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Îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ âàðèàíòîâ ëå÷åíèÿ ôàðìàêîðåçèñòåíòíûõ ôîðì ýïèëåïñèè
ÿâëÿåòñÿ íèçêî÷àñòîòíàÿ ñòèìóëÿöèÿ ìîçãà. ×òîáû èçáåæàòü ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ ñòèìóëÿöèè,
íåîáõîäèìî ìèíèìèçèðîâàòü âíåøíåå âîçäåéñòâèå íà ìîçã. Ýòîãî ìîæíî äîáèòüñÿ, åñëè
âêëþ÷àòü ñòèìóëÿöèþ òîëüêî â ìîìåíò ïîâûøåííîé âåðîÿòíîñòè èêòàëüíîãî ðàçðÿäà è åñëè
îêàçûâàòü ñïåöèôè÷åñêîå âîçäåéñòâèå òîëüêî íà îäèí òèï êëåòîê. Âûïîëíèòü ýòè äâà óñëî-
âèÿ âîçìîæíî â ñëó÷àå ðåàëèçàöèè ñèñòåìû áèîëîãè÷åñêîé îáðàòíîé ñâÿçè ñ ñåòüþ íåéðî-
íîâ â îïòîãåíåòè÷åñêîì ýêñïåðèìåíòå. Äàííàÿ ðàáîòà íàïðàâëåíà íà ðàçðàáîòêó òàêîé ñèñ-
òåìû. Íàìè áûë ðåàëèçîâàí ìåõàíèçì îáðàòíîé ñâÿçè ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõ in vitro ìîäåëåé.
Â ïåðâîì ñëó÷àå ñèñòåìà îáðàòíîé ñâÿçè áûëà ïðîòåñòèðîâàíà íà ñðåçàõ ýíòîðèíàëüíîé êîðû
è ãèïïîêàìïà òðåõíåäåëüíûõ êðûñ ëèíèè Âèñòàð â 4-àìèíîïèðèäèíîâîé ìîäåëè ýïèëåï-
ñèè ñ èñïîëüçîâàíèåì íèçêî÷àñòîòíîé ýëåêòðè÷åñêîé ñòèìóëÿöèè. Âî âòîðîì ñëó÷àå âîç-
ìîæíîñòü ðåàëèçàöèè îáðàòíîé ñâÿçè â îïòîãåíåòè÷åñêîì ýêñïåðèìåíòå áûëà ïîêàçàíà íà
ïåðâè÷íîé êóëüòóðå ãèïïîêàìïà, â íåéðîíàõ êîòîðîé áûëè ýêñïðåññèðîâàíû êàíàëîðîäîï-
ñèíû. Èíòåðèêòàëüíûå ñîáûòèÿ â 4-àìèíîïèðèäèíîâîé ìîäåëè ýïèëåïñèè äåòåêòèðîâàëè
àâòîìàòè÷åñêè ïî ïîÿâëåíèþ ïîòåíöèàëîâ äåéñòâèÿ ó íåéðîíîâ, ïîñëå ÷åãî ñèñòåìîé îá-
ðàòíîé ñâÿçè çàïóñêàëàñü íèçêî÷àñòîòíàÿ ñòèìóëÿöèÿ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò î ïîòåíöèàëüíîé ýôôåêòèâíîñòè äàííîãî ïîäõîäà äëÿ ïîäàâëåíèÿ èêòàëüíûõ ñîáûòèé.
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One of the promising options for treating pharmacoresistant forms of epilepsy is low-frequen-
cy stimulation of the brain. However, to avoid the side effects, it is required to minimize the stimu-
lation of the brain. This can be achieved if stimulation occurs only at the time of increased proba-
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bility of the ictal discharge and if it has a specific action on only one type of cells. A way to meet
these conditions is to use a closed-loop system between the nervous tissue and a computer in the
optogenetic experiment. We have developed a closed-loop system in the optogenetic experiment
for effective and harmless suppression of epileptic activity and implemented it in slices of the rat
hippocampus and the entorhinal cortex as well as in the primary hippocampal culture. First, we
tested the closed-loop system in slices in 4-aminopyridine model of epilepsy. Epileptic activity
was detected automatically via monitoring of spiking activity of a representative neuron in the
entorhinal cortex. Since a neuron is firing only in response to synaptic input in the used epilepsy
model, the spike threshold is a valid indicator of the beginning of epileptic discharge. The softwa-
re realizing the closed-loop system starts the low-frequency stimulation in response to detection
of an epileptic event. Next, we tested the developed system in an optogenetic experiment in cultu-
re after expression of channelrhodopsins. These results indicate the potential effectiveness of this
approach for the suppression of ictal events.

Key words: closed-loop system, optogenetics, low-frequency stimulation, 4-aminopyridine
model, epilepsy.
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Ïðèìåíåíèå áèîëîãè÷åñêîé îáðàòíîé ñâÿçè â îïòîãåíåòè÷åñêîì ýêñïåðèìåí-
òå ìîæåò áûòü ñ óñïåõîì èñïîëüçîâàíî êàê ïðè èçó÷åíèè ôóíäàìåíòàëüíûõ
ïðîáëåì íåéðîáèîëîãèè, íàïðèìåð âûÿñíåíèè ìåõàíèçìîâ ãåíåðàöèè ïîòåíöèà-
ëîâ äåéñòâèÿ, òàê è äëÿ áîëåå ýôôåêòèâíîãî ðåøåíèÿ ïðèêëàäíûõ çàäà÷, íàïðè-
ìåð ïîäàâëåíèÿ ýïèëåïòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïóòåì ñòèìóëÿöèÿ î÷àãà ãåíåðàöèè â
ñëó÷àå ïîâûøåíèÿ âåðîÿòíîñòè âîçíèêíîâåíèÿ èêòàëüíîãî ðàçðÿäà.

Â ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêîì ýêñïåðèìåíòå ñèñòåìà îáðàòíîé ñâÿçè êîìïüþòå-
ðà ñ íåéðîíîì áûëà âïåðâûå ðåàëèçîâàíà â íà÷àëå 90-õ ãîäîâ [9] è íàçâàíà äèíà-
ìè÷åñêèì ïýò÷-êëàìïîì. Â äàííîì ìåòîäå âíóòðèêëåòî÷íàÿ ñòèìóëÿöèÿ íåéðîíà
òîêîì çàâèñèò îò òåêóùåãî ñîñòîÿíèÿ êëåòêè. Ñòèìóëÿöèÿ ïðîèñõîäèò â ðåæèìå
ðåàëüíîãî âðåìåíè. Ïîñêîëüêó ðàçðåøàþùàÿ ñïîñîáíîñòü îïðåäåëÿåòñÿ ÷àñòîòîé
îöèôðîâêè ñèãíàëà, òî ïðè èñïîëüçîâàíèè ñîâðåìåííûõ êàðò îöèôðîâêè ýòî âðå-
ìÿ îáû÷íî ñîñòàâëÿåò 30 ìêñ, ÷òî ïîçâîëÿåò âîçäåéñòâîâàòü ïðàêòè÷åñêè íà ëþ-
áóþ ýëåêòðè÷åñêóþ àêòèâíîñòü íåéðîíîâ.

Çà ïîñëåäíèå 10 ëåò ýëåêòðîôèçèîëîãèÿ ïîäíÿëàñü íà êà÷åñòâåííî íîâûé óðî-
âåíü â ñâÿçè ñ ðàçâèòèåì îïòîãåíåòè÷åñêîãî ïîäõîäà [3]. Îïòîãåíåòèêà ïîçâîëÿåò
äåïîëÿðèçîâàòü (âîçáóäèòü) èëè ãèïåðïîëÿðèçîâàòü (èíãèáèðîâàòü) íåéðîí, âîç-
äåéñòâóÿ ëó÷îì ñâåòà îïðåäåëåííîé äëèíû âîëíû íà ðàçëè÷íûå òèïû ðîäîïñè-
íîâ. Çà ñ÷åò ïðàâèëüíî ïîäîáðàííîãî ïðîìîòîðà ìîæíî îáåñïå÷èòü ýêñïðåññèþ
íóæíîãî ðîäîïñèíà òîëüêî â îïðåäåëåííîé ãðóïïå êëåòîê.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ñîâìåñòèòü äâà ïîäõîäà è ðåàëèçîâàòü ñèñòå-
ìó áèîëîãè÷åñêîé îáðàòíîé ñâÿçè â îïòîãåíåòè÷åñêîì ýêñïåðèìåíòå. Ðàçðàáàòû-
âàåìàÿ ñèñòåìà îðèåíòèðîâàíà íà èçó÷åíèå è ïîäàâëåíèå ýïèëåïòè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè â ÖÍÑ. Îäíîé èç àëüòåðíàòèâ ìåäèêàìåíòîçíîìó ìåòîäó ëå÷åíèÿ ýïèëåïñèè
ÿâëÿåòñÿ íèçêî÷àñòîòíàÿ ñòèìóëÿöèÿ ìîçãà. Îäíàêî íåïðåðûâíàÿ ñòèìóëÿöèÿ
ìîçãà ìîæåò èìåòü ïîáî÷íûå äåéñòâèÿ: óõóäøåíèå ïàìÿòè, íåæåëàòåëüíûå ýìî-
öèîíàëüíûå ðåàêöèè, íåéðîýíäîêðèííûå ðàññòðîéñòâà. Ïîýòîìó äëÿ óìåíüøåíèÿ
ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ íåîáõîäèìî ñîêðàòèòü äëèòåëüíîñòü ñòèìóëÿöèè, çàïóñêàÿ
åå òîëüêî â ñëó÷àå âûñîêîé âåðîÿòíîñòè âîçíèêíîâåíèÿ ýïèëåïòè÷åñêîãî ïðèñòó-
ïà. Åùå áîëüøóþ ýôôåêòèâíîñòü âîçäåéñòâèÿ ìîæåò îáåñïå÷èòü ïðèìåíåíèå îï-
òîãåíåòè÷åñêîãî ïîäõîäà, ïîçâîëÿþùåãî ñòèìóëèðîâàòü òîëüêî íåîáõîäèìûé
òèï êëåòîê. Â äàííîé ðàáîòå ìû ñîñðåäîòî÷èëèñü íà ðàçðàáîòêå ñîáñòâåííî ñèñ-
òåìû îáðàòíîé ñâÿçè äëÿ îïòîãåíåòè÷åñêîãî ýêñïåðèìåíòà. Íàøè óñèëèÿ áûëè
íàïðàâëåíû íà ðåøåíèå ñëåäóþùèõ çàäà÷:

1) ðàçðàáîòàòü äåòåêòîð ýïèëåïòè÷åñêîé àêòèâíîñòè (íà ïðèìåðå in vitro ìî-
äåëè ýïèëåïñèè);

2) íàïèñàòü ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå, ðåàëèçóþùåå ìîíèòîðèíã ñåòåâîé àê-
òèâíîñòè è äåòåêöèþ ýïèëåïòè÷åñêèõ ñîáûòèé;
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3) ðåàëèçîâàòü âûõîä óïðàâëÿþùåãî ñèãíàëà ñ ðàçðàáîòàííîãî ïðîãðàììíîãî
îáåñïå÷åíèÿ íà ýëåêòðè÷åñêèé ñòèìóëÿòîð è íà äðàéâåð ñâåòîäèîäà, èñïîëüçóå-
ìîãî äëÿ âîçäåéñòâèÿ ñâåòîì íà êàíàëîðîäîïñèíû;

4) ïðîòåñòèðîâàòü ðàáîòó ñèñòåìû ñíà÷àëà â ðåæèìå ýëåêòðè÷åñêîé ñòèìóëÿ-
öèè ñðåçîâ ìîçãà, à çàòåì â ðåæèìå âîçäåéñòâèÿ ñâåòîì íà ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó
êëåòîê ãèïïîêàìïà.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Ïåðåæèâàþùèå ñðåçû ýíòîðèíàëüíîé êîðû è ãèïïîêàìïà. Ýêñïåðèìåíò ïðî-
âîäèëñÿ íà ïèðàìèäíûõ íåéðîíàõ â ñðåçàõ ýíòîðèíàëüíîé êîðû è ãèïïîêàìïà
21-äíåâíûõ êðûñ ëèíèè Âèñòàð ìåòîäîì ïýò÷-êëàìï â êîíôèãóðàöèè «öåëàÿ
êëåòêà» â ðåæèìå ôèêñàöèè òîêà. Ìåòîä ïðèãîòîâëåíèÿ ñðåçîâ ïîäðîáíî îïèñàí
â ðàáîòå [2], ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëèñü íà ãîðèçîíòàëüíûõ ñðåçàõ ýíòîðèíàëü-
íîé êîðû è ãèïïîêàìïà òîëùèíîé 350 ìêì. Ñðåçû ïîñëå íàðåçêè íàõîäèëèñü ïðè
35 °Ñ â àýðèðóåìîì (95 % O2 + 5 % CO2) ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå ñëåäóþùå-
ãî ñîñòàâà (ìM): 126 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 1 MgSO4, 2 CaCl2, 24 NaHCO3,
10 D-ãëþêîçû. Ýêñïåðèìåíò ïðîâîäèëñÿ ïðè 30 °Ñ â 4-àìèíîïèðèäèíîâîì
(4-AP) ðàñòâîðå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà (ìM): 150 NaCl, 3.5 KCl, 1.25 NaH2PO4,
0.25 MgSO4, 2 CaCl2, 24 NaHCO3, 10 D-ãëþêîçû, 0.10 4-AP.

Äëÿ ðåãèñòðàöèè àêòèâíîñòè ñåòè âûáèðàëèñü ïèðàìèäíûå íåéðîíû ãëóáîêèõ
ñëîåâ ýíòîðèíàëüíîé êîðû. Ñòèìóëèðóþùèé áèïîëÿðíûé ýëåêòðîä ðàñïîëàãàëè
â îáëàñòè êîëëàòåðàëåé Øàôôåðà ïàðàëëåëüíî ïèðàìèäíîìó ñëîþ çîíû CA1.
Êîëëàòåðàëè Øàôôåðà èìåþò âîçáóæäàþùèé âõîä íà íåéðîíû ïèðàìèäíîãî
ñëîÿ ïîëÿ CA1, êîòîðûå â ñâîþ î÷åðåäü èìåþò âîçáóæäàþùèé âõîä íà íåéðîíû
ãëóáîêèõ ñëîåâ ýíòîðèíàëüíîé êîðû [4]. Â èñïîëüçóåìîé 4-àìèíîïèðèäèíîâîé
ìîäåëè ýïèëåïñèè ñ íîðìàëüíîé êîíöåíòðàöèåé êàëèÿ îòñóòñòâóåò ñïîíòàííàÿ
àêòèâíîñòü íåéðîíà, âñå ïîòåíöèàëû äåéñòâèÿ âûçâàíû ñèíàïòè÷åñêèì âõîäîì,
îáóñëîâëåííûì ñèíõðîíèçàöèåé íåéðîíîâ. Ýòà ñèíõðîíèçàöèÿ è ÿâëÿåòñÿ èê-
òàëüíûì èëè èíòåðèêòàëüíûì ñîáûòèåì. Òàêèì îáðàçîì, ïðåâûøåíèå ïîðîãà
ïåðâîãî ñïàéêà ðåïðåçåíòàòèâíîãî íåéðîíà ÿâëÿåòñÿ ñâèäåòåëüñòâîì íà÷àëà ýïè-
ëåïòè÷åñêîé àêòèâíîñòè è ìîæåò ñëóæèòü äåòåêòîðîì. Áîëåå ïîäðîáíî ìåòîä äå-
òåêöèè îïèñàí â ðåçóëüòàòàõ. ×åðåç 30 ìêñ ïîñëå äåòåêöèè ýïèëåïòè÷åñêîãî ñî-
áûòèÿ âêëþ÷àëàñü ýëåêòðè÷åñêàÿ ñòèìóëÿöèÿ êîëëàòåðàëåé Øàôôåðà (10 èì-
ïóëüñîâ ñ ÷àñòîòîé 1 Ãö, àìïëèòóäîé 0.1 ìÀ è äëèòåëüíîñòüþ 0.1 ìñ).

Ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà ãèïïîêàìïà. Ìåòîäèêà ïðèãîòîâëåíèÿ ïåðâè÷íîé äèñ-
ñîöèèðîâàííîé êóëüòóðû íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà ìûøåé îïèñàíà â ðàáîòå [1]. Äëÿ
âíåäðåíèÿ â íåéðîíû êóëüòóðû ãåíà ñâåòî÷óâñòâèòåëüíîãî êàòèîííîãî êàíàëà
èñïîëüçîâàëàñü ïëàçìèäà FCK-ChR2-GFP (Addgene, #15814). Ââåäåíèå ïëàçìèäû
îñóùåñòâëÿëîñü ìåòîäîì êàëüöèé-ôîñôàòíîé òðàíñôåêöèè. Äàííàÿ ïðîöåäóðà
ïðîâîäèëàñü íà 7-é äåíü ïîñëå ïîëó÷åíèÿ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ïðè ïîìîùè íà-
áîðà (Clontech Laboratories Inc., #631312) ïî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåëÿ ñ ðåêîìåí-
äàöèÿìè ñîãëàñíî ñòàòüå [6]. Îäíàêî êðàñèòåëü GFP íå èñïîëüçîâàëñÿ èç-çà ñîâ-
ïàäåíèÿ äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ åãî è êàíàëîðîäîïñèíà. Â êà÷åñòâå ìàðêåðà
èñïîëüçîâàëñÿ êðàñèòåëü td-Tomato (Addgene, #30530), ãåí êîòîðîãî áûë ââåäåí
ìåòîäîì êî-òðàíñôåêöèè ñ ïëàçìèäîé pCSCMV: tdTomato.

Ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå. Êîìïüþòåðíàÿ ïðîãðàììà äëÿ ðåàëèçàöèè ñèñòåìû
îáðàòíîé ñâÿçè áûëà íàïèñàíà íà ÿçûêå Pascal â ñðåäå Delphi, äîñòóïíà ïî ññûëêå
https://drive.google.com/open?id=1JWQbI6VbQjmI4xrzlAQLC7k3h-51iQg4. Ðàáîòà
ïðîãðàììû óñïåøíî ïðîòåñòèðîâàíà ñ êàðòîé îöèôðîâêè NI PCI-6221.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Ïîÿâëåíèå èíòåðèêòàëüíûõ èëè ïðåèêòàëüíûõ ñîáûòèé ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî
íàäåæíûì ïðåäâåñòíèêîì âîçíèêíîâåíèÿ èêòàëüíûõ ñîáûòèé, ïîýòîìó èõ ðå-



ãèñòðàöèÿ ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î âûñîêîì ðèñêå ðàçâèòèÿ ýïèëåïòè÷åñêîãî
ïðèñòóïà [5]. Ñòèìóëÿöèÿ òîëüêî â ýòîò ïåðèîä âðåìåíè ìîæåò îêàçàòüñÿ äîñòà-
òî÷íîé, ÷òîáû ïðåäîòâðàòèòü âîçíèêíîâåíèå èêòàëüíîãî ñîáûòèÿ è íå âûçâàòü
ñåðüåçíûõ ïîáî÷íûõ ïîñëåäñòâèé.

Â äàííîé ðàáîòå áûëà ðàçðàáîòàíà ñèñòåìà ñ îáðàòíîé ñâÿçüþ äëÿ ïîäàâëåíèÿ
èêòàëüíîé àêòèâíîñòè â ýêñïåðèìåíòàõ in vitro ñ ýëåêòðè÷åñêîé è îïòîãåíåòè-
÷åñêîé ñòèìóëÿöèåé. Ñíà÷àëà áûë ðàçðàáîòàí àëãîðèòì äåòåêöèè èíòåðèêòàëü-
íûõ è èêòàëüíûõ ñîáûòèé, à òàêæå íàïèñàíî ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå, ðåàëèçó-
þùåå ìîíèòîðèíã ñåòåâîé àêòèâíîñòè è äåòåêöèþ ýïèëåïòè÷åñêèõ ñîáûòèé.

Äåòåêöèÿ ýïèëåïòè÷åñêèõ ñîáûòèé ïðîèçâîäèëàñü ïðè ïîìîùè âíóòðèêëå-
òî÷íîé ðåãèñòðàöèè àêòèâíîñòè íåéðîíà èç ãëóáîêèõ ñëîåâ ýíòîðèíàëüíîé êîðû
ïðè èñïîëüçîâàíèè 4-àìèíîïèðèäèíîâîé ìîäåëè ýïèëåïñèè in vitro. Àêòèâíîñòü
îäíîãî íåéðîíà â ýòîé ìîäåëè îòðàæàåò ïîâåäåíèå âñåé íåéðîííîé ñåòè [2].
Ñïàéêîâàÿ àêòèâíîñòü íåéðîíà íàáëþäàåòñÿ òîëüêî â ñëó÷àå ñèíõðîíèçàöèè ñè-
íàïòè÷åñêèõ âõîäîâ íåéðîíîâ ñåòè, ïîýòîìó ãåíåðàöèÿ ïåðâîãî ïîòåíöèàëà
äåéñòâèÿ ìîæåò ñëóæèòü íàäåæíûì èíäèêàòîðîì íà÷àëà èêòàëüíîãî èëè èíòå-
ðèêòàëüíîãî ðàçðÿäà. Èíòåðèêòàëüíîå ñîáûòèå ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäíó êîðîò-
êóþ ïà÷êó ñïàéêîâ, òîãäà êàê èêòàëüíîå ñîáûòèå — ýòî ïà÷êà ïà÷åê ïîòåíöèàëîâ
äåéñòâèÿ ñ ñóììàðíîé äëèòåëüíîñòüþ îêîëî 20—50 ñ, êîòîðàÿ îáû÷íî ðàçâèâàåò-
ñÿ ïîñëå èíòåðèêòàëüíûõ ðàçðÿäîâ (ðèñ. 1).

Áûë ïðåäëîæåí ñëåäóþùèé àëãîðèòì äåòåêöèè ýïèëåïòè÷åñêèõ ñîáûòèé â ðå-
æèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè: ïðè ïîñòîÿííîì ìîíèòîðèíãå ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà
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Ðèñ. 1. Ýïèëåïòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü â 4-àìèíîïèðèäèíîâîé ìîäåëè in vitro, ïðîäåìîíñòðè-
ðîâàííàÿ äèíàìèêîé ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà (V) ðåïðåçåíòàòèâíîãî íåéðîíà ãëóáîêèõ

ñëîåâ ýíòîðèíàëüíîé êîðû.

Âåðõíèé ãðàôèê — òðè èêòàëüíûõ ñîáûòèÿ, çàðåãèñòðèðîâàííûå çà 600 ñ. Íèæíèé ãðàôèê — â óâåëè-
÷åííîì ìàñøòàáå çàïèñü ïåðâîãî èêòàëüíîãî ñîáûòèÿ ïîñëå äåòåêöèè ñïàéêîâ (ïîðîãè ñïàéêîâ ïîìå-
÷åíû ìåëêèìè êâàäðàòàìè), èíòåðèêòàëüíûõ ñîáûòèé (íà÷àëî îòìå÷åíî çâåçäî÷êîé íà óðîâíå ïîòåí-
öèàëà –30 ìÂ) è èêòàëüíûõ ñîáûòèé (íà÷àëî îòìå÷åíî áîëüøèì êâàäðàòîì íà óðîâíå ïîòåíöèàëà

–20 ìÂ). Ïî îñè àáñöèññ ïðèâåäåíî âðåìÿ (t).
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íåéðîíà ãëóáîêèõ ñëîåâ ýíòîðèíàëüíîé êîðû ðàññ÷èòûâàåòñÿ ïðèðîñò ìåìáðàí-
íîãî ïîòåíöèàëà çà øàã îöèôðîâêè ñèãíàëà (30 ìêñ). Ïðåâûøåíèå ïîðîãîâîãî
çíà÷åíèÿ â 10 ìÂ/ìñ ñâèäåòåëüñòâóåò î âîçíèêíîâåíèè ïîòåíöèàëà äåéñòâèÿ íåé-
ðîíà, ò. å. î íà÷àëå èêòàëüíîãî èëè èíòåðèêòàëüíîãî ðàçðÿäà â ñåòè. Äëÿ ðåàëèçà-
öèè àëãîðèòìà äåòåêöèè ýïèëåïòè÷åñêèõ ñîáûòèé áûëà íàïèñàíà ïðîãðàììà
â ñðåäå Delphi (ïðîãðàììà óñïåøíî ïðîòåñòèðîâàíà ñ êàðòîé îöèôðîâêè National
Instruments PCI-6221). Ïðîãðàììà ñ÷èòûâàåò ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë íåéðîíà
ñ ÷àñòîòîé îöèôðîâêè 20 êÃö (äîïóñòèìûå çíà÷åíèÿ — äî 33.3 êÃö) è ðàññ÷èòû-
âàåò ñêîðîñòü ïðèðîñòà ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà.

Â ñëó÷àå äåòåêöèè ýïèëåïòè÷åñêîãî ñîáûòèÿ ïðîãðàììà çàïóñêàåò ðåæèì ñòè-
ìóëÿöèè ñ çàäàííûìè çàðàíåå ïàðàìåòðàìè. Ïîñëå çàâåðøåíèÿ ñòèìóëÿöèè ïðî-
ãðàììà âíîâü ïåðåõîäèò â ðåæèì äåòåêöèè ýïèëåïòè÷åñêèõ ñîáûòèé. Âûõîä
óïðàâëÿþùåãî ñèãíàëà ñ ðàçðàáîòàííîãî ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ ïåðåäàåòñÿ
íà ýëåêòðè÷åñêèé ñòèìóëÿòîð Isostim A320 (ýëåêòðè÷åñêàÿ ñòèìóëÿöèÿ) ëèáî íà
äðàéâåð DC4104 ÷åòûðåõêàíàëüíîãî ñâåòîäèîäà ôèðìû Thorlabs (îïòîãåíåòè-
÷åñêàÿ ñòèìóëÿöèÿ). Â ñëó÷àå çàøóìëåííîãî ñèãíàëà, ÷òîáû èçáåæàòü ëîæíîãî
äåòåêòèðîâàíèÿ ýïèëåïòè÷åñêîé àêòèâíîñòè, èñïîëüçîâàëñÿ RC-ôèëüòð. Ìèíó-
ñîì ôèëüòðàöèè ñèãíàëà íà óðîâíå ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ ÿâëÿåòñÿ äîïîë-
íèòåëüíàÿ çàäåðæêà äåòåêöèè ñîáûòèÿ.

Ðàçðàáîòàííàÿ ïðîãðàììà äëÿ ðåàëèçàöèè áèîëîãè÷åñêîé îáðàòíîé ñâÿçè ñ
ñåòüþ íåéðîíîâ áûëà àïðîáèðîâàíà íà ïåðåæèâàþùèõ ñðåçàõ ìîçãà (ýíòîðèíàëü-
íîé êîðû è ãèïïîêàìïà) òðåõíåäåëüíûõ êðûñ. Èñïîëüçîâàëàñü ýëåêòðè÷åñêàÿ
ñòèìóëÿöèÿ êîëëàòåðàëåé Øàôôåðà â çîíå CA1 ãèïïîêàìïà, íà÷àëî ýïèëåïòè-
÷åñêèõ ñîáûòèé îòñëåæèâàëîñü ïî ìåìáðàííîìó ïîòåíöèàëó. Ñ çàäåðæêîé â
50 ìêñ ïîñëå ïðåâûøåíèÿ ïîðîãà ñïàéêà âêëþ÷àëàñü íèçêî÷àñòîòíàÿ ýëåêòðè-
÷åñêàÿ ñòèìóëÿöèÿ ñ ÷àñòîòîé 1 Ãö (10 èìïóëüñîâ) ñ öåëüþ ïðåäîòâðàòèòü âîç-
íèêíîâåíèå èêòàëüíûõ ñîáûòèé. Íà ðèñ. 2 ïðèâåäåí ðåçóëüòàò òåñòà ñèñòåìû

Ðèñ. 2. Áèîëîãè÷åñêàÿ îáðàòíàÿ ñâÿçü ñ ñåòüþ íåéðîíîâ ýíòîðèíàëüíîé êîðû â 4-àìèíîïèðè-
äèíîâîé ìîäåëè ýïèëåïñèè (ýëåêòðè÷åñêàÿ íèçêî÷àñòîòíàÿ ñòèìóëÿöèÿ).

Ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ (t), ñ; ïî îñè îðäèíàò — ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë (V), ìÂ.



îáðàòíîé ñâÿçè, êîòîðàÿ óñïåøíî çàïóñêàëàñü â ìîìåíò äåòåêöèè èíòåðèêòàëü-
íûõ ðàçðÿäîâ (î ñòèìóëÿöèè ñðåçà áèïîëÿðíûì ýëåêòðîäîì ñâèäåòåëüñòâóåò àð-
òåôàêò ïîðÿäêà 15 ìÂ). Â äàëüíåéøåì ïëàíèðóåòñÿ ïðèìåíèòü ðàçðàáîòàííóþ
ñèñòåìó îáðàòíîé ñâÿçè äëÿ äåòàëüíîãî èçó÷åíèÿ çàâèñèìîñòè ýôôåêòèâíîñòè
íèçêî÷àñòîòíîé ñòèìóëÿöèè îò òàêèõ ïàðàìåòðîâ, êàê çàäåðæêà íà÷àëà ñòèìóëÿ-
öèè è åå ïðîäîëæèòåëüíîñòü.

Ñèñòåìà áèîëîãè÷åñêîé îáðàòíîé ñâÿçè áûëà òàêæå ïðîòåñòèðîâàíà íà ïåð-
âè÷íîé êóëüòóðå êëåòîê ãèïïîêàìïà ïîñëå êî-òðàíñôåêöèè FCK-ChR2-GFP è
pCSCMV: tdTomato ïëàçìèä. Ôîòîãðàôèÿ íåéðîíà â êóëüòóðå, ïîëó÷åííàÿ ñ ïî-
ìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ td-Tomato, ïðèâåäåíà íà ðèñ. 3, â. Òàê êàê â
êóëüòóðå ìû íå ñìîãëè íàäåæíî âîñïðîèçâåñòè 4-àìèíîïèðèäèíîâóþ ìîäåëü ñó-
äîðîæíûõ ñîñòîÿíèé, òî äëÿ ïðîâåðêè ðàáîòû ñèñòåìû îáðàòíîé ñâÿçè â îïòî-
ãåíåòè÷åñêîì ýêñïåðèìåíòå óïðîñòèëè çàäà÷ó. Çàäà÷åé áûëî ïîñëå ñïîíòàííî
âîçíèêøåãî ñïàéêà âûçâàòü âòîðîé ïîòåíöèàë äåéñòâèÿ ïîñðåäñòâîì âîçäåéñòâèÿ
ñâåòîì c äëèíîé âîëíû 470 íì. Äëÿ ýòîãî äåòåêòèðîâàëè ïîðîã ñïîíòàííîãî
ñïàéêà, à çàòåì ñ çàäåðæêîé, çàâèñèìîé îò õàðàêòåðèñòèê íåéðîíà, ñ ïîìîùüþ
ñèñòåìû îáðàòíîé ñâÿçè âêëþ÷àëñÿ ñâåòîäèîä. Âîçäåéñòâèå ñâåòîì äëèíîé âîë-
íû 470 íì íà êàíàëîðîäîïñèíû ïðèâîäèëî ê äîïîëíèòåëüíîé äåïîëÿðèçàöèè
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Ðèñ. 3. Áèîëîãè÷åñêàÿ îáðàòíàÿ ñâÿçü ñ íåéðîíîì ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ãèïïîêàìïà (èíèöèà-
öèÿ âòîðîãî ñïàéêà çà ñ÷åò âîçäåéñòâèÿ ñâåòîì íà êàíàëîðîäîïñèíû).

à — ñïîíòàííî âîçíèêøèé ïîòåíöèàë äåéñòâèÿ íåéðîíà â îòñóòñòâèå ñâåòîâîé ñòèìóëÿöèè. Ó íåéðîíà
íàáëþäàåòñÿ ñïîíòàííàÿ àêòèâíîñòü èç-çà äåïîëÿðèçîâàííîãî ñîñòîÿíèÿ (–45 ìÂ); á — äóáëåò, èìèòè-
ðîâàííûé ñèñòåìîé îáðàòíîé ñâÿçè, îí æå â óâåëè÷åííîì ìàñøòàáå ïðèâåäåí íà ãðàôèêå (ã). Íà ãðàôè-
êàõ à, á è ã ñâåðõó ïðèâåäåíà äèíàìèêà ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà âî âðåìåíè, à ñíèçó — äèíàìèêà ñâåòà
äëèíîé âîëíû 470 íì, âêëþ÷àåìîãî â ðåæèìå îáðàòíîé ñâÿçè; â — ôîòîãðàôèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî

íåéðîíà, ôëóîðåñöèðóþùåãî çà ñ÷åò ìàðêåðà tdTomato.
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íåéðîíà è ãåíåðàöèè âòîðîãî ïîòåíöèàëà äåéñòâèÿ (ðèñ. 3), â ðåçóëüòàòå ÷åãî íà-
áëþäàëîñü èçìåíåíèå ïàòòåðíà ñïàéêîâîé àêòèâíîñòè íåéðîíà (ñâåò ïîäàâàëñÿ ñ
çàäåðæêîé â 2 ìñ è ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ 100 ìñ).

ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ

Â äàííîé ðàáîòå áûëà ðåàëèçîâàíà áèîëîãè÷åñêàÿ îáðàòíàÿ ñâÿçü ñ íåéðîíîì
èëè ñåòüþ íåéðîíîâ ïðè ýëåêòðè÷åñêîé è îïòîãåíåòè÷åñêîé ñòèìóëÿöèè. Íà äàí-
íîì ýòàïå ñèñòåìà áèîëîãè÷åñêîé îáðàòíîé ñâÿçè áûëà ïðîòåñòèðîâàíà íà ñðåçàõ
ýíòîðèíàëüíîé êîðû è ãèïïîêàìïà ñ ýëåêòðè÷åñêîé ñòèìóëÿöèåé è íà ïåðâè÷íîé
ãèïïîêàìïàëüíîé êóëüòóðå êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ êàíàëîðîäîïñèí, ñî ñòè-
ìóëÿöèåé ñâåòîì äëèíîé âîëíû 470 íì. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü
äàííîãî ìåòîäà äëÿ ïîäàâëåíèÿ ýïèëåïòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ìîæåò áûòü ñóùåñò-
âåííî ïîâûøåíà ïðè èñïîëüçîâàíèè ñðåçîâ ìîçãà ñ èçáèðàòåëüíîé ýêñïðåññèåé
àðõåîðîäîïñèíîâ (ïðîòîííûõ ïîìï, îòêðûòèå êîòîðûõ ïðèâîäèò ê ãèïåðïîëÿðè-
çàöèè êëåòêè) â ïàðâàëüáóìèíîâûõ èíòåðíåéðîíàõ â ìîìåíò ïîâûøåííîé âåðî-
ÿòíîñòè âîçíèêíîâåíèÿ ýïèëåïòè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

Ðàíåå äëÿ ïîäàâëåíèÿ ýïèàêòèâíîñòè â îïòîãåíåòè÷åñêîì ýêñïåðèìåíòå ñèñ-
òåìà îáðàòíîé ñâÿçè áûëà ðåàëèçîâàíà ïðè ìîíèòîðèíãå ÝÝÃ-ñèãíàëà [7]. Ïðåä-
ëîæåííûé â äàííîé ðàáîòå êðèòåðèé äåòåêöèè ýïèëåïòè÷åñêîãî ñîáûòèÿ ïðè
ìîíèòîðèíãå âíóòðèêëåòî÷íîé çàïèñè ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ðåïðåçåíòàòèâ-
íîãî íåéðîíà ïî ïîðîãó ïåðâîãî ñïàéêà â ïà÷êå ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü ýïèëåïòè-
÷åñêîå ñîáûòèå â ìîìåíò ñàìîãî çàðîæäåíèÿ. Òàêæå âïåðâûå ïðåäëîæåí ñïîñîá
ñòèìóëÿöèè ñ íèçêîé ÷àñòîòîé òîëüêî â ïåðèîä ïîâûøåííîé âåðîÿòíîñòè ýïè-
ëåïòè÷åñêîãî ñîáûòèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà çà ñ÷åò ãðàíòà ÐÍÔ (ïðîåêò ¹ 17-75-10082).
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