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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы  исследования и степень её разработанности

Формирование  устойчивых  нейронных  репрезентаций  окружающего

пространства традиционно находится в центре внимания науки о мозге. Известно,

что отдельные нейроны могут быть специализированы относительно достаточно

сложных концептов, таких как гнездо у мыши [Lin L. et  al.,  2007] или образы

киногероев  у  человека  [Quiroga  R.  et  al.,  2005].  При  этом,  когнитивно

специализированные  нейроны  производят  сложную  интеграцию  сенсорной

информации  различных  модальностей.  Важным  примером  такой  интеграции

является  пространственная  специализация  нейронов  места  в  поле  CA1

гиппокампа [O’Keefe J., Dostrovsky J., 1971]. 

Долговременная  стабильность  репрезентаций  нейронов  места  хорошо  изучена.

Так, в работе Зива и Шницера [Ziv Y. et al., 2013] было показано, что в течение

нескольких  недель  популяция  нейронов,  обеспечивающая  стабильную

репрезентацию  пространства,  претерпевала  градуальные  изменения  в  своём

составе. При этом, сами по себе поля места сохранялись, однако обеспечивались

немного  отличающимся  набором  нейронов  места.  Кроме  того,  было  показано

[Rubin  A.  et  al.,  2015,  Sheintuch  L.  et  al.,  2020],  что  нейроны  места  могут

обеспечивать несколько когнитивных карт для разных обстановок одновременно

в течение длительного времени.

Вместе  с  тем,  данные  о  том,  как  быстро  формируется  пространственная

специализация  нейронов  места,  до  сих  пор  остаются  фрагментарными  и

противоречивыми. Так, в ряде электрофизиологических исследований на крысах

[Hill et al., 1978; Muller et al., 1987; Wilson, McNaughton, 1993] было показано, что

нейроны места формируются в течение первых нескольких минут, которые крысы

проводят  в  новой  для  них  обстановке.  В  работе  [Ulanovsky  et  al.,  2011],

проведённой  на  летучих  мышах,  использующих  эхолокацию  для  навигации  в

пространстве,  было  высказано  предположение  о  том,  что  нейроны  места
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формируют специализацию в течение нескольких миллисекунд, основываясь на

данных  о  резком  изменении  пространственной  информации  таких  нейронов.

Однако, такой подход не может быть применим в случае непрерывного получения

информации об окружающей среде при  навигации не эхолоцирующих животных.

Кроме того, в исследовании [Hill et al., 1978] было показано, что большая часть

зарегистрированных  нейронов  места  (10  из  12)  начинает  проявлять

пространственно-селективную активацию с самого первого посещения животным

соответствующих  полей  места.  С  другой  стороны,  в  недавнем  исследовании

[Dong  et  al.,  2021]  было  показано,  что  среди  нейронов  места  из  поля  CA1

гиппокампа,  доля  нейронов,  формирующих  свои  поля  места  в   ходе  самого

первого посещения соответствующих мест, достигала 30%, в то время как среди

нейронов места из поля CA3 гиппокампа такая доля составила порядка 10%. 

В настоящей работе при помощи минископной кальциевой визуализации были

измерены  и  охарактеризованы  основные  параметры  формирования

гиппокампальных когнитивных карт у мышей, начиная с самых первых моментов

нахождения животных в новой обстановке в виде одномерного кольцевого трека.

Для этого был проведён сравнительный анализ новых генетически кодируемых

кальциевых индикаторов  NCaMP7 и FGCaMP7, разработанных специально для

минископного имиджинга. 

Было установлено, что существенная (25%) часть нейронов места формирует свои

поля  места  с  самого  первого  их  посещения,  в  то  время  как  в  среднем  для

формирования специализации нейронов места требуется несколько минут. Также

было  показано,  что  при  повторных  сессиях  навигации  в  той  же  обстановке,

когнитивные  карты  формируются  быстрее,  причём  вне  зависимости  от  того,

насколько  они  совпадают  с  когнитивными  картами  первой  сессии.  Сходная

динамика  наблюдалась  при  навигации  мышей  в  двухмерной  арене   типа

“открытое  поле”  с  изменяемым  количеством  препятствий.  Полученные

результаты были верифицированы при помощи популяционного анализа:  была

установлена  связь  между  динамической  селективностью  нейронов  места  и
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точностью  реконструкции  траектории  животных  по  данным  нейронной

активности.

Цель и задачи работы 

Цель  данной работы заключалась  в  исследовании и  количественном описании

динамики формирования пространственной селективности нейронов места в поле

CA1  гиппокампа  мышей  в  свободном  поведении  при  помещении  их  в  новую

обстановку, а затем в последующих сессиях навигации в этой обстановке, а также

в сравнении динамики формирования пространственной специализации нейронов

в разных обстановках. Для достижения этой цели были поставлены следующие

задачи:

1. Провести сравнительный анализ характеристик отклика различных кальциевых

индикаторов  на  спонтанной  активности  нейронов  гиппокампа  мышей  в

свободном поведении.

2.  Охарактеризовать  основные  параметры  динамики  пространственной

селективности нейронов места как в течение одной сессии навигации животных в

новой  обстановке,  так  и  при  последующих  сессиях  навигации  в  этой  же

обстановке.

3. Сравнить вышеописанные параметры для сессий навигации в двух обстановках

различного типа: одномерной и двухмерной.

4. Верифицировать полученные результаты при помощи популяционного анализа.

Научная новизна исследования

В  настоящей  работе  впервые  было  подробно  описано  и  охарактеризовано

формирование  пространственных специализаций нейронов места  в  гиппокампе

мышей в задаче свободного неподкрепляемого исследования новой обстановки

как в течение одной сессии съёмки в собственно новой обстановке, так и в ходе

повторных  сессий  съемки  в  той  же  обстановке.  При  этом,  для  оценки

пространственной  селективности  нейронов  места  впервые  был  применён
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критерий,  основанный  не  только  на  суммарной  пространственной  статистике

активации нейронов, но и на данных о повторных активациях нейронов места в их

предполагаемых  полях  места.  Также,  в  ходе  анализа  данных  нейронной

активности  впервые  был  разработан  и  применён  метод  выделения  значимых

кальциевых  событий,  позволяющий  оценивать  их  амплитуду  и  временные

параметры.  Кроме  того,  впервые  было  продемонстрировано  успешное

применение новых генетически кодируемых кальциевых индикаторов NCAMP7  и

FGCaMP7, разработанных специально для визуализации кальциевой активности

нейронов в бодрствующих мышах при помощи минископов.

Теоретическая и практическая значимость работы

В настоящей работе были получены конкретные значения параметров динамики

формирования специализации нейронов места в новой и знакомой обстановках. В

частности, было выявлено существенное число нейронов места, приобретающих

специализацию сразу,  с  первого  посещения  животным соответствующего  поля

места.  Подобные  результаты  представляют  собой   большую  теоретическую

значимость,  поскольку  актуализируют  вопросы  о  клеточных  механизмах

формирования  специализации  нейронов  места,  а  также  о  влиянии  конкретных

актов поведения на специализацию нейронов. 

Существенную практическую значимость имеют результаты настоящей работы,

касающиеся  сравнения  новых  кальциевых  сенсоров  NCaMP7  и  FGCaMP7  с

“традиционным”  сенсором  GCaMP6s:  впервые  было  продемонстрировано  их

успешное применение для минископной съёмки в задаче свободной навигации

животных.

Кроме  того,  предложенная  и  верифицированная  в  настоящей  работе

динамическая  селективность  как  характеристика  пространственной

селективности  нейронов  может  быть  использована  не  только  для  оценки

селективности  клеток  места,  но  и  для  оценки  селективности  нейронов

относительно других стимулов и актов поведения животного. 
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Положения, выносимые на защиту

Новые  генетически  кодируемые  кальциевые  сенсоры  NCaMP7  и  FGCaMP7

демонстрируют параметры среднего пространственно-релевантного кальциевого

события, сравнимые по отношению к конвенциональному кальциевому сенсору

GCaMP6s,  однако  обладают  потенциальными  преимуществами.  Именно,

пространственная конформация обоих сенсоров предполагает более эффективную

связываемость  сенсорных  субъединиц  с  ионами  кальция  во  внутриклеточном

пространстве, что позволяет уменьшить цитотоксический эффект этих сенсоров.

Также,  сенсор  NCaMP7  в  качестве  флуоресцентной  части  содержит

флуоресцентный белок mNeonGreen, имеющий в 3 раза большую молекулярную

яркость по сравнению с широко используемым флуоресцентным белком EGFP. 

При  навигации  в  новой  обстановке  в  виде  одномерного  кольцевого  трека

гиппокампальные  когнитивные  карты  у  мышей  стабилизируются  в  течение

нескольких первых проходов животных по обстановке. При этом, существенная

часть  (25%)  полей  места  формируется  при  самом  первом  их  посещении

животным. В повторных сессиях навигации когнитивные карты стабилизируются

быстрее:  латенция  специализации  нейронов  места  уменьшается,  причём

существенно  увеличивается  стартовый  прирост  динамической  селективности

нейронов в  первые моменты навигации.  При этом,  этот  эффект  не  зависит  от

расположения и наличия полей места данных нейронов места в первой сессии

навигации в новой обстановке.

При  навигации  в  новой  обстановке  в  виде  двухмерной  арены типа  “открытое

поле” с изменяемым числом препятствий наблюдаются параметры формирования

когнитивных карт, сходные по отношению к ситуации с одномерным кольцевым

треком.  При  этом,  в  случае  двухмерной  арены  наблюдается  более  медленная

динамика  прироста  селективности  клеток  места  по  сравнению  с  одномерным

кольцевым треком.
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Средняя  селективность  клеток  места  согласуется  с  ошибкой  реконструкции

траектории животных по данным нейронной активности, полученной при помощи

популяционного  анализа  с  использованием лапласовых собственных карт.  Тем

самым,  обе  этих  величины  могут  быть  интерпретированы  как  мера  качества

нейронного кодирования пространства.
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Kaliningrad, Russian Federation, 2022, pp. 168-171.

Доклады на научных конференциях и семинарах

По материалам работы автором было сделано 11 докладов на конференциях, в том

числе на 6 международных. 

1. FENS Virtual Forum 2020 (дистанционно, Великобритания)
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2. Experimental Biology 2021 (дистанционно, США)

3. Volga Neuroscience Meeting 2021 (Нижний Новгород, Россия)

4. XXIX  Международная  научная  конференция  студентов,  аспирантов  и

молодых ученых "Ломоносов 2022" (Москва, Россия)

5. FENS Forum 2022 (Париж, Франция)

6. Baltic Forum: Neuroscience, Artificial Intelligence and Complex Systems, 2022

(Калининград, Россия)

7. XLV Итоговая  научная сессия «Системная организация физиологических

функций» НИИ НФ им.П.К.Анохина (Москва, Россия, 2020)

8. XIX Научная школа “Нелинейные волны – 2020” (Бор, Россия)

9. I Национальный Конгресс по когнитивным исследованиям, искусственному

интеллекту и нейроинформатике (Москва, Россия, 2020),  

10. XXIV  научная  школа-конференция  молодых  ученых  по  физиологии

высшей нервной деятельности и нейрофизиологии (Москва, Россия, 2021)

11. XLVI Итоговая научная сессия «Системная организация физиологических

функций».

Личный вклад автора

Планирование  всех  описанных  в  работе  экспериментов  было  осуществлено

автором под  руководством научного  руководителя  К.В.  Анохина.  Выполнение

экспериментов, а также анализ полученных данных проводился автором на базе

Московского государственного университета им. М.В. Ломносовова (института

перспективных исследований мозга МГУ) в сотрудничестве с А.А. Воробьёвым,

О.А. Ивлевой и В.В. Плюсниным и Н.А. Поспеловым. Основные публикации по

результатам выполненной работы написаны автором самостоятельно.

Структура и объём диссертации

Диссертационная  работа  содержит:  введение,  обзор  литературы,  материалы  и

методы  исследования,  результаты  собственных  исследований,  их  обсуждение,

заключение, выводы, список терминов и список литературы, включающий работы
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на  русском  (8)  и  английском  (141)  языках.  Диссертация  изложена  на  108

страницах машинописного текста и содержит 4 таблицы и 19 рисунков. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе было использовано 17 взрослых самцов мышей линии C57Bl6. Перед

началом  экспериментов  животные  были  последовательно  подвергнуты  трём

операциям под общей анестезией: интракраниальной инъекции вирусных частиц,

кодирующих  кальциевые  индикаторы,  имплантацией  микроэндоскопов  и

установке крепления для хронического подключения минископов (рис. 1). 

В  течение  трёх  последовательных  дней  с  интервалом  24  ч  животные  с

закреплённым  на  голове  минископом  помещались  в  специально

сконструированную арену в виде кольцевого трека диаметром 50 см с ключами

для  навигации  на  15  минут,  с  возможностью  свободно  исследовать  арену  в

течение этого времени. Спустя 8 недель с животными 1-4 были проведены три

дополнительные сессии съемки с интервалом в 24 ч в круглой двухмерной арене с

препятствиями.  В  первой  из  этих  сессий  в  арене  присутствовали  три

цилиндрических препятствия, во второй - два и в третьей - одно.
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Рисунок 1. Фотографии животных в кольцевом треке (А, В), в двухмерной арене

с  препятствиями  (Б,  Г),  а  также  схема  микроинъекции  кальциевых  сенсоров,

имплантации  микроэндоскопов  и  подключения  минископа  над  полем  CA1

гиппокампа (Д).

После  проведения  всех  сессий  экспериментов  по  минископной  регистрации

нейронной активности был проведён гистологический анализ срезов мозга всех

экспериментальных животных. По результатам анализа была проведена проверка

соответствия  фактических  координат  сайта  экспрессии  кальциевого  сенсора,  а

также следа от имплантации микроэндоскопа заявленным координатам. 

Для  локализации  активных  нейронов  и  извлечения  временных  рядов  их

активности  использовался  подход  на  основе  неотрицательной  матричной

факторизации  (CNMF)  [Pnevmatikakis  et  al.,  2016].  Затем,  из  полученных

временных рядов были выделены значимые (превосходящие порог в 4 медианных

абсолютных  отклонения)  кальциевые  события  при  помощи  разработанных

автором самостоятельно программных средств в среде MATLAB.

Для определения местоположения и позы животных использовался алгоритм в

среде  визуального  программирования  Bonsai,  состоящий  из  последовательно

применяемых  порогов  по  яркости  в  каждом  из  каналов  и  позволяющий

определять  траекторию  центра  масс  животного,  а  также  цветных  маркеров,

прикреплённых к минископу. 

Для  оценки  пространственной  селективности  нейронов  места  был  выбран

консервативный  двухступенчатый  подход.  Вначале,  для  каждого  из  нейронов

были  определены  предполагаемые  поля  места  на  основе  пространственной

статистики активации. Затем, для каждого из предполагаемых полей места была

проведена  проверка  повторяемости  активации  соответствующего  нейрона.  Для

этого в каждом случае посещения животным данного поля места была подсчитана

динамическая  селективность  как  отношение количества  кальциевых событий в

данном нейроне за временной период посещения поля места к общему количеству
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кальциевых событий за вышеописанный период и за соседние периоды времени, в

которые животное не находилось ни в каком из полей места данного нейрона

(рис. 2). Поля места, для которых динамическая селективность не выходила на

уровень 50% в течение хотя бы трёх последовательных посещений, исключались

из дальнейшего анализа.

Рисунок 2. Выделение  пространственно-селективных клеток  (нейронов  места).

Слева:  распределение  активаций  одного  из  нейронов.  Справа:  траектория

животного в треке, развёрнутая по времени в радиальном направлении.

Для проведения популяционного анализа в данной работе был использован метод

Лапласовых  собственных  карт  (ЛСК),  позволяющий  проектировать

популяционные  векторы  в  скрытое  пространство  пониженной  размерности,

определяемое  естественным  образом  из  геометрии  исходного  многообразия

[Belkin M., Niyogi P., 2003]. 

В качестве метрики точности восстановления геометрии трека была использована

остаточная дисперсия [Tenenbaum J. et al., 2000] между реальными координатами

мыши  и  точками  в  пространстве  сокращённой  размерности.  Далее,  по

аналогичным временным точкам путём линейной интерполяции была подсчитана

средняя динамическая селективность по каждому из животных. Для сравнения с
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ошибкой восстановления была взята величина, противоположная селективности, а

именно разность единицы и селективности. Затем, для каждого из животных была

посчитана косинусная мера схожести между двумя сравниваемыми временными

рядами.

ОБЩЕЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

1. Сравнительный анализ различных кальциевых сенсоров

К недостаткам широко распространённых генетически кодируемых кальциевых

сенсоров семейства GСaMP различных модификаций следует отнести высокую

цитотоксичность  при  высоких  уровнях  экспрессии  сенсора,  вызванную

неспецифичным взаимодействием сенсора с внутриклеточной средой [Qian et al.,

2018].  В  работе  рассмотрены  два  новых  сенсора,  NCaMP7  и  FGCaMP7,

разработанные  с  целью  уменьшить  цитотоксический  эффект  различными

способами.

N и С терминали молекулы сенсора NCaMP7 находятся во флуоресцентной части

сенсора  и  возможные  связи  с  ними  не  препятствуют  захвату  ионов  кальция

сенсорной  частью,  тогда  как  у  сенсора   GСaMP6s  открытые  N  и  C  концы

приходятся  на  сенсорную  часть,  что  может  негативно  воздействовать  на

динамический  диапазон  сенсора  и  на  его  сродство  к  кальцию.  Кроме  того,

используемый  в  сенсоре  NCaMP7  флуоресцентный  белок  mNeonGreen  имеет

молекулярную  яркость,  превосходящую  аналогичный  показатель  белка  EGFP,

используемого  в  GCaMP,  в  3  раза,  [Piatkevich  et  al.,  2019]  что  делает  дизайн

сенсора NCaMP7 перспективным в этом отношении.

Новый сенсор FGCaMP7,  в  свою очередь,  решает проблему неспецифического

взаимодействия с внутриклеточным пространством в другом аспекте. В качестве

сенсорной части в нем используется кальмодулин из грибов Aspergillus niger и

Aspergillus  fumigatus,  что  исключает  неспецифическое  связывание  такого

кальмодулина с внутриклеточной средой. В недавней работе [Barykina N.V. et al.,

15



2017] было показано, что предыдущая версия сенсора FGCaMP демонстрировала

свободную  диффузию  во  внутриклеточном  пространстве,  тогда  как  до  30%

экспрессируемого белка GCaMP6s оказывалось неспособным к внутриклеточной

диффузии, что может быть объяснимо неспецифическим связыванием сенсора с

другими белками во внутриклеточном пространстве.

Однако,  фактическая  эффективность  работы  двух  вышеописанных  новых

кальциевых  сенсоров  нуждалась  в  проверке  в  условиях,  максимально

приближенных  к  натуралистическим,  то  есть,  в  мозге  свободно  движущихся

животных.  При  этом,  успешное  подтверждение  работоспособности  данных

сенсоров  делает  возможным  их  использование  в  нижеследующих  частях

настоящей работы.

В настоящей работе было проведено сравнение основных параметров работы этих

сенсоров  с  наиболее  популярным  на  сегодняшний  день  кальциевым  сенсором

GCaMP6s в бодрствующем свободно подвижном животном. Для этого нами была

проведена серия экспериментов с минископной регистрацией нейронов поля CA1

гиппокампа  бодрствующих  подвижных  мышей,  свободно  исследующих  новую

обстановку в виде кольцевого трека диаметром 50 см с ключами для навигации.

Нами  была  проанализирована  как  спонтанная,  так  и  пространственно-

специфичная  активность  нейронов.  Поскольку  при  спонтанной  активности

нейронов  в  свободном  поведении  динамика  мембранного  потенциала,  а,

следовательно,  и частота потенциалов действия может сильно варьироваться и

зависеть от неконтролируемых факторов, для надёжности сравнения отдельных

кальциевых событий между животными с разными кальциевыми сенсорами были

выбраны пространственно-селективные активации нейронов. 

Для анализа были отобраны одиночные кальциевые события зарегистрированных

нейронов, в том числе, пространственно-специфичных (нейронов места), начало

которых  приходилось  на  эпизоды  посещения  животным  полей  места,

соответствующих  данным  клеткам  места.  Каждое  из  этих  событий  было
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аппроксимировано  характерной  для  кальциевых  событий  кривой  с  быстрым

ростом  и  медленным  затуханием,  причем  собственно  константы  роста  и

затухания,  равно  как  и  амплитуда  пика,  являлись  свободными  параметрами

данной модели. В результате аппроксимации были получены значения амплитуды

пика (в единицах ΔF/F0), а также константы роста и затухания пика (в секундах),

показывающие,  за  какое  время  достигается  рост  и  затухание  с  половины

амплитуды до пикового значения и наоборот.  Индивидуальные и усреднённые

формы кальциевых событий, а также значения вышеперечисленных параметров, а

также сравнение амплитуд  пространственно-селективных кальциевых событий

показаны  на рис. 3.
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Рисунок  3. А. Индивидуальные  (серые)  и  усреднённые  (цветные)  формы

кальциевых событий для кальциевых сенсоров NCaMP7, GCaMP6s и FGCaMP7.

Б. Сравнение средних значений  констант роста (слева) и затухания (справа) для

всех  кальциевых  событий  всех  рассматриваемых  сенсоров.  В-Г. Сравнение

средних значений пиковой амплитуды ΔF/F0  для всех кальциевых событий (В) и

пространственно-селективных  кальциевых  событий  (Г)  всех  рассматриваемых

сенсоров. 

По результатам сравнения, кальциевые события, в том числе, пространственно-

селективные,  зарегистрированные  при  помощи  сенсора  NCaMP7  имели
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сопоставимую амплитуду с событиями, зарегистрированными с помощью сенсора

GCaMP6s,  демонстрируя  при  этом  более  медленное  затухание  и  рост

флуоресценции.  События,  зарегистрированные  с  помощью  сенсора  FGCaMP7

обладали  в  среднем  существенно  (в  2.1  раза,  а  в  случае  пространственно-

селективных  событий,  в  3.7  раза)  меньшей  амплитудой  по  сравнению  с

аналогичным параметром для GCaMP6s. При этом, динамика роста и затухания

флуоресценции  для  кальциевых  событий,  зарегистрированных  с  помощью

сенсора  FGCaMP7  оказалась  сопоставима  с  аналогичными  показателями  для

сенсора NCaMP7, оставаясь при этом более медленной по сравнению с GCaMP6s. 

Тем не менее, с учётом высокой дисперсии всех наблюдаемых параметров, новые

сенсоры  NCaMP7  и  FGCaMP7  в  отношении  визуализации  пространственно-

селективных  кальциевых  событий  в  нейронах  практически  не  уступали

распространенному  кальциевому  сенсору  GCaMP6s,  что  позволило  включить

данные,  полученные  на  животных  с  данными  типами  кальциевых  сенсоров,  в

дальнейший  анализ  динамики  пространственных  специализаций  нейронов

гиппокампа.

2. Основные параметры динамики пространственной селективности

нейронов при навигации в новой обстановке

В рамках  настоящей  работы была  поставлена  серия  экспериментов  по  оценке

скорости формирования пространственных специализаций нейронов места. При

помощи минископов  NVista  HD с  животными последовательно  производилась

съёмка  активности  нейронов  поля  CA1  гиппокампа  в  ходе  трёх  15-минутных

сессий  свободного  исследования  новой  для  животных  обстановки,

представлявшей собой кольцевой трек,  окруженный ключами для навигации, с

интервалом в 24 часа. 

Для  каждого  из  зарегистрированных  нейронов,  имеющих  предпочтительные

области  активации  в  пространстве  трека  (поля  места),  была  подсчитана

динамическая  селективность,  отражающая  долю  целевых  активаций  такого
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нейрона при каждом посещении животным соответствующей области, а также,

момент времени (и номер посещения), начиная с которого нейрон можно считать

селективным (латенцию специализации). 

Динамическая селективность и латенция специализации были усреднены по всем

нейронам места во всех животных и проанализированы между сессиями (рис. 4).

В  течение  каждой  из  сессий  съёмки  средняя  динамическая  селективность

нейронов  места  значимо  возрастала;  при  этом,  начальные  уровни  средней

селективности по всем нейронам во всех животных значимо не различались (рис.

4Е),  то  есть  накопления  динамической  селективности  между  сессиями  не

происходило.  Однако,  средняя  латенция  специализации  значимо  снижалась  во

второй сессии по отношению к первой, по мере уменьшения фактора новизны

обстановки (рис. 4В). При этом, стартовый (за первые 5 посещений поля места)

прирост  динамической  селективности  во  второй  сессии  значимо  превосходил

аналогичное  значение  для  первой  сессии  (рис.  4Ж).   Это  может  быть

ассоциировано  с  градуальными  улучшениями  кодирования  пространства,

описанными в работе [Karlsson, Frank 2008].

Также,  значительная (25.1% для первой сессии,  в  среднем по всем животным)

доля нейронов места имела латенцию специализации, равную одному посещению

поля  места,  т.е.  оказалась  специализирована  с  самого  первого  посещения

соответствующего поля места. Эта доля значимо не менялась во второй сессии по

отношению  к  первой  (рис.  4Г).  Этот  факт  согласуется  с  результатами

классических работ [Hill et al., 1978; Muller et al., 1987; Wilson, Mcnaughton, 1993],

где  было  показано,  что  существенная  часть  нейронов  места  (“немедленные”

нейроны)  селективно  активируется,  начиная  с  самого  первого  посещения

соответствующих полей места животным. Однако, в оригинальной работе Хилла

было продемонстрировано,  что 10 из  12 записанных нейронов места,  по сути,

являются “немедленными”, что не вполне согласуется с долей таких нейронов (от

4% до 42% в зависимости от животного), полученной в настоящем исследовании.

Подобное несоответствие может быть обусловлено геометрией использованной Т-
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образной арены, в которой животным была видна сразу вся обстановка в процессе

их помещения в неё. В то же время, полученные в работе распределения латенций

специализации согласуется с данными, полученными ранее в задаче одномерной

виртуальной навигации [Dong et al., 2021]. 
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Рисунок 4. А. Распределение латенции специализации во всех полях места всех

нейронов  места  всех  животных  во  всех  сессиях.  Слева  латенция  измерена  в
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количестве посещений поля места, справа - в натуральном масштабе времени (в

секундах)  с  момента  начала  сессии.  Б. Пример  эволюции  динамической

селективности отдельных полей места (отдельные строчки на тепловых картах).

Маркерами отмечены посещения полей места, начиная с которых они считались

селективными  (латенции  стабилизации).  Сортировка  полей  места  проведена

независимо  в  каждой  из  сессий.  В-Г. Сравнение  латенции  стабилизации,

выраженной  в  посещениях  (В),  а  также  доля  “немедленных”  полей  места,

стабильных с  самого  первого  посещения  (Г),  усреднённых в  первой  и  второй

сессии  по  животным,  у  которых  наблюдалось  перестроение  или  сохранение

когнитивной  карты  во  второй  сессии  относительно  первой.  Двухфакторный

ANOVA, *p = 0.0488 по фактору “день”, ns, p > 0.05. Д. Эволюция динамической

селективности в каждой из сессий, усреднённая по каждому из животных (тонкие

линии)  и  по  всем  животным  (толстые  синие  линии).  Е. Сравнение  средних

значений динамической селективности в начале и в конце первой и второй сессий,

усреднённых  по  всем  животным.  Двухфакторный  ANOVA,  post-hoc  тест

Бонферрони, ** p = 0.0261, *** p = 0.0006, ns, p > 0.05. Ж. Сравнение стартового

(за первые 5 посещений) прироста динамической селективности, усреднённого в

первой и второй сессии по животным, у которых наблюдалось перестроение или

сохранение  когнитивной  карты   во  второй  сессии  относительно  первой.

Двухфакторный ANOVA, **** p = 0.0026 по фактору “сессия”, ns, p > 0.05.

Затем,  было  проверено  предположение  о  том,  что  в  случае  сохранения

когнитивной карты в следующей сессии динамическая селективность в среднем

окажется  выше,  а  латенция  специализации  -  ниже,  по  сравнению  со  случаем

перестроения карты.  Для этого было проведено сравнение этих показателей,  а

также стартового прироста динамической селективности и доли “немедленных”

нейронов места  между группами животных, различных по признаку сохранения

или перестроения когнитивной карты. Такое сравнение не выявило статистически

значимых различий между группами животных, у которых когнитивная карта во
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второй  сессии  сохранялась  либо  перестраивалась  относительно  когнитивной

карты первой сессии.

Тем самым, было показано, что по мере уменьшения фактора новизны обстановки

когнитивные  карты  стабилизировались  быстрее:  латенция  специализации

нейронов места уменьшалась, а средняя динамическая селективность нейронов в

начальные  моменты  сессии  не  менялась,  но  существенно  увеличивался  её

стартовый прирост в первые моменты навигации. При этом, не имело значения,

участвовали ли эти нейроны места в первой сессии навигации. 

3. Сравнение динамики пространственной селективности нейронов в

различных обстановках

Известно [Muller et al., 1994], что в одномерной среде, в отличие от двухмерной,

нейроны  места  могут  иметь  различные  пространственные  специализации  в

зависимости  от  направления.  Поскольку  в  модели  свободной  навигации  в

кольцевом  треке  животные  могли  произвольно  менять  направление  движения,

учёт  специфичности  полей  места  относительно  направления  был  затруднён  и

рассматривались  только  поля  места,  специфичные  в  обоих  направлениях.

Поэтому нами был поставлен дополнительный эксперимент, в котором животные

1-4 исследовали двухмерную среду типа “открытое поле” в течение трёх сессий с

различным количеством препятствий (от 3 до 1) по 15 минут с интервалом в 24

часа. Тем самым, был исключён фактор зависимости полей места от направления,

при сохранении полной произвольности движения животных.

В  ходе  анализа  полученных  данных  было  выделено  1231  поле  места  в  894

нейронах места в 4 животных в 3 сессиях съёмки; примеры наложения активности

отдельных нейронов места на траекторию животных показаны на рис. 5.
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Рисунок  5. Примеры  кальциевой  активности  отдельных  нейронов  места,

наложенной  на  траекторию  животных   в  двухмерной  арене  с  препятствиями,

число которых изменяется от трёх (А) в первой сессии эксперимента, до двух (Б)

и одного (В) во второй и третьей сессиях съёмки, соответственно. 

Динамическая  селективность  демонстрировала  динамику,  сходную с  таковой в

кольцевом треке, с резким начальном ростом и дальнейшим выходом на плато

(рис. 6А). При этом, стартовые уровни селективности во второй и третьей сессии

не демонстрировали отката к стартовому значению первой сессии, в отличие от

ситуации в кольцевом треке.

Распределение латенции специализации между сессиями оказалось похожим на

таковое в случае одномерного кольцевого трека (рис. 6Б), при среднем значении

за первую сессию в 199.6 с, что соответствовало 8-му посещению поля места. Во

второй  сессии  латенция  специализации  была  значимо  меньше,  чем  в  первой,
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однако между второй и третьей сессиями статистически достоверных различий

обнаружено не было (рис. 6В).

Кроме того,  было проведено сравнение доли “немедленных” полей места (рис.

6Г), а также начального прироста селективности (рис. 6Д) в обеих обстановках,

одномерной  (кольцевом  треке)  и  двухмерной  (арена  с  препятствиями).

Начальный  прирост  селективности  в  кольцевом  треке  демонстрировал  более

резкую динамику роста между сессиями по сравнению с двухмерной ареной с

препятствиями,  в  то  время  как  доля  “немедленных”  полей  места  оказалась

сравнимой во всех рассматриваемых сессиях, за исключением первой сессии в

двухмерной арене с  препятствиями (11.4%).  Подобное отклонение может быть

объяснено более сложной для навигации геометрией среды (двухмерной арены с

тремя препятствиями), в которой затруднён обзор всей обстановки в целом. 

Таким  образом,  вышеизложенные  результаты  подтверждают  выводы  об

ускорении формирования когнитивных карт по мере освоения обстановки за счёт

стартового  прироста  селективности  клеток  места.  При  этом,  более  медленная

динамика стартового прироста в  сессиях в  двухмерной арене с  препятствиями

может быть обусловлена поддерживаемым уровнем новизны за счёт уменьшения

количества  препятствий  в  каждой  из  сессий  (с  3х  до  1го).  Вместе  с  тем,

отсутствие значимых различий в средней латенцией специализации между второй

и  третьей  сессиями  (рис.  7)  не  позволяет  говорить  о  критической  важности

количества препятствий в арене как о факторе восприятия животными новизны. 
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Рисунок  6. А. Эволюция  динамической  селективности  в  каждой  из  сессий  в

двухмерной арене с препятствиями, усреднённая по каждому из животных (серые

линии)  и  по  всем  животным  (синие  линии). Б. Распределение  латенции

специализации во всех полях места всех нейронов места всех животных во всех

сессиях. В. Сравнение средней латенции стабилизации, выраженной в дискретных

посещениях между всеми сессиями съёмки в арене с препятствиями. *p = 0.0156,
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парный t-тест Стьюдента. ns, p > 0.05. Г. Доля “немедленных” полей места среди

всех  полей  места,  усреднённая  по  всем  животным  для  каждой  из  сессий  в

кольцевом треке (R1-R3) и в треке с препятствиями (H1-H3). **p = 0.0025, парный

t-тест Стьюдента. ns, p > 0.05.  Д. Начальный прирост (за первые 5 посещений)

динамической  селективности,  усреднённый  по  всем  животным  для  каждой  из

сессий в  кольцевом треке (R1-R3)  и в  треке с  препятствиями (H1-H3).  ***p =

0.0012, парный t-тест Стьюдента. ns, p > 0.05.

4. Популяционный анализ нейронной активности гиппокампа

Известно,  что  не  только  нейроны  места  могут  давать  вклад  в  кодирование

пространства [Rubin et al., 2015; Meshulam et al., 2017; Chang et al., 2021]. В этой

связи,  нами  был  проведён  популяционный  анализ  всех  зарегистрированных

нейронов  в  первой  сессии  каждого  из  экспериментов,  не  обязательно

пространственно-селективных.  В  ходе  анализа  при  помощи  лапласовых

собственных  карт  были  покадрово  реконструированы  траектории  животных  в

кольцевом треке и в двухмерной арене с препятствиями. Возможность подобной

реконструкции  была  показана  ранее  в  ряде  работ  [Wilson,  McNaugnton  1993;

Zhang  et  al.,  1998;  Guger  et  al.,  2011;  Rubin  et  al.,  2015].  Далее,  нами  было

проведено  сравнение  средней  ошибки  реконструкции  (т.е.  расстояния  между

фактическими  координатами  животного  и  репрезентацией  траектории,

полученной  в  ходе  реконструкции)  и  средней  динамической  “анти-

селективности”   (т.е.,  разности  единицы  и  селективности)  для  каждого  из

животных в динамике сессии навигации.

В  результате,  было  обнаружено  соответствие  между  этими  величинами:

похожесть кривых была оценена при помощи меры Отиаи (косинусной схожести),

составившей  в  среднем  0.97  ±  0.04  по  всем  кривым  для  первой  сессии

эксперимента  в  кольцевом  треке  (рис.  7).  Для  первой  сессии  в  арене  с

препятствиями аналогичная величина составила 0.99 ± 0.02 (рис. 8).    
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Рисунок 7. А, В. Реальная траектория животного в кольцевом треке (А), каждая

точка соответствует одному кадру видео. Цветом обозначено положение точек в

треке и репрезентация траектории, построенная по данным нейронной активности

(В). Б, Г. Средняя  “антиселективность” всех полей места всех животных в первой

сессии  в  кольцевом  треке  (Б)  и  средняя  ошибка  реконструкции  траектории

животных в кольцевом треке, сглаженная при помощи усреднения по временному

окну в 250 с (Г). 
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Рисунок  8.  А. Ошибка  реконструкции  траектории  животных  в  арене  с

препятствиями в каждой из сессий эксперимента в арене с препятствиями.  Б, Г.

Реальная  траектория  животного  в  арене  с  препятствиями  (Б),  каждая  точка

соответствует одному кадру видео. Цветом обозначено положение точек в треке и

репрезентация траектории, построенная по данным нейронной активности (Г). В,

Д. Средняя   “антиселективность”  всех  полей  места  всех  животных  в  первой

сессии в арене с препятствиями (В) и средняя ошибка реконструкции траектории

животных  в  арене  с  препятствиями,  сглаженная  при  помощи  усреднения  по

временному окну в 250 с (Д). 
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Тем  самым,  было  показано,  что  качество  этой  реконструкции  согласуется  со

средней  динамической  селективностью,  что  дополнительно  верифицирует  обе

вышеописанные величины в качестве метрик качества кодирования пространства

данной  популяцией  нейронов.  Кроме  того,  подобный  подход  может  служить

основанием  для  оценки  точного  вклада  нейронов  места  и  всех  остальных

нейронов  в  кодирование  пространства,  что  составляет  предмет  дальнейших

исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В настоящей работе было проведено сравнение новых генетически кодируемых

кальциевых  сенсоров  NCaMP7  и  FGCaMP7  с  конвенциональным  кальциевым

сенсором GCaMP6s. Обладая потенциальным преимуществом в виде пониженной

неспецифической  связываемости  сенсорных  субъединиц,  эти  новые  сенсоры

продемонстрировали  сравнимые  с  GCaMP6s  параметры  среднего

пространственно-селективного кальциевого события в бодрствующих подвижных

животных в задаче свободной навигации в кольцевом треке.

При навигации мышей в новой обстановке в виде одномерного кольцевого трека

пространственные  репрезентации  нейронов  области  CA1  гиппокампа

стабилизировались  в  течение  нескольких  первых  проходов  животных  по

обстановке.  При  этом,  существенная  часть  (25%)  рецептивных  полей  этих

нейронов  формировалась  при  самом  первом  посещений  соответствующих

участков  обстановки.  В  повторных  сессиях  навигации  пространственные

репрезентации  стабилизировались  быстрее:  латенция  специализации

пространственно-селективных  нейронов  уменьшалась,  а  средняя  динамическая

селективность  нейронов  в  начальные  моменты  сессии  не  менялась,  но

существенно увеличивался её стартовый прирост в первые моменты навигации.

При этом, не имело значения, каковы были поля места у этих нейронов места в

первой сессии навигации.
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При навигации  в  новой  обстановке  в  виде  двухмерной  арены типа  “открытое

поле”  с  изменяемым  числом  препятствий  были  получены  параметры

формирования  пространственных  репрезентаций,  сходные  по  отношению  к

ситуации с одномерным кольцевым треком. При этом, в случае двухмерной арены

наблюдалась  более  медленная  динамика  прироста  пространственной

селективности нейронов по сравнению с одномерным кольцевым треком.

По  результатам  популяционного  анализа  активности  всех  зарегистрированных

нейронов части животных первой сессии в кольцевом треке было показано, что

ошибка реконструкции траектории животных по данным нейронной активности

согласуется со средней селективностью отобранных нейронов места. Тем самым,

было верифицировано  применение  селективности  нейронов  как  меры качества

нейронного кодирования пространства.
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