.
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Таким образом, для сопоставления двух различных по своей амплитуде ответов
постсинаптических NMDA-рецепторов необходимо договориться о том, что такое
1 нС их проводимости: при каком мембранном потенциале и каким образом эта
проводимость будет измеряться. Аналогичная неоднозначность возникает и при
количественном описании меры активации других ионных каналов с нелинейными
ВАХ. Например, в случае если внутриклеточная концентрация хлорид-ионов мень-
ше, чем их наружная концентрация, то ВАХ синаптических ответов ГАМКа-рецеп-
торов хорошо описывается уравнением Гольдмана–Ходжкина–Катца [30, 31].

В целях разрешения возникающей неоднозначности при оценке синаптических
проводимостей с помощью предлагаемого алгоритма были введены референсные
ВАХ. Синаптическая проводимость соответствующего типа рецепторов считалась
равной 1 нС, если их ВАХ совпадала с референсной. Совокупность референсных
ВАХ, использованная для анализа синаптических проводимостей в ходе интерик-
тальных разрядов, приведена на рис. 4.

ВАХ NMDA-рецепторов

Референсная ВАХ NMDA-рецепторов описывается следующим уравнением [29]:

(1)   NMDA NMDA
12

1 ,
1 exp

f U U V
V U

k

 
   

 

Рис. 4. А – ВАХ трех основных типов постсинаптических ионотропных рецепторов, активирующихся в
нейронах энторинальной коры в ходе интериктальных разрядов. Б – гипотетический пример ВАХ пост-
синаптического ответа, в ходе которого одновременно активируются все три указанных типа рецепто-
ров, причем ВАХ каждого из компонент ответа соответствует ВАХ на А (ВАХ получена в результате сло-
жения ординат трех зависимостей от мембранного потенциала, приведенных на А).
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где U (мВ) – мембранный потенциал, коэффициенты V12 and k определяют зависи-
мость магниевого блока рецепторов от мембранного потенциала (для применяемо-
го внеклеточного раствора k = 15.58 (безразмерный), V12 = –47.77 мВ); и  =
= +6.8 mV (потенциал реверсии ионного тока через NMDA-рецепторы для приме-
няемого раствора). Наклон данной зависимости стремится к единице с увеличени-
ем мембранного потенциала U.

ВАХ ГАМКа-рецепторов
Поскольку в используемом внутриклеточном растворе концентрация хлорид-

ионов гораздо меньше, чем во внеклеточном растворе, а основным анионом являет-
ся метансульфонат, слабо проходящий через ГАМКа-рецепторы, потенциал ревер-
сии ионного тока через эти рецепторы отрицателен. Референсная ВАХ ГАМКа-ре-
цепторов задается уравнением Гольдмана–Ходжкина–Катца [32–34]:

(2)

где F = 96 485 Кл/моль (постоянная Фарадея); R = 8.314 Дж/(K моль) (универсаль-
ная газовая постоянная); T = 303 K (температура); Cout = 135 мМ (внеклеточная
концентрация хлорид-ионов);  = –51.1 мВ (потенциал реверсии ионного тока
через ГАМКа-рецепторы для применяемой комбинации внеклеточного и пипеточ-
ного раствора); PS (м3/с) – произведение проницаемости мембраны для ионов
хлора и площади мембраны. Величина множителя PS была подобрана таким обра-
зом, чтобы данная ВАХ имела единичный наклон при мембранном потенциале,
равном 0 мВ.

ВАХ AMPA-рецепторов
ВАХ AMPA-рецепторов в условиях эксперимента практически линейна. В связи

с этим их референсная ВАХ имеет единичный наклон при любом мембранном по-
тенциале и задается уравнением

(3)

где  = 3.5 мВ (потенциал реверсии ионного тока через AMPA-рецепторы для
условий эксперимента).

Поскольку гипотетическая ВАХ на рис. 4Б получена как сумма ВАХ на рис. 4А,
ее уравнение можно записать как

(4)
Поэтому можно сказать, что в момент времени, когда ВАХ была зарегистрирова-

на, синаптические проводимости AMPA-, NMDA- и ГАМКа-рецепторов были
равны 1 нС, поскольку коэффициенты при соответствующих слагаемых равны
единице. Несмотря на то, что данные значения статической или дифференциаль-
ной проводимостей достигаются только при определенных условиях регистрации
(причем разных для NMDA- и ГАМКа-рецепторов), подобный формализм одно-
значно характеризует полученную ВАХ и позволяет определить ионный ток через
соответствующий тип рецепторов при любом мембранном потенциале.

В ходе работы нейронной сети соотношение активных глутаматергических и
ГАМКергических нейронов непрерывно меняется, что приводит к изменению
вкладов трех типов ионотропных рецепторов в постсинаптический ответ регистри-
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руемого нейрона. ВАХ мембраны нейрона, рассчитанные в разные моменты вре-
мени ответа, будут различаться, что отразится на коэффициентах при слагаемых в
уравнении 4. Поэтому в общем виде ВАХ синаптического ответа нейрона описыва-
ется следующим уравнением:

(5)

где    – проводимости рецепторов соответствующего типа.
Определение этих проводимостей в ходе ответа позволяет судить об изменении со-
ответствующего компонента со временем. Кроме того, применение подобной
оценки позволяет сопоставлять временное течение интересующего компонента в
ходе ответов разных типов в абсолютных значениях или судить о пластических из-
менениях свойств постсинаптических рецепторов [8].

Эксперимент методом патч-кламп позволяет зарегистрировать ВАХ мембраны в
виде дискретного набора значений силы тока при заданных значениях мембранно-
го потенциала. В ходе реализации предлагаемого алгоритма экспериментальные
ВАХ аппроксимируются уравнением 5, представляющего собой сумму нелинейных
слагаемых, что позволяет получить оценку сразу для трех компонент ответа, а не
только для двух – возбуждающей и тормозной, как это производилось раньше. В
связи с увеличившемся числом определяемых в ходе аппроксимации параметров
требования к качеству собираемых экспериментальных данных и их предваритель-
ной обработке также существенно возросли. Далее, на примере интериктальных
разрядов в моделях эпилептической активности, будут описаны необходимые про-
цедуры для успешной реализации алгоритма.

Сбор экспериментальных данных
Во всех трех моделях эпилептической активности в срезе производилось накоп-

ление записей интериктальных разрядов при 15-ти уровнях фиксируемого потен-
циала (от –97 до +43 мВ с шагом 10 мВ). На каждом уровне регистрация осуществ-
лялась в течение 30 с, что позволило накопить 5–10 разрядов. Пример записей при-
веден на рис. 5А. Накопленные на каждом уровне потенциала разряды усреднялись
(рис. 5Б), после чего из полученной усредненной совокупности формировался набор
ВАХ, как проиллюстрировано на рис. 5Б, В. ВАХ формировались через 1 мс, для чего
производилось снижение частоты дискретизации записей ионного тока методом
скользящего среднего. Полученная совокупность ВАХ использовалась для после-
дующей процедуры компенсации последовательного сопротивления и оценки си-
наптических проводимостей.

Компенсация последовательного сопротивления в цепи мембрана–микропипетка
Особенностью метода патч-кламп является то, что один и тот же микроэлектрод

используется и для измерения мембранного потенциала, и для подачи тока в целях
его фиксации [35]. Поэтому при регистрации необходимо учитывать наличие в це-
пи сопротивления, подключенного последовательно к мембране регистрируемого
нейрона (Rseries, рис. 5Г). Оно обусловлено малым диаметром отверстия, которым
соединены внутренние объемы микропипетки и клетки. Поданный в клетку ток
создает падение напряжения на последовательном сопротивлении, в результате че-
го фиксируемый на мембране потенциал отличается от командного потенциала,
задаваемого экспериментатором. Цепь компенсации, которая имеется у большин-
ства современных патч-кламп усилителей, позволяет частично нивелировать это
расхождение за счет изменения величины поданного тока. Это позволяет добиться
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лучшего соответствия мембранного и командного потенциалов. В то же время в ре-
зультате применения данного подхода увеличивается шум, и могут возникать ос-
цилляции тока. Альтернативным подходом является его компенсация после запи-
си, предложенная нами ранее [8]. Для этого необходимо произвести преобразова-
ние ВАХ, зарегистрированной в ходе эксперимента, используя метод расчета ВАХ
цепи [28], содержащий последовательно соединенные линейный и нелинейный
элемент. Поскольку в общем случае ВАХ мембраны не линейна, на рис. 5Г ей соот-
ветствует нелинейный элемент. В ходе этого преобразования величина командного
потенциала корректировалась на величину падения напряжения, создаваемого ре-

Рис. 5. Этапы реализации метода оценки синаптических проводимостей в ходе интериктальных разрядов.
А – примеры записей интериктальных разрядов, сделанные при четырех разных значениях фиксируемого
потенциала в течение 25 с. В данном примере использовалась модель эпилептической активности № 2. Б –
усредненные разряды из записи на А. Вертикальные пунктирные линии обозначают моменты времени, в
которые считывались ВАХ синаптического ответа, приведенные на В. В – ВАХ синаптических ответов, по-
строенных по записям из А и Б. Сила тока считывалась с записей при 15-и уровнях фиксируемого потен-
циала в моменты времени, отмеченные пунктирной линией на Б. Г – эквивалентная схема нейрона, обра-
зовавшего плотный контакт с микропипеткой в ходе регистрации методом патч-кламп в конфигурации
“целая клетка”. На схеме обозначены (снизу-вверх): нелинейный элемент, проводимость Gm которого за-
висит от величины потенциала на мембране Vm; источник напряжения, создающий собственный мем-
бранный потенциал Vm; последовательное сопротивление Rseries, возникающее в месте контакта клетки и
микропипетки. Д – гипотетический пример, иллюстрирующий алгоритм компенсации последовательного
сопротивления в цепи мембрана-пипетка. Е – оценки проводимостей AMPA-, NMDA- и ГАМКа-рецеп-
торов, активирующихся в ходе интериктальных разрядов. Оценки сделаны по примерам на рис. А–В.
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гистрируемым током на последовательном сопротивлении. Величина коррекции
рассчитывается по формуле

(6)
На рис. 5Д приведен пример осуществления данного преобразования: для полу-

чения преобразованной ВАХ абсцисса каждой ВАХ, полученной в ходе экспери-
мента, смещалась на величину, вычисленную по уравнению 6.

Примеры оценки синаптических проводимостей 
в трех моделях эпилептиформной активности in vitro

Оценка синаптических проводимостей осуществлялась путем аппроксимации
каждой ВАХ с помощью уравнения 5, в ходе которой коэффициенты  

 соответствующие проводимостям AMPA-, ГАМКа- и NMDA-рецепторов,
подбирались методом наименьших квадратов. Коэффициенты могли варьировать
только в положительном диапазоне. В результате были оценены AMPA, NMDA и
ГАМКа синаптические проводимости в ходе интериктальных разрядов в трех мо-
делях острого судорожного состояния in vitro. Полученные зависимости от времени
приведены на рис. 6. Проводимости через глутаматергические рецепторы в трех
моделях эпилептической активности не различались (пиковые величины AMPA-
опосредованной проводимости составляли 4.1 ± 1.6 нС (n = 7), 4.1 ± 0.8 нС (n = 6) и
6.1 ± 1.0 нС (n = 8) соответственно в 1–3-ей моделях; однофакторный дисперсион-
ный анализ, p = 0.39; максимальные величины NMDA-опосредованной проводи-
мости составляли 10.5 ± 2.0 нС (n = 7), 11.3 ± 2.1 нС (n = 6) и 8.6 ± 1.2 нС (n = 8) со-
ответственно; однофакторный дисперсионный анализ, p = 0.54).

Ключевым отличием 2-й и 3-й моделей от первой является использование анта-
гонистов ГАМКа-рецепторов. Продемонстрировано, что временное течение
ГАМК-опосредованных синаптических проводимостей в ходе интериктальных
разрядов имеет различия в трех моделях эпилептических судорог.

В 1-й модели, в которой ГАМКа-рецепторы не блокировались, именно прово-
димость этих рецепторов доминировала в начале разряда (на 24-й мс от начала раз-
ряда проводимости ГАМКа-, NMDA- и AMPA-рецепторов составляли 8.9 ± 1.9 нС,
0.6 ± 0.3 нС, 0.7 ± 0.5 нС (n = 7); различия достоверны по однофакторному диспер-
сионному анализу с повторными измерениями, p < 0.001; множественные сравне-
ния по критерию Даннета с проводимостью ГАМКа-рецепторов: p < 0.001 для
NMDA-рецепторов, p < 0.001 для AMPA-рецепторов). Проводимости рецепторов
глутамата активировались с небольшой задержкой после активации тормозной
проводимости. Экспериментальные и модельные исследования, проведенные ра-
нее, свидетельствуют о значительной роли ГАМК-ергических интернейронов в
инициации эпилептиформной активности [6, 18, 19, 36–38], что дополнительно
подтверждается полученными оценками.

Во 2-й и 3-й моделях, в которой ГАМКа-рецепторы частично ингибировались
цефепимом или бикукуллином, проводимость этих рецепторов была снижена в на-
чале ответа (рис. 6Б): на 24-й мс от начала разряда амплитуда ГАМК-опосредован-
ной компоненты была 8.9 ± 1.9 нС (n = 7), 3.3 ± 1.5 нС (n = 6), 0.9 ± 0.2 нС (n = 8) в
моделях 1, 2 и 3, соответственно (различия статистически достоверны согласно од-
нофакторному дисперсионному анализу, p < 0.01; множественные сравнения по
критерию Даннета с проводимостью в модели 1: p < 0.05 и p < 0.001 для моделей 2 и
3 соответственно). Также в моделях с частичной блокадой ГАМКа-рецепторов ис-
чезла видимая задержка между активацией тормозной и возбуждающих проводи-
мостей, наблюдаемая в модели 1. Таким образом, можно заключить, что в моделях
эпилептической активности с частичной блокадой ГАМКа-рецепторов всплеск ак-

total series.U I R 
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тивности интернейронов больше не является триггером, запускающим интерик-
тальный разряд. Возбуждение популяций глутаматергических и ГАМКергических
интернейронов происходит одновременно.

Ранее нами была продемонстрирована способность цефепима приводить к за-
медлению кинетики вызванного экстраклеточной стимуляцией постсинаптиче-
ского ГАМКа-рецептор-опосредованного тока [24]. Наиболее наглядно этот эф-
фект виден во время ответа на множественную стимуляцию (рис. 7). На приведен-
ном примере через 800 мс от начала стимуляции амплитуда ответа в присутствии

Рис. 6. Оценки трех типов синаптических проводимостей в ходе интериктальных разрядов в трех моде-
лях эпилептической активности. A – крупный масштаб. Б – первые 125 мс от начала разряда. Левая па-
нель: проводимости ГАМКа-рецепторов в трех моделях. Правая панель: проводимости AMPA-рецепто-
ров от начала разряда.
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цефепима больше, чем без него. Чтобы выяснить, проявляется ли данный эффект в
ходе интериктальных разрядов, была проанализирована величина ГАМК-опосре-
дованной проводимости через 800 мс от его начала. Оказалось, что несмотря на то,
что цефепим – антагонист ГАМКа-рецепторов, проводимость этих рецепторов до-
минирует на поздних этапах разряда в модели 2 и по своей величине превосходит
их проводимость в отсутствие блокатора (рис. 6А, амплитуда ГАМК-опосредован-
ной компоненты на 800-ой мс от начала ответа составляла 1.8 ± 0.5 нС (n = 7) и
4.5 ± 1.0 нС (n = 6), в моделях 1 и 2 соответственно, различия достоверны по крите-
рию Стьюдента, p < 0.05). Бикукуллин, применяемый в модели 3, не вызывал по-
добного эффекта, а наоборот, снижал ГАМК-проводимость на всем протяжении
разряда (амплитуда ГАМК-компонента в модели 3 на 800 мс от начала разряда со-
ставляла 0.7 ± 0.1 нС (n = 8), что достоверно меньше, чем аналогичное значение в
модели 1, p < 0.05, критерий Стьюдента). Таким образом, аналогично тому, как это
происходит в ходе вызванного экстраклеточной стимуляцией ответа, цефепим
приводит к увеличению амплитуды поздних фаз ГАМК-опосредованного тока в
ходе интериктального разряда. На данный момент молекулярные механизмы этого
эффекта не ясны и требуют дальнейшего изучения.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В отличие от предыдущих исследований, в которых оценивались только возбуж-
дающая и тормозная синаптические проводимости [10], предлагаемый метод оцен-
ки синаптических проводимостей в ходе интериктальных разрядов позволяет диф-
ференциально оценить вклад трех типов постсинаптических рецепторов. Результа-
том оценки являются абсолютные единицы проводимости, что дает возможность
непосредственно сравнить величину интересующего компонента ответа в разных
моделях эпилептической активности. Точность метода позволяет судить о динами-
ке активации популяций ГАМКергических и глутаматергических нейронов и вы-
являть особенности действия фармакологических модуляторов ионотропных ре-
цепторов.

Рис. 7. Пример эффекта цефепима (4 мМ) на ГАМК-опосредованный ионный ток, вызванный пачеч-
ной экстраклеточной стимуляцией. Регистрация в ИСЖ в условиях блокады AMPA- и NMDA-рецепто-
ров (10 мкМ DNQX, 20 мкМ MK801). Цефепим замедляет кинетику ответа [24], это приводит к тому,
что на поздних стадиях ответа, ионный ток в присутствии цефепима превышает таковой в контроле (от-
мечено синей стрелкой).
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Ограничения, преимущества и недостатки метода

Поскольку для реализации метода необходимы множественные повторные из-
мерения, применение метода ограничено анализом стереотипных регулярно по-
вторяющихся ответов, таких как интериктальные эпилептоподобные разряды [1]
или ответы, вызванные экстраклеточной стимуляцией [8]. Для анализа менее регу-
лярной активности требуется разработка новых методов оценки синаптических
проводимостей, позволяющих оценить несколько компонент ответа за однократ-
ное измерение [39], основывающиеся на применении динамического патч-клампа.

Применение метода основывается на ряде предположений, которые справедли-
вы лишь в первом приближении, и нарушение которых может быть потенциаль-
ным источником ошибок. Во-первых, метод предполагает линейную суммацию
проводимостей различных рецепторов, что может быть не верно в случае взаимо-
влияния одних постсинаптических рецепторов на другие [40].

Также следует иметь в виду, что для оценки синаптических проводимостей ис-
пользуются заранее зарегистрированные ВАХ постсинаптических рецепторов,
участвующих в ответе. Предполагается, что эти ВАХ одинаковы для всех нейронов,
включенных в анализ, и не изменяют свою форму по ходу ответа. Последнее пред-
положение может выполняться не всегда, поскольку высокоамплитудные ионные
токи, идущие через мембрану, способны изменять концентрацию соответствую-
щих ионов внутри клетки даже во время регистрации методом патч-кламп в кон-
фигурации “целая клетка”. Как теоретические, так и экспериментальные работы
показывают, что эффективность обмена ионами между пипеточным раствором и
цитоплазмой клетки может быть недостаточной [41–46], при больших токах это
может приводить к кратковременным отклонениям концентраций ионов от равно-
весных. Наиболее характерно подобное поведение для хлорид-ионов, что может
приводить к смещению ВАХ ГАМКа-рецепторов в сторону больших значений
мембранного потенциала в случае положительных токов и в сторону меньших зна-
чений в случае отрицательных токов [45]. Отсутствие возможности корректного
учета этого фактора при реализации предлагаемого метода потенциально может
приводить к переоценке ГАМКа-рецептор-опосредованной проводимости.

Другим фактором, способным привести к искажению получаемых оценок, явля-
ется последовательное сопротивление в цепи “мембрана–микропипетка”. Чем
большая проводимость мембраны активируется в ходе синаптического ответа, тем
более существенным будет падение напряжения на этом паразитном сопротивле-
нии и тем сильнее будет расхождение реального мембранного потенциала от зада-
ваемого экспериментатором. Поскольку в общем случае ВАХ мембраны является
нелинейной, это расхождение будет разным при разных значениях командного по-
тенциала и в зависимости от соотношения типов рецепторов на мембране. Предла-
гаемый алгоритм компенсации последовательного сопротивления частично позво-
ляет нейтрализовать этот фактор. Но в то же время, он исходит из предположения,
что сопротивление мембраны в покое гораздо выше, чем ее сопротивление в ходе
интериктального разряда. В значительной мере этому способствует использование
пипеточного раствора, содержащего ионы цезия вместо ионов калия [47]. В случае
недостаточно высокого сопротивления мембраны в покое, вычитание базовой ли-
нии при каждом уровне фиксируемого потенциала с последующим применением
алгоритма коррекции ВАХ синаптического ответа будет приводить к недостаточно
эффективной компенсации последовательного сопротивления.
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Эффект частичной блокады ГАМКа-рецепторов на интериктальные разряды 
в моделях эпилептической активности in vitro

Анализ интериктальных разрядов в трех моделях эпилептической активности
показывает, что частичная блокада ГАМКа-рецепторов сказывается на динамике
синаптических проводимостей. В обеих моделях, где применялись блокаторы
ГАМКа-рецепторов, не наблюдалось режима эпилептоподобной активности с ик-
тальными разрядами. Учитывая данные о ключевой роли активации ГАМКа-рецеп-
торов в создании кратковременных повышений внеклеточной концентрации ионов
калия, приводящих к инициации иктального разряда в энторинальной коре [48, 49],
это наблюдение указывает на то, что остаточной проводимости ГАМКа-рецепторов
недостаточно для задействования этого механизма. В модели 1 без блокады ГАМКа-
рецепторов их проводимость активировалась на несколько миллисекунд раньше,
чем проводимость рецепторов глутамата. Но в результате применения антагони-
стов ГАМКа-рецепторов их проводимость активировалась одновременно с прово-
димостью глутаматных рецепторов, и на ранних этапах развития разряда была до-
стоверно меньше, чем проводимость ГАМКа-рецепторов в модели 1, где блокато-
ры не применялись. Это указывает на утерю интернейронами инициирующей роли
в генерации интериктальных разрядов.

Характерной особенностью цефепима, помимо непосредственной блокады вы-
званного экстраклеточной стимуляцией ГАМК-опосредованного синаптического
тока, является способность к замедлению его кинетики спада [24]. Произведенные
оценки синаптических проводимостей показали, что данная особенность в полной
мере проявляется и в ходе интериктальных разрядов: на поздних стадиях разряда
ГАМК-опосредованная проводимость была выше в присутствии цефепима, чем
без него или чем в присутствии другого блокатора – бикукуллина. Известно, что в
ходе эпилептической активности вследствие накопления внутриклеточных хло-
рид-ионов ГАМК может оказывать возбуждающее действие на нейроны. Кроме
того, проведенное нами ранее моделирование эпилептоподобной активности в эн-
торинальной коре показывает, что генерация рассматриваемого типа интерикталь-
ных разрядов происходит в условиях повышенной внутриклеточной концентрации
ионов хлора [19]. В связи с большим числом сообщений о проэпилептическом дей-
ствии цефепима [26, 27] данная особенность этого антибиотика может быть допол-
нительным проэпилептическим фактором в условиях ослабленного градиента
ионов хлора и играть важную роль в развитии судорог вследствие приема этого ве-
щества.
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Epileptiform activity in brain slices is the result of a complex integration of excitatory
and inhibitory synaptic inputs. The temporal pattern of activation of various synaptic
conductances during interictal discharges makes it possible to describe the neural net-
work activity during seizures and to analyze the effect of different pharmacological
agents on it. Existing methods of synaptic conductance estimation generally require an
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assumption of linearity of the current-voltage relationship (I–V relationship) of neuro-
nal response and produce the estimates of only two types of conductances – excitatory
and inhibitory, without isolating the contribution of specific types of postsynaptic recep-
tors. This paper describes the theoretical basis for the assessment of postsynaptic con-
ductances of three types of ionotropic receptors (AMPA, NMDA, and GABAa types)
that are activated during the interictal discharges in the entorhinal cortex. The proposed
algorithm utilizes the differences in the shape of the I–V relationships of these receptors
to assess their contributions to the neuron response and requires the implementation of
the whole-cell patch-clamp method in the voltage-clamp mode. The proposed method
is demonstrated in three models of epileptiform activity in vitro. We compared the time
course of synaptic conductances during interictal discharges generated with intact GABAa
receptor-mediated transmission and when GABAa receptors are partially blocked by the
antibiotic cefepime or by bicuculline. We demonstrated that even though cefepime is an
antagonist of GABAa receptors, their total conductance during the late stages of interic-
tal discharges is significantly increased when this antibiotic is applied, compared to the
model in which these receptors were not blocked, or the one in which another competi-
tive antagonist, bicuculline, was used. Thus, the proposed method allowed us to identify
subtle differences in the temporal course of the three types of synaptic conductances and
to demonstrate the differences in the proepileptic effects of GABAa receptor blockers.

Keywords: entorhinal cortex, synaptic conductance, cephalosporins, cefepime, epilepti-
form activity in vitro
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