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1 Введение

1.1. Актуальность

Исследование механизмов пластичности мозга, лежащей в основе обучения и памя-
ти, является одной из важнейших задач нейробиологии. Как у животных, так и у челове-
ка, существует особый тип обучения, называемый перцептивным обучением, при котором
тот или иной сенсорный опыт вызывает долговременные изменения в восприятии сенсор-
ных стимулов. Ярким примером такого обучения является способность различать близкие
звуковые тоны, которая развивается при длительных занятиях музыкой. Если говорить
о зрительной системе, то здесь часто во время перцептивного обучения испытуемых или
подопытных животных обучают различать различные зрительные стимулы, отличающи-
еся углом наклона. Ключевым при этом остается вопрос: где в этом случае происходит
хранение памятного следа: непосредственно в первичных сенсорных областях коры или
в высших ассоциативных отделах? Имеющиеся на этот счет экспериментальные данные
противоречивы и в литературе существуют доказательства как одной, так и другой то-
чек зрения. Долгое время считалось, что после критического периода развития (периода
созревания сенсорной системы), пластических изменений в этих отделах коры в норме
не происходит (Espinosa and Stryker 2012; WIESEL and HUBEL 1963). Однако в ряде ра-
бот на взрослых кошках было показано, что можно вызвать долговременные изменения
сенсорных ответов нейронов в первичной зрительной коре путем сочетания зрительного
стимула либо с ионофоретической стимуляцией регистрируемых нейронов, либо с другими
зрительными стимулами (Eysel, Eyding, and Schweigart 1998; Frégnac et al. 1988).

Позже как в экспериментах на людях, так и на животных моделях было обнаруже-
но, что перцептивное обучение, само по себе, может вызывать пластические перестройки
в первичных сенсорных областях неокортекса (Frenkel et al. 2006; Jehee et al. 2012; Pour-
tois et al. 2008). Например, в работе 2008 года было показано, что перцептивное обучение
приводит к изменению амплитуды C1 компонента вызванного зрительного потенциала, ко-
торый возникает через 60 мс после предъявления стимула и отражает активацию таламо-
кортикальных связей (Pourtois et al. 2008). В другой работе, используя функциональную
МРТ, авторы показали, что перцептивное обучение у людей приводит к селективному уве-
личению BOLD сигнала в верхних слоях зрительной коры (Jia et al. 2020).Таким образом,
можно сделать вывод, что даже первичные сенсорные отделы неокортекса имеют динами-
ческую организацию и могут долговременно изменять характеристики вызванных ответов
не только в искусственных условиях, когда такие изменения вызываются сочетанием зри-
тельной и электрической стимуляции отдельных нейронов, но и во время перцептивного
обучения.

На уровне отдельных нейронов первичной зрительной коры было показано, что
перцептивное обучение приводит к изменению характеристик их ответов, таких как, на-
пример, ориентационная настройка (Gao, Lim, and Chubykin 2021; Kreile, Bonhoeffer, and
Hübener 2011; Poort et al. 2015; Schoups et al. 2001). Одним из механизмов, который может
обеспечивать изменения сенсорных ответов нейронов во время обучения является долго-
временная синаптическая пластичность. Так, например, в ряде работ было показано, что
во время перцептивного обучения таламокортикальные входы в первичную зрительную
кору и синаптические связи внутри 2/3 слоя подвергаются долговременной потенциации
(ДВП) (Cooke and Bear 2010; Sale et al. 2011). Используя экспериментальные парадигмы
индукции долговременной синаптической пластичности, было показано, что стимуляция
отдельных нейронов первичной зрительной коры, сочетанная с предъявлением зрительных
стимулов, у молодых грызунов может приводить к смещению зрительных рецептивных по-
лей (El-Boustani et al. 2018; Meliza and Dan 2006), у кошек - к изменению ориентационной
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настройки нейронов (McLean and Palmer 1998; Yao and Dan 2001).

В описанных выше работах в первую очередь исследовались механизмы гомоси-
наптической или Хеббовской пластичности. В основе парадигмы гомосинаптической пла-
стичности лежит предположение, что синхронная активация пре- и постсинаптического
нейронов приводит к усилению связи между ними, что регистрируется как долговремен-
ная синаптическая потенциация. Однако, в действительности, сама по себе индукция ДВП
приводит к изменениям не только «целевых» синапсов, но и тех, которые были неактивны
во время индукции ДВП. Данный феномен получил название гетеросинаптической пла-
стичности (Chistiakova, Bannon, Bazhenov, et al. 2014). Было экспериментально показа-
но, что гетеросинаптическая пластичность необходима в некоторых видах перцептивного
обучения (Chasse et al. 2021), а также принимает участие в модификации рецептивных
зрительных полей корковых нейронов (El-Boustani et al. 2018).

Тем не менее, на сегодняшний день не ясно, может ли гетеросинаптическая пластич-
ность без гомосинаптической пластичности приводить к изменению параметров зритель-
ных ответов нейронов первичной зрительной коры у взрослых животных, и какая возмож-
ная роль данного феномена в динамике сенсорных ответов. Также следует указать, что
работы, в которых исследовалась Хеббовская пластичность in vivo на грызунах, были вы-
полнены до окончания критического периода развития зрительной коры, что затрудняет
экстраполяцию феноменов, описанных в данных исследованиях на взрослых животных.

Таким образом, пластические перестройки в первичных сенсорных областях при
некоторых видах обучения могут являться механизмом формирования долговременной па-
мяти, которые на данный момент в значительной степени остаются непонятными, несмот-
ря на значительный прогресс, достигнутый в данной области. В этой связи была сформу-
лирована цель настоящей работы.

1.2. Цели и задачи

Цель работы: изучить роль хеббовских и нехеббовских механизмов в пластичности сен-
сорных ответов нейронов первичной зрительной коры.

Для достижения этой цели были поставлены следующие задачи:

1. Изучить изменения ориентационной настройки нейронов первичной зрительной ко-
ры взрослых животных после сочетанной оптогенетической и зрительной стимуля-
ции.

2. Изучить влияние оптогенетической тетанизации нейронов первичной зрительной ко-
ры на их ориентационную и дирекциональную селективность.

3. Изучить влияние внутриклеточной тетанизации нейронов первичной зрительной ко-
ры на их дирекциональную селективность и параметры зрительных рецептивных
полей.

4. Построить математическую модель дирекциональной селективности на основе био-
физической модели нейрона «интегрировать и сработать с утечками».

5. Исследовать возможную роль гетеросинаптической пластичности в изменении ди-
рекциональной селективности модельного нейрона, вызванной тетанизацией послед-
него.

1.3. Научная новизна

Впервые было показано, что в первичной зрительной коре взрослой мыши in vivo соче-
танная с предъявлением зрительных стимулов оптогенетическая стимуляция единич-
ного нейрона может приводить к долговременным изменениям его ориентационной
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настройки, которые развиваются, вероятно, по механизмам хеббовской пластично-
сти.

Впервые было показано, что селективная оптогенетическая несочетанная (в отсутствии
зрительной стимуляции) тетанизация нейронов первичной зрительной коры мышей
приводит к долговременным изменениям ориентационной настройки, дирекциональ-
ной селективности и ширины зрительных рецептивных полей клеток, причем дан-
ные изменения развиваются, по всей видимости, по механизмам гетеросинаптической
пластичности.

Впервые было показано, что внутриклеточная несочетанная (со зрительной стимуляцией)
тетанизация нейронов первичной зрительной коры мышей, часто используемая для
индукции гетеросинаптической пластичности в исследованиях in vitro, приводит к
долговременным изменениям дирекциональной селективности нейронов и ширины
зрительных рецептивных полей у мышей in vivo.

Была построена математическая модель дирекциональной селективности зрительных
нейронов, в которой впервые был предложен механизм влияния оптогенетической
и внутриклеточной тетанизаций, с участием гетеросинаптической пластичности, на
синаптические токи клеток, обеспечивающие их зрительный ответ.

1.4. Теоретическая и практическая значимость

Полученные в работе данные расширяют наши теоретические представления о ме-
ханизмах работы мозга, в частности, о механизмах обработки зрительной информации, а
также о механизмах обучения и памяти. Также полученные данные показывают возмож-
ную функциональную роль гетеросинаптической пластичности в работе нейронных сетей
in vivo и могут быть использованы в дальнейших исследованиях и создании моделей для
оценки роли первичной зрительной коры в перцептивном обучении, а также для создания
систем нейроморфного искусственного интеллекта, в том числе с возможностью анализа
зрительной информации. Кроме того, полученные данные могут быть использованы для
создания и корректировки учебных курсов для студентов высших учебных заведений и
аспирантов профильных специальностей.

1.5. Положения, выносимые на защиту

Селективная стимуляция нейрона в зрелой зрительной коре, произведенная соче-
танно со зрительной стимуляцией, может вызвать долговременные изменения оринетационной
настройки нейронов, развивающиеся, преимущественно, по механизмам гомосинаптиче-
ской пластичности.

Высокочастотные пачки потенциалов действия, вызванные в нейронах зрительной
коры, могут приводить к долговременному снижению дирекциональной селективности
клеток, развивающемуся по механизмам гетеросинаптической пластичности.

Долговременная потенциация проксимальных тормозных и возбуждающих синап-
тических входов, развивающаяся по механизмам гетеросинаптической пластичности, мо-
жет лежать в основе вызванных высокочастотными пачками потенциалов действия изме-
нений функциональных свойств зрительных нейронов.

1.6. Степень достоверности и апробация диссертации

Материалы диссертации были представлены на конференции Оптогенетика+ 2020
(22.04.20-26.04.20), XXIV научной школе-конференции молодых ученых по физиологии
высшей нервной деятельности и нейрофизиологии (27.10.21), конференции RusNeuroChem2022
(22.05.22-22.05.22), XXVI научной школе-конференции молодых ученых по физиологии
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высшей нервной деятельности и нейрофизиологии (26.10.22-27.10.22), конференции Ней-
рокампус 2022: Старт (4.09.22-7.09.22), конференции Оптогенетика+ 2023 (6.04.23-8.04.23),
конференции Нейрокампус 2023:Эволюция (19.08.23-23.08.23), XXIV съезд физиологиче-
ского общества им. И.П. Павлова (11.09.23-15.09.23)

1.7. Публикации

По теме диссертации опубликовано 2 печатных работы в рецензируемых журналах,
индексированных в базе Web of Science/ Scopus, а также 7 тезисов в материалах отече-
ственных и международных конференций.

1.8. Личный вклад

Автор участвовал в разработке дизайна и протокола всего исследования. Автор лич-
но участвовал во всех этапах исследования: в электрофизиологических экспериментах, в
подготовке биологического материала, окрашивании единичных нейронов, микроскопии,
обработке и анализе полученных экспериментальных данных, кроме инъекции вирусов.
Полностью самостоятельно проведено большинство электрофизиологических эксперимен-
тов, обработка и анализ электрофизиологических данных и окрашивание зарегистриро-
ванных нейронов.

2 Материалы и методы

2.1. Животные

Исследование проведено на мышах линии C57Black/6J, полученных из питомника
лабораторных животных «Пущино» (Россия) и линии Thy1-ChR2-YFP (founder line 18;
stock #007612, The Jackson Laboratory).

2.2. Инъекция вируса

Мыши были анестезированы изофлураном (5% для введения в наркоз, и 1.8 - 2.0%
для поддержания анестезии). Дополнительно для локальной анестезии над местом опера-
ции подкожно вводили лидокаин (2%). В качестве противовоспалительного препарата ис-
пользовали дексаметазон (2 мкг/г, подкожно) в начале операции. Вирус AAV2-CaMKIIa–oChIEF-
EGFP (1.49E+09 мкг/мкл) вводили по следующим координатам относительно брегмы:
A/P = -2.8, M/L = -1.4. Глубина введения составляла 200 мкм относительно поверхности
мозга.

2.3. Зрительная стимуляция

Зрительные стимулы предъявлялись на 15 дюймовом мониторе с соотношением
сторон 4:5, установленном на расстоянии 30 см под углом 45 градусов к продольной оси
животного, средняя яркость составляла 45 кд. Весь монитор занимал около 70 градусов
в зрительном поле по горизонтали.

Движущиеся решетки представляли собой чередующиеся тёмные и светлые полосы
с пространственной частотой 0.04 цикла на градус, временная частота составляла 2 Гц.
Всего использовалось 12 ориентаций с шагом 30 градусов, предъявляемых в псевдослу-
чайном порядке. Длительность зрительных стимулов составляла 500 мс для оптического
картирования и 2 с для электрофизиологической регистрации. Интервал между стимула-
ми для электрофизиологической регистрации составлял 1000 мс.

Движущиеся полосы были шириной 4 градуса и двигались по экрану со скоростью
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30 градусов в секунду. В экспериментах с сочетанной стимуляцией использовались толь-
ко горизонтальные и вертикальные полосы, движущиеся в одном и том же направлении
(всего 2 стимула). В экспериментах с внутриклеточной и оптогенетической тетанизацией
каждая ориентация была представлена двумя зрительными стимулами, которые двига-
лись в противоположных направлениях. (Всего 4 зрительных стимула). Межстимульный
интервал составлял 1.2 секунды.

2.4. Оптическое картирование

После постоперационного восстановления животного производилось картирование
ретинотопической проекции монитора на первичную зрительную кору. Регистрация оп-
тического сигнала осуществлялась в красном свете с помощью цифровой КМОС камеры
(BFS-U3-17S7M-C, FLIR, Wilsonville, OR, США), частота дискретизации составляла 30
кадров в секунду. В качестве зрительных стимулов использовались движущиеся решетки
12 ориентаций, предъявляемые в псевдослучайном порядке.

2.5. Электрофизиологическая регистрация

Юкстаклеточная регистрация. Электроды и ванночка для регистрации были заполне-
ны раствором Хэнкса. Сопротивление электродов составляло 4-9 МОм. Для выполнения
оптогенетической тетанизации внутрь электрода помещалось оптическое волокно с помо-
щью специального холдера (Optopatcher, A-M Systems, США). Оптогенетическая стиму-
ляция осуществлялась с помощью светодиода 470 нм (ThorLabs, USA), подключенного к
оптическому волокну.

Для выявления трансдуцированных клеток подавались короткие световые импуль-
сы длительностью 50 мс. Для проведения экспериментов выбирались нейроны, которые
надежно генерировали ПД во время оптогенетической стимуляции.

Внутриклеточная регистрация. Внутриклеточная регистрация осуществлялась мето-
дом слепого пэтч-клампа в кофигурации "целая клетка". Состав внутриклеточного рас-
твора: К-глюконат 135 мМ, KCl 5 мМ, Mg-АТФ 4 мМ, Na-ГТФ 0,3 мМ, фосфокреатенин
8 мМ, Хепес 10 мМ, ЕГТА 0,2 мМ, pH = 7.2; сопротивление электродов – 3.5–6 МОм.

2.6. Протоколы стимуляции

Сочетанная стимуляция. При регистрации базовой линии для исследуемого нейрона
определялось положение его рецептивного поля и оптимального зрительного стимула. Во
время сочетанной стимуляции, когда стимул неоптимальной ориентации пересекал рецеп-
тивное поле нейрона с помощью светодиода через оптическое волокно подавался синий
свет, который активировал канальный родопсин и вызывал потенциалы действия в иссле-
дуемом нейроне. Всего производилось от 100 до 200 таких сочетаний.

Оптогенетическая тетанизация. Во время тетанизации зрительная стимуляция пре-
кращалась. Оптогенетическая тетанизация осуществлялась короткими импульсами света
с частотой от 100 до 75 Гц, которая подбиралась индивидуально для каждого нейрона.
Всего было 5 серий из 10 пачек каждую секунду с интервалами в одну минуту между
сериями. В контрольной группе оптогенетическая стимуляция не осуществлялась, а зри-
тельная приостанавливалась на 5 минут.

Внутриклеточная тетанизация. Во время внутриклеточной тетанизации зрительные
стимулы не предъявлялись. Во время тетанизации в нейроне вызывались пачки по 5 ПД
с частотой 100 Гц путем инъецирования коротких импульсов тока. Всего было 5 серий
из 10 пачек каждую секунду с интервалом в одну минуту между сериями. Контроль был
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аналогичен с используемым в оптогенетических экспериментах.

2.7. Окрашивание

Для окрашивания зарегистрированных нейронов электрод заполнялся 1% раство-
ром нейробиотина на основе HBSS. Окрашивание осуществлялось подачей ступенек тока,
вызывающих ПД в регистрируемом нейроне через регистрирующий электрод с частотой
2 Гц в течение 10 минут. Проявление нейробиотина в срезах мозга осуществлялось с помо-
щью стрептавидин-родамина (1:100) в течение суток, а затем в течение часа докрашивали
флуоресцентным краситетем Hoechst в разведении 1:400.

2.8. Построение математической модели

Математическая модель дирекциональной селективности была построена методом
«интегрировать и сработать с утечками» (Leaky Integrate and Fire). Емкость и сопротивле-
ние мембраны для построения данной модели были взяты из измерений в экспериментах
с внутриклеточной тетанизацией.

3 Результаты

3.1. Влияние сочетанной зрительной и оптогенетической стимуляции на ори-
ентационную селективность нейронов первичной зрительной коры.

В этой части работы мы изучали роль хеббовской пластичности в перестройках сен-
сорных ответов нейронов зрительной коры у взрослых животных. Мы применяли прото-
кол сочетанной стимуляции, при которой зрительный стимул неоптимальной ориентации
«подкреплялся» оптогенетической стимуляцией регистрируемого коркового нейрона 5-го
слоя. Для осуществления оптогенетической стимуляции мы использовали мышей транс-
генной линии Thy1-ChR2, пирамидные нейроны 5-го слоя которых экспрессировали ка-
нальный родопсин.

Для определения ретинотопической проекции монитора на зрительную кору экс-
периментальных животных перед началом электрофизиологических экспериментов вы-
полнялось оптическое картирование по внутреннему оптическому сигналу, которое затем
накладывалось на сосудистый рисунок поверхности мозга, полученный в зеленом свете.

Для оптогенетической стимуляции регистрируемых нейронов внутрь стеклянной
пипетки было заведено тонкое оптическое волокно. Поскольку волокно не доходило до
кончика стеклянной пипетки на 2.5 мм, то большая часть света, испускаемого из кон-
чика оптоволокна, падала на поверхность черепа и мозга, и только тот свет, который
непосредственно выходил из кончика пипетки попадал в ткани мозга (Рисунок 1 слева).
Мы подсчитали, что интенсивность света на кончике пипетки в наших экспериментах со-
ставила 1.2 мВт/мм2. На основании литературных данных о поглощении синего света
тканями головного мозга мы оценили, что на расстоянии 200 мкм от кончика пипетки
интенсивность света падает до 0.1 мВт/мм2 (Рисунок 1 справа), что является пороговой
интенсивностью возбуждения ChR2-экспрессирующих нейронов. Таким образом, в наших
экспериментах объем тканей мозга в котором возможна надпороговая оптогенетическая
стимуляция ChR2 экспрессирующих нейронов, составлял узкий конус высотой около 200
мкм.

В использованной в эксперименте линии трансгенных мышей ChR2 экспрессировал-
ся под Thy1 промотером, что обеспечивало специфическое заражение пирамидных нейро-
нов пятого слоя. Всего был зарегистрирован 21 нейрон на глубине от 650 до 750 мкм
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Рис. 1: Оптическая система для оптогенетической стимуляции. Слева схематично показан стек-
лянный микроэлектрод с заведенным внутрь оптоволокном. При помощи данной конструкции
проводилась регистрация и стимуляция единичных нейронов неокортекса. Толщина оптического
волокна составляла 200 мкм, расстояние между кончиком оптоволокна и кончиком микроэлектро-
да — 2.5 мм. Угол расхождения светового пучка — 30 градусов. Справа изображена зависимость
интенсивности синего света, попадающего внутрь тканей мозга в зависимости от расстояния от
кончика микроэлектрода. Пунктирной линией обозначен порог активации нейронов (генерации
ПД), экспрессирующих ChR2.

от поверхности мозга. Регистрация нейронов осуществлялась методом юкстаклеточной
регистрации. Во время зрительной стимуляции вертикальные и горизонтальные полосы
шириной 4 градуса перемещались по экрану. В момент пересечения рецептивного поля
регистрируемого нейрона возникал ответ в виде потенциалов действия (Рисунок 2 A1,
Б1). Как правило, одна из двух предъявляемых ориентаций являлась более оптимальной
для исследуемого нейрона, что видно на перистимульных гистограммах, усредненных по
нескольким клеточным ответам (Рисунок 2 A3, Б3). Для каждого нейрона рассчитывался
относительный индекс ориентационной селективности как отношение амплитуды ответов
на стимулы горизонтальной и вертикальной ориентаций.

Для индукции пластических изменений зрительных ответов нейронов мы осуществ-
ляли сочетанную оптогенетическую стимуляцию с предъявлением зрительного стимула
неоптимальной ориентации. Во время прохождения зрительного стимула через рецептив-
ное поле нейрона, через оптическое волокно, заведенное внутрь микроэлектрода подавался
синий свет, который вызывал потенциалы действия в регистрируемом нейроне (Рисунок
2 В). В качестве контрольных групп мы использовали эксплицитно несочетанную стиму-
ляцию, во время которой оптогенетическое «подкрепление» осуществлялось заведомо вне
рецептивного поля нейрона, и «пассивный» контроль, для которого предъявление зри-
тельного стимула не сопровождалось оптогенетической стимуляцией.

При рассмотрении временной динамики изменений относительного индекса ориен-
тационной селективности нами была обнаружена статистически значимая разница между
группами после парной стимуляции (p<0.01, критерий Крускала-Уоллиса с апостериор-
ным критерием Данна). Интересно, что изменения свойств рецептивного поля нейронов
после парной оптогенетической и зрительной стимуляции развивались постепенно и до-
стигали максимума через 20-30 минут после сочетанной стимуляции. Статистически зна-
чимые различия между группами сочетанной и несочетанной стимуляции наблюдались
только через 20 минут после индукции синаптической пластичности (Рисунок 3).
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Рис. 2: Пример ответа ней-
рона первичной зрительной
коры мыши на движущиеся
вертикальные (А) и гори-
зонтальные (Б) полосы. А1,
Б1 – нативные юкстакле-
точные записи активности
нейронов; А2, Б2 – растро-
вая диаграмма потенциалов
действия, индуцированных
повторным предъявлением
зрительных стимулов. А3,
Б3 – перистимульные гисто-
граммы ответов, суммиро-
ванные по записям, пред-
ставленным в А2 и Б2. По-
лосы со стрелками схема-
тически показывают ориен-
тацию и направление дви-
жущихся стимулов; В – по-
тенциалы действия, инду-
цированные оптогенетиче-
ской световой стимуляци-
ей ChR2-экспрессирующего
нейрона.

Таким образом, в этой части работы нами было показано, что стимуляция единич-
ных нейронов первичной зрительной коры взрослых мышей может приводить к долговре-
менным изменениям их вызванных зрительных ответов и даже изменить оптимальную
ориентацию этих нейронов.

3.2. Влияние оптогенетической тетанизации на ориентационные настройки
нейронов первичной зрительной коры

В данной главе исследовалась возможная роль гетеросинаптической пластичности
в модификациях ориентационных настроек нейронов первичной зрительной коры. В мно-
гочисленных исследованиях, проведенных на срезах головного мозга, было показано, что
внутриклеточная тетанизация нейрона высокочастотными пачками потенциалов действия
приводит к массированным перестройкам (депрессия или потенциация) большого количе-
ства его синаптических входов, развивающихся по механизмам гетеросинаптической пла-
стичности. В своей работе мы решили фактически воспроизвести данный протокол in vivo
(Chistiakova, Bannon, Chen, et al. 2015). Поскольку длительная внутриклеточная регистра-
ция In vivo достаточно затруднительна, то мы, как и в предыдущей главе, использовали
юкстаклеточную регистрацию.

Мы использовали быстрый канальный родопсин oChIEF, который позволяет эф-
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Рис. 3: Изменение относитель-
ного индекса дирекциональной
селективности во времени. А
– Относительный индекс ори-
ентационной селективности,
усредненный за 10-минутные
периоды ответов нейронов на
движущиеся полосы. Синяя
кривая отражает динамику
относительного индекса ори-
ентационной селективности
для сочетанной стимуляции,
оранжевая кривая – несо-
четанной стимуляции, серая
кривая – для пассивного
контроля (адаптации), в
которых после регистрации
контрольных ответов неодно-
кратно предъявлялся стимул
неоптимальной направлен-
ности без сопутствующей
оптогенетической стимуляции.

фективно осуществлять оптогенетическую стимуляцию нейронов на частотах около 100
Гц. Ранее было показано, что высокочастотная световая стимуляция может надежно ин-
дуцировать классическую ДВП в нейронах, экспрессирующих oChIEF (Jeong et al. 2021).

Для трансдукции нейронов в первичной зрительной коре мыши геном быстрого ка-
нального родопсина oChIEF мы инъецировали вирус AAV2-CaMKII-oChIEF-EGFP меди-
альнее предполагаемого места записи, что позволяло производить регистрацию нейронов
в стороне от места механического повреждения. Электрофизиологические эксперименты
осуществлялись по крайней мере через 2 недели после инъекции вируса. Морфологический
контроль, проведенный после электрофизиологических экспериментов, выявил сильную
флуоресценцию во всех корковых слоях вокруг места инъекции (Рисунок 4 А). В месте
регистрации, отстоящем на 1–2 мм от места инъекции в латеро-каудальном направлении,
картина флуоресценции не была равномерной по слоям. Наблюдалась выраженная флуо-
ресценция в слоях 1, 2/3 и 5а слоях зрительной коры и в белом веществе (Рисунок 4 А). В
4-м слое флуоресценция была очень слабой и наблюдалась только в дендритах пирамид
5-го слоя (Рисунок 4 А, Б). В 6-м слое и в нижней части 5-го слоя (5б) флуоресценция
отсутствовала.

Четыре экспериментальных нейрона, экспрессирующие oChIEF, что подтвержда-
лось ответами на оптогенетическую стимуляцию в виде генерации потенциалов действия,
были окрашены для морфологической идентификации. В этих экспериментах нейробио-
тин добавлялся в раствор, которым заполнялись стеклянные микроэлектроды и в конце
записи осуществлялась электропорация исследуемых нейронов высокоамплитудными им-
пульсами тока. Три клетки были успешно окрашены и демонстрировали типичную морфо-
логию пирамидных нейронов 5-го слоя (Рисунок 4 Б). Морфологический анализ, показал,
что все клетки, окрашенные во время записи нейробиотином и визуализированные рода-
мином, также флуоресцировали в зеленом спектре в примембранной области (Рисунок 4
В). Таким образом, экспрессия конструкции oChIEF-EGFP в исследуемых нейронах была
показана как с помощью физиологических, так и морфологических методов.
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Рис. 4: Экспрессия oChIEF-
EGFP в зрительной коре
мыши. (А) — фронтальный
срез зрительной коры го-
ловного мозга мыши после
трансдукции вирусом AAV2-
CamKII-oChIEF-EGFP, места
инъекции вируса и электро-
физиологической регистрации
указаны стрелками. (Б) -
морфология пирамидного
нейрона, окрашенного нейро-
биотином во время записи,
а затем визуализированного
с помощью стрептавидин-
родамина. Изображение было
наложено на изображение
соседнего среза того же живот-
ного, показывающее паттерн
экспрессии oChIEF. (В) —
сома нейрона, окрашенная
во время записи нейробио-
тином и визуализированная
стрептавидин-родамином.
Один конфокальный срез.
Зеленая флуоресценция
соматической мембраны сви-
детельствует об экспрессии
oChIEF-EGFP. Калибровочные
линейки: (А) — 500 мкм, (Б) —
100 мкм, (В) — 10 мкм.

Ориентационная настройка нейронов рассчитывалась по усредненным ответам на
движущиеся решетки 12 ориентаций. Для облегчения сравнения нейронов ориентацион-
ную настройку каждого нейрона нормализовали по усредненному ответу на все предъ-
являемые ориентации. Примеры типичных настроек для двух нейронов (из контрольной
и экспериментальной группы), построенных в полярных координатах, показаны на 5 А.
После регистрации ответов на движущиеся решетки в течение 15–40 мин зрительную сти-
муляцию прекращали и проводили либо оптогенетическую тетанизацию нейрона (экспе-
риментальная группа), либо никаких действий не предпринимали (контрольная группа).
Каждая серия оптической тетанизации вызывала в зарегистрированных нейронах пачки
ПД с частотой 75–100 Гц (Рисунок 5 Б). Оптогенетическая тетанизация продолжалась 5–6
мин. После оптогенетической тетанизации или через 5–6 мин без какой-либо стимуляции
в контрольной группе возобновляли зрительную стимуляцию движущимися решетками
различных ориентаций, которая продолжалась не менее часа.

Для расчета усредненной ориентационной настройки мы повторно «центрировали»
настройку каждого нейрона так, чтобы оптимальная ориентация составляла 0 градусов, а
затем зеркально отображали настройку, нанесенную в полярных координатах вдоль опти-
мальной ориентации. Иными словами, мы усредняли ответы на стимулы ±30 град отно-
сительной оптимальной ориентации, на стимулы ±60 град и так далее. На рисунке 5 В, Г
показаны полученные «половинные» кривые настройки, построенные в декартовых коор-
динатах для экспериментальной и контрольной групп. Такие графики позволяют оценить



13

Рис. 5: Оптогенетическая тетанизация вызывает изменения в ответах на зрительную стимуля-
цию и функциональных свойствах нейронов зрительной коры.(А) — Примеры ориентационной
настройки нейрона, подвергнутого оптогенетической тетанизации («Тетанус»), и нейрона из кон-
трольной группы. Для обоих нейронов показаны настройки до (синий) и после (розовый) тета-
низации или соответствующего интервал времени без стимуляции в полярных координатах. Для
нейрона экспериментальной группы указаны оптимальная (Rопт), ортогональная (Rорт) и нулевая
ориентации (Rнул). (Б) – Пачка потенциалов действия, вызванная оптогенетической тетанизацией
в нейроне, экспрессирующем oChIEF. Голубые полосы под кривой показывают время и продол-
жительность световых стимулов, подаваемых через оптическое волокно. (В, Г) — усредненная
ориентационная настройка ответов корковых нейронов до (синий) и после (розовый) тетаниза-
ции (В) или до и после паузы в зрительной стимуляции в контрольной группе (Г) в декартовых
координатах. Каждая точка представляет собой среднюю амплитуду ответа на движущиеся ре-
шетки одной ориентации в двух противоположных направлениях. Для облегчения сравнения все
представленные значения были нормированы (z-score). * р < 0,05; ** р < 0,01. (Д) — Схематиче-
ское изображение изменений ответов на различные направления движения зрительных стимулов,
вызванных оптогенетической тетанизацией нейронов зрительной коры мыши.

изменения, вызванные оптогенетической тетанизацией, всей ориентационной настройки.

Как описано выше, после тетанизации произошло значительное снижение ампли-
туды ответов на оптимальную и ортогональную ориентации (рисунок 5 В, Г). Кроме то-
го, наблюдалось увеличение амплитуды ответов на стимулы, ориентированные на 120 и
150 градусов, и уменьшение ответов на ортогональные (90 градусов) зрительные стимулы
относительно оптимального (0°: 78.1 ± 27% р = 0.0098, г = -1.02; 90°: 87.9 ± 31% р =
0.0406; 120°: 125 ± 29%, р = 0.0406; 150°: 116 ± 26%, р = 0.0406; Критерий Вилкоксона
поправка на множественные сравнения по FDR); В контрольной группе статистически
значимых изменений ответов на стимулы любой ориентации не обнаружено (Рисунок 5).
Кроме того, нами было обнаружено, что оптогенетическая тетанизация приводит к умень-
шению индекса дирекциональной селективности нейронов вследствие снижения ответов
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на оптимальный стимул, но не на стимул, движущийся в противоположном направлении.
Индекс дирекциональной селективности после оптогенетической тетанизации снизился на
51.5±38.2% (от 0.22 ± 0.15 до 0.096 ± 0.06 p < 0.0017, r = -0.87, Критерий Вилкоксона).
В контрольной группе индекс дирекциональной селективности статистически значимо не
изменился (p = 0.11, r = -0.51).

Чтобы более наглядно представить изменения ориентационной настройки после те-
танизации, мы перестроили кривую с рисунка 5 В полярных координатах (рисунок 5 Д).
На получившемся графике хорошо видно, что после оптогенетической тетанизации проис-
ходило снижение ответов на стимулы оптимальной и ортогональной ориентации, и отсут-
ствовали изменения нулевой ориентации и увеличивались ответы на зрительные стимулы
120 и 150 градусов (направления изменений указаны стрелками), то есть ориентационная
настройка стала более округлой и клетки стали менее селективными.

Поскольку оптогенетическая тетанизация в основном активировала только постси-
наптические нейроны, то изменения синаптических входов могут осуществляться по ме-
ханизмам гетеросинаптической пластичности. Полученные нами данные свидетельствуют
о том, что гетеросинаптическая пластичность работает в целом мозге in vivo. Более того,
нами было обнаружено, что оптогенетическая тетанизация, действующая, по всей види-
мости, через механизмы гетеросинаптической пластичности, по-разному влияет на ответы
нейронов на стимулы различных ориентаций, то есть, вызывает неунифицированные из-
менения синаптических входов.

3.3. Исследование влияния внутриклеточной тетанизации на подпороговые
ответы нейронов первичной зрительной коры

В предыдущей части работы было показано, что оптогенетическая тетанизация
нейронов приводит к долговременным изменениям свойств их сенсорных ответов, выра-
жающимся в снижении дирекциональной селективности клеток. Однако несмотря на то,
что для оптогенетической тетанизации мы применяли локальную световую стимуляцию
при помощи оптопетчера, нельзя полностью исключить возможность того, что при такой
стимуляции активируется не только регистрируемый нейрон, но и соседние клетки, экс-
прессирующие oChieff или их отростки. Поэтому для того чтобы дать однозначный ответ
на вопрос, могут ли высокочастотные пачки потенциалов действия, вызванные только в
одном постсинаптическом нейроне, привести к долговременным изменениям свойств его
сенсорного ответа, мы провели эксперименты с внутриклеточной регистрацией активности
нейронов зрительной коры методом пэтч-клямп.

В экспериментах с внутриклеточной тетанизацией осуществлялась регистрация пи-
рамидных нейронов 2/3 слоя (тип нейронов определялся по паттерну генерации ПД в ответ
на деполяризующую ступеньку тока и глубине погружения электрода) методом «слепо-
го» пэтч-клампа в конфигурации «целая клетка» (всего было зарегистрировано 9 клеток
в экспериментальной и 8 в контрольной группах на глубине от 250 до 550 мкм). После за-
писи контрольных ответов производилась внутриклеточная тетанизация нейронов в виде
серий из 10 пачек потенциалов действия с частотой 100 Гц по 5 ПД с интервалом в 1 ми-
нуту. Всего было 5 серий таких пачек. Во время регистрации подпороговых зрительных
ответов во избежание контаминации ответов потенциалами действия в регистрируемые
нейроны подавался отрицательный ток, таким образом в этой серии экспериментов мем-
бранный потенциал клеток составлял около -80—-90 мВ. После тетанизации зрительная
стимуляция возобновлялась и ответы нейронов писались все время, пока сохранялась воз-
можность устойчивой регистрации (15-40 мин). Далее при анализе зрительных ответов
записи до и после тетанизации усреднялись, после чего производилась нормировка сигна-
лов на амплитуду ответов, усредненную по всем ориентациям.
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Рис. 6: Изменение полуширины
зрительных ответов после внутри-
клеточной тетанизации. А — из-
менение полуширины ответов на
зрительные стимулы оптимально-
го направления. Б — изменение
полуширины ответов для зритель-
ных стимулов неоптимального на-
правления. Из графика В были ис-
ключены точки, которые в графи-
ках А и Б определялись как выбро-
сы. ** — p<0.01. Медиана ± интер-
квартильные размахи.

Нами было обнаружено, что внутриклеточная тетанизация приводила к статисти-
чески значимому увеличению полуширины зрительных ответов на стимулы, движущиеся
в оптимальном направлении, для нейронов экспериментальной группы (0.21±0.05 с, N =
7) по сравнению с ответами нейронов контрольной группы (-0.04±0.05 с, N = 7) (Рисунок
6Б, t-тест p<0.01).

При анализе изменения амплитуды зрительных ответов было обнаружено, что внут-
риклеточная тетанизция приводила к достоверному увеличению амплитуды ответов на
стимулы, движущиеся в оптимальном направлении на 12±4% (парный t-тест, p<0.05), но
не для неоптимальных стимулов, что, ожидаемо, приводило к увеличению индекса дирек-
циональной селективности, рассчитанным по амплитуде изменения мембранного потен-
циала, на 0.08 ±0.03. В предыдущей части работы было показано, что оптогенетическая
тетанизация приводит к уменьшению индекса дирекциональной селективности, измерен-
ному по потенциалам действия в ответ на движущиеся решетки различных ориентаций
на 0.14±0.02. В экспериментах с внутриклеточной тетанизацией, где ответы регистриро-
вались в виде изменения мембранного потенциала мы видим противоположную картину,
то есть увеличение индекса дирекциональной селективности (Рисунок 7).

3.4. Исследование влияния оптогенетической тетанизации на ответы нейро-
нов первичной зрительной коры на движущиеся полосы

Для проверки гипотезы о том, что разнонаправленные изменения дирекциональной
селективности в экспериментах с внутриклеточной и оптогенетической тетанизацией свя-
заны с различиями в зрительной стимуляции, мы провели серию экспериментов с оптогене-
тической тетанизацией, где в качестве зрительных стимулов использовались вертикальные
и горизонтальные полосы, движущиеся в противоположных направлениях. Эксперименты
были выполнены на животных, трансдуцированных вирусом AAV-CamKII-oChieff-Venus.

При статистическом анализе полученных данных мы обнаружили, что оптогенети-
ческая тетанизация приводит к статистически значимому уменьшению амплитуды ответов
на зрительные стимулы оптимального направления и ориентации в экспериментальной
группе на (20 ± 5%, n = 7, парный t-тест p < 0.05). В то же время, оптогенетическая те-
танизация не приводила к каким-либо статистически значимым изменениям зрительных
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Рис. 7: Изменение индекса дирекциональной селективности нейронов после их внутриклеточной
и оптогенетической тетанизаций. Слева — изменение индекса дирекциональной селективности
нейронов, определенной по подпороговым ответам на движущиеся полосы, после внутриклеточ-
ной тетанизации (Эксперимент n=8, 0.08 ± 0.03, контроль n = 7, -0.014 ± 0.02; p = 0.02 t-тест).
Справа — изменение индекса дирекциональной селективности нейронов, измеренного по спайко-
вым ответам на движущиеся решетки после оптогенетической тетанизации (Эксперимент n = 9,
-0.2 ± 0.1, контроль n = 7, -0.01 ± 0.05; p = 0.0005 t-тест

ответов на полосы оптимальной ориентации, но не оптимального направления. Среднее
изменение амплитуды ответов на стимулы неоптимального направления составляли 16
± 10% для нейронов экспериментальной группы и 10 ± 10% для нейронов контрольной
группы (p = 0.19 и 0.15 парный t тест).

Уменьшение амплитуды ответов на зрительные стимулы оптимального направле-
ния также привело к достоверному уменьшению индекса дирекциональной селективности
для нейронов экспериментальной группы на 0.13±0.04 (парный t-тест, n = 7, p < 0.05),
но не контрольной группы, где изменение составляло -0.07 ± 0.04 (p = 0.11, парный t-
тест, n = 8). Полученные результаты согласуются с описанными ранее результатами для
движущихся решеток, то есть:

1. Наиболее сильным изменениям подвергаются ответы на зрительные стимулы опти-
мального направления, что выражается в снижении амплитуды этих ответов.

2. Оптогенетическая тетанизация приводит к уменьшению индекса дирекциональной
селективности.

Поскольку оптогенетическая тетанизация нейронов зрительной коры приводит к
уменьшению индекса дирекциональной селективности как в ответ на движущиеся полосы,
так и на движущиеся решетки (что было показано в предыдущей главе), можно заклю-
чить, что наша первая гипотеза о том, что разнонаправленные изменения дирекциональ-
ной селективности, наблюдаемые после оптогенетической и внутриклеточной тетанизации
связаны с различиями в протоколах зрительной стимуляции, не верна.
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3.5. Математическая модель, объясняющая эффект тетанизации нейронов
первичной зрительной коры на их дирекциональную селективность

Для проверки гипотезы о том, что противоречие между данными, полученными в
экспериментах с внутриклеточной и экстраклеточной регистрацией связано с разницей в
условиях регистрации, мы решили построить математическую модель дирекциональной
селективности на основе математической модели нейрона «интегрировать-и-сработать с
утечками» (Leaky Integrate and Fire). Данная модель представляет собой систему диф-
ференциальных уравнений, которая позволяет преобразовывать проводимости входных
сигналов с учетом их потенциалов реверсии в изменения мембранного потенциала. При
достижении порога модель генерирует потенциал действия заданной ширины.

Емкость и сопротивление искусственных нейронов составляли 100 пФ и 60 МОм.
Потенциал реверсии для тормозных входов был равен -80 мВ, а для возбуждающих 0 мВ.
Генерация ПД осуществлялась при достижении порога -55 мВ, ширина ПД была равна 3
мс и следовая гиперполяризация составляла -65 мВ. Рефрактерный период составлял 5
мс. Уравнения для данной модели представлены ниже:⎧⎪⎪⎪⎪⎨⎪⎪⎪⎪⎩

𝑉 (𝑡 + 𝑑𝑡) = −𝑑𝑡

𝐶
𝐼(𝑡) + 𝑉 (𝑡)

𝐼(𝑡) = 𝐺𝑟(𝑉 (𝑡) − 𝐸𝑟) + 𝐺𝑒(𝑉 (𝑡) − 𝐸𝑒) + 𝐺𝑖(𝑉 (𝑡) − 𝐸𝑖)

𝐸𝑒 = 0𝑚𝑉

𝐸𝑖 = −80𝑚𝑉

При воссоздании сенсорных ответов тормозные и возбуждающие токи для упроще-
ния модели были представлены в виде симметричных гауссиан. Дирекциональная селек-
тивность возникала вследствие смещения тормозных синаптических токов по отношению
к возбуждающим. То есть при движении зрительного стимула в оптимальном направлении
сначала происходила активация возбуждающих входов, затем с задержкой (70 мс) проис-
ходила активация тормозных входов (Врезка на рисунке 8). В случае движения стимула
в неоптимальном направлении активация тормозных и возбуждающих входов происходи-
ла одновременно. Данная модель дирекциональной селективности воссоздана на основе
работ (Haider, Häusser, and Carandini 2013; Rossi, Harris, and Carandini 2020).

В результате работы модели мы смогли воссоздать дирекциональную селективность
нейронов как для экспериментов с внутриклеточной (где регистрировались ответы в виде
изменения мембранного потенциала), так и с оптогенетической тетанизацией (где ответы
записывались в виде изменения частоты потенциалов действия) (Рисунок 8). При модели-
ровании экспериментов с внутриклеточной тетанизацией модельные нейроны гиперполя-
ризовывались до -95 мВ и зрительный ответ измерялся по деполяризации клетки. В этом
случае индекс дирекциональной селективности составлял около 0.04, что соотносится с
реальными экспериментальными данными (0.1±0.03).

Для моделирования экспериментов с оптогенетической тетанизацией мембранный
потенциал искусственных нейронов был равен -60 мВ. В этих экспериментах ответ нейро-
нов измерялся по количеству потенциалов действия в ответ на подачу модельных прово-
димостей. В результате симуляции экспериментов с экстраклеточной тетанизацией индекс
дирекциональной селективности в модели составлял 0.33 (в реальных данных 0.33±0.06)
(Рисунок 8 синие записи).

1. Основываясь на работе Иакарузо и соавт 2017 года мы предположили, что синап-
тические связи, образующие рецептивное поле нейрона расположены в основном
проксимально к соме нейрона (Iacaruso, Gasler, and Hofer 2017). Иными словами,
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Рис. 8: Изменение подпорогового и надпорогового ответов модельного нейрона после его «тетани-
зации». Слева — симуляция ответа в виде изменения мембранного потенциала при гиперполяриза-
ции нейрона. Индекс дирекциональной селективности модельного нейрона до тетанизации равен
0.05, после — 0.09. Врезка – Модельные проводимости используемые для симуляции дирекцио-
нальной селективности математической модели нейронов. Справа — ответ модельного нейрона
в виде потенциалов действия при нормальном мембранном потенциале. Индекс дирекциональ-
ной селективности до — 0.33, после — 0.19. Записи были сдвинуты друг относительно друга для
наглядности.

синаптические токи, представленные на рисунке 8, возникают вследствие активации
синаптических входов, расположенных рядом с телом клетки.

2. При индукции потенциалов действия путем внутриклеточной и оптогенетической
тетанизации наибольшая концентрация ионов кальция возникает в соме и прокси-
мальных дендритах, что само по себе может вызывать потенциацию тормозных и
возбуждающих входов (Neveu and Zucker 1996).

3. В экспериментах (Lourenço et al. 2014) было показано, что внутриклеточная тетани-
зация приводит к потенциации перисоматических тормозных входов от PV интер-
нейронов.

4. Также в работе Симоновой было показано, что внутриклеточная тетанизация при-
водит к потенциации проксималных возбуждающих входов на пирамидные нейроны
(Simonova, Malyshev, and Volgushev 2017)

Для моделирования ответов нейронов после тетанизации, согласно описанным выше
допущениям, мы предположили, что амплитуды как тормозных и возбуждающих входов
после тетануса увеличились в 2 раза. В результате работы модели мы показали, что индекс
дирекциональной селективности, измеренный по мембранному потенциалу, «после тетани-



19

зации» увеличился с 0.04 до 0.09, в то время как индекс дирекциональной селективности,
измеренный по потенциалам действия, наоборот уменьшился с 0.33 до 0.19.

Таким образом, построенная нами модель воспроизводит противоречие, возникаю-
щее между экспериментами с внутриклеточной и оптогенетической тетанизацией, а также
подтверждает возможную роль гетеросинаптической пластичнсти в изменении ответов по-
сле тетанизации.

4 Обсуждение

4.1. Сочетанная оптогенетическая стимуляция

Ранее было показано, что неселективная стимуляция нейронов зрительной коры с
помощью ионофореза тормозных и возбуждающих нейромедиаторов или ионов калия и
хлора, сочетанная во времени со зрительной стимуляцией, может изменить ориентацион-
ную, а в некоторых случаях, даже дирекциональную селективность нейронов первичной
зрительной коры (Frégnac et al. 1988; McLean and Palmer 1998). Однако оставалось неяс-
ным, можно ли изменить такое сложное свойство зрительного нейрона, как его ориен-
тационная настройка, путем селективной стимуляции единичных клеток. В первой части
работы использовалась оптогенетическая стимуляция единичных нейронов зрительной ко-
ры мышей с помощью оптического волокна, заведенного внутрь стеклянного электрода.
Учитывая относительно низкую плотность ChR2-экспрессирующих нейронов в зрительной
коре мышей линии Thy1-ChR2 и пространственно ограниченную область мозга, внутри ко-
торой интенсивность света, выходящего из кончика стеклянной пипетки, может индуциро-
вать потенциал действия, весьма вероятно, что в наших экспериментах оптогенетическая
стимуляция приводила к активации только одного (регистрируемого) нейрона. Поскольку
зрительные рецептивные поля нейронов состоят из множества сходящихся к ним синапти-
ческих входов, то использованный нами протокол парной стимуляции, скорее всего, привел
к модификации именно этих входов по механизмам гомосинаптической долговременной
синаптической пластичности.

Результаты данной главы подтверждают идею о том, что функциональная орга-
низация зрительной коры млекопитающих имеет динамический характер. Мы показыва-
ем, что протоколы сочетанной стимуляции, обычно используемые в препаратах in vitro
для изучения хеббовской пластичности, также могут изменять функциональные свойства
нейронов in vivo. И, наконец, наши данные позволяют предположить, что воздействие на
активность одного коркового нейрона может изменить такое сложное свойство, возника-
ющее из-за большого количества конвергентных синаптических входов, как ориентаци-
онная селективность даже у взрослых животных. Следовательно, одним из механизмов,
обеспечивающих динамическую организацию зрительных нейронных сетей, является, по-
видимому, ассоциативная синаптическая пластичность Хебба.

4.2. Влияние оптогенетической тетанизации на ориентационную настройку
нейронов

Результаты, полученные в данной главе, показывают, что высокочастотные пачки
потенциалов действия вызванные прямой оптогенетической стимуляцией (оптогенетиче-
ская тетанизация) могут вызывать значимые долговременные изменения зрительных от-
ветов нейронов первичной зрительной коры мышей. Изменения параметров нейрональных
зрительных ответов отражают перестройки синаптических входов на исследуемые нейро-
ны. Кроме того, поскольку оптогенетическая тетанизация в основном активировала только
постсинаптические нейроны, то изменения синаптических входов могут осуществляться по
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механизмам гетеросинаптической пластичности. Полученные нами данные свидетельству-
ют о том, что гетеросинаптическая пластичность работает в целом мозге in vivo. Более
того, нами было обнаружено, что оптогенетическая тетанизация, действующая, по всей
видимости, через механизмы гетеросинаптической пластичности, по-разному влияет на
ответы нейронов на стимулы различных ориентаций, то есть вызывает неунифицирован-
ные изменения синаптических входов.

4.3. Влияние внутриклеточной тетанизации на зрительные ответы

Для полного исключения возможной неспецифической активации пресинаптиче-
ских нейронов во время оптогенетической тетанизации и для исследования подпороговых
ответов нами была проведена серия экспериментов с внутриклеточной тетанизацией. По-
скольку при использовании пэтч клампа в конфигурации целая клетка существует огра-
ничение по времени между началом регистрации и индукцией долговременной пластично-
сти вследствие вымывания внутриклеточных факторов необходимых для синаптической
пластичности (Kato, Clifford, and Zorumski 1993), мы минимизировали время зритель-
ной стимуляции до тетанизации и исследовали зрительные ответы только на движущи-
еся полосы двух взаимноперпендикулярных ориентаций. Один из плюсов использования
данных зрительных стимулов заключается в возможности исследовать также профиль
рецептивного поля нейрона и оценивать его размеры. Нами было обнаружено, что внут-
риклеточная тетанизация приводит к увеличению полуширины зрительного ответа, но
только для зрительных стимулов оптимальной ориентации и направления, но не для зри-
тельных стимулов неоптимального направления. Данный эффект также воспроизводится
в экстраклеточных экспериментах с оптогенетической тетанизацией. Возможно, селектив-
ность изменения зрительных ответов только для оптимальной ориентации и направления
обусловлены тем, что дирекциональная селективность обеспечивается сложным взаимо-
действием тормозных и возбуждающих входов (Lien and Scanziani 2018; Rossi, Harris, and
Carandini 2020).

Разнонаправленность эффектов внутриклеточной и оптогенетической те-
танизации на дирекциональную селективность нейронов

Также нами было обнаружено, что внутриклеточная и оптогенетическая тетани-
зация имеют противоположные эффекты на дирекциональную селективность нейронов,
измеренную по ответам на движущиеся полосы. В случае внутриклеточной тетанизации
происходит увеличение амплитуды ответа на зрительные стимулы оптимальной ориента-
ции и направления и, в следствие этого, увеличение индекса дирекциональной селектив-
ности, в то время как в экспериментах с оптогенетической тетанизацией возникали прямо
противоложные эффеты. Данное противоречие может возникать из-за различных условий
в экспериментах с экстраклеточной и внутриклеточной регистрацией. Поскольку в экспе-
риментах с внутриклеточной тетанизацией использовался внутриклеточный раствор с 5
мМ Cl−, то потенциал реверсии для ГАМКергических токов согласно уравнению Нерн-
ста, составлял около -70 мВ. С другой стороны, во время внутриклеточной регистрации
во избежание генерации потенциалов действия в ответ на зрительную стимуляцию мы
дополнительно гиперполяризовали регистрируемые нейроны до -80 мВ без учета диффуз-
ного потенциала (реальный потенциал на мембране составлял около -90 мВ). Поскольку
регистрация нейронов осуществлялась при мембранном потенциале ниже потенциала ре-
версии для ГАМКергических токов, то тормозные токи при предъявлении зрительных
стимулов приводили к деполяризации нейронов и суммировались с возбуждающими вхо-
дами. Таким образом, мы предположили, что разные эффекты внутриклеточной и опто-
генетической тетанизации на дирекциональную селективность и амплитуду ответов могут
объясняться различиями в условиях измерения зрительных ответов.
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4.4. Математическая модель нейрона

Для моделирования влияния внутриклеточной и оптогенетической тетанизации мы
предположили, что как тормозные, так и возбуждающие входы будут подвергаться долго-
временной потенциации. В работах (Lourenço et al. 2014; Simonova, Malyshev, and Volgushev
2017) было показано, что внутриклеточная тетанизация приводит к ДВП проксимальных
тормозных и возбуждающих входов на нейроны неокортекса. В работе 2017 года было
обнаружено, что возбуждающие синаптические входы, формирующие рецептивное поле
постсинаптического нейрона, располагаются в пределах 100 мкм от сомы клетки (Iacaruso,
Gasler, and Hofer 2017). Таким образом, можно ожидать, что как тормозные, так и воз-
буждающие синаптические входы в результате тетанизации постсинаптических нейронов
будут подвергаться ДВП.

В результате исследования построенной модели было обнаружено, что данная мо-
дель, кроме объяснения изменений индексов дирекциональной селективности, качествен-
но предсказывает селективное уширение рецептивного поля для зрительных стимулов,
движущихся в оптимальном направлении, во внутриклеточных, но не экстраклеточных
экспериментах. Возможно, уширение рецептивного поля, наблюдаемое в экспериментах,
связано, в первую очередь, с более сложной конфигурацией синаптических токов, воз-
никающих во время предъявления зрительных стимулов или наличием изначальной ди-
рекциональной селективности тормозных и возбуждающих токов. Для проверки данной
гипотезы для моделирования подпороговых и надпороговых ответов нейронов можно ис-
пользовать реальные проводимости, возникающие в ответ на зрительную стимуляцию.

Другим потенциальным ограничением использованной нами модели является пред-
положение, что все тормозные и возбуждающие токи после тетанизации меняются схожим
образом. Поскольку существуют различные субпопуляции интернейронов, участвующих
в формировании зрительных ответов, можно предполагать, что не все тормозные вхо-
ды будут подвергаться ДВП в результате внутриклеточной тетанизации. Тем не менее,
для проверки данных гипотез требуются дополнительные эксперименты с регистрацией
синаптических токов in vivo и исследования синаптически связанных пар нейронов на
переживающих срезах мозга.

4.5. Функциональная роль и возможные механизмы изменений индуциро-
ванных внутриклеточной тетанизацией

Снижение сильных и увеличение относительно слабых ответов на наклонные ориен-
тации после тетанизации в наших экспериментах схожи с зависимостью гетеросинаптиче-
ских изменений от изначальной силы синапса, наблюдаемой in vitro и широко изучаемой
на срезах и компьютерных моделях (Chaudhury et al. 2013; Chen et al. 2013). Зависимость
изменений ответов, опосредованных гетеросинаптической пластичностью, от изначальной
силы синаптической связи может помочь предотвратить чрезмерное усиление ответов на
оптимальные стимулы и снижение ответов на неоптимальные стимулы из-за постоянной
потенциации, которая должна возникать согласно правилу Хебба.

Теоретические исследования с использованием подхода теории информации пока-
зывают, что существует оптимальная ширина ориентационной настройки отдельных ней-
ронов для кодирования трех и более свойств зрительных стимулов в популяционной актив-
ности (Brown and Bäcker 2006; Montemurro and Panzeri 2006). Такая оптимальная ширина
позволяет каждому нейрону в популяции кодировать максимальное количество информа-
ции о зрительных стимулах. Когда ширина настройки выходит за пределы оптимального
диапазона, количество информации, которую может закодировать нейрон, уменьшается.
Мы показали, что высокочастотные пачки потенциалов действия, вызванные оптогене-
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тической тетанизацией, приводят к увеличению ширины ориентационной настройки ней-
ронов, что может быть опосредовано механизмами гетеросинаптической пластичности.
Поскольку нейроны первичной зрительной коры кодируют множество параметров зри-
тельных стимулов, таких как ориентация, направление и скорость движения, размер и
т. д.,то мы предполагаем, что изменения зрительных ответов, опосредованные гетероси-
наптической пластичностью, могут помочь поддерживать ширину ориентационной и ди-
рекциональной настройки нейронов на уровне оптимальных значений. Таким образом,
мы предполагаем, что гетеросинаптическая пластичность может играть роль не только
в стабилизации ориентационной и дирекциональной селективности отдельных нейронов,
но и принимать участие в поддержании ширины настройки в диапазоне, оптимизирован-
ном для высокой эффективности кодирования параметров зрительных стимулов с точки
зрения популяционного кодирования.

5 Заключение

Долговременная пластичность сенсорных ответов первичных сенсорных отделов ко-
ры является одним из механизмов, обеспечивающих перцептивное обучение (Cooke and
Bear 2010; Ghose, Yang, and Maunsell 2002; Seitz 2017). На клеточном уровне в этих моди-
фикациях принимают участие механизмы как гомо-, так и гетеросинаптической пластич-
ности. В настоящей работе было показано, что используя протоколы индукции, широко
применяемые для исследования механизмов гомо- и гетеросинаптической пластичности на
препаратах ex vivo, можно вызвать изменения зрительных ответов нейронов первичной
зрительной коры взрослых грызунов in vivo.

Мы показали, что сочетанная со зрительной оптогенетическая стимуляция единич-
ных нейронов зрительной коры приводит к долговременным изменениям ориентационных
настроек клеток, которые сохраняются более одного часа. Поскольку схожие протоколы
сочетанной стимуляции часто используются в экспериментальных работах именно для
индукции гомосинаптической пластичности, то мы предполагаем, что и изменения ориен-
тационной настройки, вызванные сочетанной стимуляцией в наших экспериментах, обес-
печиваются перестройками синаптических связей, развивающимися преимущественно по
механизмам гомосинаптической пластичности. Однако следует отметить, что в ряде ра-
бот было показано, что индукция гомосинаптической пластичности всегда сопровождается
возникновением гетеросинаптических изменений (El-Boustani et al. 2018; LYNCH, DUN-
WIDDIE, and GRIBKOFF 1977). В связи с этим нельзя исключать, что в модификации
ориентационных настроек после сочетанной стимуляции в наших экспериментах также
принимает участие и гетеросинаптическая пластичность.

Для более детального исследования роли гетеросинаптической пластичности в мо-
дификации ориентационных настроек нейронов, мы использовали парадигму тетанизации
постсинаптического нейрона. Данный подход позволяет селективно индуцировать гетеро-
синаптические изменения, не вызывая гомосинаптической пластичности. Нами было по-
казано, что высокочастотные пачки потенциалов действия, индуцированные в нейронах
первичной зрительной коры несочетанно со зрительной стимуляцией, приводят к долго-
временному уменьшению индекса дирекциональной селективности клеток, т.е. снижению
ширины их ориентационных настроек. Полученный нами результат важен с точки зре-
ния механизмов популяционного кодирования информации и поддержания стабильности
работы зрительной системы. Поскольку в теоретических работах было показано, что су-
ществует оптимальная ширина ориентационных настроек нейронов (Brown and Bäcker
2006; Montemurro and Panzeri 2006), то можно предположить, что гетеросинаптическая
пластичность принимает участие в поддержании ширины ориентационных настроек ней-
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ронов около оптимальных значений.

При сравнении результатов экспериментов с оптогенетической и внутриклеточной
тетанизацией, мы обнаружили разнонаправленные изменения дирекциональной селек-
тивности. Для объяснения полученных изменений, мы построили математическую мо-
дель нейрона зрительной коры, воспроизводящую дирекциональную селективность кле-
ток. При исследовании математической модели нами было показано, что результаты экс-
периментов могут объясняться тем, что как внутриклеточная, так и оптогенетическая те-
танизация вызывают долговременную потенциацию тормозных и возбуждающих входов,
формирующих рецептивное поле нейрона. Данное предположение также подтверждается
и литературными данными (Lourenço et al. 2014; Simonova, Malyshev, and Volgushev 2017).
Таким образом, мы предполагаем, что долговременная потенциация как тормозных, так
и возбуждающих синаптических входов, развивающаяся по механизмам гетеросинаптиче-
ской пластичности, вызванной высокочастотными пачками потенциалов действия, лежит
в основе наблюдаемых изменений характеристик зрительных ответов нейронов.

Таким образом, описанные выше результаты показывают, что, во-первых, первич-
ная зрительная кора даже у взрослых животных обладает динамической организацией.
Во-вторых, селективная стимуляция единичных нейронов неокортекса может приводить к
долговременным изменениям их ориентационной настройки. В-третьих, долговременная
пластичность сенсорных ответов обеспечивается механизмами как гомо-, так и гетероси-
наптической пластичности.

6 Выводы

1. Применение сочетанной зрительной и оптогенетической стимуляции пирамидных
нейронов пятого слоя первичной зрительной коры трансгенной линии мышей Thy1-
ChR2 позволяет индуцировать долговременные изменения ориентационной настрой-
ки клеток.

2. Несочетанная оптогенетическая тетанизация единичных нейронов первичной зри-
тельной коры мыши, экспрессирующих канальный родопсин oChieF, приводит к
уменьшению ответов на зрительные стимулы оптимальной ориентации и направле-
ния и, как следствие, к уменьшению дирекциональной селективности этих нейронов,
определенной по ответам в виде потенциалов действия.

3. Несочетанная оптогенетическая тетанизация единичных нейронов первичной зри-
тельной коры, экспрессирующих канальный родопсин oChieF, приводит к увеличе-
нию ширины ориентационной настройки клеток.

4. Несочетанная внутриклеточная тетанизация нейронов первичной зрительной коры
приводит к увеличению амплитуды подпороговых ответов на зрительные стимулы
оптимальной ориентации и направления и, как следствие, к увеличению индекса
дирекциональной селективности, измеренному по подпороговым ответам в виде из-
менений мембранного потенциала.

5. Построенная модель дирекциональной селективности нейрона, основанная на методе
«интегрировать-и-сработать с утечками» предсказывает, что противоположное на-
правление изменений дирекциональной селективности в экспериментах с внутрикле-
точной и оптогенетической тетанизацией может объясняться различиями в условиях
регистрации экспериментальных нейронов.

6. Построенная модель дирекциональной селективности предсказывает, что наблюдае-
мые изменения в дирекциональной селективности нейрона, индуцированные тетани-
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зацией, могут опосредоваться долговременной потенциацией перисоматических воз-
буждающих и тормозных синаптических входов.

7. Несочетанная оптогенетическая тетанизация единичных нейронов первичной зри-
тельной коры, как и внутриклеточная тетанизация, приводят к увеличению ширины
зрительных ответов на зрительные стимулы, движущиеся в оптимальном направле-
нии.
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