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Исследование влияния джасплакинолида на кратковременную пластичность при парной стимуля-
ции в переживающих срезах гиппокампа крыс выявило значимые различия при тестировании пар-
ными стимулами с межстимульными интервалами 15 и 70 мс. Это предполагает, что помимо общих
механизмов, определяющих величину фасилитации при парной стимуляции (PPF), от полимериза-
ции актина зависит степень участия дополнительных подавляющих PPF сигналов, включая сумма-
цию с бисинаптическим ТПСП. Применение методов, контролирующих общие для разных межсти-
мульных интервалов модификации, показало, что характер изменения специфичных для 15 мс интерва-
ла механизмов подавления PPF зависел от их исходных характеристик до аппликации
джасплакинолида. Если в начале эксперимента эффект подавления PPF15 относительно PPF70 отсут-
ствовал или был минимальным, джасплакинолид приводил к активации исходно слабого торможения.
В противоположность этому, на более зависимые от тормозного компонента реакции джасплакинолид
оказывал растормаживающее влияние. Предполагается, что дифференцированное влияние джасплаки-
нолида на девиантные реакции содействует восстановлению нормального уровня активации и может
иметь отношение к реполимеризации актина в ходе гомеостатической регуляции баланса возбужде-
ния и торможения.
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Кратковременная синаптическая пластичность
вносит существенный вклад в формирование про-
странственно-временного паттерна активации, со-
здавая условия для последовательного включения
нейронов в реализацию приспособительного пове-
дения [1]. При повторной активации индивидуаль-
ные синапсы настроены преимущественно на фа-
силитацию или депрессию, демонстрируя при
этом большое разнообразие свойств кратковремен-
ной пластичности даже в одной и той же популяции
синапсов, в частности оканчивающихся на пира-
мидных нейронах CA3-CA1 синапсов.

Исследования кратковременной синаптической
пластичности используют целый ряд методических
подходов, одним из которых является метод парной
стимуляции моносинаптических входов с разными
межстимульными интервалами. Считается, что на-
блюдаемая при такой стимуляции фасилитация
синаптических реакций (PPF) имеет преимуще-

ственно пресинаптическую природу [2] и связана
со следовыми эффектами, возникающими в преси-
напсе после прохождения потенциала действия.
Прирост амплитуды ответа экспоненциально сни-
жается при увеличении межстимульного интервала
(20–200 мс), что находится в соответствии (хотя и
не всегда совпадает) с кинетикой изменения
остаточного кальция. Парная стимуляция колла-
тералей Шаффера чаще всего сопровождается
фасилитацией синаптических реакций пирамид-
ных нейронов.

Вместе с тем, имеется множество синапсов, в
которых парная фасилитация проявляется в за-
метно ослабленной форме или не проявляется во-
все. Более того, некоторые синапсы реагирует на
парную стимуляцию депрессией второго ответа
(PPD). Считается, что величина PPF пропорцио-
нальна вероятности выброса медиатора [2]. Наи-
большая PPF наблюдается в синапсах с исходно
низкой вероятностью выброса медиатора, тогда
как максимально высокая вероятность выброса
не может еще больше увеличиться даже в присут-
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ствие остаточного кальция. PPD таких высокоэф-
фективных синапсов объясняют недостаточно
быстрым восстановлением запасов медиатора [3].
Однако маловероятно, чтобы одиночный им-
пульс мог приводить к существенному истоще-
нию запасов медиатора низкоэффективных си-
напсов, учитывая достаточно быструю кинетику
его восстановления. Еще одним фактором, кон-
тролирующим кратковременную пластичность,
является состояние ассоциированных с секретор-
ными везикулами белков, участвующих в регуля-
ции восприимчивости секреторного аппарата к
ионам кальция. Остаточный кальций может при-
водить к активации этих Ca2+ сенсоров, которые
влияют на заякоривание, проводимость и инак-
тивацию кальциевых каналов, а также на восста-
новление доступного пула секреторных везикул
[2, 4].

Несмотря на максимальное содержание оста-
точного кальция, многие синапсы демонстриру-
ют подавление парной фасилитации, вплоть до
депрессии только при сокращении межстимуль-
ного интервала (менее 20–40 мс). Механизмы та-
кой “ранней” депрессии, по всей вероятности,
отличаются от тех, которые лежат в основе депрес-
сии высокоэффективных синапсов. Рефрактерный
период сразу после спайкового разряда пресинап-
тического окончания связывают с инактивацией
потенциал-зависимых натриевых и кальциевых ка-
налов [2], хотя по некоторым данным PPF может
быть обнаружена как минимум через 5 мс после
первого стимула. В некоторых случаях снижение
амплитуды ответа при повторной активации мо-
жет объясняться десенситизацией постсинапти-
ческого рецептора [5]. Учитывая достаточно
быстрый обмен между синаптическими и экстра-
синаптическими рецепторами, не исключена
также латеральная диффузия постсинаптических
рецепторов [6]. Все эти механизмы в равной сте-
пени влияют на кратковременную пластичность
при парной стимуляции с межстимульными интер-
валами 15 и 70 мс. Вместе с тем, даже совпадение
всех этих свойств не гарантирует одну и ту же вели-
чину PPR и реакция постсинаптического нейрона
на повторную активацию может быть ограничена
из-за суммации с бисинаптическим ТПСП [7].

В пирамидных нейронах поля СА1 в ответ на
стимуляцию коллатералей Шаффера регистриру-
ется сложный постсинаптический потенциал, ко-
торый состоит из первоначального ВПСП, на фо-
не которого развивается более поздний ТПСП.
ТПСП генерируется тормозными интернейрона-
ми поля СА1, которые, также как и пирамидные
нейроны иннервируются коллатералями Шаф-
фера [7, 8]. На пирамидных нейронах поля СА1
аксоны тормозных интернейронов оканчиваются
преимущественно на дендритах, образуя множе-
ственные синапсы, которые шунтируют проведе-
ние возбуждения, по некоторым данным, тормоз-

ные нейроны, могут иннервировать отдельные
шипики [9]. Такая структурно-функциональная
организация предполагает возможность локаль-
ных изменений возбудимости мембраны в каж-
дом отдельном компартменте. Если при парной
стимуляции (в том числе и с межстимульным ин-
тервалом 15 мс) бисинаптический ТПСП по вре-
мени совпадает с потенциалом действия, генери-
руемым в ответ на второй стимул, прирост ВПСП
вследствие пресинаптической фасилитации ча-
стично или полностью компенсируется гиперпо-
ляризационным потенциалом (рис. 1а). Более
мощный ТПСП может иногда провоцировать
специфичную для соответствующих межстимуль-
ных интервалов депрессию [7, 8].

Таким образом, по соотношению кратковре-
менных модификаций при парной стимуляции
зависимых и независимых от бисинаптического
ТПСП реакций даже при экстраклеточной реги-
страции фокальных потенциалов гиппокампа
можно в одном и том же эксперименте судить о
функциональном состоянии не только возбужда-
ющих, но и тормозных синапсов, что подтвер-
ждается также изменением этого соотношения на
фоне блокатора ГАМКА рецепторов [10]. Систе-
матические исследования показывают, что для
идентификации локуса кратковременной пла-
стичности достаточно применить дискриминант-
ный анализ, способный изолировать вклад всех
других сопутствующих факторов [2]. При этом
влияние ТПСП до настоящего времени в расчет
не принималось. Проблема заключается в том,
что любое изменение вероятности выброса меди-
атора и других, независимых от ТПСП участни-
ков (включая различия в амплитуде ответа по
причинам не физиологического характера, на-
пример расположение электродов при сравнении
результатов разных экспериментов) по-разному
влияют на PPF15 и PPF70, тем самым изменяя их
баланс. Это снижает надежность определения за-
висимых от ТПСП модификаций, и необходимо
подобрать метод, позволяющий исключить дей-
ствие общих для разных межстимульных интер-
валов факторов.

Молекулярные основы фасилитации и депрес-
сии сосуществуют в каждом из синапсов. От их
баланса зависит динамика кратковременных моди-
фикаций, как отдельных синапсов, так и популя-
ции в целом [2, 7]. Молекулярное обеспечение ме-
ханизмов кратковременной пластичности включа-
ет, в том числе и зависимые от полимеризации
актина реакции [11]. Участие актина в пресинап-
тической кратковременной пластичности допол-
няется его влиянием на скорость латеральной
диффузии постсинаптических глутаматных [12,
13] и ГАМКА рецепторов [14, 15]. Существенно,
что ГАМКА рецепторы менее устойчивы к лате-
ральной диффузии по сравнению с расположен-
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ными на том же шипике глутаматными рецепто-
рами [16]. Вместе с тем, гефириновые кластеры
содержат много неполимеризованного актина
[17], обеспечивая дополнительные возможности
для зависимой от полимеризации актина пла-
стичности.

В электрофизиологических экспериментах
процедуры, влияющие на полимеризацию и де-
полимеризацию актина, чаще использовались
при тестировании свойств возбуждающих синап-
сов, тогда как данные об изменении амлитуды и
частоты спонтанных ТПСП представлены от-
дельными работами на культуре нейронов и пере-
живающих срезах гиппокампа [18, 19]. Для блока-
ды деполимеризации и индукции полимеризации
актина применяют проникающий через клеточ-
ную мембрану джасплакинолид [20] и в зоне его
влияния находятся все синаптические и внеси-

наптические компартменты. Вот почему жела-
тельно в одном эксперименте хотя бы косвенно
контролировать изменения в разных компарт-
ментах, предположительно участвующих в иссле-
дуемых модификациях.

Целью данной работы было исследование влия-
ния джасплакинолида на соотношение модифика-
ций зависимых и независимых от бисинаптическо-
го ТПСП реакций в поле СА1 переживающих сре-
зов гиппокампа крыс на парную стимуляцию
коллатералей Шаффера с межстимульными интер-
валами 15 и 70 мс. С целью дальнейшей оптимиза-
ции количественного определения величины по-
давляющего фасилитацию тормозного компо-
нента предполагалось сравнить результаты,
полученные при использовании разных способов
измерения.

Рис. 1. Комплексное влияние джасплакинолида на общие и специфичные для коротких межстимульных интервалов
механизмы кратковременнрй пластичносии при парнрй стимуляции. а: примеры реакций на парную стимуляцию с
межстимульными интервалами 15 и 70 мс. Измеряемые величины обозначены используемыми в тексте символами.
Схема объясняет возможность подавления PPF15 за счет бисинаптического тпсп. б: изменение PPR после аппликации
джасплакинолида (dPPR = PPRпосле – PPRдо) при разных межстимульных интервалах. Здесь и на других рисунках
представлены средние значения ± ошибка среднего по всей выборке в целом. Для выявления значимых изменений
потребовалось учитывать комплекс действующих факторов, включающих величину исходной PPR. в: изменение ам-
плитуды второго в паре ответа (dA2 = А2(после) – А2(до)) при тех же межстимульных интервалах. г: зависимость dPPR
(ордината) от исходной величины PPR70 (абсцисса) при парной стимуляции с межстимульным интервалом 15 мс (тем-
ные символы) или 70 мс (светлые символы).
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МЕТОДИКА

В работе использованы 43 крысы линии Ви-

стар 1–1.5 месячного возраста. Животные полу-

чены из питомника “Столбовая” РАМН (Мос-

ковская обл.). До начала эксперимента животные

содержались в виварии и имели неограниченный

доступ к пище и воде, световая фаза суточного цикла

продолжалась с 8.00 до 20.00. Эксперименты с жи-

вотными выполнены в соответствии с требования-

ми международного и национального законодатель-

ства в области защиты и использования животных в

экспериментальных исследованиях. Протокол экс-

перимента утвержден Этической комиссией ИВНД

и НФ РАН.

Электрофизиологические эксперименты про-

водили на переживающих срезах гиппокампа.

Состав перфузионной среды (мМ): NaCl 124; KCl 5;

MgSO4 · 7H2O 1.3; CaCl2 2.5; NaH2PO4 1; NaHCO3 26;

D-глюкоза – 10; карбоген – 95% O2 и 5% CO2;

pН 7.3–7.4, температура 32°С. Для регистрации

фокальных потенциалов в пирамидном слое поля

CА1 использовали стеклянные микроэлектроды,

заполненные 0.33 M раствором хлористого натрия.

Раздражающие биполярные электроды устанавли-

вали в радиальном слое на коллатерали Шаффера.

Для того, чтобы гарантировать тестирование разных

синаптических входов в срезах гиппокампа одного

и того же животного, использовалась разная ин-

тенсивность раздражения. Перфузия раствором,

содержащим джасплакинолид (0.2 мкМ), приме-

няемый in vitro для индукции полимеризации акти-

на [20], производилась для каждого среза индивиду-

ально. Тестирование каждого из синаптических

входов в режиме парной стимуляции производили

каждые 30 с до и на фоне джасплакинолида, чере-

дуя межстимульные интервалы 70 и 15 мс.

Измеряли амплитуду первого (A1) и второго

(A2) в паре ответа (рис. 1а), а также их соотноше-

ние (paired pulse ratio, PPR). Для количественного

сравнения величины прироста при разных меж-

стимульных интервалах определяли разницу

между PPF70 и PPF15 (PPF15 – PPF70) и амплитуда-

ми второго ответа (А2(15 мс) – А2(70 мс)), а также соот-

ношение амплитуд второго ответа (А2(15 мс)/А2(70 мс)).

Для определения статистической значимости при

попарном сравнении показателей до и после ап-

пликации джасплакинолида был использован

t критерий Стьюдента для зависимых перемен-

ных. Чтобы подтвердить зависимость эффектов

джасплакинолида от длительности межстимуль-

ного интервала и исходных свойств кратковре-

менной пластичности был использован регресси-

онный анализ и трехфакторный ANOVA или

ANOVA Repeated measures.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

С целью определения возможного влияния
джасплакиналида на вклад тормозных потенциа-
лов в кратковременную пластичность при парной
стимуляции в поле СА1 переживающих срезов
гиппокампа крыс было использовано 14 живот-
ных. Перфузия раствором, содержащим джаспла-
кинолид, производилась для каждого среза инди-
видуально. В контрольных экспериментах было
использовано 32 среза от 29 животных. Чтобы
оценить возможный вклад тормозных потенциа-
лов в кратковременную пластичность при парной
стимуляции в гиппокампе крыс и, в частности, в
поле СА1, в переживающих срезах тестирование
каждого из синаптических входов (n = 10 для каж-
дого животного) производилось в режиме парной
стимуляции с межстимульными интервалами 15 и
70 мс. Контрольные срезы подвергались тем же
процедурам без добавления джасплакинолида.

Влияние джасплакинолида проявлялось в тес-
ном взаимодействии с величиной межстимульного
интервала и свойствами кратковременной пластич-
ности до начала его применения (F(1,548) = 5.21, p =
= 0.02). Чтобы ограничить вариабельность исход-
ных условий, данные были сгруппированы в две
отдельные выборки в зависимости от исходной
величины PPF. В поле СА1 наиболее типичной
реакцией на парную стимуляцию является фаси-
литация, и первоначально предполагалось не
включать в статистический анализ данные не-
стандартных экспериментов, в которых исходная
PPF70 <1. Основным эффектом, наблюдаемым на

фоне перфузии срезов с джасплакинолидом, бы-
ло снижение PPF (F(1,144) = 5.61, p = 0.01), что
может быть связано с увеличением вероятности
выброса медиатора и свидетельствовать о преси-
наптических механизмах наблюдаемого на фоне
джасплакинолида увеличения амплитуды ответа
(t = 6.14, p = 0.000000) и их зависимости от поли-
меризации актина. Однако при очевидном влия-
нии на PPF70 (t = 3.45, p = 0.0009) снижение PPF15

было лишь незначительным, а инспекция осталь-
ных данных (исходная PPF70 <1) показала значи-

мую зависимость эффектов джасплакинолида от
межстимульного интервала (взаимодействие
факторов F(1,130) = 5.16, p = 0.02). И хотя это ста-
новится заметным только в тех условиях, когда
PPF70 изначально отсутствовала и, соответствен-

но, можно было исключить ее снижение за счет
увеличения вероятности выброса медиатора, не
исключено, что джасплакинолид по-разному
влияет на PPF15 и PPF70 во всех экспериментах.

Величина dPPF = PPFпосле – PPFдо показывает на-

сколько изменилась PPF после аппликации
джасплакинолида и этот способ измерения, если
не учитывать исходные характеристики, также не
выявил значимых различий при разных межсти-
мульных интервала (t = 0.61, p = 0.54, рис. 1б). В то
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же время, изменения амплитуды второго в паре
ответа (А2(после) – А2(до)) значимо различались (t =
= 3.36, p = 0.001) и при 15-миллисекундном ин-
тервале было заметно усиление тормозного влия-
ния (рис. 1в). По всей вероятности, вмешатель-
ство разных механизмов не позволяет составить
четкого представления о степени их участия.

Сравнение выборочных средних, в частности
до и после аппликации джасплакинолида, в каче-
стве единственного метода исследования суще-
ственно обедняет возможности интерпретации
полученных результатов. Поэтому далее представ-
лен анализ модификаций индивидуальных реакций
в зависимости от исходных свойств кратковремен-
ной пластичности. В соответствии с экспоненци-
альным затуханием генерируемого в пресинапсе

Са2+ сигнала можно ожидать, что сокращение меж-
стимульного интервала больше способствует увели-
чению секреции на второй стимул. Тем не менее, это
не гарантирует соответствующего увеличения PPF
из-за действия некоторых дополнительных факто-
ров, включая суммацию с бисинаптическим ТПСП.
Действительно, связь между PPF70 и PPF15 плохо

выявлялась, что особенно заметно на фоне джас-
плакинолида (соответственно r = 0.17, p = 0.04,
n = 139 до и r = 0.15, p = 0.06, n = 139 после аппли-
кации). Хотя при визуальной инспекции регрес-
сии было видно, что некоторые данные все же в
той или иной степени соответствуют теоретически
ожидаемому росту фасилитации при сокращении
межстимульного интервала, что может наблюдать-
ся, в том числе и в отсутствие явно выраженного
торможения. Все вместе означает, что при слишком
коротких межстимульных интервалах на величину
PPF в той или иной степени оказывают влияние
сопутствующие факторы, маскирующие связь с
вероятностью выброса медиатора, тем более, что
их модификации вполне вероятно могут в той или
иной степени компенсировать стремление к сниже-
нию PPF. А главное, не было никакого соответствия
между изменениями PPF15 и PPF70 (r = –0.19, p =

= 0.02, n = 139). Значимая корреляция, скорее
всего, отражает обратную зависимость этих моди-
фикаций от исходных свойств PPF. Вероятно, по
этой причине потенциация на фоне джасплакино-
лида развивалась независимо от изменения PPF15

(r = –0.07, p = 0.93, n = 139), в отличие от значи-
мой корреляции с изменениями PPF70 (r = –0.53,

p = 0.000, n = 139).

Несомненно, изменение вероятности выброса
медиатора вносит одинаковый вклад в снижение
PPF15 и PPF70, о чем свидетельствует зависимость

модификаций от исходной величины PPF (рис. 1г).
При исходно низкой PPF70 (а, следовательно, вы-

сокой вероятности выброса медиатора) эффекты
джасплакинолида заметно ослабевали, что может
объясняться меньшим диапазоном возможных
модификаций. В полном соответствии с результа-

тами, полученными при тестировании парными
стимулами с межстимульным интервалом 70 мс (r =
= –0.78, p = 0.000, n = 139), чем больше была вели-
чина PPF15 до аппликации джасплакинолида, тем

заметнее было ее снижение (r = –0.7, p = 0.000,
n = 139, рис. 1г). С точки зрения основной задачи
исследования для выявления специфики влияния
джасплакинолида на независимые от вероятности
выброса медиатора компоненты кратковременной
пластичности важно было применить метод, позво-
ляющий исключить из анализа действие этого фак-
тора. В частности при межстимульном интервале
15 мс, по соотношению модификаций зависимых и
независимых от бисинаптического ТПСП реакций
на фоне джасплакинолида можно судить о функци-
ональном состоянии не только возбуждающих, но
и тормозных синапсов и их зависимости от поли-
меризации актина.

Влияние бисинаптического ТПСП на кратко-
временную пластичность, в отличие от многих
других подавляющих PPF механизмов, ограниче-
но коротким периодом времени и не распростра-
няется на PPF70. Поэтому любые модификации

тормозного потенциала могут изменять соотно-
шение зависимых и независимых от ТПСП реак-
ций, и для дальнейшего анализа необходимо бы-
ло подобрать подходящие показатели, способные
количественно определить меру расхождения в
свойствах кратковременной пластичности при
разных межстимульных интервалах. Анализ разли-
чий между PPF15 и PPF70 (PPF15 – PPF70) не выявил

значимого изменения этого показателя после ап-
пликации джасплакинолида (t = 0.61, p = 0.54,
рис. 2а). Необходимо отметить, что видимость
стабильного поддержания относительно посто-
янного уровня различий между PPF15 и PPF70 при

сравнении средних величин по всей выборке в
целом сама по себе не означает отсутствие эффек-
та. Это еще один пример того, что сравнение
средних величин может быть недостаточным для
выявления возможных модификаций, поскольку
инспекция индивидуальных реакций на апплика-
цию показала, что этот эффект джасплакиноли-
да, также как и изменение вероятности выброса
медиатора, зависел от исходных характеристик. В
каждом отдельном эксперименте после апплика-
ции джасплакинолида степень подавления PPF15

относительно PPF70 либо усиливалась, либо ослаб-

лялась в зависимости от исходных свойств кратко-
временной пластичности. В целом, изменение ве-
личины (PPF15 – PPF70) положительно коррелиро-

вало с исходной PPF70 (r = 0.47, p = 0.000, n = 139) и

отрицательно с исходной PPF15 (r = –0.59, p =

= 0.000, n = 139). Причем частный коэффициент
корреляции, исключающий вклад PPF70 как обще-

го, зависимого от вероятности выброса медиатора
фактора, дополнительно подтверждает обратную
зависимость эффекта от действия подавляющих
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PPF сигналов (rчастн = –0.77, p = 0.000, n = 139). В

соответствии с этим меняется также и разница
между PPF15 и PPF70 (r = –0.82, p = 0.000, n = 139,

рис. 2б), величина независимая или, по крайней
мере, менее зависимая от вероятности выброса
медиатора. Все вместе означает, что джасплаки-
нолид усиливал тормозный компонент реакции
на парную стимуляцию при высокой вероятности
выброса медиатора (по данным PPF теста) и/или
в отсутствие подавляющих PPF сигналов, но
ослаблял при исходно сильном торможении.

Допуская возможность участия ТПСП в по-
давлении PPF15, изменение амплитуды второго в

паре ответа является более подходящим для коли-
чественной оценки и интерпретации результатов
показателем. Существенно, что при парной сти-
муляции первый и второй потенциалы по-разно-
му реагировали на подведение джасплакинолида.
При тестировании с межстимульным интервалом
15 мс после подведения джасплакинолида ампли-
туда второго в паре ответа то увеличивалась, то
снижалась, хотя в среднем изменения относи-
тельно контроля (до аппликации) не достигали
порога достоверности, что естественно, учитывая
высокую вариабельность эффектов в зависимо-
сти от исходных характеристик. Обращает на себя

внимание обратная зависимость модификаций
второго в паре ответа от исходной величины PPF
при любом способе тестирования (r = –0.35, p =
= 0.000, n = 139 при тестировании с межстимуль-
ным интервалом 15 мс и r = –0.23, p = 0.006, n = 139
при тестировании с межстимульным интервалом
70 мс). Снижение PPF более склонных к фасили-
тации реакций не сопровождалось заметным из-
менением А2–70 (t = 0.33, p = 0.74 для зависимых

выборок при сравнении амплитуд до и после ап-
пликации). Однако при 15 мс интервале те же ре-
акции демонстрировали снижение амплитуды
второго ответа. С другой стороны, реакции с ис-
ходно низкой PPF или даже PPD после подведе-
ния джасплакинолида увеличивали амплитуду
второго в паре ответа, причем не только А2(15), но

и А2(70), что свидетельствует о снижении влияния

факторов, способствующих кратковременной де-
прессии. Означает ли это увеличение ТПСП, или
задействованы другие зависимые от полимериза-
ции актина механизмы подавления, можно опре-
делить, сопоставив модификации при разных
межстимульных интервалах.

Приведенный выше анализ изменения амплиту-
ды второго в паре ответа не контролирует возмож-
ность совместного участия ТПСП и неспецифич-

Рис. 2. Баланс PPR15 и PPR70 определяет его разнонаправленные изменения в ответ на аппликацию джасплакинолида.
а: разница между PPR15 и PPR70 (PPR15 – PPR70) значимо не различается до и после аппликации джасплакинолида.
б: Изменение (PPR15 – PPR70) (ордината) коррелирует с его исходной величиной (абсцисса).
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ных для межстимульного интервала 15 мс механиз-
мов. В частности, влияние джасплакинолида может
распространяться на постсинаптические рецеп-
торы. Значимость участия общих механизмов
подтверждает скоррелированность модификаций
амплитуды вторых ответов при тестировании
парными стимулами с межстимульными интер-
валами 15 и 70 мс (r = 0.18, p = 0.03, n = 139), кото-
рая определяется их общей зависимостью от ис-
ходной величины PPF. Однако судя по величине
коэффициента корреляции, основной вклад в эти
модификации вносят независимые от базовой
PPF компоненты кратковременной пластичности
и, вероятно, именно поэтому влияние джаспла-
кинолида на амплитуду второго ответа зависело
от межстимульного интервала (взаимодействие
факторов F(1,276) = 9.16, p = 0.002). Исходя из
этих соображений, целесообразнее обратить вни-
мание не на абсолютные величины, а на измене-
ние баланса амплитуд вторых ответов при разных
межстимульных интервалах.

Очевидно, что разница между амплитудами
вторых ответов (А2(15 мс) – А2(70 мс)) максимальна в

отсутствие тормозного потенциала, а высокоам-
плитудный ТПСП снижает, или даже инвертирует
разницу, делая ее отрицательной. Направленность
изменений этой величины, в среднем положитель-
ной до, и отрицательной после аппликации джас-
плакинолида (t = 3.36, p = 0.001, рис. 3а) свиде-
тельствует в пользу гипотезы о преимуществен-
ном увеличении ТПСП. Наиболее существенное
смещение разницы между А2(15 мс) и А2(70 мс) в сто-

рону отрицательных значений происходило при
исходно слабом торможении. Однако при наличии
хорошо выраженной депрессии А2(15 мс) относитель-

но А2(70 мс) еще до подведения джасплакинолида, ре-

акции чаще всего демонстрировали снижение тор-
мозного компонента. Достаточно четкую зависи-
мость изменения величины (А2(15 мс) – А2(70 мс)) от ее

исходных значений можно видеть на рис. 3б (r =
= –0.59, p = 0.000, n = 139). Складывается впечат-
ление, что наблюдаемые модификации могут
иметь отношение к гомеостатической регуляции
и оптимизации тормозного контроля.

Чтобы окончательно убедиться в правильно-
сти этого вывода, необходимо было исключить
влияние всех других факторов. В этом отношении
недостатком показателя (А2(15 мс) – А2(70 мс)) являет-

ся его зависимость не только от степени подавле-
ния фасилитации при парной стимуляции с меж-
стимульным интервало 15 мс, но и от индивиду-
альных различий по амплитуде, в том числе по
нефизиологическим причинам, зависящим от
условий регистрации. И действительно, чем
больше была амплитуда второго ответа, тем боль-
ше она различалась при разных межстимульных
интервалах (r = 0.31, p = 0.000, n = 139), хотя изме-
нения этой разницы на фоне джасплакинолида в

основном не зависели от исходной активности, за
исключением отдельных зависимых от тормозно-
го компонента показателей. Тем не менее, пред-
почтительнее использовать не абсолютные, а от-
носительные показатели различий. В отличие от
всех других показателей, соотношение амплитуд
А2(15 мс)/А2(70 мс) не зависит от амплитудных харак-

теристик, что подтверждается полным отсутствие
корреляции между величинами А2(15 мс)/А2(70 мс) и

А2(70 мс) (r = –0.003, p = 0.74, n = 139). До апплика-

ции джасплакинолида амплитуда второго ответа
А2(15 мс) была почти в полтора раза больше, чем

А2(70 мс) (в среднем в 1.38 ± 0.16 раза). После аппли-

кации величина А2(15 мс)/А2(70 мс) достоверно снижа-

лась (t = 2.2, p = 0.02, рис. 3в), и их величина в сред-
нем практически совпадала (в среднем 1.0 ± 0.04),
что также свидетельствует в пользу увеличения
ТПСП. Тем не менее, в тех экспериментах, когда
соотношение (А2(15 мс)/А2(7 0мс)) было меньше 1, ре-

же меньше 2, реакция на подведение джасплаки-
нолида была нетипичной для всей группы в це-
лом. Тот факт, что соотношение (А2(15 мс)/А2(70 мс))

в этих экспериментах увеличивалось, может, по-
видимому, объясняться растормаживающим дей-
ствием джасплакинолида. Характер изменения
этой независимой от амплитудных характеристик
величины на фоне джасплакинолида, также как и
других показателей, еще раз подтверждал актива-
цию слабого и подавление сильного торможения
(r = –0.96, p = 0.000, n = 139 и r = –0.83, p = 0.000,
n = 138 после удаления из выборки слишком далеко
отстоящей от основного массива точки, рис. 3г).
Судя по всему, активация полимеризации сама по
себе не определяет направленность изменений, а,
по всей вероятности, стабилизирует те модифика-
ции, которые происходили до аппликации.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В работе обнаружено, что блокада деполиме-

ризации и активация полимеризации актина вли-

яет на краковременную пластичность при парной

стимуляции коллатералей Шаффера в пережива-

ющих срезах гиппокампа крыс. Результаты рабо-

ты в основном подтверждают полученные ранее

нами и другими авторами данные об участии актина

в пресинаптических механизмах кратковременной

пластичности [11]. Вместе с тем, сравнение измене-

ний при использовании парной стимуляции с раз-

ными межстимульными интервалами показало,

что наряду с общими закономерностями влияние

джасплакинолида распространяется на механиз-

мы, подавляющие кратковременную фасилита-

цию при парной стимуляции с межстимульным

интервалом 15 мс. С большой долей вероятности

это может быть связано с влиянием джасплаки-

нолида на амплитуду бисинаптического ТПСП.
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Рис. 3. Джасплакинолид усиливает депрессию второго ответа при коротких межстимульных интервалах. а: разница
амплитуд (А2(15) – А2(70)) до и после аплликации джасплакинолида. Значимость различий p = 0.001. б: Изменение
(А2(15) – А2(70))(d(А2(15) – А2(70)), ордината) коррелирует с его исходной величиной (абсцисса). в: соотношение ампли-
туд А2(15)/А2(70) до и после аплликации джасплакинолида. Значимость различий p = 0.02. г: Изменение А2(15)/А2(70)
(ордината) коррелирует с его исходной величиной (абсцисса).
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Если торможение действительно не участвует в

наблюдаемых на фоне джасплакинолида моди-

фикациях, появляется необходимость привлекать

неизвестные механизмы к объяснению диффе-

ренцированного влияния на PPF15 и PPF70.

Для количественного определения тормозного

компонента реакции на парную стимуляцию был

использован эффект подавляющего влияния биси-

наптической активации тормозных интернейронов

на PPF15. Этот межстимульный интервал выбран,

чтобы по возможности избежать более ранних свя-

занных с рефрактерным периодом модификаций.

Очевидно, что любые изменения амплитуды тор-

мозного потенциала вносят рассогласование между

модификациями PPR15 и PPR70. Для определения

особенностей влияния джасплакинолида при

разных межстимульных интервалах было исполь-

зовано несколько методов, каждый из которых

давал возможность, так или иначе, учитывать раз-

ные аспекты не свзанных с ТПСП модификаций.

Все эти методы выявили, что полимеризация ак-

тина чаще всего способствует потенциации как

возбуждающих, так и тормозных синапсов. Такое

заключение в целом соответствует тем данным,

которые были получены на культуре нейронов и

переживающих срезах гиппокампа [18].

Активирующее влияние джасплакинолида на

эффективность тормозных синапсов может быть

связано с дополнительной полимеризацией акти-

на пресинаптических и постсинаптических ком-

партментов. Учитывая общие принципы регуля-

ции пресинаптических функций, полимеризация

актина может облегчать секрецию медиатора не

только возбуждающих [11], но и тормозных си-

напсов [21]. Заякоривание транспортеров содей-

ствует росту запасов медиатора [22]. К тому же,

увеличение выброса глутамата может оказывать

активирующее влияние на синтез ГАМК [23, 24] и

даже образование новых синапсов [25, 26]. И хотя

простое тестирование в условиях переживающих

срезов вряд ли может обеспечить индукцию

структурных модификаций, не искючено, что это

возможно при отклонении от нормального уров-

ня синаптической активации.

Кроме того, механизмы увеличения эффек-

тивности тормозных синапсов могут быть связа-

ны и с полимеризацией постсинаптического ак-

тина [15]. Тот факт, что джасплакинолид предот-

вращает слипание шипиков [27], предполагает

его влияние на функциональные характеристики

расположенных на них рецепторов, в том числе

менее стабильных в этом отношении ГАМКА ре-

цепторов [16]. Активирующее влияние джаспла-

кинолида на тормозную передачу может быть

связано с ограничением двигательной активно-

сти постсинаптических рецепторов. В частности,

полимеризация актина может приостанавливать

их латеральную диффузию [28]. Кратковременная

пластичность чаще всего сопровождается усилени-

ем латеральной диффузии, в том числе обнаружено

увеличение коэффициента диффузии экстрасинап-

тических и синаптических ГАМКА рецепторов [14,

29, 30]. Актиновые филаменты участвуют в заяко-

ривании рецепторов [14, 15, 17], а также могут

служить естественным барьером, ограничиваю-

щим латеральную диффузию [6, 14, 31].

Постсинаптические механизмы регуляции эф-

фективности тормозных синапсов зависят от ба-

ланса процессов эндоцитоза и экзоцитоза ГАМКА

рецепторов [14, 15, 29]. Транслокация рецепторов

из эндоплазматического ретикулума регулируется

комплексом белков и ферментов, в том числе ассо-

циированных с цитоскелетом [15, 32]. Экзоцитоз и

эндоцитоз ГАМКА рецепторов происходит в экс-

трасинаптической зоне, и пластичность тормоз-

ных синапсов связана с их диффузией и стабили-

зацией в зоне синаптического контакта [33]. Экс-

трасинаптические ГАМКА рецепторы в целом

более мобильны [29], однако их латеральную

диффузию ограничивает цитоскелетный белок

радиксин, который, связывает актиновый цитос-

келет с плазматической мембраной [31]. При его

фосфорилировании экстрасинаптические рецеп-

торы начинают свободно диффундировать, в том

числе и в зону постсинапса [31]. Высокое содер-

жание таких включающих альфа5-субъединицу

рецепторов характерно для гиппокампа. Полиме-

ризация актина может способствовать мобилиза-

ции и встраиванию дополнительных ГАМКА ре-

цепторов [29, 32]. В том числе, гомеостатическая ре-

гуляция баланса возбуждения и торможения

включает пополнение синаптического пула за счет

экстрасинаптических ГАМКА рецепторов при бо-

лее интенсивной активации нейронов. Кроме того,

активация глутаматергических синапсов при поли-

меризации актина может быть сигналом для сниже-

ния интернализации ГАМКА рецепторов [34].

Вместе с тем необходимо отметить, что увели-

чение вероятности выброса медиатора, которое,

судя по общему снижению PPF происходит в воз-

буждающих синапсах, расположенных на пира-

мидных нейронах поля СА1, предполагает воз-

можность такого же активирующего влияния

джасплакинолида и на другие пресинаптические

окончания, в том числе и на тормозных интер-

нейронах [35]. Подключение дополнительных

интернейронов само по себе в состоянии обеспе-

чить рост суммарного ТПСП даже без изменения

эффективности каждого из синапсов, тем более

что один интернейрон иннервирует большое число
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пирамидных нейронов. Хотя по другим данным,

при потенциации расположенных на пирамидных

нейронах глутаматергических синапсов, синапсы

на интернейронах реагируют долговременной де-

прессией [36]. В результате часть интернейронов не

достигает порога генерации потенциала действия и,

исключительно за счет этого, может снижаться чис-

ло вовлекаемых в реакцию тормозных синапсов.

Полимеризация, как известно, не определяет

ход модификаций, и, в частности, джасплакино-

лид может усиливать или ослаблять синаптиче-

скую активность [11, 37]. В наших экспериментах

часть данных не соответствует тем выводам, кото-

рые были сделаны на основании сравнения средних

величин. Судя по изменению показателей характе-

ризующих степень подавления PPF при коротких

межстимульных интервалах, прирост ТПСП на фо-

не джасплакинолида был максимальным при ис-

ходно слабом торможении. В противоположность

этому, при более или менее заметной PPD до подве-

дения джасплакинолида наблюдалось увеличение

амплитуды второго в паре ответа и, соответственно,

активация PPF. Поскольку, снижение эффективно-

сти тормозных влияний увеличивает вероятность

генерации потенциала действия, прирост амплиту-

ды второго в паре ответа при межстимульном ин-

тервале 15 мс может быть связан с растормаживаю-

щим действием джасплакинолида. В целом тип ре-

акции на подведение джасплакинолида зависел от

исходных характеристик.

Такое заключение возможно еще и потому, что

зависимость синаптической пластичности от ин-

тенсивности торможения широко известный

факт [38, 39]. Гиперполяризация постсинаптиче-

ского нейрона снижает вероятность открытия за-

висимых от деполяризации NMDA каналов, то-

гда как растормаживание способствует более ак-

тивному входу кальция [40, 41]. В соответствии с

этим меняется пластичность не только возбужда-

ющих, но и тормозных синапсов [15, 16, 42, 43],

включая пресинаптические модификации [23].

Зависимость от исходных свойств торможения

может быть связана с разной степенью активации

ГАМКВ рецепторов, модулирующих связь ГАМКА

рецепторов с гефирином [44], хлорный градиент

[45] и секреторный аппарат пресинапса [45, 46].

Вероятность латеральной диффузии синапти-

ческих ГАМКА рецепторов увеличивается при ис-

ходно сильном торможении [29, 30, 47]. Эффект

растормаживания тесно связан с активацией

NMDA рецепторов, расположенных в синапсах

тормозных интернейронов поля СА1 [29]. Обна-

ружено, что наблюдаемое при этом дефосфори-

лирование ГАМКА рецепторов активизирует их

двигательную активность и, соответственно, де-

кластеризацию, что стимулирует латеральную

диффузию рецепторов за пределы зоны синаптиче-

ского контакта [29, 47]. Вместе с тем, активация воз-

буждающих и тормозных синапсов по-разному

влияет на заякоривание ГАМКА рецепторов [31].

Соответственно, ГАМК стимулирует, а глутамат

снижает стабилизацию экстрасинаптических ре-

цепторов и их взаимодействие с актиновым цитос-

келетом. В соответствии с этим меняется вероят-

ность их транслокации к зоне синаптического

контакта [31]. Вследствие этого соотношение си-

наптических и экстрасинаптических ГАМКА ре-

цепторов может меняться при одном и том же ре-

жиме стимуляции в зависимости от исходных ха-

рактеристик и, в частности, баланса возбуждения

и торможения. К тому же ГАМКА рецепторы бо-

лее подвержены десенситизации при высокой

концентрации ГАМК. От контекста и от общего

уровня активации зависит динамическая реорга-

низация образованных гефирином кластеров, как

известно, стабилизирующих постсинаптические

ГАМКА рецепторы [29, 32, 48, 49] и тесно связан-

ных с актиновый цитоскелетом [50]. Причем учи-

тывая активирующее влияние джасплакинолида

на глутаматергические синапсы, можно думать,

что это происходит достаточно быстро, по неко-

торым данным в течение нескольких минут [51].

Отличительной особенностью тормозных си-

напсов является так называемая “ионная пластич-

ность” [45, 52]. Величина тормозного потенциала

при активации ГАМКА рецепторов определяется

проводимостью каналов и потенциалом реверсии

EGABA. Сдвиг потенциала инверсии может уси-

ливать, ослаблять, или даже инвертировать токи,

индуцируемые активацией ГАМКА рецепторов.

Увеличение объема шипиков при полимеризации

актина меняет расположение K–Cl транспорте-

ров [52]. Данные о том, что в ходе модификаций

может происходить как деполяризационный, так

и гиперполяризационный сдвиг потенциала ре-

версии [52–55], позволяют рассматривать ионную

пластичность в качестве общего механизма, объ-

единяющего все наблюдаемые в данной работе мо-

дификации. Деполяризационный сдвиг потенциа-

ла реверсии может быть одним из механизмов рас-

тормаживающего действия джасплакинолида [53,

56]. При исходно сильном торможении деполя-

ризационный сдвиг и, соответственно, снижение

амплитуды ТПСП могут быть связаны с актива-

цией ГАМКВ рецепторов [45]. К тому же, при пар-

ной стимуляции с межстимульным интервалом

15 мс этому способствует сочетание тормозного

потенциала с генерацией потенциалов действия в

постсинаптическом нейроне [53, 57].
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Необходимо отметить, что активирующее вли-

яние полимеризации актина на пресинаптиче-

ские механизмы PPF [11, 58], а также зависимый

от актина вклад постсинаптических [6, 19], а то и

структурных модификаций [9, 25, 51], не исклю-

чает возможность увеличения амплитуды второго

в паре ответа и без снижения ТПСП. Тем более

что этот эффект джасплакинолида не был специ-

фичным относительно межстимульного интервала.

Однако с этих позиций не очень понятными стано-

вятся закономерности изменений баланса между

амлитудами А2(15 мс) и А2(70 мс), и прежде всего, их за-

висимость от исходной величины. Возможно, сни-

жение секреции ГАМК вместе с более надежным

заякориванием транспортеров [22] сокращает дли-

тельность тормозного влияния. Транслокация ре-

цепторов в зону синаптического контакта может

сопровождаться изменением композиционного со-

става ГАМКА рецепторов и кинетики тормозного

потенциала [19, 31, 59], тем самым влияя на дина-

мические характеристики реакций на парную

стимуляцию.

В целом, эффект джасплакинолида, по всей

вероятности, является комплексным. С одной сто-

роны, полимеризация актина способствует восста-

новлению функций кратковременной пластично-

сти, которые могут быть в той или иной степени

ослаблены вследствие подготовительных манипу-

ляций. С другой стороны, зависимость эффектов от

тех свойств кратковременной пластичности, ко-

торые тесно связаны с эффективностью глутама-

тергических и тормозных синапсов, могут быть

следствием активации метаботропных глутаматных

и ГАМКВ рецепторов [36, 42]. Вероятным объясне-

нием разнонаправленных эффектов джасплакино-

лида представляется “консолидация” тех модифи-

каций, которые связаны с поддержанием опти-

мального баланса активности возбуждающих и

тормозных входов [16, 39, 57, 60]. Гомеостатиче-

ская регуляция пресинаптических и постсинап-

тических функций является одной из причин из-

менения характера кратковременной пластично-

сти [48, 57, 61].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, исследование влияния джас-
плакинолида на кратковременную пластичность
выявило значимые различия при тестировании
парными стимулами с межстимульными интер-
валами 15 и 70 мс. Дифференцированное влияние
при разных межстимульных интервалах свиде-
тельствует о том, что помимо общих механизмов,
определяющих величину PPF, могут быть задей-
ствованы и другие модулирующие факторы и, в
частности, изменение амплитуды тормозных по-

тенциалов, вовлеченных в реакцию при коротких
межстимульных интервалах. Полученные резуль-
таты дают основание полагать, что полимериза-
ция актина имеет отношение к модуляции актив-
ности не только возбуждающих, но и тормозных
синапсов. Судя по всему, активация полимериза-
ции сама по себе не определяет направленность
изменений, а, по всей вероятности, стабилизирует
те модификации, которые происходили до аппли-
кации. Предполагается, что все эффекты джаспла-
кинолида в данных экспериментах, включая рас-
тормаживание, активацию исходно слабого тор-
можения и обнаруженное ранее увеличение
вероятности выброса медиатора, могу быть связа-
ны с гомеостатической пластичностью.
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Inhibitory Control of Paired Pulse Plasticity Depends on Actin Polymerization
I. V. Kudryashova

Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology RAS, Moscow, Russia

The study of jasplakinolide effects on paired pulse plasticity in the rat hippocampal slices revealed significant-
ly different results by test stimulation with 15 and 70 ms interpulse intervals. It suggests that in addition to ba-
sic mechanism of paired pulse facilitation some factors of its depression at shorter interpulse intervals, spe-
cifically summation with disynaptic IPSP at 15 ms, may be regulated by actin polymerization. By controlling
the mechanisms involved in paired pulse plasticity independently on interpulse intervals, bidirectional chang-
es of the specific for 15 ms interval PPF suppression according to its initial value before jasplakinolide treat-
ment were estimated by different methods. If responses demonstared minimal evidences of PPF suppression
at 15 ms interpulse interval compared to PPF70 before the experiment, jasplakinolide enhanced initially low
inhibition. Alternatively jasplakinolide induced disinhibition of strongly suppressed responses. Opposite jas-
plakinolide effects on deviant resposes may be explained by maintenance of optimal synaptic activity and sup-
ports the role of actin repolymerization in homeostatic regulation of excitatory/inhibitory balance.

Keywords: hippocampal slices, paired pulse plasticity, disynaptic inhibitory potential, actin polymerization, in-
creased inhibitory control, disinhibition
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