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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Актуальность темы Вариативность является одним из важнейших свойств живых систем и проявляется в виде различной выраженности индивидуальных реакций в ответ на одинаковые стимулы окружающей среды. В современной медицине разработка дифференцированного подхода к применению лекарственных средств и терапевтической коррекции в зависимости от индивидуального психоэмоционального статуса организма стала одной из ключевых. Болезни, связанные с травматическим стрессом, включая агрессию, депрессию и тревожность, являются серьезной проблемой с точки зрения, что все люди сталкиваются в жизни с разными формами стресса, но лишь у 15 – 20% индивидов развивается патология (Adamec et al., 2006). Поэтому чрезвычайно важно выявить индивидуальные различия, предопределяющие эластичность адаптационных процессов и резистентность к развитию негативных реакций.
Депрессия – одно из распространенных заболеваний нашего времени с тяжелыми последствиями вплоть до суицида. Симптомы депрессии проявляются на психологическом, поведенческом и когнитивном уровнях (Holmes, 2003; Willner, 2005; Григорьян, 2006; Jacobson, Cryan, 2007; Девойно и др., 2009). Среди поведенческих реакций депрессивноподобного состояния животных отмечают высокий уровень неподвижности в тесте Порсолта, изменение структуры сна, пассивность реакций на окружающие сигналы (Кудрявцева, 1999; Masuda et al., 2001; Alcaro et al., 2002; Willner, 2005; Mineur et al., 2006; El Yacoubi, Vaugeois, 2007). В то же время решающим фактором развития депрессии рассматривается снижение возможности контролировать изменения в окружающей обстановке, базирующейся на процессах памяти (Blechert et al., 2007; Burriss et al., 2008; Liberzon, Stripada, 2008). Это делает актуальным разработку проблемы зависимости процессов памяти от таких состояний в экспериментальных моделях. Несмотря на трудности воспроизведения всего спектра симптомов депрессии, было предпринято множество попыток создания адекватных моделей депрессивноподобных состояний на грызунах (Августинович и др., 2004; Willner, 2005; Einat, 2007; Brinks et al., 2008). В последние годы внимание многих исследователей приковано к разработке генетических моделей, так как генетические факторы составляют 40 – 70% риска появления психопатологий (Jacobson, Cryan, 2007; Mandillo et al., 2008; Guzman et al., 2009; Rattray et al., 2009; Singer et al., 2009). Активно развивается направление создания линий мышей, чей фенотип соответствует отдельным симптомам депрессивного состояния (Yoshikawa et al., 2002; Базовкина и др., 2005; Crowley, Lucki, 2005; Urani et al., 2005; Кондаурова и др., 2007; El Yacoubi, Vaugeois, 2007; Chourbaji et al., 2008). 

Относительно зависимости обучения от индивидуального поведенческого статуса, имеющиеся в литературе данные достаточно противоречивы и частично предопределены используемыми в экспериментах мотивациями и условиями при выработке аверсивных условных реакций (Hyde, Denenberg, 1997; Laxmi et al., 2003; Ohl et al., 2003; Castro et al., 2005). Например, в немногочисленных исследованиях условной реакции пассивного избегания (УРПИ) у "депрессивных" особей наблюдались или дефицит (Sun, Alkon, 2004; Kazlauckas et al., 2005), или неизменность (Kumar, Karanth, 1996) формирования следа памяти. Но анализ только обучения не всегда позволяет оценить взаимосвязь исходного статуса и памяти. 
Известно, что основной проблемой психоэмоциональных нарушений в когнитивной сфере является неспособность пациентов тормозить проявления памяти о негативных событиях (Davis et al., 2006; Delgado et al., 2006; Hermans et al., 2006; Hofmann, 2008; Quirk, Mueller, 2008; Tronson et al., 2008). И здесь важен подход с использованием процедуры угашения памяти о страхе, представляющей собой форму эмоциональной регуляции, которая имеет прямое отношение к лечению болезней, обусловленных повышенными страхом и тревожностью. Угашение рассматривается как результат измененной иерархии выученных ответов, когда приобретаемое при длительном тестировании без наказания поведение замещает ранее сформированный условный рефлекс (Bouton et al., 2006; Bruchey et al., 2007; Myers, Davis, 2007). Следует отметить, что угашение памяти о страхе у мышей анализировалось недостаточно (Laxmi et al., 2003; Waddell et al., 2004; Izquierdo et al., 2006; Rattray et al., 2009) и совсем мало внимания уделялось экспериментальным исследованиям этого процесса при депрессивноподобном состоянии, при высоком уровне тревожности (Kamprath, Wotjak, 2004). 

В этой связи очевидна значимость выявления механизмов сохранения памяти при аффективных состояниях с использованием генетически детерминированных и экспериментальных моделей на животных. Актуальными представляются исследования относительно путей, которыми можно снизить сохранение нежелательной памяти, и причин, обусловливающих дефицит торможения реакции страха. Решение этих задач позволит расширить представления о центральной регуляции адаптивного поведения и наметить пути повышения эффективности корригирующих воздействий. 

В то же время адаптивное поведение непосредственно связано и с ориентацией животных в пространстве, необходимой при поиске пищи, обороны от хищников, социальной организации, т. е. при специфическом обустройстве экологических ниш. При анализе пространственной памяти мышей наиболее часто используемым когнитивным тестом является водный лабиринт Морриса (D’Hooge, De Deyn, 2001; Бобкова и др., 2002; Stavnezer et al., 2002; Brooks et al., 2005). Успешность обучения решению пространственной задачи нахождения платформы зависит от множества факторов, в том числе и от генетически детерминированных особенностей поведения (Bert et al., 2005; Brown, Wong, 2007; Moy et al., 2007). Показаны достаточно сложные и противоречивые взаимоотношения между тревожностью и пространственным обучением (Lang et al., 2003; Schellink et al., 2003; Voikar et al., 2005; Tonissoo et al., 2006). Проблеме угашения пространственной памяти посвящено лишь несколько исследований (Lattal et al., 2003; 2004; Schulz et al., 2007), а о связи угашения с индивидуальными характеристиками поведения работ нет. В связи с этим важность решения вопросов взаимоотношений пространственной памяти и исходного состояния очевидна.

Целью настоящей работы было исследование способности к обучению и сохранению следа памяти при угашении в зависимости от генетически детерминированного и эмоционального статуса мышей.

В соответствии с поставленной целью, были сформулированы следующие задачи: 

1. Выявить особенности обучения и угашения условной реакции пассивного избегания (УРПИ) мышей с разным уровнем тревожности, в моделях депрессивноподобного состояния («поведенческое отчаяния», приобретение опыта поражений, мыши с высокой предрасположенностью к каталепсии) и мышей разных линий; 

2. Исследовать взаимосвязь пространственной памяти и базового поведенческого статуса мышей.
Научная новизна работы В настоящей работе впервые:

· показана избирательность процесса угашения выработанной условной реакции пассивного избегания в зависимости от индивидуального поведенческого статуса мышей. Высокотревожное поведение, депрессивноподобное состояние в экспериментальной модели «поведенческого отчаяния» и генетически детерминированное селекций на высокую предрасположенность к каталепсии мышей предопределило нарушение угашения УРПИ; 
· выявлена генетически детерминированная избирательность угашения УРПИ мышей разных линий. У мышей CBA и BALB обнаружена задержка угашения, а у мышей DBA нарушено формирование нового следа памяти; 

· установлено, что формирование следа пространственной памяти ухудшено у мышей линий DBA и C3H и с низким уровнем тревожности у мышей С57. Дефицит угашения навигационного рефлекса обнаружен у мышей С57 с агрессивным стереотипом и линий CBA и C3H. 

Теоретическая и научно–практическая ценность работы Теоретическое значение работы заключается в экспериментальных доказательствах пролонгированности сохранения памяти о страхе при угашении как когнитивном симптоме аффективных состояний (агрессия, депрессия, высоко тревожное поведение). Учитывая показанные ранее поведенческие признаки депрессии у мышей ASC с высокой предрасположенностью к каталепсии, данные настоящего исследования о нарушении у них угашения УРПИ, позволяют предложить линию мышей ASC в качестве генетической модели депрессии для поиска антидепрессантов, направленных на когнитивную сферу. 

Полученные в работе данные о взаимозависимости обучения и угашения разных видов памяти от генетически детерминированных особенностей поведения служат обоснованием для использования индивидуального анализа в качестве одного из базовых критериев успешности эксперимента. Это особенно важно при доклинических исследованиях нейрофизиологических механизмов психоэмоциональных нарушений и эффективности их коррекции фармакологическими препаратами, селективными для разных типов рецепторов медиаторных систем мозга. Установленная избирательность процесса угашения УРПИ мышей с реакцией "поведенческого отчаяния" и опытом поражений при отсутствии различий в поведенческих проявлениях депрессивноподобного состояния должна быть принята во внимание при выборе адекватных моделей психопатологии. 

Положения, выносимые на защиту

1. Высокая тревожность, депрессивноподобное состояние (модель «поведенческого отчаяния») мышей сопровождается нарушением угашения УРПИ при неизменности выработки рефлекса. 

2. Селекция на высокую предрасположенность к каталепсии мышей привела к дефициту угашения следа памяти о страхе, являющегося основным когнитивным симптомом депрессии. Формирование нового следа памяти при угашении затруднено у мышей линий DBA, CBA и BALB. 

3. Формирование и сохранение пространственной памяти определяется генотипом и поведенческим статусом мышей. Мыши линий DBA и C3H характеризовались плохим обучением в отличие от мышей линий C57, BALB, CBA и AKR. Нарушение угашения пространственного навыка отмечено у мышей с агрессивным стереотипом и линий CBA, C3H. 

Апробация результатов Материалы диссертации обсуждались на VI Физиологическом съезде (Барнаул, 2008), на Конференции молодых ученых Института физиологии СО РАМН (2008).

Публикации По теме диссертации опубликовано 7 работ, из них 4 статьи в отечественных рецензируемых журналах и 2 статьи в зарубежных.

Структура и объем работы Диссертация включает введение, обзор литературы, методы, результаты исследования, обсуждение, выводы, список литературы из 245 источников. Работа изложена на 100 страницах, содержит 19 рисунков и 7 таблиц.

Материалы и методы исследования

Животные. Большая часть экспериментов проводилась на половозрелых самцах мышей линии C57BL/6J, полученных из питомника г. Томска. В отдельных экспериментах использовали мышей линий BALB/c (BALB), CBA/Lac (CBA), AKR/J (AKR), DBA/2J (DBA), C3H/HeJ (C3H), получаемых из вивария Института цитологии и генетики СО РАН. Опыты проводились также на мышах линии ASC/Icg (ASC, Antidepressant Sensitive Catalepsy), являющихся результатом селекции на предрасположенность к каталепсии (Базовкина и др.. 2005; Кондаурова и др., 2007). 
В опытах использовано 450 мышей. Все животные были в возрасте 2 – 3.5 мес с массой тела 22 – 30 г. Опыты проводили с соблюдением принципов гуманности в соответствии с "Правилами проведения работ с использованием экспериментальных животных" (Приложение к приказу МЗ СССР от 12.08.1977 г. № 755) и одобренных комитетом по биомедицинской этике НИИ физиологии СО РАМН. 

Экспериментальные модели. Формирование агрессивного и субмиссивного типов поведения. Для формирования и закрепления агрессивного и подчиненного типов поведения применяли модель сенсорного контакта (Кудрявцева и др., 1989). Столкновения между двумя самцами проводили один раз в день по 10 мин в течение 20 дней. В результате конфронтаций были сформированы две группы мышей – с субмиссивным (опыт поражений) и агрессивным (опыт побед) стереотипами поведения. Модель депрессивноподобного состояния – "поведенческое отчаяние" как результат принудительного плавания в водном бассейне (3 дня по 5 мин, температура воды 20-220С) (Urani et al., 2001; Alcaro et al., 2002). Стрессовое воздействие. В качестве стрессового стимула применялось принудительное плавание в воде при температуре 23 – 250 в течение 3 минут, которое проводилось однократно за 1 час до обучения или непосредственно после него. 

Поведенческие исследования. Тест приподнятого крестообразного лабиринта (ПКЛ) использовался для определения исходного уровня тревожности. Лабиринт состоял из двух закрытых и двух открытых рукавов. Мышь помещалась в центр лабиринта носом к закрытому рукаву. Анализировали следующие показатели: время нахождения на открытых рукавах и в центре, число выходов на открытые рукава и свешиваний с них, количество выглядываний из закрытых рукавов, переходов из одного закрытого рукава в другой и вертикальных стоек, а также уровень дефекаций в течение 5 мин теста. Тест свет/темнота для оценки тревожности и реакции на новизну обстановки проводили при ознакомлении мышей с экспериментальной камерой для выработки рефлекса пассивного избегания. Регистрировали латентный период (ЛП) первого перехода в темный отсек, время пребывания в светлом отсеке, число переходов из отсека в отсек, вертикальных стоек, заглядываний в темный отсек, выглядываний из него и уровень дефекаций в течение 180 с. 

Методы для анализа процессов воспроизведения следа памяти. Условная реакция пассивного избегания использовалась нами в качестве экспериментальной парадигмы при анализе процессов обучения и памяти о страхе. Выработка УРПИ проводилась по общепринятой методике (Jarvik, Kopp, 1967). Установка состояла из светлого и темного отсеков с отверстием между ними. Мышь помещали в светлый отсек хвостом к отверстию. В день выработки рефлекса, когда мышь разворачивалась и входила в темный отсек четырьмя лапами, отверстие закрывалось, и она получала электрокожное раздражение током 0,5мА и длительностью 1 с. Основным показателем выработки УРПИ служил ЛП перехода в темный отсек. Время наблюдения – 180 с. Угашение УРПИ представляло поведенческую процедуру с многократным предъявлением контекста установки без болевого наказания в темном отсеке. В ситуации УРПИ при угашении мыши обучаются игнорированию темного отсека установки как «опасного». Процедура угашения длилась 13 – 25 дней после однократной выработки рефлекса. Пространственная память. В своих исследованиях мы использовали модифицированный лабиринт Морриса, представляющий прямоугольный бассейн длиной 60 см, шириной 30 см и высотой 45 см, заполненный водой до 22 см (Бобкова и др.. 2002). Площадь бассейна условно делили на три равных сектора. Спасательная платформа была диаметром 5 см. Температура воды в бассейне составляла 22 – 240С. В сериях экспериментов применяли различные модификации процедуры обучения - с видимой и скрытой платформой, с добавлением в бассейн одной или двух перегородок. Обучение включало 8 – 12 сеансов (по 4 в день, каждый длительностью 1 мин) в течение 2 - 3 дней. Процедура угашения выработанного пространственного навыка состояла из 4 ежедневных тестов без платформы. Анализировали ЛП нахождения платформы, время в отсеках лабиринта и время "пассивного дрейфа". 
Статистическая обработка данных. Результаты поведенческих исследований обработаны статистически с помощью дисперсионного однофакторного ANOVA. Сравнение динамики обучения и угашения условных рефлексов проводили с помощью двухфакторного ANOVA для повторных наблюдений с последующим post hoc анализом по Ньюмену–Кейслу и использованием теста множественных попарных сравнений LSD. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Особенности угашения условной реакции пассивного избегания мышей с разным уровнем тревожности

Так как в основе многих нарушений психики, обусловленных высокой тревожностью пациентов, лежит длительное сохранение памяти о страхе (Rescorla, 2003; Bouton, 2004), то несомненен интерес к анализу развития угашения у особей с разным уровнем тревожности. Обучение и динамика угашения УРПИ исследовалась на мышах линии C57 с различным уровнем тревожности. За два дня до основного эксперимента с выработкой УРПИ мыши по результатам тестирования в ПКЛ мыши были разделены на 3 группы. Данные обучения и угашения УРПИ у высоко-, низко- и средне-тревожных мышей представлены на рис. 1. 
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Рис. 1. Динамика угашения УРПИ высоко-тревожных (1), средне-тревожных (2) и низко-тревожных (3) мышей. * p<0,05 относительно средне-тревожных мышей; 0 p<0,05 относительно низко-тревожных; + p<0,05 по сравнению с первым днем тестирования. 

Показано, что формирование условного навыка и начальный период угашения не различались у мышей трех групп. Наиболее устойчивыми к процедуре угашения оказались мыши с высоким уровнем тревожности и у них след памяти доступен к воспроизведению 15 дней последующего тестирования. Средне-тревожные особи характеризовались быстрым угашением УРПИ. Начиная с 7-го дня тестирования, средние значения ЛП перехода достоверно снижались по сравнению с 1-м днем и на 11 – 15-е сутки не отличались от таковых до обучения (0 день). Низко-тревожные мыши занимали срединное положение – угашение начиналось позднее, чем у средне-тревожных, но раньше, нежели у высоко-тревожных особей. 

Для всех групп мышей не выявлено корреляции между основным показателем тревожности (время нахождения на открытых рукавах ПКЛ), по которому производилось разделение мышей на группы, и ЛП перехода в темный отсек при угашении условного рефлекса. 
Задержку угашения УРПИ у высоко–тревожных мышей можно объяснить их увеличенным уровнем эмоционального напряжения при встрече с аверсивными стимулами (Rosen, Schulkin, 1998; Laxmi et al., 2003), что ведет к снижению способности организма преодолевать страх перед «опасным» отсеком. Не исключен и вклад дефекта тормозных механизмов селективного внимания (Дубровина, Лоскутова, 2003). Итак, мыши с разным уровнем тревожности характеризуются избирательностью динамики процесса угашения УРПИ. 

Угашение УРПИ мышей в экспериментальных моделях «поведенческого отчаяния» и приобретения опыта поражений. 
Был проведен анализ процесса угашения УРПИ мышей с депрессивноподобным состоянием, сформированным в двух моделях – «поведенческого отчаяния» и приобретения опыта поражений. Использовано 50 мышей линии C57BL/6J. Анализ показателей поведения в ПКЛ выявил существенные межгрупповые отличия мышей в показателях, характеризующих тревожное поведение (рис. 2). 
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Рис. 2. Показатели поведения мышей в тесте приподнятого крестообразного лабиринта. Светлые столбики – контроль; темные – мыши с реакцией «поведенческого отчаяния»; штриховка – субмиссивные мыши. 1 – вертикальные стойки; 2 – переходы из одного закрытого рукава в другой; 3 – выглядывания из закрытых рукавов; 4 – уровень дефекаций; 5 – свешивания с открытых рукавов; 6 – время нахождения на открытых рукавах; 7 – время нахождения в центре. По оси абсцисс – показатели поведения; по осям ординат: слева – число, справа – время, с. * p<0.05 и ** p<0.001 по сравнению с контролем. 
Мыши с субмиссивным стереотипом и реакцией "поведенческого отчаяния" по сравнению с контрольной группой меньше времени проводили на открытых рукавах и в центре лабиринта, у них меньше выглядываний из закрытых рукавов и свешиваний с открытого пространства (p < 0.05 и p < 0.001). Это свидетельствует о повышенной тревожности этих мышей. 
В этом случае мы были вправе ожидать и одинаковых процессов формирования и угашения УРПИ у «депрессивных» мышей (рис. 3). Однако обнаружены значимые различия выраженности воспроизведения УРПИ при угашении. У мышей контрольной группы снижение ЛП перехода начиналось постепенно и с 9-х суток становилось достоверно ниже по сравнению с 1-ми сутками. Мыши с реакцией "поведенческого отчаяния" на протяжении процедуры угашения обнаружили стабильное сохранение высокого уровня воспроизведения, когда ЛП перехода значимо превышал таковой у контрольных и субмиссивных мышей (p < 0.05 и p < 0.001). У субмиссивных мышей угашение воспроизведения навыка происходило быстрее, чем в контроле.
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Рис. 3. Обучение и угашение УРПИ мышей. Треугольники – контроль; квадраты – мыши с реакцией «поведенческого отчаяния»; кружки – субмиссивные мыши. * p<0.05 и ** p<0.001 относительно контроля;  ## p<0.001 по сравнению с субмиссивными мышами; + p<0.05 и ++ p<0.001 по сравнению с первым днем тестирования. 

Поскольку угашение представляет собой активный процесс нового обучения, то полученные нами данные указывают, что у мышей с реакцией "поведенческого отчаяния" налицо дефект переучивания, у них снижена способность игнорировать ставшую безопасной при длительном тестировании обстановку экспериментальной камеры. Стойкое сохранение страха перед темным отсеком может быть обусловлено повышенной чувствительностью к аверсивным стимулам обстановки, развитием ангедонии, свойственной депрессивному состоянию (Саркисова и др., 2002; Anisman, Matheson, 2005; Cryan, Holmes, 2005). Субмиссивные мыши оказались более лабильны, о чем свидетельствует быстрое переучивание при угашении. Это можно рассматривать как отражение адекватной стратегии поведения в ситуациях готовности к встрече с аверсивными сигналами во внешней среде. Такое представление подтверждается данными о нормальном приспособительном потенциале особей с пассивной стратегией поведения (Жуков и др., 2002). 

Таким образом, при отсутствии различий в поведенческих проявлениях депрессивноподобного состояния мыши с реакцией "поведенческого отчаяния" характеризовались дефицитом угашения навыка, а субмиссивные мыши – быстрым снижением уровня воспроизведения памяти о страхе.
Обучение и угашение реакции пассивного избегания мышей с высокой предрасположенностью к каталепсии 

В последние годы внимание многих исследователей приковано к разработке генетических моделей аффективных состояний. Достаточно перспективной в этом плане оказалась линия мышей ASC/Icg, полученная в Институте цитологии и генетики СО РАН в результате селекции на высокую предрасположенность к реакции замирания (Базовкина и др., 2005; Кондаурова и др., 2007). Цель данных экспериментов заключалась в сравнении выраженности угашения УРПИ мышей с депрессивноподобным поведением (линия ASC) и родительских линий AKR (устойчивая к каталепсии линия) и CBA (каталептическая линия). 
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Показано, что мыши линий CBA, AKR и ASC хорошо обучались навыку пассивного избегания, а процесс угашения существенно различался (рис. 4). У мышей линии AKR снижение ЛП перехода в результате угашения началось с 5-го дня тестирования и на 9-й день значение его не различалось с таковым до обучения. У мышей CBA достоверное уменьшение ЛП перехода регистрировалось с 9-го дня тестирования и полное угашение (отсутствие различий с показателем до выработки) наступило лишь к 19-м суткам. Мыши ASC характеризовались длительным сохранением воспроизведения следа памяти об опасности темного отсека, и признаков угашения не отмечалось вплоть до 21-го дня после выработки.
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Рис. 4. Обучение и угашение УРПИ мышей линий CBA, AKR, ASC. 
* p<0.05 относительно значений мышей линии CBA;  # p<0.05 по сравнению с мышами AKR; 0 p<0.05 по сравнению с первым днем тестирования. 

Анализ поведенческих проявлений воспроизведения УРПИ во время длительного тестирования показал, что уровень дефекации мышей линии AKR был существенно ниже такового у мышей ASC (F1..25 = 31.08, p<0.0001) и CBA (F1..20 = 31.22, p<0.0001) на протяжении всего периода тестирования (рис. 4). Обнаружены достоверные различия между мышами AKR и ASC (F1..25 = 4.61, p<0.05) по числу заглядываний в темный отсек.
Результаты настоящего исследования являются веским аргументом в пользу предположения о рассмотрении мышей ASC в качестве генетической модели депрессии (Базовкина и др., 2005). Одной из причин пролонгированности угашения памяти о страхе мышей линии ASC может быть высокая тревожность, свойственная особям с депрессивноподобным состоянием (Августинович и др., 2004; Anisman, Matheson, 2005; Willner, 2005; Ponder et al., 2007). Однако исследователями оценивалась лишь базовая тревожность, которая по данным ряда исследователей (Базовкина и др., 2005; Кондаурова и др., 2007) была одинаковой у мышей линий ASC, CBA и AKR. В наших же опытах на повышенную тревожность в период угашения указывает высокий уровень дефекации мышей «депрессивной» линии ASC. Учитывая неоднозначность данных о связях между тревожностью и депрессией, тревожностью и угашением (Holmes, 2003; Strekalova et al., 2005; Mineur et al., 2006; Jacobson, Cryan, 2007) можно думать, что исходный уровень тревожности не является определяющим критерием последующего развития угашения памяти о страхе. Тогда как повышенная тревожность во время угашения, скорее всего, способствует негативной оценке эмоциональной значимости контекстуальных стимулов камеры при тестировании в отсутствии угрозы наказания. 

Угашение памяти о страхе мышей разных линий 

Совершенно очевидно, что память о страхе имеет существенный генетический компонент. В мире есть лишь несколько попыток исследования процесса угашения у мышей разных линий (Adams et al., 2002; Balogh, Wehner, 2003; Waddell et al., 2004). Поэтому мы провели сравнительный анализ динамики угашения УРПИ у мышей линий C57, BALB, CBA, AKR, DBA и C3H для выявления когнитивных особенностей, которые могут составить генетическую основу предрасположенности к развитию посттравматических психоэмоциональных нарушений, в частности депрессии. Динамика угашения УРПИ показана на рис. 5. 
Отметим, что обучение УРПИ не зависело от линии мышей. Но при анализе сохранения выработанного рефлекса у мышей CBA и BALB обнаружены дефекты в угашении УРПИ, заключающиеся в задержке начала данного процесса и пролонгированности сохранения экспрессии памяти о страхе. У мышей DBA угашение нарушено и не происходит нового обучения. Исходя из представленных данных, мышей линий DBA, CBA и BALB можно рассматривать как составляющих группу риска с достаточно высокой предрасположенностью появления патологических нарушений при стрессовых воздействиях
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Рис. 5. Динамика угашения УРПИ мышей разных линий.

Пространственная память мышей с различным генетически детерминированным и эмоциональным статусом.

Ранее мы рассматривали угашение памяти об аверсивных событиях, когда требовалось использование пассивных реакций при выполнении выработанного навыка. Поэтому встал вопрос, что же будет с обучением и угашением следа памяти при необходимости активной деятельности? Поэтому мы провели исследование влияния поведенческого статуса мышей на пространственную память, тем более что таких данных чрезвычайно мало (Lattal et al., 2003; 2004; Moragrega et al., 2003; Brooks et al., 2005;).
Обучение и угашение пространственного навыка агрессивных и субмиссивных мышей. Эксперименты проводили на агрессивных и субмиссивных мышах линии C57. На рисунке 6 представлены данные по обучению и угашению пространственной памяти в ситуации со скрытой платформой. По времени поиска невидимой платформы ANOVA выявил значимость факторов группы (F1,22=6.21, p=0.02), времени (F11,242=33.89, p<0.001) и взаимодействия факторов (F11,242=2.71, p<0.003). Способность к обучению проявляли и агрессивные, и субмиссивные мыши, однако агрессоры находили спасательную платформу менее чем за 15 с после 3-х сеансов обучения, а "жертвы" – только на 6-м сеансе. Более рельефно выглядели межгрупповые различия при угашении выработанного рефлекса. Агрессивные мыши в течение 4 дней стабильно воспроизводили пространственные ассоциации, выработанные при обучении, вероятно, за счет слабого поведенческого торможения, подобного показанному ранее дефициту привыкания к новизне обстановки (Дубровина, 2001). Кроме того, пролонгированность угашения пространственной памяти «победителей» можно объяснить их активной стратегией поведения с высоким уровнем чувствительности к аверсивности окружения. Об угашении пространственной памяти субмиссивных мышей свидетельствовал рост ЛП нахождения места, где была локализована спасательная платформа при обучении. Параллельно в поведении этих особей наблюдалось резкое усиление эпизодов "пассивного дрейфа". 
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	


Рис. 6. Показатели обучения и угашения пространственной памяти агрессивных и субмиссивных мышей. По оси ординат: а – время поиска скрытой платформы, с; б – время «пассивного дрейфа», с. По оси абсцисс – число сеансов обучения (1 – 8) и тестирования (1Т – 4Т). *, ** - p < 0.05 и p < 0.002 относительно значений у агрессивных мышей. 

Можно предположить, что эти особенности поведения обусловлены пассивностью, выработанной при поражениях (Кудрявцева, 1999; Yang et al., 2004; De Jong et al., 2005). И тем, что при повторных тестированиях без платформы возникает субъективная неопределенность среды, которую субмиссивные мыши оценивают как потенциально неизбегаемую ситуацию и не пытаются избавиться от нее. 
Обучение и угашение пространственного навыка мышей с разным уровнем тревожности. Эксперименты проводили на мышах линии C57, классифицированных как высокотревожные и низкотревожные по результатам тестирования в ПКЛ. Оказалось, что низкотревожные мыши были не способны к выработке навигационного рефлекса. При этом 40% таких особей не могли идентифицировать местоположение спасательной платформы в течение всей обучающей процедуры. Такой дефект может быть обусловлен сочетанием использования низкотревожными мышами неэффективной пространственной стратегии поиска спасательной платформы и нарушения реагирования в ситуации водного стресса (Bert et al., 2005; Brooks et al., 2005). У высокотревожных время выполнения задачи существенно снижалось в процессе обучения. Выработанный пространственный навык сохранялся 2 суток при тестировании без платформы с последующим угашением. Итак, на основании полученных данных можно сделать вывод, что исходный уровень тревожности предопределяет успешность формирования навигационного рефлекса. 

Обучение и угашение пространственной памяти мышей разных линий. В ряде экспериментов показаны межлинейные различия скорости пространственного обучения мышей (Holmes et al., 2002; Brooks et al., 2005; Бельник и др., 2007; Brown, Wong, 2007; Moy et al., 2007). Но основу приспособительного поведения животных составляет, наряду с обучаемостью, возможность сохранения следа памяти, а таких исследований нет. 
Мы провели эксперименты на мышах линий C57, BALB, CBA, AKR, DBA и C3H. Мыши линий C57, BALB, CBA и AKR по показателям скорости снижения ЛП достижения спасательной платформы в процессе выработки пространственного рефлекса, быстроты ее нахождения в «целевом» отсеке и активному плаванию без признаков "пассивного дрейфа" относятся к хорошо обучающимся особям. Во многом сходные данные были получены исследователями, анализирующими пространственную память в лабиринте Морриса (Holmes et al., 2002; Brooks et al., 2005; Бельник и др., 2007; Brown, Wong, 2007). Более низкие показатели обучения продемонстрировали мыши DBA, хотя и были активными «пловцами». У них время поиска платформы снизилось только после 6-го сеанса обучения. Мыши C3H были не способны к выработке навигационного рефлекса, что отразилось в высоких значениях ЛП. Хотя следует отметить, что первое тестирование без платформы у этих мышей показало низкие значения ЛП нахождения местоположения платформы, сходное с таковыми у мышей остальных линий. 
При угашении пространственного навыка повторное тестирование без платформы приводило у большинства мышей всех линий к закономерному росту ЛП нахождения места, где была локализована платформа при обучении. Задержка угашения выявлена у мышей CBA, так как повышение ЛП поиска регистрировалось лишь в конце тестирования и не наблюдалось спада времени пребывания в «целевом» отсеке. 
Таким образом, в настоящем исследовании показана генетически детерминированная избирательность приобретения и угашения пространственного навыка мышей разных линий.
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании впервые проведен анализ процессов обучения и угашения УРПИ и пространственной памяти в зависимости от исходного поведенческого статуса мышей. Полученные данные представлены в таблице в виде качественной картины.

Таблица. Обучение и угашение условной реакции пассивного избегания и пространственной памяти у мышей

	Модели

                   Линии
	УРПИ
	Пространственная память

	
	Обучение
	Угашение
	Обучение
	Угашение

	С57

Интактные
	норма
	норма
	норма
	норма

	С57

Высокотревожные
	норма
	
[image: image4]
	норма
	
[image: image5]

	С57

Низкотревожные
	норма
	
[image: image6]
	
[image: image7]
	
[image: image8]

	С57«поведенческое

         отчаяние»
	норма
	
[image: image9]
	
	

	С57

Субмиссивные
	норма
	
	норма
	норма

	С57

Агрессивные
	норма
	
[image: image10]
	норма
	
[image: image11]

	ASС


	норма
	
[image: image12]
	
	

	CBA

	норма
	
[image: image13]
	норма
	
[image: image14]

	AKR

	норма
	норма
	норма
	норма

	BALB

	норма
	
[image: image15]
	норма
	норма

	DBA

	норма
	
[image: image16]
	
[image: image17]
	норма

	C3H

	норма
	норма
	
[image: image18]
	
[image: image19]


Хотелось бы выделить несколько важных моментов. 1. Различия обучения двух видов следов памяти. Если УРПИ формировалась хорошо у всех мышей, то выработка пространственного навыка была нарушена у низкотревожных мышей линии С57, мышей С3Н и снижена у мышей DBA. Это, безусловно, определяется спецификой процедур обучения этих условных рефлексов, что отмечали и другие исследователи (Holmes et al., 2002; Bothe et al., 2005; Brooks et al., 2005; Бельник и др., 2007; Brown, Wong, 2007; Moy et al., 2007). 2. Особенности процесса угашения УРПИ и пространственной памяти. Угашение характерно для любого вида памяти, основанной на вовлечении ассоциативных процессов (Lattal et al., 2003; 2004; Berger-Sweeney et al., 2006; Bouton et al., 2006; Myers, Davis, 2007). В ситуации УРПИ каждое тестирование без наказания включает развитие двух процессов. Это реконсолидация как напоминание о получении болевого раздражения, способствующее воспроизведению выработанной реакции (Riccio et al., 2006; Sara, Hars, 2006; Mamiya et al., 2009). И новое обучение, которое тормозит проявление ранее выработанного рефлекса (Rescorla, 2003; Quirk, Mueller, 2008). Снижение воспроизведения УРПИ у контрольных мышей (интактные мыши С57) начинается с 5 - 7-х сут тестирования и полное угашение наступает к 9 -11-м сут. Угашение же навигационного рефлекса прослеживалось при 4-х кратном тестировании без спасательной платформы, когда происходит смена стратегии поведения в плавательном лабиринте и появление или беспорядочного плавания, или «пассивного дрейфа». 3. Зависимость угашения от вида памяти и линий мышей продемонстрирована впервые в наших исследованиях. Например, у мышей линий BALB и DBA отмечался дефицит угашения УРПИ, а пространственный навык не страдал. Одинаковая направленность течения угашения обоих рефлексов характерна для интактных мышей линий C57, CBA и AKR. 
Такое разнообразие угашения двух видов памяти у мышей обусловлено, с одной стороны, разной интенсивностью аверсивных ситуаций при выработке рефлексов. С другой стороны, выявленные нами различия угашения УРПИ и пространственной памяти у мышей, обусловлены особенностями морфологического обеспечения. Для УРПИ наиболее значимым является миндалевидный комплекс, а для пространственной памяти – гиппокамп (Berger-Sweeney et al., 2006; Izquierdo et al., 2006; Quirk, Mueller, 2008; Yang et al., 2008; Di Benedetto et al., 2009).
4. Угашение двух видов памяти и поведенческий стереотип. У агрессивных мышей С57 угашение нарушено в обеих парадигмах памяти, в то время как у субмиссивных регистрировалось ускоренное угашение УРПИ и нормальное угашение пространственного следа памяти. 5. Дефицит угашения УРПИ как симптом психоэмоциональных нарушений. Это достаточно убедительно показано в настоящей работе на мышах в моделях аффективных состояний (высокая тревожность, агрессия, депрессия), а также мышах линий ASC, DBA, предлагаемых как генетические модели депрессии (Кондаурова и др., 2005; Дубровина и др., 2008) и шизофрении (Singer et al., 2009). Мышей линий CBA и BALB с задержкой угашения УРПИ можно рассматривать как составляющих группу риска развития посттравматических стрессовых болезней. 6. Тревожное поведение и угашение выработанного навыка. Тревожности принадлежит особая роль, определяющая успешность обучения в различных аверсивных тестах, включая и ориентацию в пространстве (Ribeiro et al., 1999; D’Hooge, De Deyn, 2001; Дубровина, Лоскутова, 2003; Laxmi et al., 2003; Brooks et al., 2005; Ponder et al., 2007). Параллельно существуют и противоположные экспериментальные доказательства о независимости памяти от уровня тревожности (Lang et al., 2003; Schellinck et al., 2003; Gimenez-Llort et al., 2005). Тем более что тревожность может быть и защитной реакцией организма при адаптации к сигналам окружающего мира, и серьезной патологией при длительном воздействии стресса (Калуев, 1999; Belzung, Griebel, 2001; Bouwknecht et al., 2007; Ramos et al., 2008). Нами показано, что исходная тревожность перед выработкой УРПИ не предопределяла динамику угашения, так как нарушение этого процесса отмечалось у высокотревожных мышей, мышей с реакцией «поведенческого отчаяния» (высокая тревожности в тестах ПКЛ и темно/светлой камере), мышей ASC (нет повышенной тревожности), но не у субмиссивных (высокая тревожность). Нам представляется, что длительное сохранение страха обусловлено ростом тревожного поведения во время процедуры угашения. Такой факт отмечался нами в ряде экспериментов, однако требует дальнейшего исследования. 

ВЫВОДЫ

1. Для низко-тревожных мышей характерна задержка угашения условной реакции пассивного избегания, а для высоко-тревожных – нарушение этого процесса и стабильность воспроизведения следа памяти о страхе. 

2. Выявлен дефект угашения УРПИ у мышей с реакцией "поведенческого отчаяния" и быстрое формирование нового следа памяти при угашении у мышей с субмиссивным стереотипом при отсутствии поведенческих различий в проявлении депрессивноподобного состояния. 

3. У мышей линии ASC, селекционированной на высокую предрасположенность к каталепсии, нарушено угашение УРПИ в отличие от мышей родительских линий CBA и AKR, что позволяет рассматривать эту линию в качестве генетической модели депрессии. 
4. Формирование и сохранение пространственной памяти зависит от поведенческого статуса мышей. При одинаковой скорости обучения агрессоры сохраняли выработанную реакцию без признаков угашения, в то время как у субмиссивных мышей угашение происходило с доминированием «пассивного дрейфа». Низкотревожные мыши оказались не способными к обучению навигационному рефлексу в отличие от высокотревожных. 

5. Показана генетически детерминированная избирательность обучения и угашения УРПИ и пространственной памяти мышей разных линий. Мыши линий C57, BALB, DBA, CBA, C3H и AKR способны к выработке УРПИ, у мышей CBA и BALB обнаружена задержка угашения, а у мышей DBA нарушено новое «тормозное» обучение. Мыши линий C57, BALB, CBA и AKR хорошо обучались решению пространственной задачи, у мышей DBA выявлен дефицит обучения, мыши C3H не способны к формированию следа пространственной памяти. Нарушение угашения пространственного навыка отмечено у мышей CBA и C3H. 
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