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Проницаемые для кальция каинатные (CP-KAR) и AMPA-рецепторы (CP-AMPAR) нейронов мозга яв-
ляются активными участниками синаптической пластичности и запуска процесса секреции нейротранс-
миттеров. В настоящей работе нейроны, содержащие CP-KA- и CP-АМРА-рецепторы, идентифициро-
вали в нейроглиальной культуре гиппокампа на 14–17 день культивирования по характерному Са2+-отве-
ту на агонист КА- и АМРА-рецепторов, домоевую кислоту (DA) и селективный агонист CP-KARs, АТРА.
Показано, что DA в концентрации 300 нМ вызывала быстрый рост внутриклеточной концентрации Ca2+

в двух минорных субпопуляциях нейронов. Обе субпопуляции оказались ГАМКергическими нейронами
и положительно окрашивались антителами против глутаматдекарбоксилазы 65 и 67 (GAD65/67). Инги-
битор СР-АМРА-рецепторов NASPM не подавлял Са2+-ответ на DA в нейронах первой субпопуляции.
Селективный агонист CP-KAR, АТРА, повышал [Ca2+]i в той же степени, что и DA лишь в первой субпо-
пуляции ГАМКергических нейронов. Ингибитор ГАМК(А)-рецепторов, бикукуллин, не повышал
амплитуду Са2+-ответа на DA в этой субпопуляции, что указывает на отсутствие CP-KARs в постсинап-
тической мембране, где локализованы ГАМК(А)-рецепторы. Таким образом, данную субпопуляцию
ГАМКергических нейронов можно отнести к нейронам, содержащим CP-KARs, которые, вероятно, ло-
кализованы в пресинаптической мембране ГАМКергических нейронов. Повышение [Са2+]i, во второй
субпопуляции, вызванное аппликацией DA, полностью подавлялось ингибитором СP-АМРАRs,
NASPM. В этой же субпопуляции NASPM уменьшал амплитуду Са2+-колебаний, указывая на участие
СР-АМРАRs в формировании Са2+-импульса во время синхронной кальциевой активности. На основа-
нии этого данную субпопуляцию нейронов можно отнести к ГАМКергическим нейронам, содержащим
СP-АМРАRs. Большинство же нейронов в культуре клеток гиппокампа (70–85%) не окрашивались ан-
тителами против GAD65/67 и с задержкой отвечали на аппликацию DA повышением частоты кальцие-
вых колебаний. Амплитуда этих колебаний в ответ на DA увеличивалась в присутствии NASPM в субпо-
пуляции тормозных нейронов, содержащих СР-КАRs, указывая на их иннервацию тормозными нейро-
нами, содержащими СР-AMRARs. Это увеличение амплитуды Са2+-колебаний в тормозных нейронах,
содержащих СР-КАRs, коррелировало с уменьшением амплитуды синхронной кальциевой активности в
большой (42% ± 6% нейронов) субпопуляции глутаматергических нейронов, предполагая иннервацию
последних тормозными нейронами, содержащими СР-КАRs. Таким образом, ГАМКергические нейро-
ны, содержащие CP-KA- и CP-АМРА-рецепторы, могут работать в тандеме, контролируя активность от-
дельных популяций нейронов.
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ВВЕДЕНИЕ
Глутаматные каинатные (КА) и АМРА-рецеп-

торы классически рассматриваются как рецепто-

ры-каналы, деполяризующие мембрану за счет
натриевой проводимости, что обеспечивает про-
хождение возбуждающего сигнала через нейро-

Сокращения: АМРА – α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовая кислота; CP-AMPARs – Са2+-проницаемые
AMPA-рецепторы; NASPM – (1-нафтил)ацетил спермин, селективный антагонист CP-AMPARs; DA – домоевая кислота;
CP-КARs – Ca2+-проницаемые каинатные рецепторы; ATPA – (RS)-2-амино-3-(3-гидрокси-5-трет-бутилизоксазол-4-
ил)пропановая кислота, селективный агонист GluK1-содержащих каинатных рецепторов; CGP-35348 (3-аминопропил(ди-
этоксиметил)фосфиновая кислота) – ингибитор ГАМК(В)-рецепторов; СКК – синхронные кальциевые колебания.
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нальные синапсы, активацию потенциал-зависи-
мых кальциевых каналов и снятие магниевого
блока с NMDA-рецепторов. Однако отдельные
популяции КА- и АМРА-рецепторов обладают
кальциевой проводимостью, что дает возмож-
ность участия в запуске процесса секреции ней-
ротрансмиттеров [1].

Сведения о физиологических эффектах агони-
стов CP-KARs достаточно противоречивые, по-
скольку результат зависит от концентрации аго-
нистов, типа и состояния нейронов. Так, актива-
ция CP-KARs может вызывать резкое усиление
возбуждения в ответ на физиологические стиму-
лы и увеличивать высвобождение глутамата [2, 3].
С другой стороны, агонисты CP-KA-рецепторов
усиливают секрецию ГАМК [4–6] и подавляют
синаптическую передачу. Что касается селектив-
ной экспрессии субъединиц GluK1 и GluK2,
определяющих Са2+-проводимость КАR, то пока-
зано, что возбуждающие пирамидальные клетки
экспрессируют главным образом GluK2-содер-
жащие рецепторы, тогда как тормозные нейроны
гиппокампа экспрессируют GluK1 [7, 8]. Причем
CP-KARs, содержащие субъединицу GluK1, мо-
гут быть локализованы в пресинаптической мем-
бране ГАМКергических нейронов [9, 10], где они
стимулируют секрецию ГАМК [10–12] и, таким
образом, осуществляют отрицательную обратную
связь, ингибируя активность принципиальных
нейронов при гипервозбуждении [5, 13]. Предпо-
лагается, что активация CP-KARs ГАМКергиче-
ских нейронов может вызывать нейропротектор-
ный эффект при ишемических повреждениях
мозга и других нейродегенеративных процессах.
В ряде работ показано, что, действительно, акти-
вация CP-KARs усиливает высвобождение ГАМК
и увеличивает тоническое торможение пирами-
дальных нейронов [8, 14, 15], защищая их от по-
вреждения при гипервозбуждении.

Исследование механизма, с помощью которо-
го СP-KARs усиливают секрецию нейротранс-
миттеров в ГАМКергических нейронах показало,
что нейроны, содержащие СP-KARs, легковозбу-
димы, генерируют быстрый Са2+-сигнал без де-
сенситизации при активации селективными аго-
нистами КАRs [9, 10, 16] и не имеют ГАМК(А)-
рецептор-зависимого торможения [17]. При этом
CP-KARs располагаются пресинаптически на
данных нейронах. Такие свойства рецептора мо-
гут обеспечить опережающую и массивную сек-
рецию ГАМК при возбуждении.

СP-АМРАRs локализованы в определенных
подтипах ГАМКергических нейронов. Так, 78%
быстроразряжающихся ГАМКергических нейро-
нов (fast spiking), содержащих парвальбумин, со-
держат также и СP-АМРАRs [18]. В отличие от
KARs, СP-АМРARs локализованы в тормозных
интернейронах постсинаптически, где способ-

ствуют генерации Са2+-импульса, который вызы-
вает секрецию ГАМК и торможение нейронов в
сети [19–23]. CP-AMPARs играют большую роль в
синаптической пластичности [24]. В ряде работ
показано, что после периода повышенной актив-
ности количество CP-AMPARs в синапсе возрас-
тает [25, 26]. Последние исследования показали,
что соотношение Са2+-проводящих и Са2+-не-
проводящих АМРА-рецепторов зависит от актив-
ности синапса. При слабой стимуляции в синапсе
активируется транспорт CP-AMPARs, а при силь-
ной стимуляции активируется транспорт AMPARs,
содержащих GluA2 [27]. Встраивание и удаление
CP-AMPARs в синапсе регулируется процессами
фосфорилирования и дефосфорилирования
C-концевого домена субъединицы GluA1. Осо-
бенно интенсивно данный процесс протекает в
постнатальтный период. Показано, что на 4–5-й
день постнатального периода около 78% AMPARs
в синапсах проницаемы для Ca2+ [28].

Ввиду важной регуляторной роли СP-KARs и
CP-AMPARs в последние годы активизировались
усилия по идентификации и характеристике ней-
ронов, экспрессирующих эти рецепторы. В на-
стоящее время устанавливаются электрофизио-
логические характеристики этих рецепторов, их
локализация в определенных подтипах нейронов,
пресинаптическая и постсинаптическая локали-
зация, участие рецепторов в усилении секреции
ГАМК, а также выясняется роль этих рецепторов
в контроле гипервозбуждения.

В настоящей работе ставились следующие за-
дачи: визуализировать ГАМКергические нейро-
ны, содержащие СР-КА- и СР-АМРА-рецепто-
ры, по характерному Са2+-сигналу в ответ на аго-
нисты соответствующих рецепторов; выявить
различия в субпопуляциях ГАМКергических ней-
ронов, содержащих СР-КА- и (или) СР-АМРА-ре-
цепторы; установить пре- или постсинаптиче-
скую локализацию этих рецепторов в нейронах;
выявить степень контроля активности СР-КА-ре-
цепторов ГАМК(А)-рецепторами; определить
популяции нейронов, иннервируемые нейронами,
содержащими СР-КА и СР-АМРА-рецепторы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура клеток гиппокампа. В экспериментах
использовали смешанную нейроглиальную куль-
туру клеток гиппокампа крысы, выделенного из
головного мозга новорожденных (1–3 дня) крыс
Sprague–Dawley в соответствии с [29, 30]. Экспе-
рименты проводили на культуре нейронов гиппо-
кампа на 14–17-й день культивирования. Перед
экспериментом клетки загружали в течение 30 мин
при 28°C флуоресцентным зондом Fura-2 AM
(6 мкМ) в растворе HBSS, содержащем (мМ):
156 NaCl, 3 KCl, 2 MgSO4, 1.25 KH2PO4, 2 СаCl2,
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10 глюкозу и 10 HEPES; pH 7.35. Флуоресценцию
регистрировали в растворе Хенкса. Плотность
клеток составляла 5000–7000/мм2.

Для измерения [Са2+]i использовали систему
анализа изображений на базе инвертированного
моторизованного микроскопа Leica DMI6000B,
оснащенного высокоскоростной монохромной
CCD-камерой HAMAMATSU C9100, системой
высокоскоростной смены возбуждающих свето-
фильтров Leica’s Ultra-Fast Filter Wheels (время
переключения 10–30 мс). Использовали объектив
Leica HC PL APO 20×/0.7 IMM. В качестве источ-
ника возбуждения флуоресценции использовали
осветитель Leica EL6000 с ртутной лампой высо-
кого давления HBO 103 W/2. Кальциевые сигна-
лы нейронов регистрировали по интенсивности
флуоресценции двухволнового Са2+-чувствитель-
ного зонда Fura-2. Для возбуждения и регистра-
ции флуоресценции Fura-2 использовали набор
светофильтров FU2 (Leica, Германия) с фильтра-
ми возбуждения BP340/30 и BP387/15, светодели-
телем FT410 и фильтром эмиссии BP510/84. По-
лученные в двух различных каналах временные
серии изображений обрабатывали в программе
ImageJ с использованием программных модулей
Time Series Analyzer и RatioPlus. Амплитуду каль-
циевых ответов одиночных клеток определяли из
отношения интенсивности флуоресценции Fura-
2 при возбуждении светом с длиной волны 340 нм
к интенсивности при возбуждении 380 нм.

Иммуноцитохимическое окрашивание ГАМКер-
гических нейронов. Для обнаружения ГАМКерги-
ческих нейронов использовали иммуноцитохи-
мический метод [30, 31]. Поскольку измерения
кальция и регистрацию флуоресценции антител
проводили на разных микроскопах, то для совме-
щения изображений на обратную сторону круг-
лого покровного стекла с культурой клеток тон-
ким маркером наносили измерительную сетку с
шагом 2 мм. В обоих микроскопах изображение
сетки совмещалось с изображением перекрестия
окуляра. После регистрации кальциевого сигнала
клетки фотографировали в режиме фазово-кон-
трастной микроскопии и каждую клетку нумеро-
вали. Затем клетки фиксировали и анализировали
иммуноцитохимически с использованием анти-
тел против глутамат декарбоксилазы (GAD65/67)
согласно методике описанной ранее [32, 33].
Во время этой процедуры использовали следую-
щие растворы: фосфатно-солевой буфер (PBS),
рН 7.4; 4% параформальдегид в PBS; 1% и
10% сыворотку осла в PBS. Клетки фиксировали
4% параформальдегидом в PBS в течение 20 мин и
трижды промывали ледяным PBS в течение 5 мин.
Для пермеабилизации клетки обрабатывали
0.1% раствором Тритона X-100 в течение 15 мин.
Для блокирования неспецифических сайтов свя-
зывания антител фиксированные клетки инкуби-

ровали в 10% сыворотке осла в течение 30 мин
при комнатной температуре. Затем клетки инку-
бировали с первичными кроличьими антителами
против GAD 65/67 в течение 12 ч при 4°C (1 : 500
в 1% сыворотке осла). Фиксированные клетки за-
тем промывали PBS (3 раза в течение 5 мин) и об-
рабатывали вторичными антителами осла против
кролика, конъюгированными с Alexa Fluor 647
(1 : 200 в PBS) в соответствии с руководством
производителя (Abcam, Великобритания). Для
окрашивания ДНК в фиксированных клетках ис-
пользовали ДНК-специфический флуоресцент-
ный зонд Hoechst 33342 [34].

Флуоресценцию антител регистрировали с по-
мощью инвертированного конфокального микро-
скопа Leica TCS SP5 при возбуждении He-Ne-ла-
зером с длиной волны возбуждения 633 нм и ре-
гистрации при 655–700 нм. Для возбуждения
Hoechst 33342 использовали лазер с длиной вол-
ны 405 нм. Регистрацию производили в диапазо-
не 425–500 нм. Затем с помощью программного
обеспечения ImageJ сравнивали конфокальные
изображения флуоресценции антител и прижиз-
ненные флуоресцентные изображения клеток,
окрашенных Fura-2. Такой подход позволяет оце-
нить изменения [Ca2+]i в GAD65/67-положитель-
ных и в GAD65/67-отрицательных нейронах.

Материалы. В работе использовали: растворы
Хенкса, HEPES (MP Biomedicals, США); Fura-2/AM,
бессывороточную добавку B-27, бикукуллин, до-
моевую кислоту, АТРА, NASPM, (Tocris Bioscience,
Великобритания); бычий сывороточный альбу-
мин, PBS, (Sigma, США). Первичные кроличьи
антитела против глутаматдекарбоксилазы 65 и 67
(Abcam, Великобритания), вторичные антитела
осла против антител кролика, конъюгированные
с Alexa Fluor 647 (1 : 200 в PBS) были приготовле-
ны согласно прописи (Abcam, Великобритания).
Реагенты добавляли при полной замене среды c
помощью специальной перфузионной системы, ко-
торая позволяет быстро заменить весь раствор в ка-
мере. Скорость записи – 1 кадр в секунду. Все экспе-
рименты выполнены при температуре 28–30°C.

Статистический анализ. Результаты представ-
лены как среднее ± стандартная ошибка среднего
(SEM) или как репрезентативные записи кальци-
евых сигналов в отдельных клетках. Серия экспе-
риментов одного дня состояла из 5–6 повторов.
Каждый эксперимент с клетками одного посева
повторяли 3 раза. Количество клеток, проанали-
зированных в одном опыте, варьировало от 100 до
200. В подписях к рисункам указано: N – количе-
ство клеток, проанализированных в конкретном
эксперименте, n – число независимых эксперимен-
тов. Исходный уровень сигнала в клетках обычно
составлял 0.23 ± 0.07 (здесь и далее приведено сред-
нее значение ± стандартное отклонение). Нейроны
отличали от астроцитов по синхронной спонтанной
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активности и быстрому Са2+-ответу на деполяриза-
цию 35 мM KCl в конце эксперимента. Анализ ре-
зультатов и построение графиков проводили с по-
мощью программы Origin 9.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Чтобы визуализировать и охарактеризовать
нейроны, содержащие СP-AMPARs и CP-КАRs,
мы регистрировали изменения концентрации
ионов Са2+ в цитозоле ([Са2+]i) во всех клетках в
поле зрения микроскопа в культуре клеток гип-
покампа на 14-17 DIV при действии агонистов и
антагонистов этих рецепторов. Для исследования
взаимодействия между популяциями клеток, в
нейрональной сети индуцировали режим син-
хронных кальциевых колебаний (СКК). Син-
хронную активность нейронов вызывали снятием
ГАМК(А)-зависимого торможения ингибитором
ГАМК(А)-рецепторов, бикукуллином [5]. DA ис-
пользовали в качестве агониста обоих рецепто-
ров. АТРА использовали в качестве селективного
агониста CP-KAR [35]. NASPM использовали в
качестве селективного антагониста СP-АМРАR
[36]. На рис. 1а показано, что бикукуллин вызы-
вает синхронные осцилляции [Ca2+]i в нейронах.
Кратковременная аппликация DA в концентра-
ции 300 нМ (ЕС50 = 51 нМ) вызывала быстрое вы-
сокоамплитудное и продолжительное повыше-
ние базального уровня [Ca2+]i в минорной попу-
ляции нейронов (кривые 1, 2 на рис.1б) и через
несколько секунд (15 с в данном эксперименте) уве-
личивала частоту СКК во всех остальных нейронах
в сети (кривые 3, 4 на рис.1б). Задержка возбужде-
ния в большинстве нейронов может означать, что
популяция нейронов, реагирующих быстрым
подъемом [Ca2+]i, содержит ГАМКергические ней-
роны, и их возбуждение тормозит остальные нейро-
ны от возбуждения домоевой кислотой на какое-то
время (15с), по прошествии которого ГАМК-зави-
симое торможение прекращается.

Торможение, по-видимому, реализуется через
ГАМК(В)-рецепторы, поскольку ГАМК(А)-ре-
цепторы заблокированы бикукуллином.

Для выявления нейронов, содержащих
СP-АМРАRs, повторная аппликация DA прово-
дилась на фоне ингибитора СP-АМРАRs,
NASPM (рис 1а, 1в). По реакции на NASPM, по-
пуляция, ответившая на DA в контроле быстрым
увеличением базального уровня [Ca2+]i, раздели-
лась на две субпопуляции. NASPM полностью
подавлял фазу быстрого повышения [Ca2+]i в от-
вет на DA в одной субпопуляции (черная кривая 2
на рис. 1в). На основании этого эти клетки можно
отнести к нейронам, содержащим СP-АМРАRs.
Ранее было показано, что данный тип рецепторов
локализован в постсинаптической мембране ней-

ронов [19, 20]. В контрольных экспериментах ам-
плитуда кальциевых ответов на повторную ап-
пликацию DA сохранялась (не показано) [37].
Вклад других каналов (NMDA, потенциал-зави-
симых Na+- и Са2+-каналов и каналов эндоплаз-
матического ретикулума) в ответах на активацию
СР-АМРАRs ГАМКергических нейронов в куль-
туре кортикальных нейронов крысы был иссле-
дован ранее [38]. Са2+-сигнал, генерируемый
СР-АМРА-рецепторами, существенно не изме-
нялся в присутствии циклопиазоновой кислоты,
антагонистов NMDA-рецепторов и блокаторов
Na+- и Са2+-каналов. Присутствие ингибиторов
NMDA-рецепторов не изменяло количество ней-
ронов, ответивших на DA [39].

Ингибитор СP-АМРАRs не подавлял, а даже
увеличивал Са2+-ответ на DA во второй субпопу-
ляции нейронов (кривая 1, рис. 1в). На рис. 1г
красными кривыми представлены кальциевые
сигналы этой субпопуляции нейронов в ответ на
последовательную аппликацию DA и селектив-
ного агониста CP-KARs, ATPA. Показано, что
АТРА повышает [Ca2+]i в той же степени, что и
DA, только в этой субпопуляции нейронов, обнару-
живая рецептор, содержащий GluK1 субъединицу.

Ингибитор ГАМК(А)-рецепторов, бикукул-
лин, не повышал амплитуду Са2+-ответа на DA в
этой популяции (рис. 1г), что указывает на отсут-
ствие CP-KARs в постсинаптической мембране,
где локализованы ГАМК(А)-рецепторы [17, 19].
Такая локализация CP-KARs обеспечивает отсут-
ствие ГАМК(А)-рецептор-зависимого торможе-
ния этих рецепторов, что может способствовать
высокой скорости возбуждения [17]. На основа-
нии полученных результатов можно предполо-
жить, что данная популяция нейронов содержит
CP-KARs в пресинаптической мембране.

Таким образом, с помощью селективного аго-
ниста CP-KARs и антагониста СP-АМРАRs удалось
показать, что популяция нейронов, ответивших по-
вышением [Са2+]i на аппликацию DA, состоит их
двух субпопуляций нейронов, одна из которых со-
держит CP-KARs, а другая – СP-АМРАRs.

Характерные кальциевые ответы на DA и на
АТРА позволяют визуализировать нейроны, со-
держащие CP-KA- и CP-AMPA-рецепторы
(рис. 1д, 1е, 1ж). На рисунках представлены флу-
оресцентные изображения клеток, окрашенных
зондом на свободный кальций. Интенсивность
флуоресценции пропорциональна [Ca2+]i. На рис. 1д
приведены изображения клеток на 535-й секунде
эксперимента. Клетки находятся в состоянии по-
коя, темные пятна соответствуют клеткам с низ-
кой [Ca2+]i. На рис. 1е показано, что во всех ней-
ронах на 545-й секунде эксперимента в максиму-
ме импульса СКК [Ca2+]i высокая (светлые
нейроны). В темных клетках, представленных
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Рис. 1. Идентификация ГАМКергических нейронов, содержащих CP-KA- и CP-AMPA-рецепторы. 
а – Общая схема эксперимента. Кальциевые сигналы нейронов в режиме СКК в ответ на DA (300 нМ) в контроле (б –
первая добавка в растянутой временной шкале) и в присутствии 50 мкМ NASPM (в) в четырех популяциях нейронов,
представленных кривыми, усредненными по семи нейронам каждой популяции. б, в – Цифрами на кривых обозна-
чены: 1 – тормозные нейроны, содержащие CP-KARs, 2 – тормозные нейроны, содержащие CP-AМРАRs, 3, 4 – воз-
буждающие нейроны. 
г – Реакция нейронов на аппликацию агонистов КА-рецепторов: DA и ATPA вызывают повышение [Са2+]i в нейро-
нах, в которых NASPM не ингибирует DA-индуцированный Са2+-ответ (красные кривые). Бикукуллин не увеличивает
амплитуду Ca2+-сигнала на DA в этой субпопуляции нейронов (красные кривые). Для сравнения показаны Ca2+-сигна-
лы в двух глутаматергических нейронах (зеленые кривые). Эти нейроны не отвечают на ATPA, а бикукуллин увеличи-
вает в них амплитуду DA-индуцированного ответа. Пауза между аппликациями составляет 12 мин. N = 125, n = 3. 
д, е, ж – Прижизненная визуализация нейронов, содержащих СР-КА- и СР-АМРА-рецепторы; флуоресцентные
изображения клеток, окрашенных Fura-2 в поле зрения микроскопа. д – Клетки в состоянии покоя, темные пятна со-
ответствуют клеткам с низким [Ca2+]i. е – Увеличение [Ca2+]i в нейронах зарегистрировано на 545-й секунде в макси-
муме импульса СКК на рис. 1б (светлые нейроны). Темные клетки – астроциты. ж – Светлые клетки-нейроны, со-
держащие CP-KARs и СР-AMPARs. Момент регистрации кадра показан стрелочкой на рис. 1б. 
з, и, к – иммуноцитохимическое окрашивание клеток в культуре антителами против GAD 65/67. Слева – ядра клеток,
окрашенные с помощью Hoechst 33342; в центре – флуоресценция антител против GAD 65/67, cправа – объединенное
изображение. 15% клеток окрашены антителами к GAD 65/67. 65% из них ответили на DA увеличением [Ca2+]i. Отме-
ченные цифрами 1, 2 клетки на рис. 1и соответствуют клеткам из семейств 1, 2 на рис. 1б.
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преимущественно астроцитами, [Ca2+]i не повы-
шается во время СКК. На рис. 1ж показано, что в
период между импульсами, на 555-й секунде экс-
перимента (момент регистрации кадра показан
стрелочкой на рис. 1б) остаются светлыми только
нейроны, быстро реагирующие на DA повыше-
нием базального уровня [Ca2+]i. Последующее до-
бавление АТРА визуализирует только нейроны,
содержащие СР-КАRs (не показано).

Обе популяции (светлые нейроны на рис. 1ж)
оказались ГАМКергическими нейронами и поло-
жительно окрашивались антителами против глу-
таматдекарбоксилазы 65/67 (рис. 1з, 1и, 1к). На
рис. 1и стрелочкой показаны две покрашенные
антителами клетки, из субпопуляций 1, 2 на
рис. 1б. Большинство же нейронов в культуре
клеток гиппокампа (70–80%) не окрашивались
антителами и на этом основании отнесены к глу-
таматергическим нейронам. Эти нейроны отвеча-
ют на аппликацию DA с задержкой и лишь повы-
шением частоты СКК (кривые 3, 4 на рис. 1б).

Система анализа изображения (нейроими-
джинг) позволяет анализировать одновременно
сигналы от сотен нейронов. Сравнение этих сиг-
налов позволяет обнаружить субпопуляции опре-
деленных подтипов нейронов и установить взаи-
модействие не только между отдельными нейро-
нами, но и между субпопуляциями нейронов. Для
выявления мишеней, иннервируемых нейрона-
ми, содержащими CP-KARs и СР-AMRARs, мы
сравнивали не только изменения базального
уровня [Ca2+]i в ответ на DA, но и амплитуды
кальциевых импульсов при СКК в контроле и в
присутствии антагониста CP-AMPA-рецепторов,
NASPM. Все нейроны уверенно разделились на
четыре субпопуляции, по-разному реагирующие
на ингибитор CP-AMPARs, NASPM и на аппли-
кацию DA в присутствии NASPM.

На рис. 2 представлены усредненные кальциевые
сигналы семи репрезентативных клеток каждой суб-
популяции из эксперимента, показанного на рис. 1а.
Амплитуду колебаний [Ca2+]i измеряли как в присут-
ствии DA, так и после ее отмывки. Первые две субпо-
пуляции на рис. 2 представляют ГАМКергические
нейроны, которые ответили на DA быстрым увели-
чением базального уровня [Ca2+]i (рис. 2а и 2б). Тре-
тья и четвертая субпопуляции представляют глута-
матергические нейроны (рис. 2в и 2г).

Можно видеть, что в тормозных нейронах пер-
вой группы, содержащих CP-KARs, амплитуда
СКК, регистрируемая после удаления DA в кон-
троле в среднем не изменяется и в присутствии
NASPM (рис. 2а), что подтверждает отсутствие
CP-AMPA-рецепторов в этих нейронах. Однако
Ca2+-ответ на DA в присутствии NASPM не толь-
ко сохраняется, но и значительно (в 2.5 раза) уве-
личивается (рис. 2а), что может указывать на ин-

нервацию этих нейронов ГАМКергическими
нейронами, содержащими CP-AMPARs. По-ви-
димому, популяция ГАМКергических нейронов,
содержащих CP-AMPARs, контролирует актив-
ность популяции ГАМКергических нейронов,
содержащих CP-KARs, предохраняя их от повре-
ждений, обусловленных быстрым, высокоампли-
тудным Са2+-сигналом, который развивается в
этих нейронах при гипервозбуждении.

В NASPM-чувствительных тормозных нейро-
нах второй группы (рис. 2б) амплитуда СКК, ре-
гистрируемая после удаления DA в контроле, в
среднем уменьшается в присутствии NASPM, что
указывает на участие CP-AMPARs в формирова-
нии импульса Ca2+ во время СКК в нейронах этой
популяции. Амплитуда импульса уменьшается на
29 ± 2%. При аппликации DA в присутствии
NASPM наблюдается значительное (в 3 раза) сни-
жение амплитуды кальциевых колебаний в ней-
ронах этой субпопуляции (рис. 2б), по-видимому,
за счет полного подавления фазы увеличения ба-
зального уровня [Ca2+]i (см. рис. 1в).

В NASPM-чувствительных глутаматергиче-
ских нейронах третьей группы (рис. 2в) амплитуда
кальциевых сигналов во время СКA, после удале-
ния DA, и амплитуда ответов на аппликацию DA
уменьшались в присутствии NASPM. Поскольку
DA не вызывала увеличения базального уровня
[Са2+]i в этой субпопуляции (кривая 3 на рис. 1б),
что предполагает отсутствие кальций-проводящих
КА- или АМРА-рецепторов, а снижение активности
глутаматергических нейронов этой популяции в при-
сутствии NASPM коррелирует с повышением актив-
ности нейронов, содержащих CP-KARs, (рис. 2а), то
можно предположить, что эффект подавления ак-
тивности обусловлен иннервацией глутаматергиче-
ских нейронов этой субпопуляции тормозными
нейронами, содержащими CP-KARs.

В глутаматергических нейронах четвертой
группы, нечувствительных к NASPM и не содер-
жащих СР-КА- или СР-АМРА-рецепторов, ам-
плитуда СКA не изменяется в присутствии
NASPM, что подтверждает отсутствие CP-AMPA-
рецепторов. Кроме того, сохранение амплитуды
кальциевых колебаний, индуцированных DA в
присутствии NASPM, указывает на то, что нейро-
ны этой субпопуляции заметно не иннервируются
тормозными нейронами, содержащими CP-AM-
RARs или CP-KARs.

Таким образом, данный эксперимент показы-
вает, что ГАМКергические нейроны, содержа-
щие CP-АМРАRs, иннервируют ГАМКергиче-
ские нейроны, содержащие CP-КАRs, которые, в
свою очередь, контролируют активность значи-
тельной популяции глутаматергических нейронов.

Обычно тормозное действие ГАМК осуществ-
ляется через ГАМК(А)- и ГАМК(В)-рецепторы.
Поскольку в нашем случае ГАМК(А)-рецепторы
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заблокированы бикукуллином, то тормозное дей-
ствие, по-видимому, развивается за счет взаимо-
действия ГАМК с ГАМК(В)-рецепторами. Ранее
было показано, что за способность ГАМК подав-
лять СКК ответственны в основном метаботроп-
ные ГАМК(B)-рецепторы [40]. Для того чтобы
показать участие ГАМК(В)-рецепторов в инги-
бировании СКК в присутствии ингибитора
ГАМК(А)-рецепторов, мы провели следующий
эксперимент. На рис. 3 показано, что СКК, инду-
цированные бикукуллином, подавляются ГАМК,
что предполагает действие ГАМК через ГАМК(B)-
рецептор; отмывка ГАМК восстанавливает
колебания. Добавление ГАМК в присутствии

ингибитора ГАМК(B)-рецептора, CGP 35348, не
подавляет колебания. Это подтверждает, что инги-
бирующее действие ГАМК в присутствии бикукул-
лина осуществляется через ГАМК(B)-рецептор.

DA всегда вызывает увеличение частоты СКК
в нейронах в культуре (рис. 1), что указывает на их
деполяризацию, по-видимому, из-за активации
AMPA-рецепторов (средняя частота колебаний
при этом увеличивается от 0.02 до 0.1 Гц). Однако
в присутствии NASPM DA вызывает еще большее
увеличение частоты СКК (до 0.3Гц на рис. 1в),
что может указывать на иннервацию “пейсмекер-
ных” нейронов ГАМКергическими нейронами,
содержащими CP-АМРА-рецепторы.

Рис. 2. Изменение СКК и Са2+-ответов на DA в присутствии ингибитора СР-АМРАR в четырех популяциях нейронов.
Приведены ответы, усредненные по 7 нейронам из каждой популяции. Схема эксперимента показана на рис. 1а. В
каждом блоке приведены: реакция нейронов на DA и последующие синхронные колебания кальция после отмывки
DA (слева), и синхронные колебания кальция и реакция нейронов на DA в присутствии NASPM (справа). 
а – В ГАМКергических нейронах, содержащих CP-KARs, амплитуда СКК после удаления DA не изменяется в при-
сутствии NASPM. Значительное увеличение [Ca2+]i в присутствии NASPM наблюдается во время аппликации DA
(справа) по сравнению с контролем (слева), что может указывать на торможение этих нейронов нейронами, содержа-
щими CP-АМРАRs. 
б – NASPM-чувствительные ГАМКергические нейроны. NASPM уменьшает амплитуду СКК после удаления DA в
среднем на 29 ± 3%, а также значительно снижает амплитуду колебаний кальция при аппликации DA. 
в – Глутаматергические нейроны, чувствительные к NASPM (42 ± 6% клеток). Амплитуда СКК после удаления DA и
в ответ на DA уменьшаются в присутствии NASPM, что может указывать на ингибирование этих нейронов тормозны-
ми нейронами, содержащими CP-KARs, активность которых увеличивается в это время (см. рис. 2А). 
г – NASPM-нечувствительные глутаматергические нейроны. (37 ± 6% клеток). Амплитуда СКК после удаления DA и
в ответ на DA не изменяется в них в присутствии NASPM, что указывает на отсутствие иннервации со стороны ней-
ронов, содержащих CP-AMPARs или CP-KARs.
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Таким образом, в культуре клеток гиппокампа
крысы на 14-17 DIV визуализированы (по харак-
терному быстрому, высокоамплитудному Са2+-
ответу на агонисты КА- и АМРА-рецепторов),
два подтипа ГАМКергических нейронов, содер-
жащих CP-KA- и СР-AMPA-рецепторы. Показа-
но, что рецепторы могут быть локализованы в
различных популяциях ГАМКергических нейро-
нов. Эти нейроны иннервируют различные суб-
популяции нейронов. Иннервация тормозных
нейронов, содержащих СР-КАRs, ГАМКергиче-
скими нейронами, содержащими СP-АMPARs,
может представлять собой эффективную отрица-
тельную обратную связь для ограничения повы-
шенной активности нейронов, содержащих
СР-КARs, при которой быстрый вход Ca2+ через
СР-КАRs может привести к перегрузке митохон-
дрий кальцием и сопутствующей продукции ак-
тивных форм кислорода [41].

ОБСУЖДЕНИЕ
Регистрация [Ca2+]i при действии агонистов

КА- и АМРА-рецепторов позволила визуализи-
ровать нейроны, содержащие СР-КА- и СР-АМРА-
рецепторы. Ранее было показано, что при разви-
тии нейрональной сети в культуре, через несколь-

ко дней возникают СКК, которые в дальнейшем,
с возрастом культуры, постепенно рассинхрони-
зируются. Амплитуда Са2+-осцилляций уменьша-
ется и затем СКК прекращаются. Прекращение
СКК обусловлено в основном усилением ГАМКер-
гической системы, гиперполяризующей нейроны-
мишени. Ингибиторы ГАМК(А)-рецепторов и ве-
щества, деполяризующие мембрану, индуцирова-
ли СКК в этих условиях. В отличие от АТРА, ко-
торый селективно активирует вход Са2+ через
СР-КА-рецепторы, DA активирует все АМРА-
и КА-рецепторы. Поэтому, кроме повышения
[Ca2+]i в нейронах, содержащих СР-АМРА- и КА-
рецепторы, DA деполяризует нейроны, содержа-
щие классические не проницаемые для кальция
АМРА-рецепторы, что приводит к увеличению
частоты СКК. Обе популяции нейронов, в кото-
рых DA повышала базальный уровень [Ca2+]i,
оказались ГАМКергическими нейронами, что
подтверждает известные данные об экспрессии
СР-КАRs в тормозных нейронах гиппокампа [7, 8].
Повышение базального уровня [Ca2+]i в тормоз-
ных нейронах при действии DA предшествует
увеличению частоты СКК в остальных нейронах,
что может быть связано с активацией секреции
ГАМК тормозными нейронами вследствие быст-

Рис. 3. ГАМК (2 мкМ) ингибирует СКК в присутствии бикукуллина (10 мкМ) и не ингибирует в присутствии ингиби-
тора ГАМК(B)-рецептора CGP 35348 (10 мкМ) и бикукуллина.
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рого повышения [Са2+]i. Поскольку в этих усло-
виях ГАМК(А)-рецепторы заблокированы бику-
куллином, то тормозное действие, по-видимому,
проявляется за счет взаимодействия ГАМК с
ГАМК(В)-рецепторами. Ранее было показано,
что за способность ГАМК подавлять СКК ответ-
ственны в основном метаботропные ГАМК(B)-
рецепторы [40]. В эксперименте, представленном
на рис. 3, мы подтвердили эти данные и показали,
что СКК, индуцированные бикукуллином, оста-
навливаются ГАМК, и этот эффект снимается
ингибитором ГАМК(В)-рецепторов CGP 35348.

Нейроны, экспрессирующие СР-АМРА- и
СР-КА-рецепторы, представляют различные по-
пуляции тормозных нейронов. Причем СР-АМРА-
рецепторы локализованы в постсинаптической
[15, 17], а СР-КА-рецепторы, по-видимому, в
пресинаптической мембране [9, 10, 16] этих ней-
ронов. Таким образом, данные популяции
ГАМКергических нейронов могут использовать
различный механизм торможения нейронов-ми-
шеней. В присутствии антагониста CP-AMPA-ре-
цепторов, NASPM, изменялись как амплитуда,
так и частота СКК как в контроле, так и в присут-
ствии агониста КА-/АМРА-рецепторов, DA.
Причем эти изменения были различны в разных
субпопуляциях тормозных и возбуждающих ней-
ронов. Прямое, ингибирующее действие NASPM
на DA-индуцированное повышение [Са2+]i на-
блюдалось лишь в одной субпопуляции тормоз-
ных нейронов. В нейронах этой субпопуляции
NASPM полностью подавлял повышение базаль-
ного уровня [Ca2+]i под действием DA и уменьшал
амплитуду СКК в отсутствии DA, указывая на
участие СР-AMRARs в этих процессах. Подавле-
ние активности тормозных нейронов, содержа-
щих СР-AMRARs, ингибитором NASPM сопро-
вождалось увеличением активности (амплитуды
Са2+-колебаний) другой субпопуляции тормоз-
ных нейронов, содержащих СР-КАRs, что указы-
вает на иннервацию ГАМКергических нейронов,
содержащих CP-KARs, тормозными нейронами,
содержащими СР-AMRARs. По нашим данным и
данным литературы, нейроны, содержащие
CP-KARs, являются быстроотвечающими [41], а
возможное отсутствие десенситизации и различ-
ное сродство CP-KARs ГАМКергических ней-
ронов к агонистам [42] могут обеспечить селек-
тивный, высокоамплитудный и длительный
Са2+-сигнал при активации глутаматом. Такие ха-
рактеристики Са2+-сигнала ГАМКергических
нейронов способствуют эффективному подавле-
нию гипервозбуждения в нейрональной сети. Од-
нако такие свойства СР-КА-рецептора делают
нейроны уязвимыми к перегрузке кальцием и
требуют эффективного контроля, который, по-
видимому, осуществляют ГАМКергические ней-
роны, содержащие СР-АМРА-рецепторы. По-

следние, в свою очередь, могут быть защищены от
повреждения при гипервозбуждении наличием
кальций-связывающих белков в буферных кон-
центрациях [31]. Известно, что быстроразряжаю-
щиеся (fast spiking) ГАМКергические нейроны,
содержащие СP-АМРАRs, также содержат
парвальбумин [24].

Повышение амплитуды СКК и базального
уровня [Ca2+]i в тормозных нейронах, содержа-
щих СР-КАRs, при действии DA в присутствии
NASPM сопровождалось сильным подавлением
активности (амплитуды СКК) в большой популя-
ции глутаматергических нейронов, что указывает
на их иннервацию тормозными нейронами, со-
держащими СР-КАRs. Причины отсутствия ин-
нервации остальных принципиальных нейронов
со стороны тормозных нейронов, содержащих
СР-АМРА- или КА-рецепторы, нами не изуча-
лись. Таким образом, при развитии нейроглиаль-
ной культуры гиппокампа происходит самоорга-
низация нейрональной сети, при которой обна-
руживаются взаимодействия между популяциями
ГАМКергических нейронов, содержащими
CP-KARs и CP-АМРАRs, и популяцией возбуж-
дающих нейронов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При культивировании нейроглиальной куль-
туры гиппокампа нейроны самоорганизуются в
нейрональную сеть, в которой устанавливаются
определенные взаимодействия между популяци-
ями нейронов. Из полученных результатов следу-
ет, что для торможения гипервозбуждения в ней-
рональной сети может включаться отрицательная
обратная связь, обусловленная усилением актив-
ности популяций ГАМКергических нейронов,
содержащих СP-КА- и СР-АМРА-рецепторы.
В отличие от Са2+-непроницаемых КА- и АМРА-
рецепторов, регулирующих мембранный потен-
циал, функция СР-КА- и СР-АМРА-рецепторов,
по-видимому, состоит в регуляции базального
уровня [Ca2+]i. Усиление секреции ГАМК под
действием быстрого входа ионов Са2+ через
СP-КА-рецепторы обуславливает торможение
большой популяции глутаматергических нейро-
нов. Высокая начальная скорость Са2+-ответа
нейронов, содержащих СP-КАRs, может опреде-
ляться более легкой возбудимостью этих нейро-
нов и отсутствием ГАМК(А)-рецепторов на пре-
синаптической мембране [5]. Такой механизм
снятия торможения с ГАМКергических нейронов
может обеспечить более быструю, опережающую
(глутамат) секрецию ГАМК этими нейронами.
Высокая амплитуда Са2+-сигнала и отсутствие де-
сенситизации СP-КАRs также могут быть факто-
рами, способствующими усилению секреции
ГАМК. Таким образом, тандем двух популяций
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ГАМКергических нейронов, содержащих СР-КА-
и СР-АМРА-рецепторы, представляет собой ме-
ханизм контроля активности нейронной сети при
гипервозбуждении.

Pабота выполнена пpи финанcовой поддеpжке
Комитета науки МОН Pеcпублики Казаxcтан
(гpант № AP05133528).
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Visualization, Properties, and Functions of GABAergic Hippocampal Neurons 
Containing Calcium-Permeable Kainate and AMPA Receptors

V. P. Zinchenko1, *, S. G. Gaidin1, I. Yu. Teplov1, A. M. Kosenkov1,
A. I. Sergeev1, L. P. Dolgacheva1, S. T. Tuleuhanov2

1Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia
2Al-Farabi Kazakh national University, Almaty, 050040 Kazakhstan
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Calcium-permeable kainate (CP-KAR) and AMPA-receptors (CP-AMPARs) of the brain neurons are active
participants of plasticity and neurotransmitter release onset. In this paper, Ca2+-permeable kainate (KA)-
and AMPA-receptors were identified in hippocampal neuroglial culture on 14–17 day in vitro (DIV) by the
characteristic Ca2+ response to selective agonists and antagonists of these receptors, domoic acid (DA), and
selective CP-KAR agonist, ATPA. It was shown that DA at a concentration of 300 nM caused a rapid increase
of the intracellular Ca2+ concentration [Ca2+]i in two minor subsets of neurons. Both subsets were found to
be GABAergic neurons that were positively stained with antibodies against glutamate decarboxylase 65 and
67 (GAD65/67). The CP-AMPA receptor inhibitor, NASPM, did not suppress Ca2+ response to DA in the
neurons of the first subset. The selective agonist CP-KAR, ATRA, increased [Ca2+]i to the same degree as
DA only in the first subset of GABAergic neurons. GABA(A) receptor inhibitor, bicuculline, did not increase
the amplitude of Ca2+ response to DA in this subset, indicating the absence of CP-KARs in the postsynaptic
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membrane, where GABA(A) receptors are located. Thus, these GABAergic neurons can be attributed to neu-
rons containing CP-KARs, which are mainly localized in the presynaptic membrane of the GABAergic neu-
rons. The [Ca2+]i increase caused by the DA application in the second subpopulation, was completely sup-
pressed by NASPM, the inhibitor of CP-АМРАRs. In the same population NASPM reduced the amplitude
of Ca2+ oscillations, indicating the involvement of CP-АМРАRs in the Ca2+ pulse formation during synchro-
nous calcium activity. For this reason, these neurons can be attributed to GABAergic neurons containing CP-
АМРАRs. Most of the neurons in the hippocampal cell culture (70–85%) were not stained with antibodies
against GAD65/67 and responded to the DA with a delay by increasing the frequency of calcium oscillations.
The amplitude of DA-induced oscillations increased in the presence of NASPM in the inhibitory neurons
containing CP-KARs, indicating their innervation by inhibitory neurons containing CP-AMRARs. This in-
crease in the Ca2+ oscillations amplitude in inhibitory neurons containing CP-KARs correlated with a de-
crease in the amplitude of synchronous calcium activity in a large (42 ± 6% of cells) subset of glutamatergic
neurons, suggesting innervation of the latter by inhibitory neurons containing CP-KARs. Thus, GABAergic
neurons containing CP-KARs and CP-AMPARs can work in tandem, controlling the activity of individual
neurons subpopulations.

Keywords: GABAergic neurons, GluK1 subunit, GluA2 subunit, Ca2+-permeable kainate receptors,
Ca2+-permeable AMPA receptors, synchronous activity, neuroglial hippocampal cell cultures
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