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Введение
Тестирование поведения животных с нормальным генотипом («дикий тип») и животных, подвергшихся искусственному изменению экспрессии определенного гена, позволяет получить первичные данные о функции данного гена (точнее – белка, который этот ген кодирует) в таких проявлениях поведения, как социальность, тревожность, когнитивные способности. Термин «когнитивные способности» описывает целый ряд явлений – обучение, формирование пространственных представлений, процессы внимания, сенситизации и привыкания, а также проявления способности животных к элементарной рассудочной деятельности (Перепелкина и др., 2011). Для исследования этих явлений в качестве объекта изучения часто используют лабораторных мышей, поскольку их геном хорошо изучен, и именно лабораторные мыши – самый важный среди млекопитающих объект для манипуляций с экспрессией генов (получение нокаутов и других генно-инженерных модификаций). Иными словами, лабораторная мышь – это основной модельный организм для исследования роли отдельных генов в функции мозга, поскольку методами генной инженерии создано большое число искусственных мутантов (Crawley, 2012). Использование этих модельных организмов дает возможность контролировать их поведение в эксперименте, а также использовать ряд экспериментальных методов, в частности, для изучения их генетики (Sankoorikal et al, 2006). 
Процессы передачи сигнала через мембрану, в том числе и через мембрану нервной клетки, происходят с участием большого числа макромолекул, в частности тех, которые участвуют в переносе ионов кальция внутрь клетки. 

Ионы Са2+ имеют большое значение в жизни клеток. Они контролируют метаболизм, функциональную активность и рост клеток, их рождение и смерть. Основная функция Са2+ заключается в передаче регуляторных сигналов (Ткачук, 2001).
Изменение функции системы обмена кальция в клетке, и, в частности, в нейроне, может привести к изменениям в функциях мозга (или его отделов), а это, в свою очередь, может найти отражение в изменении поведения животного.
В исходной работе (Jeon et al., 2003) для исследования функции белка NCX2 in vivo были получены мыши, у которых методами генной инженерии был выключен ген NCX2. Этот ген кодирует один из белков группы натрий-кальциевых обменников. Полученные в ходе исследований данные показали, что выключение NCX2 вызывает ряд изменений в поведении, и очевидно, что он участвует в процессах синаптической пластичности и когнитивных способностей сложным образом. У мышей-нокаутов по NCX2 выведение ионов кальция из нейронов гиппокампа после деполяризации было замедлено. Оказалось также, что у этих мышей изменился уровень выполнения задач, связанных с функцией гиппокампа. у них были усилены и соответствующие формы памяти по сравнению с мышами с нормальным генотипом (так называемый «Дикий тип», WT). 

У мышей нокаутов по NCX2 и мышей с тем же «генетическим фоном», но с нормальным геном NCX2 в работе 2003 года была проанализирована способность к формированию пространственного навыка (отыскания платформы) в водном лабиринте Морриса, а также обучение простейшему навыку пассивного избегания удара электрического тока. 

Целью нашей работы было выявление возможного влияния нокаута по этому гену (NCX2) на некоторые формы поведения в лабораторных тестах.

Для достижения этой цели были сформулированы следующие задачи:

1. Описать особенности поведения  мышей двух групп: нокаутов (КО) по гену белка NCX2 и Wild Type (WT) в ряде тестов (пункты 2-5), адресованных разным аспектам поведения.
2. Тест социального узнавания;
3. тест закрытого крестообразного лабиринта; 

4. тест приподнятого крестообразного лабиринта; 

5. тест на экстраполяцию направления движения раздражителя, исчезнувшего из поля зрения.
Обзор литературы


Функции Na+/Ca2+-обменника и некоторые пути их изучения

В мембране клеток находятся молекулы различных белков, которые участвуют в транспорте ионов Са2+, при их переходах в цитоплазму и в межклеточное пространство и обратно. Эти белки могут обеспечивать как вход ионов кальция в клетку по градиенту концентрации, так и их активный транспорт против градиента концентрации. Na+/Ca2+-обменник – один из мембранных белков, регулирующих внутриклеточную концентрацию Са2+. Основная функция данного белка заключается в обмене одного иона Са2+ на три иона Na+, при котором используется электрохимический градиент плазматической мембраны. При этом данный белок обеспечивает как вход ионов кальция в клетку, так и выход их из нее (Jeon et al, 2003). 
Na+/Ca2+-обменник играет очень важную роль в поддержании уровня внутриклеточной концентрации кальция, характерного для состояния покоя возбудимых клеток, например, нейронов или в кардиомиоцитов. Тем не менее, физиологическая роль Na+/Ca2+-обменника в мозге изучена недостаточно. 
В организме млекопитающих существует несколько изоформ этого белка (NCX1, NCX2  NCX3), которые кодируются разными генами. При этом важная роль принадлежит Na+/Ca2+-обменнику-2 (далее NCX2). Этот белок является, как считали сначала (Jeon et al, 2003), главной изоформой NCX во взрослом мозге животного. Однако позднее было показано, что изоформа NCX3 также экспрессируется в гиппокампе и выполняет важную функцию выведения кальция из синаптических окончаний (Molinaro et al., 2011). Нокауты по этому гену вызывают аномалии в работе нейронов гиппокампа и ухудшают выполнение животными задач, связанных с функцией гиппокампа. 

Следует отметить, что у мышей-нокаутов по NCX2 не было выявлено никаких морфологических нарушений (или особенностей) строения гиппокампа (рис. 1).
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Рис. 1 Вид гиппокампа мыши (темная окраска) на поперечном срезе мозга у животного с нормальным генотипом  (+/+) и у нокаута нокаутом по NCX2 (-/-).  Возраст животных - 7 недель, окраска крезил-виолетом, толщина среза – 8 мкм. 

В связи с этим представлялось важным дать характеристику других особенностей поведения мышей этих групп. Ниже будет приведено краткое описание использованных тестов. 
Оценка поведения мышей в лабораторных тестах.
Поведение животных, в частности, поведение лабораторных мышей и крыс оценивают в специально разработанных тестах, позволяющих оценить:

 общий уровень двигательной активности животного (тест «открытое поле);
уровень тревожности животного (тест приподнятого крестообразного лабиринта);   

уровень исследовательской активности (тест «открытое поле», тест на неофагофобию);
социальное поведение (социальное узнавание, формирование иерархии в группе);
когнитивные способности (способность к обучению и к решению элементарных логических задач, формирование пространственных представлений). 

Описание отдельных тестов
1. Тест на «социальность».
Один из примеров сложной формы поведения – социальное поведение, т.е. особенности поведения животного как члена определенной группы. как правило, под социальным поведением имеют в виду формирование иерархических отношений в группе, которые у грызунов базируются преимущественно на внутривидовой агрессии. Однако у лабораторных мышей, помимо агрессивности при контактах, можно наблюдать такие его проявления, как особенности формирования контактов со знакомыми и незнакомыми особями своего вида, взаимодействия с ними, пребывание в одном гнезде в домашней клетке, половое и родительское поведение, мечение территории запаховыми метками, (Crawley et al, 2012). Социальное поведение часто изучают с использованием специального теста на «социальность». в таком эксперименте мышь может выбрать, приближаться ли ей к незнакомой особи своего вида, находящейся на данной территории, но перемещение которой ограничено «цилиндром». Уровень социальности животного измеряют временем, которое тестируемая мышь проводит возле незнакомой мыши, временем, которая тестируемая мышь затрачивает на обнюхивание непосредственно цилиндра, в котором находится незнакомая особь, а также временем непосредственных контактов между этими мышами (Sankoorical et al, 2006). Важной составляющей этого теста является также уровень исследовательской активности тестируемого животного (Carter et al, 2011), важные показатели которой можно оценить в независимом тесте, например, по числу вертикальных стоек и заглядываний в специальные отверстия в полу специальной установки ("норковые реакции") (Перепелкина и др., 2011).
2. Тест приподнятого крестообразного лабиринта.

На контакты мыши с незнакомой особью могут влиять также общий уровень тревожности и подверженность животного развития состояния стресса. Высокий уровень тревожности может повлиять, в частности, на поведение животных и в других тестах, например, при решении задачи на экстраполяцию (см. ниже), где тревожность может проявляться в виде отказов животного от выполнения этого теста (в связи с боязнью новой обстановки) (Перепелкина и др., 2011). Отмечается существование отрицательного влияния высокого уровня тревожности и подверженности стрессу, а также самого состояния стресса на способность к обучению (Перепелкина и др., 2011). Уровень тревожности и стресс-реактивности успешно анализируют в тесте приподнятого крестообразного лабиринта (далее ПКЛ). ПКЛ состоит из двух затемненных и двух ярко освещенных рукавов, расположенных крестообразно и приподнятых над поверхностью пола или стола. Если животное мало выходит в открытые рукава лабиринта (это определяется по числу выходов и времени в открытых рукавах), то это свидетельствует о высоком уровне тревожности (Hogg et al, 2000).

3. Тест на экстраполяцию направления движения раздражителя.

Тест на экстраполяцию направления движения стимула (почти всегда пищевого), скрывшегося из поля зрения животного, отвечает критериям элементарной логической задачи (Перепелкина и др., 2011). Он позволяет получить представление об элементарной рассудочной деятельности животного, о его способности мысленного представления траектории движения (например, исчезнувшего из поля зрения корма), а также в некоторой степени и способности животного обучиться находить исчезнувший корм при многократном предъявлении данного теста. Основной характеристикой способности животных к рассудочной деятельности служат результаты первого предъявления такой задачи, потому что при их повторении может играть роль и обучение этой реакции. В связи с этим, для оценки способности к решению задачи на экстраполяцию, иногда бывает достаточно предъявить данный тест большому числу животных какого-либо вида (или генотипа).  Если доля особей, правильно решивших задачу при ее первом предъявлении, достоверно превышает 50% (случайный уровень), то считается, что у животных данного вида или генетической группы есть способность к экстраполяции. Многократные предъявления позволяют точнее проанализировать поведение в опыте для тех животных, у  которых доля  правильных решений не отличается от случайного 50%-го уровня.  Как правило, большинство таких особей и при повторных предъявлениях задачи обходят ширму случайным образом (Зорина, Полетаева, 2002). Напротив, у  хорошо экстраполирующих животных решение этого теста при его повторных предъявлениях, как правило, бывает несколько менее успешным, хотя продолжают достоверно превышать случайный уровень (Зорина, Полетаева, 2002). Считается, что причиной такого снижения показателей теста может быть влияние различных тен​денций в поведении, напрямую не связанных со способностью к экстраполяции как таковой (Например, склонность к спонтанному чередованию направления побежек, что очень характерно для грызунов, или же предпочтение одной из сторон установки).
Также способность к обучению животного можно оценить по скорости формирования побежки за пищей в тесте Т-образного лабиринта (Перепелкина и др., 2011). В последнем случае тест заключается в том, что животное должно запомнить, в какой части лабиринта находится пищевое подкрепление.
Материалы и методы


Всех мышей содержали в стандартных пластиковых клетках (33 см х 22 см х 8 см) в условиях свободного доступа к корму (фирмы МЭСТ или Чара) и воде, за исключением периодов пищевой и питьевой депривации для теста на способность к экстраполяции. Мы изучали поведение двух групп мышей: нокаутов по NCX2 (11 особей) и контрольной линии WT (10 особей). Все тестируемые мыши были самцами.

При тестировании социального узнавания мы провели дополнительные эксперименты с мышами-самцами двух инбредных линий: СВА/STO (11 особей) и  101/HY (13 особей), контрастных по поведению в данном тесте.

Для сравнения двух групп мышей в тестах ПКЛ и социального поведения мы использовали тест Манна-Уитни. Статистические тесты проводились в пакете статистических программ STATISTICA 8.0 (StatSoftInc., 2007). График построен в программе Microsoft Excel 2003 (Microsoft Corporation, 2003).

Описание отдельных тестов.

1. Тест на «социальность».

Установка для данного теста разделена на три отсека: два боковых и более узкий средний. Отсеки отделены друг от друга прозрачными перегородками с отверстиями в них на уровне пола, через которые мышь могла переходить из отсека в отсек (рис. 2.1). Средний отсек оставляли пустым, а в крайние отсеки помещали цилиндры из пластиковых прутьев высотой 8,5 см и диаметром 7 см (рис. 2.2), в которых либо находилась, либо не находилась мышь-объект в зависимости от конкретной фазы теста. Мы проводили тестирование (регистрация поведения тестируемой мыши) с пустым боковым отсеком и с незнакомой мышью в нем; с отсеком с незнакомой мышью и со знакомой мышью в нем. 
Мы начинали тест с помещения тестируемой мыши в средний отсек. За пять минут теста мы отмечали время, проведенное в каждом из боковых отсеков, число заходов в них, число контактов с особью, помещенной в цилиндр, а также число вертикальных стоек, эпизодов груминга и фекальных болюсов в каждом из отсеков. 
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Рисунок 2.1. Установка для теста на «социальность» (вид сверху).
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Рисунок 2.2. Цилиндр бокового отсека установки для теста на «социальность» (вид сбоку).

2. Тест приподнятого крестообразного лабиринта.

ПКЛ представляет собой два приподнятых над полом темных рукава и два светлых (освещенных лампой) рукава, расположенных перпендикулярно темным (рис. 3). ПКЛ имел следующие размеры: высота над полом — 28 см; длина каждого рукава 20 см; ширина светлых рукавов — 4,7 см; темных — 5,1 см; высота стенок темных рукавов — 14,2 см; размер центральной площадки 4,7 см х 5,1 см. Длительность теста составляла три минуты. Тестируемую мышь помещали на центральную площадку И отмечали время, проведенное в светлых рукавах лабиринта, число выходов в светлые рукава лабиринта, «свешивания» со светлых рукавов, число переходов между темными рукавами, число выглядываний из темных рукавов, число стоек, число эпизодов груминга, число болюсов дефекаций.
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Рисунок 3. Установка для ПКЛ (вид сбоку – слева; вид сверху – справа). 

3. Тест на экстраполяцию направления движения раздражителя.

Способность мышей к экстраполяции мы анализировали с помощью теста «опыт с ширмой», который ранее использовали для оценки этой способности у животных многих видов (Перепелкина и др., 2011). За сутки до теста обе группы мышей были лишены воды и питья. Всех тестируемых животных на предварительном этапе мы приучали к обстановке опыта во избежание испуга животного при начале движения поилки. С  этой же целью вмешательство экспериментатора в ход опыта было минимизировано (в интервалах между предъявлениями теста животных из экспериментальной камеры не вынимали (Перепелкина и др., 2011). 
Установка для данного теста состоит из непрозрачного пластикового ящика, одна из стенок которого имеет три отверстия на уровне пола – одно в центре и два – по бокам. За этой стенкой камеры по специальной направляющей могут двигаться две поилки, в которое налито молоко (рис. 4). Помещенное в установку животное может видеть кормушку, если ее установить напротив центрального отверстия. Тестируемая мышь начинает пить молоко из поилки через центральное отверстие, после чего кормушка отодвигается вправо или влево, причем животное может проследить участок пути кормушки, прежде, чем она скроется из поля зрения. Вторая кормушка, которая животному не видна, всегда перемещается в противоположном направлении, чтобы животное не могло найти исчезнувшую поилку по звуку и по запаху, (в данном случае уравновешивается запах корма). Чтобы решить задачу, животное должно  представить себе траекторию движения корма после исчезновения его из поля зрения и на этой основе  понять, с какой стороны надо обойти ширму, чтобы получить корм. При этом контрольную поилку мышь достать не могла. Решением задачи считался подход мыши к одному из боковых отверстий, вне зависимости от того, есть в нем корм или нет. После этого мы возвращали кормушку в исходное положение (или на ее место ставили вторую кормушку). Правильным решением задачи считался подход мыши к тому боковому отверстию, к которому переместили поилку с молоком. В один опытный день тест предъявляли каждой мыши шесть раз. Каждой тестируемой мыши тест предъявляли в течении трех опытных дней с интервалом в одну неделю между ними (то есть суммарно 18 предъявлений). Мы регистрировали время, затраченное мышью на решение каждого предъявления, а также число правильных и неправильных его решений. Если мышь не подходила ни к одному из отверстий в течение трех минут, это квалифицировалось как отказ от выполнения задачи и тест прерывали.
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Рисунок 4. Установка для теста на экстраполяцию движения раздражителя (вид сбоку – слева; вид сверху – справа).
Результаты

Тест на экстраполяцию направления движения раздражителя.

Результаты теста на экстраполяцию направления движения раздражителя, исчезнувшего из поля зрения представлены на рисунке 5.
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Рисунок 5. Решение теста на экстраполяцию мышами – нокаутами по NCX2 и мышами дикого типа за 18 предъявлений теста.

Примечание: кривые накопления построены как доля положительных решений теста к данному предъявлению от всех сделанных предъявлений.
КО – мыши-нокауты по гену NCX2; ДТ – мыши дикого типа.
Как видно на рис. 5, доля правильных решений в опытной группе в течение первой  серии стремительно возрастает с 30% до 70%,  а затем остается на том же уровне. В контрольной группе (Дикий тип) доля правильных решений теста сначала превышает 80%, а после снижается до 55-60% и также остается неизменной. 
В целом кривая накопления для доли правильных решений теста на экстраполяцию, построенная для показателей мышей-нокаутов, начиная с третьего предъявления идет выше, чем кривая для контрольных мышей с нормальным генотипом. 
Наши данные показывают, что у контрольных мышей с нормальным генотипом показатели решения теста снижаются по мере дальнейших его предъявлений. В этом отношении они отличаются от мышей-нокаутов, у которых доля правильных решений при первом предъявлении теста оказалась очень низкой, а далее увеличивалась. 
Изначально у мышей-нокаутов доля правильных решений не отличалась от случайного 50%-го уровня. Однако при многократных предъявлениях этого теста кривая накопления для доли правильных решений идет выше 50%-го уровня (примерно 70%). Напротив, у мышей дикого типа решение этого теста при его повторных предъявлениях было несколько менее успешным по сравнению с группой нокаутов NCX2, хотя продолжает превышать случайный уровень.
Тест приподнятого крестообразного лабиринта.


При обработке результатов в программе STATISTICA выяснилось, что большинство оцениваемых факторов статистически не достоверны. У двух исследованных групп были выявлены различия в  числе стоек, которые животные осуществляли в темных рукавах лабиринта (их было достоверно больше у мышей дикого типа, р=0.01), а также в уровне дефекации (числе фекальных болюсов, оставленных животным за три минуты теста), с более высоким значением этого признака у мышей-нокаутов (р=0.04).

Тест на «социальность».


Мыши дикого типа и мыши-нокауты по NCX2 не различались по показателям теста на социальное узнавание. Из 11 показателей теста, в котором предлагались знакомая и незнакомая мыши, достоверные различия были выявлены только по числу стоек, которые тестируемая мышь совершала около цилиндра с незнакомой мышью. Большее число вертикальных стоек было у мышей дикого типа (р=0.03). В том варианте теста, где тестируемому животному предлагали выбор между пустым цилиндром и незнакомой мышью достоверно  большее число стоек у пустого цилиндра (р=0.04) также обнаружили мыши дикого типа.

Обсуждение

Проведенные эксперименты выявили значительные различия в показателях решения теста на экстраполяцию направления движения пищевого раздражителя. Мыши дикого типа решили задачу на экстраполяцию при первом предъявлении на очень высоком уровне, что позволяет сказать о том, что у них имеется способность к экстраполяции. При этом настолько высокий уровень решения этой задачи, в целом, не характерен для лабораторных мышей. Последующие предъявления этого теста показали, что доля правильных решений несколько снизилась, но оставалась достаточно высокой. Такой ход кривых накопления, как уже было сказано выше, характерен для животных, обладающих высокой способностью к экстраполяции (например, хищным млекопитающим и врановым птицам). Эти высокие показатели мышей дикого типа пока не получили объяснения и для более подробного анализа этого явления следует проанализировать выполнение теста у большего числа животных. 

У мышей-нокаутов доля правильных решений данного теста при его первом предъявлении была низкой, но она резко увеличилась при последующих предъявлениях этой задачи, оставаясь на достаточно высоком уровне. Это также не характерно для лабораторных грызунов, поскольку ранее в лаборатории было показано, что белым крысам для достижения такого результата требовалось до 200 предъявлений теста. Рост доли правильных решений теста на экстраполяцию, который обнаружили мыши-нокауты, свидетельствует об их высокой способности к обучению. Это совпадает с литературными данными, в которых было показано, что мыши с нокаутом по NCX2 лучше обучаются пространственному навыку в водном лабиринте Морриса (Jeon et al, 2003). 


Данные, полученные в других тестах (ПКЛ, тест на социальное узнавание) позволяют говорить, что по уровню исследовательского поведения и уровню тревожности между мышами двух исследованных нами групп обнаружены незначительные, но достоверные различия. Они выражаются в более высоком числе стоек (исследовательское поведение) у мышей дикого типа и более высоком уровне дефекации (проявление тревожности) у мышей-нокаутов. Возможно, что более высокая тревожность мышей-нокаутов была причиной их низкого уровня решения теста на экстраполяцию при первом предъявлении этого теста. 

Выводы

1. Способность к экстраполяции у мышей дикого типа значительно выше, чем у нокаутов по гену NCX2.
2. Способность к обучению была лучше выражена у мышей-нокаутов.

3. Уровень исследовательская активности достоверно выше у мышей дикого типа.

4. Более высокий уровень тревожности продемонстрировали мыши-нокауты.
5. Необходим более детальный анализ данных по способности к экстраполяции движения раздражителя у данных двух групп.  
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