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SUMMARY

B. Olifirov. Hippocalcin involvement in NMDA receptor-dependent long-term

synaptic depression – Qualification scientific work as a manuscript.

Thesis for the degree of Doctor of Philosophy in the field of knowledge 09 – Biol-

ogy, speciality 091 –Biology. Bogomoletz Institute of Physiology ofNAS ofUkraine,

Kyiv, 2025.

Long-term synaptic plasticity is the physiological basis for memory, skill acqui-

sition, and experience formation. One of the main types of long-term plasticity in

glutamatergic synapses is NMDA receptor-dependent long-term depression (LTD).

The induction of LTD is based on a prolonged decrease in the number of AMPA re-

ceptors on the postsynaptic membrane, which leads to a decrease in the possibility of

individual synapses transmitting excitatory signals. LTD is well characterised as de-

veloping in response to prolonged low-frequency synaptic stimulation, during which

an influx of Ca2+ through activated NMDA receptors in the early induction phase

serves as a key secondary messenger in the signalling cascade. Further signalling

pathways trigger the dissociation of AMPA receptors from the postsynaptic density

and their removal from the dendrite plasma membrane by clathrin-mediated endocy-

tosis (CME). However, the exactmechanisms that ensureCa2+ dependence andCME

localisation in the process of LTD induction remain poorly described. Recent studies

have suggested that the neuronal Ca2+-sensor protein hippocalcin (HPCA) plays a

role as a potential signalling link in LTD induction. The distinctive feature of HPCA

is the presence of a myristoyl switch: the fatty acid residue at the N-terminus of the

protein that protrudes from the molecule’s hydrophobic pocket after Ca2+ binding.

This defines HPCA’s capacity for reversible, calcium-dependent insertion into lipid

membranes. According to the previous studies, HPCA acts as aCa2+-dependent shut-

tle to the plasmamembrane surface for the adapter protein complex 2, which interacts

with AMPA receptors and initiates CME. However, these studies were based exclu-



sively on biochemical, immunological, and indirect electrophysiological methods,

without directly observing HPCA signalling during LTD induction. Therefore, the

dissertation research aimed to investigate the involvement of HPCA in the induction

of NMDA receptor-dependent LTD using live-cell fluorescence imaging approaches

to capture dynamic molecular interactions.

A newmethod of prolonged local iontophoretic application of NMDAwas devel-

oped and validated for the pharmacological induction of NMDA receptor-dependent

long-term depression (LTD) in cultured hippocampal neurons. This new approach en-

ables flexible and effective modelling of LTD in individual neurons. The protocol de-

veloped for prolonged iontophoretic applications can be used with any water-soluble

ionic compound and is an effective alternative to the bath-application technique in a

wide range of experimental designs.

Experiments involving a fluorescentmarker of postsynaptic density (PSD95)were

conducted to evaluate the spatial characteristics of Ca2+-dependent HPCA redistri-

bution in the dendritic tree in response to NMDA receptor activation. The results indi-

cated that sites of HPCA insertion in the plasma membrane are heterogeneous along

the dendritic tree, with a significant accumulation of HPCA observed in dendritic

spines. Notably, HPCA insertions within dendritic spines were exclusively observed

in the direct vicinity of the postsynaptic density. These regions cytomorphologically

correspond to endocytosis zones, regions of active synaptic receptors’ endocytosis.

Further direct observations were conducted using Förster resonance energy transfer

(FRET) approaches to investigate the mutual localisation and potential interaction

between HPCA and the β-subunit of the adapter protein complex 2 (AP2B1) in both

control and during induction of the LTD. Significant levels of FRET were detected

in the dendritic spines in the control before the LTD induction. Concurrently, LTD

induction protocol triggered an elevation in FRET signals observed both within den-

dritic spines and across prominent regions along the dendritic shaft. Upon completion

of the protocol, the FRET values did not return to their initial value, indicating the

prolonged HPCA and AP2B1 interaction. Overall our results demonstrate an inter-



action between HPCA and AP2B1, which may underlie HPCA involvement in both

the constitutive AMPA receptor trafficking in the endocytic zones of dendritic spines

and Ca2+-dependent AMPA receptor endocytosis in different dendritic tree regions

during the induction and maintenance of LTD.

Keywords:Brain, hippocampus,memory, long-term plasticity, excitability, synap-

tic transmission, glutamate receptors, receptor trafficking, calcium signalling, hip-

pocalcin, cell culture, live-cell imaging, iontophoresis, FRET.



АНОТАЦІЯ

Оліфіров Б.О. Участь гіпокальцину в NMDA-рецептор залежній довготри-

валій синаптичній депресії – кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису.

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора філософії в галузі знань

09 – Біологія за спеціальністю 091 – Біологія. Інститут фізіології ім. О.О. Бого-

мольця НАН України, Київ, 2025.

Довготривала синаптична пластичність є фізіологічним підґрунтям проце-

сів запам’ятовування, набуття навичок і формування досвіду. Одним з основ-

них різновидів довготривалої пластичності в глутаматергічних синапсах єNMDA-

рецептор залежна довготривала синаптична депресія (long-term depression/LTD).

В основі розвитку LTD є тривале зменшення кількості глутаматних AMPA-

рецепторів на мембрані постсинаптичного нейрона, що призводить до зниже-

ння здатності окремих синапсів передавати збудливі сигнали. Широко відо-

мо, що розвиток LTD відбувається у відповідь на тривалу, але низькочасто-

тну, активацію синапсів і вторинним посередником в цьому процесі виступа-

ють іони Ca2+ які на початкових етапах індукції LTD надходять через акти-

вовані глутаматні NMDA-рецептори. Подальші сигнальні каскади провокують

дисоціацію AMPA-рецепторів з ділянки постсинаптичної щільності та їх вилу-

чення з плазматичної мембрани дендрита шляхом клатрин-опосередкованого

ендоцитозу (clathrin-mediated

endocytosis/CME). Однак точні механізми що забезпечують Ca2+-залежність і

локалізацію CME в процесі індукції LTD залишались маловивченими. Наявні

дослідження висували нейронний Ca2+-сенсорний білок гіпокальцин

(hippocalcin/HPCA) на роль потенційної сигнальної ланки в індукції LTD. Осо-

бливість HPCA полягає в наявності міристильного перемикача, залишку жир-

ної кислоти на N-кінці білка, що вивільняється з гідрофобної кишеньки молеку-

ли після зв’язування зCa2+. Це обумовлює здатність HPCA доCa2+-залежного



та оборотного вбудовування до ліпідних мембран. Згідно з попередніми дослі-

дженнями, HPCA забезпечує Ca2+-залежне доставлення до поверхні мембран

комплексу адаптерних білків 2, що взаємодіє з AMPA-рецепторами та ініціює

CME. Однак ці дослідження ґрунтувались виключно на біохімічних, імунологі-

чних на непрямих електрофізіологічних методах, без прямого спостереження за

досліджуваними білками в процесі індукції LTD. Тому метою дисертаційного

дослідження було визначити участь HPCA в процесі індукції NMDA-рецептор

залежної LTD з використанням методів флуоресцентного мічення білків і флу-

оресцентної візуалізації їх переміщень і взаємодій у живих клітинах.

Для фармакологічної індукції NMDA-рецептор залежної LTD в первинній

культурі нейронів гіпокампа було розроблено та валідовано нову методику три-

валих локальних іонофоретичних прикладань NMDA. Новий підхід дозволив

гнучко та ефективно моделювати LTD у поодиноких нейронах. Можливість

застосовувати іонофорез для тривалих прикладань будь-яких полярних водо-

розчинних речовин в широкому спектрі експериментальних підходів робить

створений метод перспективною альтернативою обробки всіх клітин в зразку

розчином із фармакологічними препаратами (bath-application).

У дослідах із використанням флуоресцентної мітки постсинаптичної щіль-

ності (PSD95) було оцінено просторові характеристикамCa2+-залежного пере-

розподілуHPCAв дендритному дереві у відповідь на активаціюNMDA-рецепторів.

Виявлено, що регіони вбудовування HPCA є гетерогенними вздовж всього ден-

дритного дерева та спостерігається значне накопичення HPCA в дендритних

шипиках. Важливо зауважити, що вбудування HPCA в межах дендритних ши-

пиків спостерігались виключно в регіонах, що оточували постсинаптичнущіль-

ність. Виявлені регіони цитоморфологічно відповідають зонам ендоцитозу, ре-

гіонам що забезпечують активне вилучення синаптичних рецепторів. Подаль-

ші прямі спостереження за взаємною локалізацією та потенційною взаємодією

між HPCA та β-субодиницею комплексу адаптерних білків 2 (AP2B1) як у кон-

трольних умовах, так і процесі індукції LTD були проведені з використанням



підходів для детектування Фьорстеровського резонансного перенесення енер-

гії (FRET). В структурі дендритних шипиків було виявлено значущі рівні FRET

до початку індукції LTD. Натомість у відповідь на протокол індукції LTD збіль-

шення рівнів FRET спостерігалось як в дендритних шипиках, так і значних ді-

лянках вздовж стовбуру дендрита, а по завершенню протоколу величина FRET

не демонструвала повернення до початкових значень. Це є вагомими свідче-

ннями щодо взаємодії між HPCA та AP2B1, яка може обумовлювати як кон-

ститутивний трафік рецепторів в зонах ендоцитозу дендритних шипиків, так і

необоротне збільшення рівня ендоцитозу AMPA-рецепторів на стадіях індукції

та підтримання LTD.

Ключові слова:Мозок, гіпокамп, пам’ять, довготривала пластичність, збу-

дливість, синаптична передача, глутаматні рецептори, трафік рецепторів, каль-

цієва сигналізація, гіпокальцин, культури клітин, візуалізація живих клітин, іо-

нофорез, FRET.
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ПЕРЕЛІК СКОРОЧЕНЬ ТА УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ

AM – acetoxymethyl, ацетоксіметил

AMPA–α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid, α-аміно-3-гідроксі-

5-метил-4-ізоксалепропіонова кислота

AMPAR – AMPA receptor, AMPA-рецептор

AP2B1 – adaptor related protein complex 2 subunit beta 1, beta1-субодиниця ада-

птерного комплексу білків 2

[Ca2+]i – концентрація Ca2+ в цитозолі

CaM – calmodulin, кальмодулін

CDF – cumulative distribution function, кумулятивна функція розподілу ймовір-

ностей

CME – clathrim-mediated endocytosis, клатрин-опосередкований ендоцитоз

CPP – clathrin-coated pit, вкриті клатрином западини плазматичної мембрани

DMEM–Dulbecco’sModified EagleMedium, модифікація середосища ІглаДуль-

беко

DYT2 – Torsion dystonia-2, первинна ізольована дистонія 2 типу

Eapp – FRET efficiency, ефективність Фьорстеровського резонансного перене-

сення енергії

ECFP – enchansed cyan fluorescent protein, підсилений циановий флуоресцен-

тний білок

EF-hand – консервативний Ca2+-зв’язуючий домен

EPSC – excitatory postsynaptic potential, збдужуючий постсинаптичний струм

EYFP – enchansed yellow fluorescent protein, підсилений жовтий флуоресцен-

тний білок

EYFP-Memb – membrane EYFP, мембранний підсилений жовтий флуоресцен-

тний білок

Fc – sensitised emission, сенсибілізована емісія
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FBS – fetal bovine serum, фетальна сироватка бика

Fluo-4 – флуоресцентний індикатор Ca2+

FRET – Förster resonance energy transfer, Фьорстеровське резонансне перенесе-

ння енергії

GMM – Gaussian mixture model, модель гауссової суміші

HEK – human embryonic kidney, клітини людської ембріональної нирки

HPCA – hippocalcin, гіпокальцин

HS – horse serum, сироватка коня

IAA – інтенсивність флуоресценції за довжини хвилі збудження акцептора в

спектральному каналі раєстрації акцептора

IAD – інтенсивність флуоресценції за довжини хвилі збудження акцептора в

спектральному каналі раєстрації донора

IDA – інтенсивність флуоресценції за довжини хвилі збудження донора в спе-

ктральному каналі раєстрації акцептора

IDD – інтенсивність флуоресценції за довжини хвилі збудження донора в спе-

ктральному каналі раєстрації донора

Kd – константа дисоціації

LTD – long-term depression, довготривала депресія

LTP – long-term potentiation, довготривала потенціація

mBaoJin – новітній зелений флуоресцентний білок із підвищенною яскравітю

та фотостабільністю

MEM – Minimum Essential Medium, мінімальне середовище

mEPSC – miniature excitatory postsynaptic potential, мініатюрний збдужуючий

постсинаптичний струм

mGluR – метаботропні рецептори глутамату

nCaBP – neuronal calcium-binding protein, нейронні кальцій-зв’язуючі білки

NCALD – нейрокальцин δ

NCS – neuronal Ca2+-sensors, нейронні кальцієві сенсори

NMDA – N-methyl-D-aspartate, N-метил-D-аспартат
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NMDAR – NMDA receptor, NMDA-рецептор

NP-EGTA – nitrophenyl-EGTA, нітрофеніл-EGTA

PDF – probability density function, функція щільності ймовірності

PH – pleckstrin homology domain, гомологічний домен плекстрину

PIP2 – phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate, фосфатиділінозітол-4,5-біфосфат

PLC – phospholipase C, фосфоліпаза C

PLL – poly-L-lysin, полі-L-лізин

PSF – point spread function, функція розсіювання точки

R2 – коєфіцієнт детермінації лінійної регресії

ROI – region of interest, регіон інтересу

sAHP – slow afterhyperpolarisation, повільна постгіперполяризація

sd – standard deviation, середнє квадратичне відхилення

se – standard error of mean, стандартна похибка середнього

TagBFP – blue fluorescent protein, блакитний флуоресцентний білок

TagRFP – red fluorescent protein, червоний флуоресцентний білок
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ВСТУП

Присвячую моїй родині,

без чиєї підтримки нічого б не сталось.

Для них ці перші науково-популярні абзаци.

Актуальність дисертаційного дослідження.

У пам’яті, набутті навичок й формуванні досвіду, всьому тому, що обумов-

лює як реакції тварин, так і саму людську свідомість, є біологічна основа. Ме-

режа з мільярдів нервових клітин, нейронів, в складі головного мозку і в тисячі

разів більша кількість контактів між нейронами, де електричні імпульси пере-

ходять від однієї клітини до іншої. Проте завмерлі й уставленні зв’язки навіть

в надзвичайно великій мережі не були б здатні забезпечити ту гнучкість і зда-

тність до адаптації, що спостерігається в живих організмах. Тому відбувається

безперервна зміна, руйнація й утворення окремих контактів між нейронами,

відомих як синапси. Кожен окремий синапс може регулювати свою здатність

передавати сигнал від одного нейрона до іншого, на чому й ґрунтується пласти-

чність всієї нейронної мережі. Пластичність полягає в зменшенні чи збільшен-

ні величини сигналу при його передачі крізь окремі синапси, але напрямок цих

змін у випадку кожного окремого синапса визначається складною взаємодією

між попередньою історією активності як поодинокого синапса, так і пов’язаних

між собою нейронів, що утворюють цей синапс. Й “прийняття” рішення щодо

напрямку пластичних змін кожним окремим синапсом відбувається на суто хі-

мічному рівні, шляхом взаємодій між йонами, малими молекулами та білками

в складі окремих нейронів [1].

Електричні явища передбачають наявність вільних носіїв зарядів і їх віль-

ного руху. Носіями електричних зарядів в живих організмах слугують іони що

існують у водному розчині, насамперед йони Na+, K+, Cl− та Ca2+. Вміст

різних йонів назовні та всередині клітин відрізняється, а мембрана, що скла-
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дається з гідрофобних (жирних) сполук переважно не здатна пропускати во-

ду та йони крізь себе. Але проходження будь-якого електричного сигналу без-

посередньо пов’язане із рухом певних видів йонів назовні чи всередину клі-

тин, відповідно до різниці концентрацій і електричного потенціалу на мембра-

ні. На рівні кожного окремого синапса нейрон, що передає сигнал, вивільняє

певну речовину-медіатор зі свого пре-синаптичного закінчення, а нейрон, що

приймає сигнал, містить відповідні чутливі білки-рецептори на своїй пост-

синаптичній поверхні. Існує багато синапсів, що можуть відрізнятись медіа-

торами, які їм притаманні, але в межах цієї роботи увага буде сконцентрована

на найбільш розповсюдженому різновиді збудливих синапсів – в них медіа-

тором є амінокислота глутамат. Відповідно, постсинаптичний нейрон містить

рецептори до глутамату, основними серед яких є AMPA-рецептори та NMDA-

рецептори. Обидва типи рецепторів після зв’язування із медіатором переходять

у відкритий стан та починають пропускати крізь себе йони, обумовлюючи про-

ходження електричного струму [2]. Так і відбувається синаптична передача си-

гналу між нейронами – синаптична передача.

Серед перелічених вище йонів, що відіграють роль у синаптичній передачі,

особливо варто виокремити Ca2+. Всередині клітини концентрація цих йонів

є надзвичайно низькою (порядку десятків nM ), натомість позаклітинне сере-

довище багате на них (концентрація вища на чотири порядки, одиниці mM ).

Це робить Ca2+ не тільки носієм заряду, але й зручним показником активності:

чим більше опинилось цих йонів всередині, тим більше нейрон отримує сигна-

лів. Більшість типів AMPA-рецепторів не здатні пропускати крізь себе Ca2+,

тому головним чином його надходження всередину нейрона відбувається че-

рез NMDA-рецептори [3].

Дві основні форми довготривалої синаптичної пластичності, наслідки яких

можуть тривати впродовж годин, днів, чи навіть довше, є протилежними за

своїми наслідками: “підсилення” окремих синапсів відбувається шляхом дов-

готривалої потенціації (long-term potentiation/LTP), а “пригнічення” шляхом
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довготривалої депресії (long-term depression/LTD). Механізми, що відповіда-

ють за розвиток LTP і LTD в загальних рисах є доволі простими: оскільки ре-

цепторів на поверхні клітини в окремому синапсі доволі мало, буквально ти-

сячі окремих білкових комплексів, то навіть незначна зміна їх кількості здатна

сильно вплинути на синапс. ЯкщоAMPA-рецепторів стає більше (розвивається

потенціація), значить одна й та сама порція медіатора здатна викликати відкри-

вання більшої кількості каналів, надходження всередину клітини більшої кіль-

кості йонівNa+, що викличе більший струм – синапс стає “сильнішим”. І у ви-

падку зменшення кількості AMPA-рецепторів (розвивається депресія) менше

йонів здатні одночасно потрапити всередину клітини – синапс стає “слабшим”

[4]. Способи, якимиAMPA-рецептори доставляються до мембрани клітини, або

видаляються з поверхні нейронів також добре відомі, оскільки притаманні не

тільки нейронам. Доставка назовні забезпечується процесом екзо-цитозу, а ви-

далення – процесом ендо-цитозу, коли рецептори разом зі шматочком мембра-

ни клітини, де вони знаходяться, відриваються і у вигляді маленького пухирця

[5].

Дивовижно, але обидва найбільш досліджених механізми розвитку як LTP,

так і LTD, розвиваються у відповідь на надходженняCa2+ черезNMDA-рецептори,

тому їх і називають NMDA-рецептор залежними формами синаптичної пла-

стичності [4]. Окрім простої наявності чи відсутності йонів біля окремого сина-

пса, запуск різних форм синаптичної пластичності визначається саме особли-

востями зміни концентрації Ca2+ в результаті активності нейрона. У дуже за-

гальних рисах вибір того, які пластичні зміни стануться, відбувається так: силь-

на та короткотривала активність синапса призводить до швидкого та значного

збільшення Ca2+, що може сприйматись нейроном як “важливий” сигнал, то-

му такий синапс варто зробити сильнішим і запустити в ньому потенціацію.

Натомість помірна та довготривала активність синапса, коли Ca2+ надходить

потрохи, але довго, частіше може бути проявом шуму в нейронній мережі, то-

му такий синапс варто зробити слабшим та пригнітити такий “беззмістовний”
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сигнал – запустити депресію [6].

Розпізнавання характеру змін внутрішньоклітинної концентрації Ca2+ від-

бувається різними білками, що здатні зв’язувати ці йони. Таких білків всере-

дині нейрона існує безліч та всі вони одночасно конкурують за Ca2+, що над-

ходять крізь NMDA-рецептори активного синапса. Суто фізичні та хімічні вла-

стивості, як то спорідненість, кооперативність і швидкість дифузії визначають,

які саме з сотень різних Ca2+-зв’язуючих білків встигнуть зв’язати йони та за-

пустити ту реакцію клітини, за яку вони відповідають [7]. І серед них доволі

цікавими є білки, що називаються нейронними кальцієвими сенсорами. Зазви-

чай білки існують в сталій формі: або більш-менш вільно плавають всередині

клітини, або постійно прикріплені, чи навіть глибоко вбудовані в клітинні мем-

брани. Однак нейронні кальцієві сенсори здатні існувати в обох станах, і це

залежить від зв’язування з Ca2+. Після зв’язування вони змінюють свою фор-

му і вивільнюють “хвостик” з жирної міристинової кислоти, який дозволяє їм

приєднуватись до клітинних мембран, а коли концентрація Ca2+ знов змен-

шується, то повертатись назад. Гіпокальцин (hippocalcin/HPCA) належить до

нейронних кальцієвих сенсорів та найчастіше зустрічається якраз у гіпокам-

пі, відділі мозку, що відповідає за формування довготривалої та просторової

пам’яті [8]. Окрім здатності вбудовуватись у мембрани, цей білок також вирі-

зняється дуже високою афінністю до Ca2+, тобто дуже малої концентрації йо-

нів достатньо, щоб гіпокальцин вже почав їх зв’язувати [7]. Це одразу робить

гіпокальцин привабливим кандидатом на роль Ca2+-зв’язуючого білку, що мо-

же відігравати роль у регуляції довготривалої депресії – саме тоді, коли треба

реагувати на тривалі, але невисокі збільшення концентрації Ca2+.

Palmer із колегами ще у 2005 році запропонували механізм, за яким гіпо-

кальцин може бути залучений в те, як запускається довготривала депресія. Для

того, щоб видалити AMPA-рецептори спершу з рецепторами має зв’язатись

спеціальний комплекс білків-адаптерів, такий адаптер відмічає те, що варто ви-

далити з мембрани за допомогою ендоцитозу. І гіпокальцин було запропонова-
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но як човниковий транспорт, який захоплює білки-адаптери зсередини клітини

та доставляє їх до мембрани, де утримує і сприяє взаємодії з рецепторами та

запускає довготривалу депресію [9]. Однак ця гіпотеза ґрунтується на обмеже-

них та опосередкованих свідченнях, оскільки використані методи не дозволя-

ли прямо спостерігати за реакцією білків в живих клітинах. На два десятиліття

дослідження в цій галузі майже зупинились, однак наші уявлення про роботу

синапсів розвивались, розвивались і експериментальні підходи та інструмен-

ти. Тому дана робота покликана використати сучасні методи мікроскопії, щоб

глибше розібратись в ролі гіпокальцина у процесі розвитку NMDA-рецептор

залежної довготривалої депресії. Ми спробували “роздивитись” у живих кліти-

нах, що ж саме робить цей білок в окремих нейронах та чи дійсно він переміщує

до мембран білки, що здатні запускати ендоцитоз. Заповнити суттєвий пробіл

у наших знаннях у тому, як на рівні окремих молекул формуються складні ме-

режі, які й обумовлюють те, ким ми є. А побачити нейрони так, як бачимо їх

ми, можна у додатку A.

• • •

Як вже було зазначено в загальних рисах вище, до особливостей будови

та функціонування HPCA належить наявність активного міристильного пере-

микача. Цей механізм дозволяє білку Ca2+-залежним чином вбудовуватись до

ліпідних мембран, оскільки залишок міристинової кислоти на N-кінці білка ви-

вільняється з гідрофобної кишеньки лише у Ca2+-зв’язаному стані. Попри те,

що HPCA є одним з найбільш високо експресованих буферів Ca2+ в нейронах

і у гіпокампі поступається концентрацією лише кальмодуліну, він все ще зали-

шається надзвичайно малодослідженим [10, 11, 7, 12].

Наявні дослідження розглядають HPCA як важливу ланку сигналізації в чи-

сленних формах нейронної пластичності. Так відомо, що HPCA безпосередньо

залучений до регуляції повільної постгіперполяризації (slow afterhyperpolarisation/

sAHP), різновиду короткотривалої нейронної пластичності що регулює частоту
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та тривалість пачкової активності нейронів. Згідно зі ранніми уявленнями, це

могло відбуватися шляхом модуляції K+-провідностей (каналів SK та KCNQ

типів) після вбудовування кальцієвого сенсора у мембрану [13, 14, 15]. Подаль-

ші дослідження гіпокампальних та кортикальних нейронів розширили набір по-

тенційних молекулярних детермінантів: канали KCa3.1, Kv7, Kir6, KCNQ2/3,

KATP, KNa, KCNT1-2 та Na+-K+-обмінника [16, 17]. Але попри широкий ві-

домий набір потенційних молекулярних механізмів розвитку sAHP та відому

Ca2+-залежність sAHP через сигналізацію HPCA, все ще лишається невідомим

яким Ca2+ сенсорний білок впливає на такий широкий спектр мішеней.

Уже описана вище потенційна роль HPCA в регуляції NMDA-рецептор за-

лежної LTD полягає у взаємодії із β-субодиницею комплексу адаптерних біл-

ків 2 (adapter protein complex 2/ AP2). Стабілізація AP2 на мембрані через вза-

ємодію із HPCA може сприяти ініціації клатрин-опосередкованого ендоцитозу

(clathrin-mediated endocytosis/ CME) AMPA-рецепторів впродовж індукції LTD

[9]. Додатковим свідченням, що дозволяє припустити участь HPCA у регуляції

CME, є підтверджена висока спорідненість до мінорного фосфоліпіда плазма-

тичної мембрани – фосфатидилінозітол-4,5-біфосфата (phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphate/ PIP2) [18], що також є критичним у регуляції CME [5].

Також відомо, що точкові мутації в геніHpca асоційовані із розвитком важ-

кого неврологічного розладу, первинної ізольованої дистонії 2 типу (Torsion

dystonia-2/ DYT2) [19, 20]. Подальші детальні дослідження впливу DYT2- асо-

ційованих мутацій на біофізичні властивості HPCA показали, що мутантні фор-

ми білка мають погіршену здатність до олігомеризації [21]. Також показано, що

мутації в сайтах зв’язування призводять до суттєвого зменшення афінності до

Ca2+. Зважаючи на дуже високі рівні експресії HPCA в структурах гіпокампа

розглядається, що можливою ланкою молекулярного патогенезу DYT2 може

виступати не тільки порушення в конкретних сигнальних каскадах, але й за-

гальна пертурбація буферної системи Ca2+ в нейронах [22].

На жаль, не зважаючи на беззаперечну роль Ca2+ як вторинного посере-
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дника в нейронах, нейронні кальцієві сенсори, і зокрема HPCA, лишаються ма-

ло вивченими. Однак наявні поодинокі роботи вказують на великий потенціал

HPCA як сигнальної молекули у найрізноманітнішому наборі Ca2+-залежних

процесів і потенційної ланки молекулярного патогенезу неврологічних розла-

дів. Це спонукає продовжувати фундаментальні пошуки в цій галузі із залу-

ченням нових експериментальних та методичних підходів, які в першу чергу

ґрунтуються на сучасних підходах флуоресцентної мікроскопії у візуалізації

білків і їх взаємодій в живих клітинах.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами.

Робота виконана в рамках наукової тематики відділу біофізики сенсорної

сигналізації Інститутуфізіології ім. О.О. БогомольцяНАНУкраїни (0124U001556).

Дисертант входить до колективів виконавців двох грантів тематики яких безпо-

середньо дотичні до теми дисертаційного дослідження: «Гіпокальцин-залежна

регуляція довготривалої депресії в нормі та при первинній дистонії» (Конкурс

наукових, науково-технічних робіт та проєктів, які фінансуються за рахунок

зовнішнього інструменту допомоги Європейського Союзу для виконання зо-

бов’язань України у Рамковій програмі Європейського Союзу з наукових до-

сліджень та інновацій «Горизонт 2020», проєкт 0123U102767) та «Nanoscale

Hippocalcin Signaling in Long-Term Depression in Norm and Primary Dystonia»

(Long-Term Funding by the Polish Academy of Sciences andU.S. National Academy

of Sciences, проєкт PAN.BFB.S.BWZ.405.022.2023).

Мета та задачі дослідження.

Метою дисертаційного дослідження було встановити участь гіпокальцина

в процесі розвитку довготривалої NMDA-рецептор залежної синаптичної де-

пресії в нейронах гіпокампа щурів.

Відповідно до мети були сформульовані наступні завдання дисертаційного

дослідження:
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1) Адаптуватиметодику іонофоретичного прикладанняфармакологічних пре-

паратів для тривалих локальних прикладань NMDA до окремих нейронів у

первинній культурі клітин гіпокампа;

2) Валідувати методику тривалих іонофоретичних прикладань для фармако-

логічного моделювання довготривалої NMDAR-залежної синаптичної де-

пресії в первинній культурі нейронів гіпокампа щура;

3) Визначити вплив мінорного фосфоліпіду PIP2 у складі мембран на Ca2+-

залежне вбудовування гіпокальцина у мембрани клітин HEK 293;

4) Ідентифікувати потенційні сайти гіпокальцин-індукованого ендоцитозу, опо-

середкованого довготривалою активацією NMDA рецепторів в дендритно-

му дереві та шипиках нейронів гіпокампа;

5) Визначити наявність взаємодії між гіпокальцином та β-субодиницею ада-

птерного комплексу білків 2 (AP2B1) в процесі розвитку довготривалої

NMDAR-залежної синаптичної депресії.

Об’єкти дослідження.

Клітини лінії HEK 293 та культивовані нейрони гіпокампа щура; NMDAR-

залежні транзієнти [Ca2+]i в культивованих нейронах гіпокампа щура; експре-

совані в культурах клітин флуоресцентно мічені рекомбінантні білки:

- Нейронний кальцієвий сенсор гіпокальцин мічений флуоресцентними біл-

ками ECFP, EYFP, TagRFP, або mBaoJin.

- Компонент системи клатрин-опосередкованого ендоцитозу, β- субодиниця

адаптерного комплексу 2 мічена флуоресцентним білком EYFP.

- Структурний білок постсинаптичноїщільності PSD-95міченийфлуоресцен-

тним білком TagRFP.

- Неспецифічна мембранна мітка із C-термінального домену нейромодуліну

міченого флуоресцентним білком EYFP.

- Специфічна мембранна мітка до PIP2 із плекстринового домену фосфолі-

пази Cδ міченого флуоресцентним білком ECFP.
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Предмет дослідження.

Перерозподіл кальцієвого сенсора HPCA між мембранами різних клітин-

них компартментів за умов фотоіндукованого вивільнення іонів Ca2+ в кліти-

нах простої морфології; просторово-часова динаміка перерозподілу HPCA між

компартментами дендритного дерева нейронів гіпокампа у відповідь на актива-

цію NMDAR; потенційна взаємодія між HPCA та β-субодиницею адаптерного

комплексу 2 у фармакологічній моделі довготривалої NMDAR-залежної сина-

птичної депресії.

Методи дослідження.

В експериментальній роботі використано декілька сучасних методів біоло-

гічних досліджень: методи молекулярної біології для підтримання культивова-

них клітин та транзієнтної експресії рекомбінантних флуоресцентно мічених

цільових білків в живих клітинах; електрофізіологічні методи петч-клемпу для

запису електричної активності поодиноких нейронів; біофізичні методи для ло-

кальних контрольованих прикладань фармакологічних препаратів із викори-

станням іонофорезу; фізико-хімічні методи для завантаження клітин етерифі-

кованими проникними в клітину реагентами та для фотоіндукованого вивіль-

нення іонів кальцію в живих клітинах; методи епіфлуоресцентної та флуоре-

сцентної мікроскопії для спостереження за перерозподілом гіпокальцина в жи-

вих клітинах, моніторингу внутрішньоклітинної концентрації іонів кальцію з

використанням флуоресцентних кальцієвих індикаторів, детектування білок-

білкових взаємодій та локалізації гіпокальцина в живих клітинах з використа-

нням Фьорстеровського резонансного перенесення енергії.

Наукова новизна одержаних результатів.

Вперше проведено порівняння між характеристиками Ca2+-залежного пе-

рерозподілу HPCA між різними типами клітинних мембран та вмістом у мем-

бранах мінорного фосфоліпідаPIP2 вживих клітинах із простоюморфологією.
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В межах розробки експериментальної моделі фармакологічно індукованої

довготривалої NMDAR-залежної синаптичної депресії вперше використано ме-

тод іонофорезу для тривалих локальних прикладань фармакологічних агентів

до окремих нейронів в культурі. Проведено валідацію застосованості цього екс-

периментального підходу як ефективної альтернативи прикладанням розчинів

фармакологічних агентів шляхом заміни всього об’єму розчину в експеримен-

тальній камері.

Вперше показано, що нейронний кальцієвий сенсор HPCA транслокується

в живих нейронах гіпокампа в окремі регіони дендритного дерева та в потен-

ційні зони ендоцитозу, локалізовані в околицях постсинаптичних щільностей

у відповідь на різні патерни активації NMDA-рецепторів та впродовж індукції

довготривалої NMDAR-залежної синаптичної депресії. З використаннямФьор-

стеровського резонансного перенесення енергії вперше виявлено потенційну

білок-білкову взаємодію HPCA із компонентом комплексу адаптерних білків 2

під час індукції LTD.

Практичне значення одержаних результатів.

Зважаючи на вже відомий прямий вплив точкових мутацій в гені Hpca на

розвиток орфанного неврологічного захворювання первинної ізольованої ди-

стонії типу DYT2, отримані результати щодо залученості кальцієвого сенсора в

розвитку довготривалої синаптичної пластичності можуть лягти в основу кра-

щого розуміння механізмів молекулярного патогенезу означеного неврологі-

чного захворювання. Розуміння ролі гіпокальцина як мішені для генної терапії

із застосуванням новітніх генно-інженерних підходів на основі векторів віру-

сної та іншої природи із подальшим провадженням доклінічних досліджень є

прямим шляхом практичного застосування результатів дисертаційного дослі-

дження.
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Особистий внесок здобувача.

Дисертантом самостійно проведено аналіз наукової літератури за темати-

кою дослідження, виконано основний об’єм експериментальних досліджень,

розроблено програмні рішення для аналізу експериментальних даних та про-

ведено статистичну обробку результатів. Дисертант спільно з науковим керів-

ником розробив дизайн експериментальних досліджень, сформулював мету та

завдання дисертаційного дослідження.

Особливі подяки:

- Співробітниці відділу біофізики сенсорної сигналізації Інституту фізіології

ім. О.О. Богомольця НАНУкраїни Олександрі Федченко, в тісній співпраці

з якою було виконано більшість експериментальних досліджень, за прове-

дення окремих серій дослідів й виконання роботи з культурами клітин;

- Студентці магістратури кафедри біомедицини та нейронаукКиївського ака-

демічного університету Дані Бірук за проведення серій дослідів із викори-

станням культури клітин HEK 293 та аналізу отриманих результатів;

- Колективу дослідників YPBiotech, R&D підрозділу групи фармацевтичних

компаній ЮРіЯ-Фарм. Голові YPBiotech Олександру Губару, біотехноло-

гу Назарію Грубіяну та молодшій біотехнологині Анастасії Романенко за

розробки дизайну і збірку рекомбінантних генетичних конструкцій для екс-

пресії HPCA-mBaoJin.

Апробація результатів дисертаційного дослідження.

Результати дисертаційного дослідження були представлені на наступних

конференціях всеукраїнського та міжнародного рівнів:

1) XVIII Всеукраїнська науково-практична конференція студентів, аспірантів

та молодих вчених “Теоретичні і прикладні проблеми фізики, математики

та інформатики” - Київ (Україна), 2020;

2) FENS Regional Meeting 2021 - Краків (Польща), 2021;

3) XXВсеукраїнська науково-практична конференція студентів, аспірантів та
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молодих вчених “Теоретичні і прикладні проблеми фізики, математики та

інформатики” - Київ (Україна), 2022;

4) All-UkrainianConference onMolecular andCell Biologywith international participation

- Київ (Україна), 2022;

5) FENS Forum 2022 - Париж (Франція), 2022;

6) 7th International Scientific Conference ”Current Problems of Biochemistry, Cell

Biology, and Physiology Дніпро (Україна), 2024;

7) SfN Meeting 2024 - Чикаго (США), 2024;

8) KyivAcademUs 2025 - Київ (Україна), 2025.

Наукові публікації.

За результатами дисертаційного дослідження опубліковано 12 наукових праць,

з яких 2 статті в науковихжурналах категорії А індексованих в базах Scopus/WoS

та 10 тез представлених на конференціях всеукраїнського та міжнародного рів-

нів.

Структура та обсяг дисертації.

Обсяг дисертації 157 сторінок; робота складається з анотації; змісту; пере-

ліку умовних позначень та скорочень; вступу; огляду літератури; матеріалів і

методів; розділів результатів та узагальнення результатів і висновків. Робота

містить 31 рисунок, 5 таблиць, 2 додатки та список використаних джерел на

143 найменування.
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РОЗДІЛ 1

Огляд літератури

1.1 Довготривала NMDA-рецептор залежна синаптична депресія

1.1.1 Регуляція та механізми індукції довготривалої синаптичної де-

пресії

Довготривала синаптична депресія (long-term depression/LTD) є фундамен-

тальним проявом синаптичної пластичності, що забезпечує динамічний діапа-

зон адаптації нервових мереж та доповнює процеси довготривалої потенціа-

ції (long-term potentiation/LTP). Історично перші експериментальні свідчення

існування LTD були отримані на початку 1990-х років, тоді спостерігали стійке

зменшення амплітуди збудливих постсинаптичних струмів (excitatory postsynaptic

current/ EPSP) після низькочастотної стимуляції синапсів гіпокампа. У цих же

дослідах було показано, що частотні параметри стимулу можуть «перемика-

ти» синапси між режимами депресії та потенціації [23, 6]. Баланс між проце-

сами LTP і LTD розглядається як центральний механізм формування навичок,

пам’яті, навчання та консолідації спогадів у гіпокампі й корі [24, 1]. Дані еле-

ктрофізіологічних та поведінкових досліджень підтверджують, що порушення

LTD асоціюється з дефектами робочої й епізодичної пам’яті, а також із підви-

щеною ймовірністю патологічної пластичності при нейродегенеративних за-

хворюваннях [25].

Центральним тригером більшості форм LTD є постсинаптичне підвищення

концентрації іонів кальцію до незначного рівня, який відрізняється від пікових

концентрацій, необхідних для індукції LTP. Показано, що тривале, але помір-

не збільшення цитозольної концентрації Ca2+ ([Ca2+]i) переважно активують

фосфатазно-орієнтовані сигнальні каскади, тоді як короткотривале, але значне

підвищення [Ca2+]i активує кінази [26]. Класична і найбільш розповсюджена в
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глутаматергічних синапсах NMDA-рецептор залежна LTD індукується за уча-

стю рецепторів NR2B-типу, крізь які в постсинаптичне закінчення надходять

Ca2+, необхідні для активації кальциневрину та подальшого дефосфорилюван-

ня синаптичних рецепторів та інших ферментів [6]. Подальші дослідження уто-

чнили цю модель, продемонструвавши, що активація NMDA-рецепторів запу-

скає фосфатазний каскад PP2B-PP1, який веде до дисоціації AMPA-рецепторів

з постсинаптичної щільності та їх видалення з дендритних шипиків. Додатко-

во було показано, що інгібітори кальциневрину блокують LTD та не впливаю-

чи на LTP. Це підкреслює специфічність фосфатазної активності для індукції

синаптичної депресії [27]. Ключовим механізмом індукції LTD є зміни в тра-

фіку AMPA-рецепторів (AMPAR), збільшення ендоцитозу рецепторів, перева-

жно підтипів GluA2/3. LTD може реалізовуватися через посилення екзоцитозу

«нестабільних» Ca2+-проникних AMPA-рецепторів, позбавлених субодиниці

GluA2, що створює умови для тимчасового збільшення кальцієвої проникності.

Це створює позитивний зворотний зв’язок, який посилює кальцієві сигнали та

провокує подальшого вилучення цих рецепторів із синаптичної щілини [28, 25]

(рис. 1.1).

Рис. 1.1. Загальна схема розвитку довготривалої синаптичної депре-
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сії та довготривалої синаптичної потенціації. Відтворено з [27].

Хоча історично основну увагу в контексті механізмів індукції LTD приділя-

ли саме ендоцитозу AMPA-рецепторів, сучасні дослідження доводять, що на-

справді баланс співвідношення екзо- та ендоцитозу визначає амплітуду LTD.

Зокрема було показано, що при LTD в синапсах активується Rab-залежний ек-

зоцитоз AMPA-рецепторів з подальшим швидким ендоцитозом, і саме темп

чергування цих подій корелює з рівнем LTD [29]. А білок Arf6 координує як

доставлення нових AMPAR на мембрану, ендоцитоз рецепторів, діючи як «пе-

ремикач» між різними типами пластичності [30]. Також показано, що локаль-

на конденсація F-актина у перисинаптичних ділянках стовбура дендрита зда-

тна формувати фізичний бар’єр, що обмежує мобільність везикул, які містять

AMPA-рецептори, пригнічуючи їхній вихід до активних зон синапсів. Конден-

сація актину залежить від кооперативного зв’язування кальмодулін (calmodulin/

CaM) залежного білка кортактина з F-актином, що вказує на додаткові механі-

зми Ca2+-залежної регуляції LTD [31].

Отже, на молекулярному рівні LTD є результатом координованих змін фо-

сфорилювання субодиниць синаптичних рецепторів, процесів їх трафіку та ре-

організації цитоскелета. Таким чином, LTD не можна розглядати виключно як

ендоцитоз; це радше динамічна рівновага двох протилежних процесів.

1.1.2 Регуляція клатрин-опосередкованого ендоцитозу

Клатрин-опосередкований ендоцитоз (clathrim-mediated endocytosis/ CME)

відіграє ключову роль у зменшенні кількості AMPA-рецепторів на мембрані

дендритного дерева в процесі індукції LTD. У процесі CME ділянка плазмати-

чної мембрани зазнає низки висококоординованих подій, що вилучають ділян-

ку ліпідного бішару із білками у своєму складі у вигляді везикули діаметром

1̃00 nm, здатну до подальшого транспортування всередині клітини та утиліза-
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ції в ендосомальній системі клітини [5].

Ініціація CME відбувається в обмежених ділянках плазматичної мембрани

зі збільшеним локальним вмістом мінорного фосфоліпіда фосфоінозитол-4,5-

біфосфата (PIP2). На перших етапах комплекс адаптерних протеїнів 2 (adaptor

protein complex 2/ AP2) взаємодії із мішенями на мембрані та створює умови для

подальшої полімеризації клатрина та формування вкритих клатрином загли-

блень плазматичної мембрани (clathrin coated pits/ CCP) [32, 33, 34] (initiation на

рис. 1.2). За останні роки показано, що етап ініціації CME є оборотним – близь-

ко 30%новоутворенихCCP дисоціюютьще до стадії зрілої CPP [5] (stabilization

на рис. 1.2). На етапі зростання CPP відбувається послідовне залучення понад

50 допоміжних факторів, серед яких BAR-домен вмістні білки та актиновий

цитоскелет, що призводить до збільшення локальної кривизни мембрани в про-

цесі дозрівання CPP [35] (maturation на рис. 1.2). Приблизно за 30–60 s після

ініціації CME до шийки везикули приєднується динамін; його GTP-азна актив-

ність приводить до механохімічного звуження шийки та фінального відщепле-

ння везикули від поверхні плазматичної мембрани [32, 5] (fission на рис. 1.2).

Одразу після відщеплення везикули відбувається дисоціація клатриного кар-

касу за участю Hsc70 та ауксіліна, що повертає клатрин у цитозольний пул і

робить його доступним для нового циклу CME та дозволяє везикулі злитись із

ранніми ендосомами в цитоплазмі [33].
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Рис. 1.2. Загальна схема клатрин-опосередкованого ендоцитозу

(clathrin-mediated endocytosis/CME). Відтворено з [5].

Регуляція CME здійснюється на всіх етапах: ініціація контролюється вмі-

стом PIP2 в плазматичній мембрані, подальша взаємодія із білками-мішенями

контролюється поліморфізмом субодиниць AP2, посттрансляційними модифі-

каціями клатрину і динаміну та полімеризація F-актину, що може чинити ме-

ханічні перешкоди формуванню везикул [32, 5]. Наприклад, фосфорилювання

µ2-субодиниці AP2 підвищує її афінність до консервативних доменів білків-

мішеней, тоді як убіквітинація клатрину може виступати сигналом до дисо-

ціації дефектних CCP [35]. Сучасні методи мікроскопії надвисокої роздільної

здатності (STORM, L-PALM) дозволили виявити кластеризацію AP2 на ранніх

етапах та неоднорідність наборів допоміжних білків у різних CCP, що свідчить

про існування функціонально спеціалізованих субпопуляцій регіонів ендоци-

тозу [33].

1.1.3 Ендоцитоз синаптичних рецепторів

Ендоцитоз AMPA-рецепторів (AMPAR) є ключовим механізмом, який ви-

значає індукцію LTD та зменшення інтенсивності збуджувальної синаптичної
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передачі [36]. У класичному шляху CME початково AMPA-рецептори безпосе-

редньо взаємодіють з AP2 через мотив у С-кінцевого неструктурованого хвоста

субодиниць GluA1-3. С-кінцевий мотив AMPA-рецепторів структурно нагадує

сайт зв’язування синаптотагміну-1, що свідчить про спільні принципи взаємо-

дії пре- і постсинаптичних білків з AP2 [37]. Функціональне порушення вза-

ємодії GluA2 з AP2, зокрема введення пептидів-конкурентів, блокує NMDA-

індукований ендоцитоз і перешкоджає індукції LTD [37]. Дослідження у куль-

турі гіпокампальних нейронів також показали, що мутації C-кінцевого мотиву

субодиниці GluA2 блокує LTD-асоційовану втрату AMPA-рецепторів на по-

верхні клітини, але не впливає на LTP [38]. Додатково до AP2, у перебіг CME

залучені актин-асоційований білок кортактин і CaM-залежні сигнальні каска-

ди, що активують активуючи серин/треонінкінази, які можуть додатково мо-

дулювати процес ендоцитозу синаптичних рецепторів [39]. При індукції LTD

шляхом активації NMDA-рецепторів спостерігається швидке фосфорилювання

субодиниці GluA1 в позиціях S845 та S831 і субодиниці GluA2 в позиції S880.

Ці посттрансляційні модифікації призводять до зменшення спорідненості ре-

цепторів до компонентів постсинаптичної щільності й пришвидшує інтерналі-

зацію AMPA-рецепторів [39, 40, 34]

Оскільки в межах синапсів рецептори асоційовані із компонентами постси-

наптичної щільності, CME можуть підлягати виключно рецептори поза цим ре-

гіоном і латеральна рухливість у площині плазматичної мембрани визначає,

у яких ділянках дендритного древа буде відбуватися ендоцитоз. Ранні дослі-

дження показали, що частина поверхневих субодиниць GluA2 дифундує поза

межами постсинаптичної щільності та може інтерналізуватись в перисинапти-

чних зонах. Активність NMDA-рецепторів також підвищує мобільність AMPA-

рецепторів, полегшуючи їхній захват AP2 у віддалених від синапсів ділянках

мембрани [41, 42]. Також в експериментах з фотознебарвленням було показа-

но, що LTD-індукуюча стимуляція нейронів призводить до вивільнення субо-

диниць GluA1 з постсинаптичних щільностей і збільшення їх латеральної мо-
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більності, що може сприяти подальшому ендоцитозу [34]. Також відомо про

вплив динамічної зміни пальмитування субодиниць AMPA-рецепторів на їх

мобільність [43]. Наприклад, оборотне C-термінальне пальмитування субоди-

ниць GluA1 здатне зменшувати їх спорідненість до каркасних білків постсина-

птичної щільності [44].

Відомо, що поза межами постсинаптичної щільності спостерігається актив-

на дисоціація тетрамерів AMPA-рецепторів на окремі димерні та мономерні

компоненти, що володіють значно більшою латеральною дифузією. Це може

обумовлювати трафік не цілих рецепторних комплексів, а окремих субодиниць

в процесі розвитку синаптичної пластичності [45]. Таким чином, динаміка ди-

фузії як компонентів, так і цілих AMPA-рецепторів на поверхні нейрона тісно

інтегрована з процесом ендоцитозом, а перехід між маломобільним синапти-

чним станом і рухливим станом визначає просторовий розподіл потенційних

регіонів інтерналізації рецепторів.

Наразі одними з ключових структур, де відбувається ендоцитоз синапти-

чних рецепторів, вважаються так звані зони ендоцитозу (endocytic zones/ EZ),

що являють собою стабільні утворення багаті клатрином які розташовуються

безпосередньо біля постсинаптичної щільності. У ранніх роботах за допомо-

гою електронної мікроскопії було показано, що близько 70�% CCP в структу-

рі дендритних шипиків розташовані на відстані <100 nm від постсинаптичної

щільності, утворюючи морфологічний «пояс» в якому відбувається активний

трафік рецепторів [46] (рис. 1.3).
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Рис. 1.3. Машинерія трафіку синаптичних рецепторів. Відтворено з [46].

Стабілізація зв’язку між постсинаптичною щільністю та EZ відбувається

шляхом взаємодії між динаміном-3 та структурним білком Homer. Динамін-3

безпосередньо зв’язується з Homer, що фізично фіксує CCP в околицях пос-

тсинаптичної щільності. Порушення зв’язку динамін-3–Homer призводить до

втрати EZ синапсами, зменшенням кількості субодиниць GluA1/2 на поверхні

мембрани й зменшення амплітуд мініатюрних EPSC (miniature EPSC/ mEPSC)

[47].

Сучасні дослідження з використанням методів візуалізації окремих подій

ендоцитозу свідчать, що у відповідь на активацію NMDA-рецепторів відбува-

ється стрімке збільшення частоти утворення везикул із субодиницями GluA1

та GluA2 та збільшені темпи ендоцитозу спостерігаються навіть по завершен-

ню протоколу індукції LTD. Переважна кількість подій ендоцитозу спостері-

гається в безпосередній близькості до постсинаптичних щільностей, натомість

CCP в пересинаптичних ділянках дендритного стовбура не демонстрували змі-

ни активності. Це все чітко вказує, що за фізіологічних умов, коли активую-

ться виключно синаптичний пул NMDA-рецепторів, активний трафік AMPA-
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рецепторів відбуватиметься переважно в близьких до синапса структурах бага-

тих на клатрин, тобто в межах EZ [48].

Мікроскопія надвисокої роздільної здатності дозволила детально досліди-

ти тонку організацію EZ. Так, переважна кількість структурних на адаптерних

білків, що беруть участь в ініціації CME, розташовуються на периферії багатих

клатрином регіонів і безпосередньо не впливають на взаємну локалізацію EZ та

постсинаптичної щільності. Також наразі не виявлено свідчень щодо асоціації

EZ з актином в складі цитоскелета. Вважається, що активне формування вези-

кул відбувається на периферії EZ, коли білки-мішені досягають меж цих обла-

стей в процесі дифузії. Також відомо, що активація NMDA-рецепторів в про-

цесі індукції LTD не впливає на кількість багатих клатрином структур в межах

дендритних шипиків, натомість активація метаботропних mGluR-рецепторів

призводить до збільшення кількості клатрина [49]. Це вказує на наявність окре-

мих, і поки невідомих, механізмів, що регулюють трафік синаптичних рецепто-

рів у відповідь на активацію різних типів рецепторів, спрямовану на індукцію

LTD в експериментальних умовах. Для окремого типу метаботропних рецепто-

рів mGluR5 навіть описана окрема популяція багатих клатрином структур з де-

що відмінним набором білків. Це дозволяє незалежно регулювати склад реце-

пторів в межах окремого дендритного шипика [50].

Разом всі ці свідчення вказують на те, що EZ морфологічно та динамічно

відмінні від решти багатих клатрином зон в межах дендритного стовбура. Ці

регіони є високоспеціалізованими структурами, що відповідають за скоорди-

нований незалежний і локальний трафік різних типів синаптичних рецепторів

шляхомCME. А порушення структури EZ і подальша інтерналізація рецепторів

в пересинаптичних ділянках може призводити до виснаження локального пулу

рецепторів і впливати на процеси синаптичної передачі в межах поодиноких

дендритних шипиків.
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1.1.4 Експериментальні методи індукції довготривалої

NMDA-рецептор залежної синаптичної депресії

Наразі основними експериментальними підходами для індукції LTD є три-

вала електрична стимуляція та фармакологічна обробка дослідного препарату.

Обидва підходи спрямовані на тривалу, але помірну активаціюNMDA-рецепторів

(тривалістю до декількох сотень секунд) що призводить до збільшення [Ca2+]i

та запускає процеси інтерналізації синаптичних AMPA-рецепторів.

Електрофізіологічна індукція LTD відбувається шляхом тривалої низькоча-

стотної стимуляції (1 Hz впродовж 200–300 s) аферентних волокон у випадку

органотипових зрізів або пресинаптичних нейронів у випадку первинної куль-

тури клітин. Для ефективного усунення Mg2+-блоку NMDA рецепторів вико-

ристовують або позаклітинні розчини із зменшеною концентрацієюMg2+, або,

у випадку комбінації із patch-clamp записами, встановлення потенціалу утрима-

ння постсинаптичного нейрона на рівні -40mV [6, 51, 52, 53]. Електрична сти-

муляція дозволяє отримувати патерн змін [Ca2+]i максимально наближений до

фізіологічної, адже відбувається безпосередня активація синапсів. Однак цей

підхід дуже вибагливий до конфігурації нейронної мережі в зразку, адже ви-

магає наявності прямих моносинаптичних контактів досліджуваної клітини із

популяцією клітин, що піддаються електричній стимуляції, що особливо кри-

тично у випадку використання первинних культур клітин.

Фармакологічний підхід до індукції LTD є простішим і передбачає оброб-

ку зразка (bath-application) розчином із помірною концентрацією NMDA (20-

50 µM ) за присутності в розчині гліцина (10-20 µM ), коактиватора NMDA-

рецепторів. Прикладання розчину впродовж 1-5 хвилин розглядається як ефе-

ктивний протокол індукції LTD як в органотипових зрізах, так і в первинній

культурі клітин [51, 53, 48, 29, 54, 49]. До ключових недоліків цього підходу

варто віднести невибірковість активації NMDA-рецепторів, адже впливу аго-
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ніста піддаються як синаптичні, так і екстрасинаптичні рецептори. Це значно

впливає на загальний просторовий патерн надходженняCa2+ в клітину та дуже

умовно може відповідати змінам [Ca2+]i у відповідь на синаптичну активність.

Також через те, що впливу агоніста одночасно піддається весь зразок, це уне-

можливлює реєстрацію більше як однієї клітини, що значно знижує продуктив-

ність експериментальної роботи та підвищує її вартість.

1.2 Нейронні кальцієві сенсори

1.2.1 Особливості будови та функціонування

нейронних кальцієвих сенсорів

Кальцієві буфери відіграють ключову роль у перетворенні змін [Ca2+]i на

специфічні молекулярні відповіді. У межах навіть поодинокого дендритного

шипика за Ca2+конкурують численні білки, причому характер цієї конкуренції

за обмежену кількість ліганду визначається одночасно і локальною морфологі-

єю дендритного дерева, і швидкістю надходження Ca2+ в клітину, і буферною

ємністю цитоплазми. Варто зауважити, що навіть найбільш високо експресова-

ний в нейронах CaM мусить активно конкурувати із представниками нейрон-

них кальцій-зваязуючих білків (neuronal calcium-binding protein/ nCaBP) та ней-

ронних кальцієвих сенсорів (neuronal calcium sensor/ NCS), що мають зіставні

та, подекуди, навіть вищі показники афінності до Ca2+ та можуть легко виті-

сняти CaM за певних просторово-часових умов; доменна структура найбільш

поширених буферів що наявні в нейронах наведена на рис. 1.4. Таким чином,

уже на рівні первинного зв’язування йонів формується селективність подаль-

ших сигнальних шляхів [7].
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Рис. 1.4. Схема сімейств кальцієвих буферівщо експресуються в ней-

ронах. Відтворено з [7].

Родина NCS налічує понад 20 білків, усі вони містять чотири консерватив-

нихCa2+-звязуючих домени, так звані EF-hand-домени. Та, на відміну від CaM,

у NCS наявна посттрансляційна модифікація, до N-кінця білкової молекули

ковалентно приєднується залишок міристинової кислоти, що обумовлює мем-

бранну локалізаціюNCS. В окремих представників цих білків також є активний

механізм міристинового перемикача, коли залишок жирної кислоти експонує-

ться з гідрофобної кишеньки молекули виключно у Ca2+-зв’язаному стані, що

обумовлює оборотне і Ca2+-залежне вбудовування до ліпідних мембран (рис.

1.5). Оновлений аналіз послідовностей та структур показав, що ця родина роз-

діляється на чотири підгрупи, що відрізняються як набором ефекторних біл-

ків, так і кінетикою взаємодії з кальцієм. Структурні дані свідчать, що лише

EF-hand-домени 2-4 є функціонально активними, тоді як домен 1 зазвичай є не-

функціональним, виконуючи скоріше роль у стабілізації конформації молекули

[10, 11, 7, 12].
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Рис. 1.5. Схема роботи міристильного перемикача. Відтворено з [10].

Одним з перших відкритих представників NCS, був рековерин, виявлений

у фоторецепторах сітківки. Було виявлено, що сенсор може регулювати світло-

чутливі протеїнкінази через Ca2+-залежну асоціацію з ліпідними мембранами

[55, 56]. Пізніше для білків підродини VILIP (visinin-like proteins) також пока-

зали виражену Ca2+-залежну транслокацію з цитозолю до плазматичної мем-

брани у нейронах гіпокампа . Цей процес виявився чутливим до просторового

профілю змін [Ca2+]i, що дозволило припустити роль VILIP в розпізнаванні

просторово-часової динаміки надходження Ca2+ [57]. Для білка NCS-1 відома

сигнальна функція у метаботропній LTD. Експерименти показали, що актива-

ція mGluR призводить до активації NCS-1, який ініціює сигнальний каскад, не-

обхідний для стійкого зниження амплітуд синаптичних струмів [58]. Не менш

значущим є взаємодії нейрокальцину δ (NCALD) із компонентами цитоскеле-

та, що забезпечує участь сенсора у регуляції ендоцитозу й реструктуризація

актинового цитоскелета та структурній пластичності. Також виявлена Ca2+-

залежна асоціація NCALD з клатрином, що вказує на потенційну роль у сорту-

ванні та трафіку везикул в синаптичних закінченнях [59].

Особливу увагу серед численної родиниNCSпривертає гіпокальцин (hippocalcin/

HPCA), що демонструє найвищу афінність до Ca2+ з усіх відомих представ-

ників NCS [60, 21] і дуже високі рівні експресії в пірамідних клітинах гіпо-

кампа та специфічні біохімічні властивості[ [61, 62, 60]. Було показано, що у
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відповідь на зміни [Ca2+]i HPCA демонструє швидку транслокацію до плазма-

тичної мембрани. Використання флуоресцентних міток дозволило в реальному

часі візуалізувати цикли асоціації та дисоціації HPCA клітинними мембрана-

ми [63, 64, 65]. Подальша робота з гіпокампальними нейронами показала, що

транслокація може відбуватись навіть на рівні окремих дендритних шипиків,

що свідчить про здатність HPCA реагувати та інтерпретувати зміни у [Ca2+]i

на мікро- та нанодоменному рівні [66].

Ще однією характерноюособливістюHPCA є його висока афінність доPIP2,

мінорного фосфоліпіда в складі плазматичної мембрани що також відіграє ва-

жливу функцію в регуляції CME. Було встановлено, що N-термінальний пе-

птид HPCA здатен зв’язуватися з ліпосомами, збагаченими PIP2, із Kd близь-

ко 50 nM , що значно перевищує навіть афінність PH-домена фосфоліпази Cδ,

активно витісняючи флуоресцентний маркер на основі PH-домена з мембран у

живих клітинах [18].

1.2.2 Гіпокальцин в регуляції збудливості нейронних

мереж та синаптичної пластичності

Попередні імуногістохімічні дослідження показали, що HPCA виявляє ви-

соку експресію в пірамідних клітинах гіпокампа, особливо в ділянках CA1 і

CA3, а також у корі й стріатумі, що вказує на його потенційну участь у когнітив-

них процесах [55]. Функціональна значущість такої експресії підтверджується

на моделях нокаутних мишей: нокаут генаHpca не змінює морфології відповід-

них відділів мозку, проте суттєво знижує активність транскрипційного фактора

CREB після деполяризації нейронів або активації NMDA-рецепторів. У тварин

із нокаутом гена Hpca спостерігається погіршення просторового орієнтування

та порушення асоціативного навчання, що свідчить про критичну роль HPCA

для формування просторової та довготривалої пам’яті [67].

Клінічні генетичні дослідження розширили уявлення про значення HPCA,
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показавши, що мутації у цьому білку зумовлюють розвиток первинної ізольо-

ваної дистонії (Torsion dystonia-2/ DYT2). Перші повідомлення, що пов’язували

точкові мутації у HPCA з етіологією DYT2, описували клінічну картину в па-

цієнтів з ураженням м’язів шиї та тулуба, порушення координації та довільні

рухи кінцівок [19, 20]. Біофізичний аналіз показав, що точкові мутації T71N та

A190T, описані при DYT2, не змінюють афінність HPCA до Ca2+ та не пору-

шують функціонування міристильного перемикача, проте суттєво порушують

олігомеризацію білка і зміни кальцієвого гомеостазу, що узгоджуються з гі-

перзбудливістю, яка лежить в основі розвитку клінічної картини захворювання

[21]. Водночас інші дослідження вказують, що точкова мутація N75K значущо

впливає на афінність HPCA доCa2+, що порушує як процеси транслокації каль-

цієвого сенсора, так і призводить до загального дисбалансу в буферній системі

нейронів [22]. Сукупність генетичних даних дозволяє розглядати HPCA як но-

ву мішень терапевтичного втручання при DYT2 та, ймовірно, інших розладів

руху [20, 21, 22].

Регуляція нейронної збудливості за участі HPCA чітко проявляється в залу-

ченості білка до такої форми короткочасної нейронної пластичності як повільна

постгіперполяризація (slow afterhyperpolarisation/ sAHP). В експериментах на

зрізах гіпокампа показано, що вхідний струм, який обумовлює розвиток sAHP,

відсутній у тварин із нокаутом генаHpca. Внутрішньоклітинне введення HPCA

до досліджуваних клітин призводило до відновлення sAHP, водночас введення

варіанта HPCA з порушеним міристилюванням N-кінці — ні. Це свідчить про

необхідність Ca2+-залежної транслокації HPCA до мембран для активаціїK+-

проникних каналів та розвитку sAHP, що запобігає надлишковій збудливості

нейронів. Таким чином, через sAHP HPCA накладає обмеження на максималь-

ну можливу частоту активності окремих нейронів і опосередковано регулює

ритми на рівні цілих нейронних мереж [13, 14, 15].

Іншою важливою функцією HPCA є потенційна сигналізація в процесі роз-

витку різних форм LTD. Непрямими біохімічними методами була показана зда-
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тність HPCA до Ca2+-залежної взаємодії з одним із ключових сигнальних ком-

понентів CME, β-субодиницею в складі AP2 (AP2B1). Також було визначено,

що фрагмент HPCA що складався із 2-72 амінокислотних залишків нативного

білку здатен конкурентно пригнічувати розвиток синаптичної депресії в моделі

NMDA-рецептор залежної LTD. Разом ці опосередковані свідчення сформува-

ли сучасні уявлення про роль HPCA як Ca2+-залежної човникової системи до-

ставки AP2 до поверхні мембрани, де вже відбувається взаємодія адаптерного

комплексу з AMPA-рецепторами та запускається ендоцитоз, що і обумовлює

розвиток LTD (загальна схема сигналізації наведена на рис. 1.6) [9]. Також є

окремі свідчення про сигнальну роль HPCA в процесах зменшення кількості

NMDA-рецепторів в активних синапсах. У цьому випадку у відповідь на акти-

вацію мускаринових ацетилхолінових рецепторів і вивільнення Ca2+ з внутрі-

шньоклітинних депо шляхом активації IP3-рецепторів HPCA, що потенційно

може бути попередньо асоційований із компонентами постсинаптичної щіль-

ності, вивільняється та сприяє CME NMDA-рецепторів [68].

Рис. 1.6. Схема сигналізації гіпокальцину в процесі індукції довго-

тривалої депресії. Відтворено з [9].
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Все наведене вище демонструє, що HPCA є надзвичайно важливим і ду-

же малодослідженим компонентом кальцієвої сигналізації в нейронах, адже

його унікальні біофізичні властивості дозволяють цьому кальцієвому сенсору

активно і локально реагувати на найменші та найшвидші зміни [Ca2+]i в межах

мікро- і нанодоменів дендритного дерева та спонукає до подальших активних

досліджень цього білка як з біофізичної, так і фізіологічної точок зору.

1.3 Оптичні методи в біофізичних дослідженнях

1.3.1 Епіфлуоресцентна та конфокальна мікроскопія

Класична флуоресцентна мікроскопія реєструє світло з всієї товщі зразка.

Кожне точкове джерело розсіюється у форму, що нагадує подвійний перевер-

нутий конус, відомий як функція розсіювання точки (point spread function/ PSF).

Тільки центральна частина цієї області знаходиться уфокальній площині об’єкти-

ва, а решта флуоресцентного сигналу сприяє розмиванню зображення через

надходження світла з областей простору поза фокусом (центральна область на

рис. 1.7).

Рис. 1.7. Ілюстрація ефективного об’єму простору в межах якого від-

бувається детекція сигналу для різних типів флуоресцентної мікро-

скопії. Відтворено з ZEISS-campus.

Роздільна здатність оптичної системимікроскопа, тобто мінімальна відстань

https://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/livecellimaging/techniques.html
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між двома точковими джерелами світла, які можливо розрізнити на кінцевому

зображені, обумовлюється довжиною хвилі світла λ та такою характеристикою

об’єктива, як числова апертура NA. Варто зауважити, що значення збільшен-

ня оптичної системи не впливає на роздільну здатність, як видно з рівняння

критерію Релея для латеральної роздільної здатності dxy оптичної системи на-

веденому в рівнянні (1.1) [69].

dxy =
0.61λ

NA
(1.1)

Конфокальна скануюча мікроскопія дозволяє ефективно відсікати світло,

що надходить поза меж фокальної площини об’єктива. Це стає можливим зав-

дяки використанню в оптичній схемі мікроскопа додаткової конфокальної апер-

тури. У цьому випадку стає можливим об’ємна візуалізація біологічних зразків,

шляхом послідовної реєстрації різних фокальних площин (ліворуч від центру

на рис. 1.7). Аксіальна роздільна здатність dxz оптичної системи, тобто міні-

мальна відстань між двома точковими об’єктами, що розташовуються вздовж

оптичної осі об’єктива, на жаль, є значно гіршою за латеральну. Це обумовле-

но фізичними принципами формування PSF і ця величина додатково залежить

від коефіцієнта заломлення середовища n в якому відбувається отримання зо-

браження, як наведено в рівнянні для наближеної оцінки глибини різкості (1.2)

[69].

dxz =
nλ

NA2
(1.2)



37

1.3.2 Флуоресцентні індикатори Ca2+

Після відкриття ролі іонів кальцію як універсального вторинного месендже-

ра гостро постала потреба в чутливих та селективних індикаторах для in situ

реєстрації змін [Ca2+]i. Фундаментальною роботою в цій галузі стала стаття

Grynkiewicz, Poenie та Tsien, у якій було запропоновано сімейство нових флуо-

ресцентних хелаторів Ca2+ на основі стілбенових хромофорів, зокрема Fura-2

та Indo-1 [70]. Fura-2 характеризується зміщенням піка збудження з 380 nm

у вільному стані до 340 nm у Ca2+-зв’язаному стані, що дозволяє застосову-

вати дві довжини хвилі збудження для точного вимірювання співвідношення

кількості двох форм барвника та оцінки абсолютного значення концентрації

Ca2+. Водночас Indo-1 пропонує альтернативний підхід — розрізнення віль-

ної та зв’язаної форми індикатора за спектром емісії: при фіксованій довжині

хвилі збудження близько 350 nm пік емісії зміщується з 475 nm до 400 nm пі-

сля зв’язування Ca2+. Значення Kd для Fura-2 (145 nM ) та Indo-1 (230 nM ) є

оптимальними для детекції змін [Ca2+]i в фізіологічних межах. Недоліком обох

основних індикаторів першого покоління є відносно невелика яскравість та не-

обхідність використання ультрафіолетового випромінювання збудження, що є

фототоксичним та викликає значні рівні автофлуоресценції.

Друге покоління індикаторів Ca2+ започаткували Fluo-2 та Fluo-3 — похі-

дні флуоресцеїну, описані Minta, Kao та Tsien[71]. Ці сполуки вже не зміню-

вали спектральні характеристики (однохвильові індикатори) після зв’язуван-

ня Ca2+, однак набули суттєво більшої квантової ефективності та мали спектр

збудження у видимому діапазоні спектра, що дозволило використовувати для

збудження широко доступний аргоновий лазер (488 nm). Попри однохвильову

природу цих індикаторів, точне оцінювання абсолютних значень [Ca2+]i мо-

жливе за умови попіксельного калібрування та корекції на внутрішньоклітин-

ні буфери Ca2+ [72]. Подальшим розвитком цього сімейства індикаторів став
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Fluo-4 (Kd 350 nM ) із підвищеним квантовим виходом майже вдвічі більшою

фотостабільною та меншою чутливістю до pH , що зробило цей індикатор дуже

зручним інструментом для моніторингу швидкоплинних коливань [Ca2+]i на-

віть в межах поодиноких дендритних шипиків[73]. Доступність ацетоксіметил-

похідних індикаторів, які легко проникати крізь плазматичну мембрану та зда-

тних до гідролізу під дією внутрішньоклітинних естераз і подальшого накопи-

чення активної форми індикатора в цитозолі робить їх надзвичайно зручним

інструментом в роботі з культурами клітин.

У випадку однохвильових флуоресцентних кальцієвих індикаторів інтен-

сивність флуоресцентного сигналу безпосередньо залежить від концентрації

кальцій-зв’язаної форми індикатора ([F − Ca2+]), що залежить від загальної

концентрації індикатора [F ]T та константи дисоціаціїKd (1.3). Співвідношення

між зміною концентрацією кальцій-зв’язаної форми індикатора (∆[F −Ca2+])

та зміни [Ca2+]i (∆[Ca2+]i) відображає буферну місткість індикатора κF , чу-

тливість індикатора до змін концентрації Ca2+ (рівняння 1.4).

[F − Ca2+] = [F ]T
[Ca2+]i

[Ca2+]i +Kd
(1.3)

κF ≈ ∆[F − Ca2+]

∆[Ca2+]i
(1.4)

Лінійна залежність між ∆[F − Ca2+], що відображає і зміну інтенсивності

флуоресценції, та ∆[Ca2+]i зберігається лише за умови великих концентрацій

барвника та [Ca2+]i � Kd. За таких умов наближене значення концентрації

кальцій-зв’язанної форми індикатора [F − Ca2+] та буферна місткість можуть

бути оцінені за рівняннями 1.5 та 1.6 [74].
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[F − Ca2+] = κF [Ca2+]i (1.5)

κF =
[F ]T
Kd

(1.6)

1.3.3 Фотолабільні кальцієві буфери

Точний контроль [Ca2+]i з високоюпросторово-часовою роздільною здатні-

стю в умовах експерименту став можливим завдяки застосуванню фотолабіль-

них («caged-calcium») буферів Ca2+. Серед таких сполук найбільш вживаним є

нітрофеніл-EGTA (NP-EGTA), вперше синтезований 1994 році [75]. У темряві

NP-EGTA зв’язує Ca2+ з високою афінністю, і Kd становить близько 80 nM ,

а спорідненість доMg2+ є на кілька порядків нижчою, що визначає високу се-

лективність сполуки щодо йонів кальцію. Під дією ультрафіолетового світла

відбувається фотоліз нітрофенільної групи й миттєве вивільнення Ca2+ у нав-

колишнє середовище. Експериментально показано, що опромінення з довжи-

ною хвилі 350 nm дає напівперіод фотолізу близько 60 µs і енергетичні вимоги

до ультрафіолетового опромінення залишаються у безпечному для більшості

клітин діапазоні. Фотохімічний вихід реакції високий, завдяки чому практично

весь зв’язаний кальцій звільняється після одноразового світлового імпульсу.

Відмінною рисою NP-EGTA є також мінімальна зміна pH середовища після

фотолізу. Продукти фотолізу не мають високої афінності до двовалентних іо-

нів, тому звільнений кальцій залишається повністю доступним для клітинних

реакцій. При цьому фрагменти утворені після фотолізу майже не поглинають

у видимому спектрі, що забезпечує сумісність із флуоресцентною мікроскопі-

єю. Комбінація NP-EGTA з флуоресцентними індикаторами Ca2+ дозволяє то-
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чно калібрувати коливання [Ca2+]i і порівнювати їх з теоретичними моделями

буферизації. Після опромінення клітина отримує стрибкоподібне підвищення

[Ca2+]i до мікромолярних концентрацій, яке здатне імітувати фізіологічні реа-

кції. Використання точкового лазерного освітлення дає змогу отримувати ло-

кальні регіони вивільнення Ca2+ у сотні нанометрів, що є особливо корисним

в дослідженні мікродоменної кальцієвої сигналізації.

1.3.4 Фьорстеровське резонансне перенесення енергій

в дослідженнях біомолекул

Фьорстеровське резонансне перенесення енергії (FRET) є безвипроміню-

вальним механізмом передачі збудження між донорним і акцепторним флу-

орофорами, це явище проявляється за умови зближення молекул на відстань

близько 1−10 nm, що зіставно з розміром окремих біологічних макромолекул

(рис. 1.8). Залежність ефективності перенесення енергії від шостого степеня ве-

личини (r6) дистанції між флуорофорами дозволяє чітко реєструвати їх коло-

калізацію. Ця особливість робить FRET чутливим і зручним інструментом для

дослідження взаємодій білків, конформаційних змін макромолекул та динаміки

сигналізації у живих клітинах[76, 77].

Важливим фактором, що впливає на ефективність FRET є перетин спектра

емісії молекули-донора та спектра збудження молекули-акцептора. Для оцін-

ки величини FRET використовують підходи, що ґрунтується на спектральних

властивостях випромінювання (intensity-based), змінах в часі існування флуо-

ресценції (lifetime-based) та змінах в поляризації випромінювання (anisotropy-

based) [77, 78].

Підходи, що використовують спектральні властивості випромінювання за-

сновані на оцінці змін інтенсивностей сигналів в спектральних каналах доно-

ра та акцептора, з урахуванням паразитного перекриття спектрів флуорофорів.

Такі підходи є найбільш уживаними, оскільки не вимагають надто коштовно-
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го обладнання, виключно джерело декількох монохроматичних довжин хвиль

збудження та набір відповідних світлофільтрів. Однак за належного калібрува-

ння ці підходи дозволяють кількісно оцінювати параметри білок-білкових вза-

ємодій та конформаційних перебудов [76, 79, 80, 81, 82, 83].

Тривалість флуоресценції (τ ) характеризує час, впродовж якого флуорофо-

ри перебувають в збудженому стані перш ніж повернутись до основного стану

шляхом випромінювання фотонів чи розсіювання енергії без випромінювання.

Кожен флуорофор має власний унікальний характер затухання флуоресценції,

тому наявність FRET, який забезпечує новий альтернативний шлях переходу

зі збудженого в основний стан, вносить зміни в характер тривалості флуоре-

сценції. За наявності FRET тривалість флуоресценції донора стає коротшою,

що можна безпосередньо виміряти з використанням FLIM (fluorescence lifetime

imaging microscopy) [76].

Метод флуоресцентної анізотропії засновані на аналізі поляризації флуо-

ресцентного сигналу. За умови нерухомості флуорофора, площина поляризації

світла збудження та емісії мають збігатись. Однак у реальному випадку біоло-

гічних макромолекул орієнтація флуорофорів впродовж існування збудженого

стану встигає змінитись, внаслідок спонтанного теплового руху молекул. То-

му у випадку використання світла певної поляризації для збудження, флуоре-

сцентне випромінювання буде деполяризовано (анізотропічне) і ступінь депо-

ляризації буде залежати від мобільності флуорофорів. Анізотропія чутлива до

розміру і формимакромолекул та динаміки внутрішньоклітинного середовища.

Більші флуорофори матимуть меншу рухливість, тоді як флуорофори меншого

розміру будуть швидше змінювати положення. За умови взаємодії різних моле-

кул донора та акцептора час флуоресценції зменшується, як вже було зазначено

вище, одже є менше часу для зміни положення флуорофора що призводить до

збільшення анізотропії. Натомість за умови FRET між однаковими флуорофо-

рами (homoFRET) не відбувається зміни часу флуоресценції, однак через змен-

шення мобільності флуорофора внаслідок збільшення його розмірів, кінцева



42

анізотропія випромінювання буде меншою. Через це цей підхід особливо кори-

сний в дослідженні олігомеризації біологічних макромолекул [76, 84, 85, 86].

Рис. 1.8. Схема Фьорстеровського резонансного перенесення енергії

(FRET). Відтворено з [78].

Окремим фактором, який треба враховувати при застосуванні FRET в до-

слідженнях макромолекул що локалізуються на мембранах є proximity FRET,

перенесення енергії між флуорофорами яке відбувається внаслідок їх спонтан-

ного зближення без подальшої специфічної взаємодії в процесі латеральної ди-

фузії по поверхні мембрани [87]. Детальний аналіз показав, що навіть рецепто-

ри які специфічно не взаємодіють перебуваючи на поверхні мембрани можуть

демонструвати значущі величини FRET виключно через збіг у площині мем-

брани, що встановлює нижню межу чутливості для досліджень білок-білкових

взаємодій мембранних білків. Проте сучасні симуляції цього явища для мо-

номерних і олігомерних мембранних білків кількісно описали залежність ве-

личини такої похибки від поверхневої густини флуорофорів та ступеня оліго-

меризації, що дозволило розробити методи корекції експериментальних даних

[88, 89, 90, 91].
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1.3.5 Флуоресцентні білки та зонди на їх основі

в біофізичних дослідженнях

Флуоресцентні білки є незамінними інструментами сучасної біофізики та

нейронаук, відкриваючиможливість безпосередньої візуалізації клітинних про-

цесів в живих системах [92]. Першою хвилею розвитку флуоресцентних біл-

ків було отримання ціанового та жовтого варіантів зеленого флуоресцентного

білка (green fluorescent protein/ GFP) дикого типу із медузи Aequorea victoria.

Штучний варіант підсиленого ціанового флуоресцентного білка (enhanced cyan

fluorescent protein/ ECFP) був отриманий шляхом заміни критичних аміноки-

слот у хромофорному ядрі GFP, що спричинило батохромний зсув максиму-

му збудження до 433 nm та емісії до 475 nm. ECFP характеризується коро-

тшим часом існування збудженого стану порівняно з батьківським білком, про-

те демонструє достатню фотостабільність для багаторазової експозиції в жи-

вих системах [92]. Підсилений жовтий флуоресцентний білок (enhanced yellow

fluorescent protein/ EYFP) був одержаний шляхом заміни в області Tyr66-His67-

Gly68, що призвело до формування спряженої електронної π-системи та зсуву

максимум емісії до 527 nm і збільшення квантового виходу флуорофора [93].

Значне перекриття спектра емісії ECFP та спектра збудження EYFP зробило цю

пару білків класичною системою для досліджень з використанням FRET.

Подальший розвиток різноманітних за спектральними характеристикамифлу-

оресцентних білків супроводжувався створенням TagRFP — яскравого моно-

мерного червоного білка з підвищеною фотостабільністю, а спектральні вла-

стивості дозволили використовувати його в комбінаціях із зеленими та жовти-

ми флуорофорами, наприклад для одночасної реєстрації сигналів індикаторів

Ca2+ сімейства Fluo та білків інтересу [94]. Арсенал флуоресцентних білків

розширювався і в бік синьої області спектра, де варто звернути увагу на ста-

більний і яскравий білок TagBFP, отриманий шляхом перетворення червоного
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білка на яскравий синій з максимумом емісії 456 nm [95]. TagBFP також є зру-

чним донором в дослідах з використанням FRET, коли акцептором виступають

білки з зелено-жовтої області спектра.

Нещодавно описаний варіант флуоресцентного білка mBaoJin, що бере свій

початок від флуорофору дикого типущо був виділений з медузиCytaeis uchidae

наразі є одним з найбільш довершених флуорофорів білкового походження.

Надзвичайна фотостабільність, висока яскравість (у 8-10 разів більша в порів-

нянні із білками першого покоління) та нечутливість до змін pH в широких

фізіологічних межах роблять його зручним інструментом в дослідах, що вима-

гають тривалої або високочастотної візуалізації досліджуваних білків із одно-

часним зменшенням фототоксичності через зменшення необхідного часу екс-

позиції [96].

Окрім використання химер із білків інтересу та флуоресцентної мітки, ши-

рокого вжитку набули спеціалізовані флуоресцентні зонди та індикатори на

основі флуоресцентних білків. Так для селективної візуалізації клітинних мем-

бран в складі клітини використовується похідна EYFP, де до C-кінця флуоре-

сцентного білка приєднано домен нейромодуліну із сигнальними послідовно-

стями для подвійного пальмітилювання (EYFP-Mem). Це забезпечує інтегра-

цію мітки в склад ліпідних мембран [97].

Також варто виокремити зонди на основі плекстринового домену (PH-домену)

PLCδ, які дозволяють селективно візуалізувати розподіл мінорного фосфоліпі-

да PIP2 в живих клітинах [98]. Використання PH-домену із флуоресцентними

білками GFP та EYFP шляхом спостереження за перерозподілом флуоресцен-

тного сигналу дозволив безпосередньо візуалізувати процес гідролізу PIP2 в

результаті активації PLCδ [99].

Використання FRET-пари із PH-доменів з мітками ECFP та EYFP дало змо-

гу кількісно оцінити кінетику активності PLCδ в межах окремих дендритних

гілочок [100, 101], а аналіз траєкторій поодиноких молекул зонда з викори-

станням TIRF мікроскопії показав, що окремі регіони зв’язування PH-доменів
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майже не дифундують латерально, вказуючи на їх утримання в складі ліпідних

нанодоменів або через взаємодію із цитоскелетом [102].

1.4 Іонофорез

1.4.1 Іонофорез в дослідженнях синаптичної передачі

та синаптичної пластичності

Іонофорез є зручним методом введення малих кількостей фармакологічних

препаратів та барвників або ін’єкції неорганічних іонів в околиці досліджуваної

клітини. Однак цей метод є досить неточним. Абсолютна швидкість вивільне-

ння (а отже, і концентрація, досягнута біля кінчика мікроелектрода) зазвичай

невідома в межах коефіцієнта 2-5. Швидкість зміни концентрації препарату на

поверхні клітини при початку імпульсу викиду залежить не лише від відстані

до кінчика мікроелектрода, але й від фізичних властивостей самого електрода.

Короткі іонофоретичні прикладанняфармакологічних препаратів давноши-

роко застосували для селективної активації різних типів рецепторів. У випадку

глутаматних рецепторів досліджували індивідуальні внески AMPA- та NMDA-

компонентів у потенціал постсинаптичної клітини [103], а варіювання полярно-

сті та амплітуди струмів прикладання надавало можливості градуйовано при-

гнічувати або посилювати синаптичну передачу з точністю до кількох деся-

тків відсотків [104]. Також поєднання парних внутрішньоклітинних записів з

локальним швидким іонофорезом глутамату та NMDA (0.2-1 ms) дозволили

з’ясувати що амплітуди mEPSC коливаються переважно через пресинаптичні

варіації кількості вивільненого нейромедіатора, а не через насичення рецепто-

рів [105], а варіювання тривалостей іонофоретичних імпульсів дозволили від-

творювати різні режими частотної залежності викиду нейромедіатора, моделю-

ючи фізіологічні патерни активності нейронів [106, 107]. А надшвидкі прикла-

дання глутамату (< 100µs) були використані для дослідження кінетичних вла-
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стивостей NMDA-рецептор залежних йонних струмів [108]. Окрім як для при-

кладання лігандів глутаматних та GABA рецепторів, іонофорез застосовувався

в дослідженнях впливуLi+ на синаптичну провідність [109] та дофамінергічної

синаптичної передачі [110].

Однак застосування іонофорезу в дослідженнях довготривалої синаптичної

пластичності та кальцієвої сигналізації є вкрай обмеженим. Так серії із 5 повто-

рюваних іонофоретичних прикладань NMDA тривалістю 10 s використовували

для моделювання LTP в зрізах гіпокампа [111], а поодинокі прикладання глу-

тамату тривалістю одиниці секунд було використано в нашій лабораторії для

досліджень сигналізації HPCA в нейронах гіпокампа [66]. Проте потенціал іо-

нофорезу в експериментальних дослідженнях поза галуззю біофізики іонних

каналів та активації поодиноких синаптичних закінчень є вельми великим. І

поєднання іонофоретичних підходів із сучасними методами візуалізації живих

клітин є дуже перспективним, як з погляду підвищення точності фармакологі-

чного впливу на досліджувані клітини, так і з погляду збільшення продуктив-

ності експериментальної роботи, на відміну від повної заміни позаклітинного

розчину (bath application).

1.4.2 Фізичні основи іонофоретичного прикладання

Вивільненню речовини з кінчика іонофоретичного електроду сприяє чоти-

ри основних механізми: безпосередньо електричне поле, що забезпечує іонофо-

рез, дифузія, об’ємний потік через градієнт гідростатичного тиску та об’ємний

потік через електроосмотичні ефекти. Розділення внесків цих чотирьох механі-

змів є складною задачею і загальний переніс маси речовини є складнішим про-

цесом, аніж проста алгебраїчна сума внесків всіх чотирьох механізмів. Подаль-

ший опис фізичних принципів процесу іонофорезу ґрунтуватиметься на ранніх

роботах, що мали на меті описати процеси перенесення за кожного з механі-

змів за стаціонарних умов [112] та уточнити їх взаємодію і часову динаміку
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[113, 114].

Рис. 1.9. Геометрія конічного кінчика іонофоретичного електрода.

Відтворено з [115].

Іонофорез — це електрофоретична міграція іонів у градієнті електричного

потенціалу [116]. Якби електрофоретичне перенесення було єдиним транспорт-

ним механізмом, то вивільнення певного виду йонів з електрода описувались

би співвідношенням (1.7). q представляє загальний потік вmol/s, I це струм, z

– заряд йона і F це стала Фарадея (96480 C/mol). Фактор перенесення n пред-

ставляє емпіричний коефіцієнт, що описує внесок окремого типу йонів, що об-

умовлюють загальний струм. Наприклад, у випадку вивільнення певного типу

катіонів з електрода у зовнішній розчин, у формуванні струму водночас брати-

муть участь аніони із зовнішнього розчину, що рухаються всередину електро-

ду. Значення фактору перенесення n знаходяться в межах 0.1 – 0.5 для катіонів,

але є значно для більшим аніонів. Знак мінус в наведеному рівнянні є наслід-

ком того, що за умови струму назовні іони рухаються у напрямку зменшення

r (рис. 1.9. Якщо імпульс струму, що забезпечує перенесення заряду Q кулон,

то загальна кількість іонів цільової речовини, що покинула електрод, дорівнює

nQ/zF моль. Невідповідність такої простої моделі з експериментальними да-

ними виникає за умови, коли струм I є нульовим, що означало б нульовий потік
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речовини q. Однак в дослідних умовах завжди спостерігається незначне спон-

танне витікання речовини з електрода.

q = −nI

zF
(1.7)

Важливим чинником, що сприяє витіканню речовини, є дифузія йонів, те-

пловий рух за градієнтом хімічного потенціалу [116]. Для конічного електрода

(1.9) з внутрішнім діаметром 2a та кутом сходження 2θ rad із початковою кон-

центрацією речовини C0 mol з коефіцієнтом дифузії D рівноважний дифузій-

ний потік речовини qD буде описуватись рівнянням (1.8). Для мінімізації спон-

танного дифузійного витікання варто прагнути зменшувати концентрацію ре-

човини C0 в розчині для заповнення електрода, або використовувати електро-

ди з більшим опором, відповідно зменшуючи радіус a та/або кут сходження θ

електрода. Альтернативно, ефективним є застосування струму запирання зво-

ротного напрямку.

qD = πDC0θa (1.8)

Потік обумовлений гідростатичним тиском розчину в електроді qH викли-

кається впливом гравітації та обмежується опором в’язкості й описується рів-

нянням (1.9). Прискорення вільного падіння g=9.8 m/s2, щільність розчину ρ,

висота стовпа розчину h та характеристики геометрії електрода характеризу-

ють тиск стовпа розчину, а в’язкість розчину η обумовлює опір, що протидіє

цьому тиску.
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qH =
3πθa3C0ρgh

8η
(1.9)

Електроосмотичний внесок в загальне перенесення маси в іонофоретичних

електродах обумовлюється дією електрокінетичних сил і є проявом властиво-

стей подвійного електричного шару на поверхні скла електрода. Зважаючи на

негативний заряд поверхні силікатного скла, рухома компонента подвійного

електричного шару несе позитивний заряд і прагне переміщуватись в електри-

чному полі, що прикладається в процесі іонофорезу. Це обумовлює менші зна-

чення фактора перенесення для аніонів, оскільки за негативної полярності стру-

му, необхідної для їх вивільнення з електрода, напрямок міграції подвійного

електричного шару є зустрічним, що загалом перешкоджає потоку аніонів ін-

тересу назовні.
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РОЗДІЛ 2

Матеріали та методи

2.1 Культури клітин

2.1.1 Первинна культура нейронів гіпокампа щура

Модельною системою в роботі виступає первинна культура нейронів гіпо-

кампа щура, для якої характерна висока експресія ендогенного гіпокальцину,

наявний протокол отримання первинної культури нейронів гіпокампа є адапта-

цією протоколів [117, 118]. Біологічний матеріал отримували з новонародже-

них щурів лінії Wistar, після декапітації гіпокамп виділяли в асептичних умо-

вах, відокремлювали зону CA1 та піддавали тканину трипсинізації в розчині із

0.25% v/v трипсину(MilliporeSigma, США) у Minimum Essential Medium (МЕМ

GlutaMax) при 37°C, 10 хв. Після ферментації, для інгібування ферменту ткани-

ну додавали в пробірку епендорф з 1ml середовища МЕМGlutaMax з 10% кін-

ської сироватки (horse serum/HS) і обережно перемішували. Фінальним етапом

виділення клітинної суспензії є перенесення тканини у пробірку об’ємом 5 ml

із 3mlМЕМGlutaMax з 10% horse serum та осадження клітин на дно пробірки.

Після цього супернатант з клітинами наносили на стерильні круглі покривні

скельця діаметром 18 мм у 12-лункові планшети (greiner, США). Скельця по-

передньо оброблені сумішшю полі-L-лізина (PLL, 40 µg/ml, MilliporeSigma) з

ламініном (5 µg/ml, Thermo Fisher Scientific Inc., США) для поліпшення адгезії

клітин до поверхні та створення оптимальних умов для їх росту. Клітини куль-

тивували у живильному середовищі MEM GlutaMax (Thermo Fisher Scientific

Inc., США) з додаванням 1% horse serum, 0.25% гентаміцину, 2% суміші нутрі-

єнтів B27 та 1% суміші нутрієнтів N2 (Thermo Fisher Scientific, США). Інкуба-

цію проводили за температури 37°C та з вмістом 5% CO2 в атмосфері. Заміну

поживного середовища здійснювали кожні 3-4 доби.
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Роботи з культурою виконували в стерильних умовах спеціально обладна-

ного приміщення, оснащеного ламінарними боксами II класу біологічної без-

пеки (ESCO, Тайвань), CO2-інкубаторами (ESCO, Тайвань) та інвертованим

мікроскопом (Nikon, Японія). Всі маніпуляції проводили відповідно до норм

безпеки та захисту.

Усі процедури з тваринами проводили відповідно до вимог Комітету з пи-

тань захисту тварин Інституту фізіології ім. О.О. Богомольця НАН України та

згідно з Настановами Національного інституту охорони здоров’я США щодо

догляду та використання тварин. Всі щури були з віварію Інституту фізіології

ім. О.О. Богомольця НАН України.

2.1.2 Лінійна культура клітин HEK 293

Клітинна лінія HEK 293 (human embryonic kidney/HEK - клітини людської

ембріональної нирки) була отримана з Банку клітинних культур НАН України

(Інститут фізіології ім. О.О. Богомольця НАНУкраїни, Київ, Україна). Культи-

вування клітин проводили в поживному середовищі наступного складу: DMEM

з додаванням 10%FBS (fetal bovine serum/ембріональна сироватка бика) та 0.25%

розчину гентаміцину із концентрацією 100mg/ml. Інкубацію здійснювали при

температурі 37°C та з вмістом 5% CO2 в атмосфері. Заміну поживного середо-

вища здійснювали кожні 3-4 доби, а пересадку клітин за допомогою розчину

трипсин-EDTA здійснювали по досягненню 80-90%щільності покриття клітин.

Всі використані для культивування клітин реагенти виробництва Thermo Fisher

Scientific Inc. (США).

Для подальших експериментів клітини вирощувались в пластикових чашках

Петрі діаметром 35mm зі скляним дном (Nest, США), решту часу клітинна лі-

нія підтримувалась в культуральних флаконах з площею поверхні для росту

25 cm2 (greiner, США). Роботи з культурою виконували в стерильних умовах

спеціально обладнаного приміщення, оснащеного ламінарними боксами II кла-
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су біологічної безпеки (ESCO, Тайвань),CO2-інкубаторами (ESCO, Тайвань) та

інвертованим мікроскопом (Nikon, Японія). Всі маніпуляції проводили відпо-

відно до норм безпеки та біологічного захисту.

2.1.3 Генетичні конструкції для трансфекції клітин

В роботі було використано ряд генетичних конструкцій, що представляли

плазмідну ДНК для конститутивної експресії рекомбінантних білків інтересу з

флуоресцентними мітками в культурах клітин.

Для дослідження поведінки HPCA використовувались наступні плазміди:

HPCA-EYFP [64], HPCA-TagRFP [18], HPCA-mBaoJin (генетична конструкція

створена спільно з колегами з YPBiotech).

Для дослідження взаємодії HPCA з AP2 використано плазміду із міченою

β-субодиницеюAP2 (AP2B1). Плазміда з AP2B1-EYFP та плазміди із мембран-

ною міткою (EYFP-Mem) і міткою до PIP2 (PHD-ECFP) є подарунком лабора-

торії dr. Robert D. Burgoyne (the Physiological Laboratory, University of Liverpool,

Liverpool, UK).

Як мітку для постсинаптичної щільності використано плазміду із PSD95-

TagRFP (червоний колір флуоресценції, addgene 52671).

2.1.4 Транзієнтна трансфекція первинних культур клітин

На 10-14 день in vitro (Day in vitro/DIV) нейрони трансфікували викори-

стовуючи реагент Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., США), по

протоколу, описаному постачальником. Перед трансфекцією все культуральне

середовище у лунці замінювали на підігрітий MEM GlutaMAX без будь-яких

добавок. Для кожної лунки 0.3-1 µg ДНК в 150 µl MEM GlutaMAX поєднува-

ли з 3.5 µl Lipofectamine 2000 в 150 µl MEM GlutaMAX. Суміш інкубували 20

хвилин при кімнатній температурі, а потім додавали до нейронів. Через 2 го-
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дини середовище замінювали свіжим нагрітим культуральним середовищем і

витримували при 37 °C в 5% CO2 протягом 1-2 днів.

2.1.5 Транзієнтна трансфекція лінійних культур клітин

Для трансфекції клітин HEK 293 було використано реагент Lipofectamine

3000 (Thermo Fisher Scientific Inc., США). Процедуру трансфекції проводили

відповідно до рекомендацій та протоколу виробника. Максимальна загальна

маса плазмідної ДНК на один зразок клітин не перевищувала 2 µg.

2.1.6 Підготовка культур клітин до експерименту

Тривале культивування клітин призводить до незначного випаровування

культурального середовища, навіть в умовах зволоженої атмосфери інкубато-

ра, що викликає зміни осмолярності середовища. Для подальших експеримен-

тальних досліджень культивовані клітини переносились в збалансований со-

льовий розчин фіксованого складу із HEPES як буферного компонента (HEPES

buffered saline/HBS, pH = 7.3, див. склад в 2.1).

Компонент Концентрація Маса чи об’єм

NaCl 150mM 4383mg

KCl 2.5mM 92.5mg

CaCl2 2mM 147mg

MgCl2 · 6H2O 1mM /0.3mM 102mg/30.5mg

HEPES 10mM 1192mg

ddH2O n/a 500ml

Таблиця 2.1. Склад позаклітинного розчину HBS (HEPES buffered saline).
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Перед початком експериментів із первинною культурою нейронів гіпокам-

па готується аліквота HBS з додатками (лінійна культура HEK 293 вимагає ли-

ше глюкози) та підігрівається до 37°C перед початком роботи:

1) Глюкоза до кінцевої концентрації 5mM (9mg на 10ml);

2) Гліцин до кінцевої концентрації 10 µM (1 µl на 10ml за використання сто-

кового розчину 100mM ), необхідний ко-активатор NMDA-рецепторів;

3) TTX до кінцевої концентрації 500 nM (1 µl на 10 ml за використання сто-

кового розчину 5 mM ), необхідний для блокування спонтанної мережевої

активності в культурі шляхом пригнічення розповсюдження потенціалів

дії.

Пряме перенесення клітин з культурального середовища в HBS може при-

звести до осмотичного шоку та провокування відшарування клітин і знижен-

ня їх життєздатності. Для запобігання осмотичного шоку перенесення клітин в

сольовий розчин відбувалось поступово, шляхом заміни культурального сере-

довища за кілька етапів з періодами інкубації між кожним; послідовність ета-

пів наведено в 2.2. Впродовж експериментів з клітинами для підтримання жит-

тєздатності використовувалась система проточної перфузії експериментальної

камери із підігрівом позаклітинного розчину. Детальна схема та загальний ви-

гляд системи перфузії наведено у додатку B.

Видалений об’єм Доданий об’єм Інкубація

- 500 µl 10min

500 µl 700 µl 10min

700 µl 1000 µl 10min

Таблиця 2.2. Послідовність заміни культуральне середовище на позаклітинний

розчин для запобігання осмотичного шоку клітин
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2.2 Мікроскопічні та флуоресцентні методи

2.2.1 Завантаження культур клітин проникними AM-похідними

індикатора Fluo-4 та фотолабільного хелатора NP-EGTA

Для експериментів, що вимагали візуалізації концентрації Ca2+, або фото-

індукованого підвищення [Ca2+]i клітини проникними завантажували ацето-

ксіметил (AM) похідними [119, 120] флуоресцентного індикатора Fluo-4 або

фотолабільного кальцієвого хелатора NP-EGTA за протоколом, адаптованим із

[121].

Для приготування розчинів для завантаження використовували стокові роз-

чини Fluo-4/AM (Thermo Fisher Scientific Inc., США) та NP-EGTA/AM (Thermo

Fisher Scientific Inc., США) в DMSO (MilliporeSigma, США) з концентрацією

5 mM . Стокові розчини розводили в позаклітинному розчині HBS: для заван-

таження Fluo-4/AM в співвідношенні 1:1000 до кінцевої концентрації 5 µM ;

NP-EGTA в співвідношенні 1:2500 до кінцевої концентрації 2 µM . Клітини пе-

реносили в розчин з AM-похідними реагентів і проводили інкубацію впродовж

20 хвилин за 37 °C. Після інкубації розчин для завантаження видаляли, а кліти-

ни один раз промивали 500 µl HBS після чого розчин замінювали 1ml свіжого

HBS, а завантажені клітини підтримували при 37 °C до використання.

2.2.2 Епіфлуоресцентна та конфокальна мікроскопія

Для проведення флуоресцентних реєстрацій в комбінації з іонофорезом ви-

користовувалась експериментальна установка на базі інвертованого мікроско-

па IX71 (Olympus, Японія) до якої входили: високоапертурний об’єктивUApo/340

40×/1.35 (Olympus, Японія), цифрова камера Sensicam QE (PCO, Німеччина),

монохроматор PolychromeV (TillPhotonics, Німеччина), модуль керування ICU2
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(TillPhotonics, Німеччина), оптичний розділювачDual-view (Optical Insights, США),

набори флуоресцентних фільтрів 69002 та 69008 (Chroma, США).

Для проведення конфокальних реєстрацій клітин HEK 293 використову-

вався мікроскоп FV1000 (Olympus, Японія) центру загального користування

НАН України (інститут фізіології ім. О.О. Богомольця НАН України.). Зобра-

ження поодинокихфокальних площин отримували з використанням водно-імерсійного

об’єктива з високою апертурою (60×, NA1.00; Olympus, Японія). HPCA-mBaoJin

збуджували за допомогою аргонового лазера з довжиною хвилі 488 nm, а його

емісію реєстрували в діапазоні 497–535 nm. Фотоліз NP-EGTA проводили за

допомогою напівпровідникового лазера з довжиною хвилі 405 nm. Одинична

подія фотостимуляції застосовувалася до всієї площі клітини в межах кадру,

використовуючи потужність лазера 20–25% та час експозиції 8ms на піксель.

2.2.3 Оцінка ефективності Фьорстеровського резонансного

перенесення енергії

Для детекції та кількісної оцінки величини FRET в роботі було використа-

но трикубовий метод (3-cube approach/ E-FRET) [79, 122]. Стандартним підхо-

дом детекції FRET є кількісна оцінка величини сенсибілізованої емісії (sensitied

emission/Fc), інтенсивності сигналу акцептора за збудження донора (IDA) з ура-

хуванням перетину спектрів збудження та емісії флуорофорів виражених через

відповідні коефіцієнти a, b, c та d (2.1). За умови низького сигналу акцептора в

спектральному каналі донора за довжини хвилі збудження донора та низького

сигналу донора в каналі емісії акцептора за довжини хвилі збудження акцепто-

ра коефіцієнти b ≈ c ≈ 0 і вираз для загальної оцінки Fc набуває простішого

вигляду (2.2).

Для отримання чотирьох необхідних спектральних каналів використовува-

лись дві довжини хвилі збудження та два спектральних канали реєстрації. Для

збудження донора (HPCA-ECFP) використовували довжину хвилі 435 nm, для



57

збудження акцептора (AP2B1-EYFP) використовували довжину хвилі 505 nm.

Реєстрацію двох спектральних каналів забезпечувало використання приставки

Dual-View із дихроїчним фільтром з граничною довжиною хвилі 505 nmщо до-

зволяло отримувати зображення в обох каналах одночасно. Проведена оцінка

калібрувальних коефіцієнтів для нашої дослідної установки з використанням

клітини що експресували або лише донор, або лише акцептор дала наступні

значення: a = 0.12± 0.07 (2.3) та d = 0.79± 0.1 (2.6).

Fc = IDA − a(IAA − cIDD)− d(IDD − bIAA) (2.1)

Fc = IDA − aIAA − dIDD (for b = c = 0) (2.2)

a = IDA(A)/IAA(A) (2.3)

b = IDD(A)/IAA(A) (2.4)

c = IAA(D)/IDD(D) (2.5)

d = IDA(D)/IDD(D) (2.6)

Оскільки Fc є безрозмірною величною та залежить від характеристик наяв-

ного обладнання, наступним кроком була оцінка ефективності FRET (Eapp),

величини що характеризує відсоток він загальної кількості збуджених моле-

кул донора, що передали свою енергію молекулам акцептора. Найпростішим

способом оцінки Eapp є вимірювання відновлення сигналу донора після фото-

деструкції акцептора (2.7), однак цей підхід не можна застосовувати у випад-

ку тривалих візуалізацій живих клітин. Метод E-FRET передбачає обхід цьо-

го обмеження шляхом впровадження параметра G, коефіцієнта що відображає

співвідношення між сенсибілізованою емісієюFc та рівнем відновлення донора
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(2.8). Оцінка G дозволяє позбавитись необхідності в фотодеструкції акцептора

та оцінюватиEapp безпосередньо із величини Fc та сигналу з каналу реєстрації

донора IDD (2.9), що більш детально представлено в рівнянні 2.10.

Eapp =
IpostDD − IDD

IpostDD

(2.7)

G =
Fc

IpostDD − IDD

(2.8)

Eapp =
Fc

Fc +GIDD
(2.9)

Eapp =
IDA − aIAA − dIDD

IDA − aIAA + (G− d)IDD
(2.10)

Значення коефіцієнта G було отримано з використанням тандемної кон-

струкції що містила одночасно донор та акцептор (ECFP-EYFP) та подальшої

оцінки відновлення флуоресцентного сигналу донора (∆IDD) та падіння інтен-

сивності сенсибілізованої емісії (∆Fc) після фотодеструкції акцептора (2.11).

Для нашої дослідної установки оцінка становила G = 3.6± 0.2.

G =
(IDA − aIAA − dIDD)− (IpostDA − aIpostAA − dIpostDD )

IpostDD − IDD

=
∆Fc

∆IDD
(2.11)

Отримані значення коефіцієнтів a, d та G дозволили надалі оцінювати зна-

чення Eapp для кожного окремого пікселя в тривалих флуоресцентних реєстра-

ціях живих клітин.
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2.3 Флуоресцентні та електрофізіологічні реєстрації

в комбінації з іонофоретичними прикладаннями

2.3.1 Підготовка до виконання іонофоретичних прикладань

Іонофоретичні електроди виготовляли із капіляра OD 1.5mm та ID 0.86mm

із філаментом для спрощення заповнення розчином (Sutter Instrument, США).

Налаштування програми для пулера P-97 (Sutter Instrument, США) наведені в

таблиці 2.4. Опір готових електродів був у межах 100–120 MΩ. Враховуючи

малий діаметр кінчиків електродів, доцільно використовувати виключно капі-

ляри з філаментом, щоб уникнути проблем із заповненням. Впродовж експе-

риментального дня через засмічення електродів використовувалось до 4–6 еле-

ктродів.

HEAT PULL VEL TIME PRESSURE

Ramp 55-60 70-80 250 500

Таблиця 2.3. Програма для виготовлення іонофоретичний електродів.

Для заповнення електродів використовувався розчинNMDA (MilliporeSigma,

США) концентрацією 100 mM або 15 mM в позаклітинному розчині (HBS,

pH = 7.3). Після заповнення електрод закріплювався у тримачі головки підси-

лювача. Кінчик електрода розташовувався над поверхнею розчину в експери-

ментальній камері (2.1Aa). В програмному забезпеченні PatchMaster, відкрив-

ши вікна підсилювача (Amplifier) та осцилоскопа (Oscilloscope). Для позиці-

ювання кінчика електрода всередині камери дотримувалися певної процеду-

ри, виходячи з конфігурації установки з мікроманіпулятором, встановленим

ліворуч від експериментальної камери. Спочатку, коли електрод знаходиться

над камерою, його кінчик позиціювався позаду та праворуч від оптичної осі
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об’єктива (2.1Ab). Процес занурювання кінчика електрода у розчин в камері

контролювався шляхом спостереження за пором електрода, занурення завер-

шувалось, коли опір падав з діапазону GΩ до цільового значення приблизно

100–120MΩ.

У програмному забезпеченні PatchMaster налаштування каналу приклада-

ння скидалось натисканням ”Setup”у вікні підсилювача, переходили у режим

фіксації струму (current clamp) і встановлювався струм утримання (retention

current) +3–5 nA. Полярність цього струму визначалась зарядом йона фармако-

логічної сполуки; за pH = 7.3 йони NMDA заряджені негативно. Встановлення

струму утримання відбувалось якомога швидше, оскільки інакше NMDA міг

вільно витікати з електрода і спричиняти передчасну активацію навколишніх

нейронів. Для візуалізації кінчика під час фінального позиціювання електрод

переміщувався на себе вздовж осі Y, доки в полі зору не з’являлась тінь (2.1B).

Потім електрод переміщувався вліво вздовж осі X, утримуючи його тінь у цен-

трі. Точка, де яскрава пляма накладалась на тінь, вказувала на місце перетину

електрода з поверхнею рідини в експериментальній камері (2.1C). Електрод пе-

реміщувався далі вліво вздовж осі X до кінця його тіні, а потім опускався вниз

уздовж осі Z, доки кінчик не опинявся у фокусі. Для досягнення максимальної

глибини різкості на цьому етапі повністю закривали ірисову діафрагму кон-

денсора (2.1D), оскільки за відкритої діафрагми візуалізація електрода була б

надзвичайно складною (2.1E).
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Рис. 2.1. Встановлення та позиціювання іонофоретичного електроду

на експериментальній установці.

2.3.2 Підготовка та виконання флуоресцентних реєстрацій

Протокол іонтофорезу налаштовували у програмному забезпеченні PatchMaster.

Загальна тривалість типового протоколу становила 4 хвилини й він складався

з 25 s запису фонової активності, 60 s прикладання NMDA та наступних 155 s

відмивання. Для синхронізації протоколу іонофорезу із реєстрацією флуоре-

сцентних зображень було використано функцію зовнішнього тригера (опція

”Trigger Series”), а частоту дискретизації електрофізіологічного запису було
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знижено до 1 kHz для зменшення розміру файлу запису. Вихідний канал бу-

ло встановлено як Stim-1, а оскільки прикладання проводилось в режимі фі-

ксації струму (current-clamp), канал запису було встановлено як Imon-1. Часові

сегменти протоколу були визначені таким чином: 25-секундний фоновий се-

гмент зі струмом утримання +5 nA (I-memb), 60-секундний сегмент прикладан-

ня зі струмом -100 nA та фінальний сегмент відмивання зі струмом утримання

+5 nA. Для досягнення максимального струму прикладання на рівні -100 nA

коефіцієнт підсилення було встановлено на самому низькому можливому рівні

(0.005 mV /pA). Перед запуском протокол перевіряли у вікні візуалізації, щоб

переконатися, що він правильно налаштований у режимі фіксації струму. Після

цього протокол запускали, переводячи підсилювач у стан готовності до отри-

мання зовнішнього TTL-тригера від блоку керування мікроскопа 2.2.

Рис. 2.2. Протокол для іонофоретичного прикладання в ПЗ

PatchMaster.
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(1-4) Налаштування вводу-виводу для каналу прикладання. (5-7) Ча-

сові сегменти протоколу прикладання, режим запису та попередній

перегляд протоколу.

Для контролю флуоресцентної візуалізації живих клітин використовували

програмне забезпечення Live Acquisition (FEI, Німеччина) та обирали тип екс-

перименту ”Multi Channels”. Налаштовувався один канал реєстрації, а довжину

хвилі збудження встановлювали на 505nm для детекції EYFP у трансфікованих

нейронах або 495nm для нейронів, завантажених індикатором Fluo-4. Для огля-

ду клітин та вибору поля зору ініціювали тестовий запуск із кількома десятками

циклів експозиції, при цьому час експозиції зводили до мінімуму для зменше-

ння фотодеструкції флуорофорів. Фокусувались на обраному нейроні та роз-

ташовували його в центрі поля зору. Після цього кінчик іонофоретичного еле-

ктрода розміщували приблизно на 10µm вище клітини. Для підвищення відтво-

рюваності та спрощення аналізу кінчик електрода позиціювали точно в центрі

поля зору. Протокол флуоресцентної реєстрації створювали в редакторі прото-

колів (“Protocol Editor”), додавши три основні елементи: цикл (“Loop”, 1×), три-

гер (“Trigger”) для синхронізації підсилювача та елемент ”Multi Channel”. Для

опціональної двоканальної візуалізації трансфікованих клітин у вкладці ”Multi

Channel”обирали два канали з довжинами хвиль збудження 505 nm для EYFP

та 575 nm для TagRFP. Альтернативно, для візуалізації концентрації Ca2+ в

клітинах, завантажених індикатором Fluo-4, обирали один канал із довжиною

хвилі збудження 495 nm. Кількість циклів (“Loop Count”) було встановлено на

48× із загальним часом циклу (“Total Cycle Time”) 5 s, що забезпечувало за-

гальну тривалість запису 4 хвилини з частотою кадрів 0.2 Hz. Запис протоко-

лу ініціювали натисканням кнопки ”Acquire”у програмному забезпеченні Live

Acquisition 2.3.
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Рис. 2.3. Протокол флуоресцентної реєстрації у двох спектральних

каналах в ПЗ Live Acquisition.

(1) Налаштування типу досліду. (2-5)Налаштування довжин хвиль

збудження та тривалості реєстрації. (6) Вікно налаштування прото-

колу реєстрації

2.3.3 Підготовка до виконання patch-clamp реєстрацій mEPSCs

В електрофізіологічних експериментах індукція NMDA-рецептор залежної

LTD потребує зняття блокування Mg2+ з NMDA-рецепторів. Для цього іоно-

форетичне прикладання супроводжувалось деполяризацією нейрона до потен-

ціалу -40mV . Деполяризацію можна пропустити, якщо використовується HBS

з Mg²� у концентрації 0.3mM . Також можна використовувати HBS безMg2+,

однак відсутністьMg2+ у позаклітинному розчині негативно впливає на вижи-

вання клітин.

Комбінований протокол для одночасної електрофізіологічної реєстрації mEPSCs
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та іонофоретичного прикладання вимагав налаштування протоколу для двох

каналів підсилювача в програмному забезпеченні Patch Master. Для першого

каналу іонтофорезу було використано струм утримання +5 nA впродовж 170 s,

прикладання тривалістю 60 s зі східчастою зміною струму до -100nA та подаль-

ше повернення до струму утримання +5 nA на 320 s. Для зменшення розмі-

ру файлу запису було використано зменшену частоту дискретизації 3.33 kHz

(інтервал запису 300 µs). Встановлено вихідний канал (Stim-1) для іонофоре-

тичного електрода, відповідний канал для моніторингу струму прикладання

(Imon-1) і визначено три часові сегменти: базовий сегмент з ретенційним стру-

мом (I-memb) на 170 s, сегмент покладання зі струмом -100 nA на 60 s і сегмент

відмивання зі струмом утримання (I-memb) на 320 s. Для каналу було обрано

режим current-clamp і значення підсилення встановлювалось на самому низь-

кому можливому рівні (0.005 mV /pA), щоб забезпечити максимальний струм

прикладання -100 nA. Відповідні налаштування каналу у вікні Pulse Generator

наведено на рисунку 2.4.
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Рис. 2.4. Протокол каналу 1 для іонофоретичного прикладання в ПЗ

PatchMaster.

(1-3) Налаштування вводу-виводу для каналу прикладання. (4-6) Ча-

сові сегменти протоколу прикладання, режим запису та попередній

перегляд протоколу.

Для другого каналу, що відповідав за запис mEPSC, було налаштовано вихі-

дний канал (Stim-2) та відповідний канал запису у режимі voltage-clamp (Imon-

2). Окремо було встановлено режим запису voltage-clamp, і обрано опціюSeparate

Timing, щоб забезпечити можливість налаштування незалежних часових се-

гментів протоколу. Часові сегменти протоколу: утримання -60 mV впродовж

150 s, деполяризація до -40 mV на 100 s для зняття Mg2+-блоку з NMDA-

рецепторів і повернення до -60 mV на 300 s. Відповідні налаштування каналу

у вікні Pulse Generator наведено на рисунку 2.5.

Рис. 2.5. Протокол каналу 2 для запису mEPSCs в ПЗ PatchMaster.
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(1-2) Налаштування вводу-виводу для каналу запису. (4-5) Часові се-

гменти протоколу запису, режим запису та попередній перегляд про-

токолу.

Patch-піпетки виготовляли із капіляра OD 1.5 mm та ID 0.86 mm із філа-

ментом для спрощення заповнення розчином (Sutter Instrument, США). Нала-

штування програми для пулера P-97 (Sutter Instrument, США) наведені в та-

блиці 2.4. Опір готових піпеток був у межах 3–4 MΩ Для заповнення піпеток

було використано внутрішньоклітинний KCl-метансульфонатний розчин, де-

тальний склад наведено в таблиці 2.5, всі використані реагенти виготовлення

MilliporeSigma (США). Готовий розчин аліквотувався по 0.5ml і зберігався за-

мороженим.

2.3.4 Виконання patch-clamp реєстрацій mEPSCs

Заповнену внутрішньоклітинним розчином піпетку фіксували в тримачі на

голівці підсилювача що змонтована на мікроманіпуляторі (Sutter Instrument,

США), і розташовують її над поверхнею рідини в камері після чого кінчик пі-

петки занурюють у камеру. У програмному забезпечені PatchMaster виконують

процедуру Setup у вікні підсилювача, щоб скинути налаштування каналів запи-

су. Далі фокусуються на кінчику піпетки. Проводять візуальний огляд, щоб пе-

реконатися, що отвір піпетки не забитий, і перевіряють опір, який повинен бути

в межах 3–4MΩ. Для перешкоджання забивання піпетки в процесі підведення

її до клітини подають позитивний тиск через трубку, що під’єднана до тримача

піпетки, після чого закривають вентиль на трубці та вмикають Test Pulse у вікні

підсилювача.

Коли піпетка наближалась дошару клітин, маніпулятор перемикався на низь-

ку швидкість і кінчик піпетки позиціювався над центром соми обраного нейро-
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HEAT PULL VEL TIME PRESSURE

Ramp 0 18-25 250 500

Таблиця 2.4. Програма для виготовлення patch-піпеток.

на. Спускаючись до поверхні нейрона, уважно контролювався опір. Коли опір

збільшувався приблизно вдвічі (5–7 MΩ), обережно прикладався негативний

тиск через трубку тримача електрода і закривався клапан. На цьому етапі опір

між піпеткою та референтним Ag-AgCl електродом різко зростав. Коли він ся-

гав 200–300 MΩ, негативний тиск знімався. Чекали допоки опір досягав зна-

чень близько 1 GΩ, що свідчило про формування надійного контакту із по-

верхнею клітини. Якщо цього не відбувається, формуванню контакту додатко-

во сприяли приклавши додатковий негативний тиск.

Компонент Концентрація Маса чи об’єм

KCl 10mM 18.64mg

Метансульфонієва кислота 135mM 324.37mg

Mg-ATP 4mM 50.7mg

Na-GTP 0.4mM 5.23mg

Фосфокреатін-2Na 5mM 31.89mg

EGTA 0.5mM 4.75mg

HEPES 10mM 59.5mg

ddH2O n/a 25ml

Таблиця 2.5. Склад внутрішньоклітинного розчину для заповнення patch-

піпеток.

Для компенсації паразитної ємності піпетки використовували функцію “C-

Fast” compensation, і давали кілька хвилин на стабілізацію контакту між кліти-

ною і піпеткою. Стежити за значенням струму витоку, який мав бути в діапа-
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зоні 10–20 pA. Перед проривом мембрани клітини та створенням конфігурації

whole-cell, потенціал утримання встановлювали на рівні -60 mV . Створенням

негативного тиску через трубку проривали клітинну мембрану, що визначалось

за виникненням транзієнтів ємності на тестовому імпульсі напруги. Після по-

яви транзієнтів, негативний тиск негайно припинявся. Паразитну ємність мем-

брани клітини компенсували функцією “C-Slow compensation”. Електрод для

іонтофорезу встановлювали приблизно на 10 µm над апікальним дендритом

нейрона, з яким щойно було встановлено контакт, та ініціювали протокол. Для

подальшого аналізу були використані виключно реєстрації, впродовж яких зна-

чення опору доступу змінювались не більше як на 20%.

2.4 Аналіз зображень

Для аналізу мікроскопічних зображень був розроблений спеціальний пла-

гін domb-napari [123] для napari, відкритого переглядача багатовимірних зобра-

жень на базі Python [124], щоб забезпечити швидкий і зручний аналіз експери-

ментальних даних.

Він розроблений таким чином, щоб бути доступним навіть для дослідни-

ків без навичок програмування. Нижче буде наведено короткий опис процесу

аналізу даних. Вичерпна документація та можливість повідомити про проблеми

доступні в репозиторії GitHub (github.com/wisstock/domb-napari); весь вихідний

код опубліковано під ліцензією MIT Open Source License.

Оскільки цифрові зображення є багатовимірними масивами даних, в основ-

ному було використано функціонал бібліотеки numpy [125] з використанням

функціоналу бібліотеки numba [126] для оптимізації та пришвидшення про-

грамного забезпеченняшляхом попередньої компіляції найбільш вживаних еле-

ментів коду. Для роботи із часовими рядами, перетвореннями та вирівнювання-

ми багатовимірнихмасивів використано бібліотеки scipy, scikit-image, pybaseline

та DIPY [127, 128, 129, 130]. Робота з табличними даними проводилась з засто-

https://github.com/wisstock/domb-napari
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суванням бібліотеки pandas [131]. Для візуалізації даних використано бібліо-

теки vispy та matplotlib [132, 133]. Наразі плагін domb-napari підходить лише

для малих і середніх за обсягом даних, але не для високопродуктивних реє-

страцій з великим обсягом даних. Плагін був протестований на наборах даних

епіфлуоресцентної мікроскопії, LSM-конфокальної мікроскопії та конфокаль-

ної мікроскопії з обертовим диском.

Процедура аналізу даних експериментів із комбінацією іонофоретичного

прикладання NMDA та флуоресцентної реєстрації первинної культури нейро-

нів із ко-експресієюHPCA-EYFP та PSD95-TagRFP. Кожен окремий етап оброб-

ки забезпечується окремим віджетом в складі плагіна domb-napari:

1) Попередня обробка даних: Віджет попередньої обробки стека зображень

із декількома спектральними каналами надає загальні функції розділення

спектральних каналів на окремі серії зображень, медіанний фільтр та коре-

кцію фотовицвітання флуорофорів з експоненційною або біекспоненцій-

ною оцінкою вицвітання (2.6А).

2) Детекція перерозподілуфлуоресценції:Основнимметодом виявлення пе-

рерозподілу флуоресцентно мічених білків є серія диференціальних або

«червоно-зелених» зображень. Диференціальне зображення розраховується

як попіксельна різниця в інтенсивності між одним кадром зображення та

попереднім, як описано в [66, 22]. Віджет надає налаштування для легкого

регулювання таких параметрів, як відстань між кадрами зображення, для

яких обчислюється диференціальне зображення, що допомагає налаштува-

ти віджет відповідно до кінетики процесу що детектується. Назва підходу

походить від спеціальної палітри псевдокольорів, в якій червоний колір по-

значає пікселі зі інтенсивністющо зростає, а зелений— з інтенсивністющо

зменшується (2.6Б). Важливим кроком у створенні відповідних червоно-

зелених зображень є правильна оцінка взаємозв’язку між частотою реєстра-

ції зображень та кінетикою досліджуваного процесу. Оптимальна кількість

рознесених кадрів становить кілька кадрів між початком процесу та макси-
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мальною реакцією для отримання максимально можливих амплітуд на ди-

ференційному зображенні.

3) Побудова масок: Етап маскування дозволяє створювати мітки на основі

інтенсивності для областей інтересу (ROI) на зображеннях обох типів: з

прямою інтенсивністю флуоресценції та диференціальними зображеннями

перерозподілу інтенсивності. Плагін містить спеціальний віджет маскуван-

ня для виявлення компактних яскравих областей, таких як мічений PSD95 в

постсинаптичних щільностях чи регіонів скупчення AP2B1 (2.6C). Маску-

вання на основі інтенсивності за допомогою наступного віджета можна ви-

конувати в межах цілого кадру, або з обмежувальною маскою (наприклад,

маскою з точковим візерунком для постсинаптичнихщільностей), щоб роз-

різнити різні типи ROI на основі цитоморфології (наприклад, уздовж усьо-

го дендритного дерева і тільки в дендритних шипиках, 2.6D).

4) Швидкий аналіз даних та збереження результатів обробки зображень:

Швидка оцінка змін інтенсивності для будь-якого типу побудованих масок

доступна за допомогою віджета, який створює усереднені профілі інтен-

сивності для кожної ROI у вибраній масці в абсолютних (a.u.) або відно-

сних одиницях зміни інтенсивності (∆F F0). Результати аналізу можна збе-

регти у вигляді упорядкованої таблиці даних з інтенсивностями в окремих

ROI для всіх кадрів вхідного зображення у форматі CSV. Альтернативним

варіантом візуалізації результатів аналізу зображень є підсумковий графік

середньої або медіанної інтенсивності всіх ROI для однієї маски та декіль-

кох спектральних каналів або одного зображення та декількох масок (2.6E

та 2.6F).



72

Рис. 2.6. Огляд процесу аналізу експериментальних даних.

(A) Накладення спектральних каналів HPCA-EYFP і PSD95-TagRFP.

Білий прямокутник позначає область, збільшену в (B) і (C). (B) Ди-

ференційні зображення, що показують транслокаціюHPCA-EYFP на

трьох етапах іонофоретичного прикладання NMDA: початковий роз-

поділ, перед прикладанням (Ba), максимальний перерозподіл HPCA-

EYFP на початку прикладання, що демонструє транслокацію HPCA-

EYFP до певних ділянок дендритного дерева (показано червоним) з

цитозолю дендрита (показано зеленим) (Bb), та зворотний перероз-

поділ HPCA-EYFP після закінчення прикладання (Bc). (С) Збільшене

накладене зображення (Ca) та те саме зображення з круглими маска-
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ми для окремих постсинаптичних щільностей (Cb). (D) Маски транс-

локації HPCA що були створені на основі зображення максимально-

го перерозподілу (Bb), з масками, що вказують місця транслокації на

дендритному дереві (бежевий колір), та масками, специфічними для

місць транслокації HPCA, обмеженими масками місць PSD95, пока-

заними в Cb (фіолетовий колір). (E) Зображення, що показує три рі-

зні типи масок: маски для місць транслокації HPCA вздовж стовбуру

дендрита (бежеві), маски для місць транслокації HPCA поблизу ден-

дритних шипиків (фіолетові) та маски для місць транслокації HPCA

в зонах постсинаптичних щільностей (фіолетові). (F) Профілі транс-

локації HPCA, індукованої іонофоретичним прикладанням NMDA в

різних масках (знімок екрана napari).

2.5 Детекція подій mEPSCs

Записи mEPSCs були проаналізовані за допомогою програмного забезпе-

чення NeuroExpress відповідно до рекомендацій авторів. Події були виявлені

за допомогою алгоритму відхилення від базової лінії (Deviation from baseline).

Амплітуди та інтервали між подіями виявлених mEPSC були згодом викори-

стані для статистичного аналізу. Для перетворення формату .dat програмного

забезпечення HEKA у формат .abf програмного забезпечення Axon, яке прида-

тне для подальшого аналізу за допомогою Neuro Express ми виконали наступні

кроки: експортували обрані записи з файлу .dat у форматі ASCII, помножили

всі значення на 1012, щоб отримати значення в pA, і зберегли змінений файл з

розширенням .atf, відкрили файл .atf у програмному забезпеченні Clampfit, на-

лаштували відповідну частоту дискретизації та тип одиниці виміру (у нашому

випадку pA) у вікні відновлення файлу та зберегли як .abf файл.
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2.6 Статистичний аналіз

Статистичний аналіз та візуалізація даних проведено з використанням мови

програмування R [134]. Для роботи з даними та виконання статистичних тестів

використано колекцію бібліотек tidyverse [135] та бібліотеку rstatix [136]; для

побудови моделей суміші гаусіан (gaussian mixture model/ GMM) було викори-

стано бібліотеки mixtools та Rbeast [137, 138]; для просунутої візуалізації даних

було використано бібліотеки ggpubr та ggforce [139, 140].

Як описові статистики для досліджених величин в тексті наводяться зна-

чення медіан та міжквартильного розмаху (Inter Quartile Range/IQR) якщо не

вказано іншого. Для порівняння кумулятивних розподілів характеристик мі-

ніатюрних спонтанних збудливих постсинаптичних струмів використано тест

Колмогорова-Смірнова. Для порівняння двох груп використано непараметри-

чний U-критерій Мана-Уітні. Для порівняння декількох груп використано не-

параметричний критерій Краскала-Уоліса, в якості post-hoc тесту використано

попарний тест Вілкоксона із поправкою Бенжаміні-Хохберга [141] для крити-

чного значення p-value у випадку множинних порівнянь.
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РОЗДІЛ 3

Результати та обговорення

3.1 Розробка методики тривалих іонофоретичних прикладань

для фармакологічної індукції довготривалої синаптичної депресії

3.1.1 Просторово-часові характеристики іонофоретичних

прикладань

Щоб схарактеризувати вивільнення речовини з кінчика іонофоретичного

електрода впродовж прикладання було проведено серію калібрувальних дослі-

дів із барвником Alexa Fluor 594 (розчин із концентрацією 100 µM ). Обраний

барвник, як і NMDA, має негативний заряд йонів за рН 7.3. Схема експеримен-

ту була такою ж, як і для застосування NMDA, іонофоретичний електрод було

розміщено на відстані 10 µm над поверхнею клітин, дані записували з частотою

1Hz (72 кадри), використовуючи довжину хвилі збудження 570 nm. Протокол

реєстрації: (І) базова лінія 4 s зі струмом утримання +5 nA, (ІІ) іонофоретичне

прикладання тривалістю 17 s зі значенням струму -100 nA, і (ІІІ) відмивання із

поверненням до струму утримання +5 nA тривалістю 51 s.

Було виявлено, що розподіл барвника Alexa Fluor 594 був майже симетри-

чним вздовж вертикальній вісі кадру (правий профіль на рис. 3.1А), що свідчить

про те, що потік проточної перфузії в експериментальній камері перешкоджав

розповсюдженню речовини в напрямку проти течії. Водночас розподіл інтен-

сивності вздовж вісі електрода був виражено асиметричним (верхній профіль

на рис. 3.1А). Однак цей ефект, вочевидь, є результатом паразитного сигна-

лу від барвника всередині електрода поза фокальною площиною, а не дійсною

асиметрією самого градієнта концентрації речовини в межах поля зору. Іоно-

форетичне прикладання є значно локалізованим, враховуючи швидке зменше-

ння концентрації барвника з відстанню: максимальна амплітуда інтенсивності
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флуоресценції була в 4 рази меншою вже на відстані 50-70 µm від кінчика еле-

ктрода (рис. 3.1B-D). Показано, що максимальна амплітуда в зоні Max (1776

а.u., IQR 426) у близько у 2 рази вища, ніж в обох зонах Mid (Mid up - 952 а.u.,

IQR 190, Mid down - 808 а.u., IQR 209) і майже в 4 рази вища, ніж в обох зонах

Min (Min up - 520 а.u., IQR 103, Min down - 377 а.u., IQR 80). Не було виявле-

но значущого впливу розташування зон відносно напрямку проточної перфузії

камери (n = 4, парний критерій Вілкоксона із поправкою Бенжаміні-Хохберга,

* - р-значення<0,05). Ми дійшли висновку, що кінцевий розподіл сполуки нав-

коло кінчика електрода демонструє симетричну картину концентрації, попри

активний перфузійний потік.

Впродовж іонофоретичного прикладання інтенсивність флуоресценції барв-

ника Alexa Fluor 594 зростала логарифмічно, за чим слідував експоненційний

спад після завершення прикладання (рис. 3.1C). Кінетичні характеристики при-

кладання демонстрували досить велику швидкість (рис. 3.1E, F): стала часу на-

ростання сигналу коливалася в межах 5-12 s, а стала часу спаду сигналу – в

межах 4-7 s. Як і очікувалося, час наростання був найшвидшим у зоні навко-

ло кінчика електрода і зменшувався з віддаленням (рис. 3.1E). Значення часу

наростання були нижчими для зон, що розташовувались в напрямку проти по-

току перфузії, в порівнянні із зонами, що розташовувались за потоком поза-

клітинного розчину. Це свідчить про те, що проточна перфузія дещо розсію-

вала іонофоретичний розчин вздовж напрямку потоку, але не перешкоджала

дифузії в напрямку протилежному до току перфузії. Водночас стала часу спа-

ду інтенсивності не сильно варіювалась в межах всього поля зору (рис. 3.1F),

вказуючи на те, що відмивання іонофоретичного розчину залежало виключно

від дифузії барвника і швидкості перфузії. Час наростання в зоніMin up (11.4 s,

IQR 0.94) приблизно на 30% повільніший, ніж в зоніMid up (8.27 с, IQR 0.84) і

Min down (7.74 s, IQR 0.93), і майже на 70% повільніший, ніж в зоні Mid down

(6.82 s, IQR 0.62) та зоніMax (6.55 s, IQR 0.32) (n = 4, парний критерій Вілко-

ксона із поправкою Бенжаміні-Хохберга). Стала часу спаду інтенсивності не
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демонструє значних відмінностей між всіма зонами в полі зору (n = 4, H-

критерій Краскала-Уоліса p-value = 0.541), а медіанна стала часу спаду ста-

новить 5.1 s, IQR 1.49). Загалом, іонофоретичне прикладання продемонструва-

ло швидку кінетику наростання та відмивання речовини, а також створювало

локальний градієнт концентрації, який був переважно симетричним відносно

кінчика електрода.

Рис. 3.1. Оцінка просторово-часових характеристик іонофоретичних

прикладань за допомогою барвника Alexa Fluor 594.

(А) Розподіл Alexa Fluor 594 в полі зору наприкінці іонофоретично-

го прикладання. Кольори відповідають нормалізованій інтенсивно-
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сті флуоресценції, контурні лінії відповідають рівням 50%, 25% і 5%

від максимальної інтенсивності. Верхній і лівий профілі представ-

ляють значення інтенсивності вздовж пунктирних ліній, що перети-

наються на кінчику електрода. Біла стрілка вказує напрямок пото-

ку проточної перфузії експериментальної камери. (B) Маска, що від-

ображає зони розподілу Alexa Fluor 594 в полю зору. (C) Профілі змі-

ни інтенсивності флуоресценції для різних зон кадру до, впродовж

(затемнена прямокутна область) та після іонофоретичного прикла-

дання. (D) Максимальні інтенсивності флуоресценції в різних зонах

наприкінці іонофоретичного прикладання. (E-F) Кінетика нароста-

ння та спаду інтенсивності для різних зон кадру (стала часу експо-

ненти) для різних зон. * - p < 0.05, парний критерій Вілкоксона із

поправкою Бенжаміні-Хохберга.

Також було досліджено вплив величини струму прикладання на ампліту-

ду та кінетику вивільнення барвника Alexa Fluor 594 з електрода. В широкому

діапазоні значень струмів прикладання (від -25 до -100 nA) не виявили суттє-

вих відмінностей як в максимальних амплітудах інтенсивності барвника в ме-

жах всіх зон в полі зору (рис. 3.2A), так і кінетики наростання інтенсивності

сигналу в безпосередній близькості до кінчика електрода, де цей вплив мав

би бути найбільшим (рис. 3.2B); були помітні лише незначні тенденції. Тому

для подальших експериментів було вирішено обрати найбільше значення стру-

му подачі, яке здатен підтримувати наявний підсилювач (у нашому випадку

-100 nA). Що стосується струму утримання, то ми спостерігали витік флуоре-

сцентного барвника при значеннях нижче +1-2 nA. Однак високі значення стру-

му утримання (понад +10 nA) призводили до тривалого і непостійного латен-

тного періоду між перемиканням на струм прикладання і початком вивільнення

барвника Alexa Fluor 594 з іонофоретичного електрода (дані не показані). Тому

в подальших експериментах значення струму утримання було встановлено на
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рівні +5 nA.

Рис. 3.2. Просторово-часові характеристики іонофоретичного при-

кладання за різних значень струму прикладання.

(А) Максимальна амплітуда інтенсивності флуоресценції барвника

Alexa Fluor 594 для різних зон в межах поля зору наприкінці при-

кладання. (B) Стала часу наростання сигналу в зоні довкола кінчика

електрода.

3.1.2 Зміни внутрішньоклітинної концентрації Ca2+

у відповідь на тривале іонофоретичне прикладання NMDA

На наступному кроці валідації методики було схарактеризовано збільшен-

ня [Ca2+]i у відповідь на іонофоретичне прикладання NMDA. Для цього пер-

винну культуру нейронів гіпокампа щура було завантажено проникною AM-

похідною флуоресцентного індикатора Ca2+ Fluo-4. Збудження флуоресценції

здійснювали довжиною хвилі 495 nm, частота реєстрації складала 1 Hz. Іоно-

форетичний електрод розташовували на відстані 30-50 µm від соми обраного

нейрона та на висоті 10 µm над апікальним дендритом. Протокол реєстрації був

наступним: (i) базова лінія 5 s, струм утримання встановлювали на рівні +5 nA
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для запобігання витоку NMDA з іонофоретичного електрода, (ii) іонофорети-

чне прикладання тривалістю 20 s зі струмом -100 nA, і (iii) вимивання NMDA

протягом 35 s зі струмом утримання +5 nA. Враховуючи, що NMDA-рецептори

насичуються вже за концентрації близько 1 mM NMDA [3], для цих експери-

ментів було використано розчин для заповнення електродів із концентрацією

15 mM NMDA, щоб створити градієнт концентрації що призводить до наси-

чення по всьому полю зору. Прикладання NMDA індукувало вхід Ca2+ вздовж

всього дендритного дерева в межах поля зору (рис. 3.3A-B). Однак просторово-

часові характеристики підвищення [Ca2+]i (рис. 3.3C-E) разюче відрізнялись

від характеристик вивільнення речовини з іонофоретичного електрода, що бу-

ли наведені в попередньому підрозділі. Попри варіабельність показників, ані

відносні зміни інтенсивності флуоресценції Fluo-4 (рис. 3.3D), ані сталі часу

наростання інтенсивності (рис. 3.3E) не показали суттєвих відмінностей між

зонами в безпосередній близькості до кінчика електрода і зонами на межі поля

зору.

Не було виявлено значущих відмінностей у максимальних відносних змінах

інтенсивності Fluo-4 (∆F/F0) між зонамиMax (0.99, IQR 0.512),Mid (0,89, IQR

0.460) та Min (0.527, IQR 0.391) (n=2/4/34 культури/клітини/ROI, H-критерій

Краскала-Уоліса, p-value= 0.0548). Через швидкий час наростання амплітуди

для перших 10 секунд після початку аплікації використовували експоненціаль-

ну залежність. Як і у випадку з максимальною амплітудою, сталі часу наростан-

ня інтенсивності для всіх зон в межах поля зору не продемонстрували значущої

різниці: 3.65 s (IQR 1.56) для зониMax, 3.56 s (IQR 1.57) для зониMid та 5.99 s

(IQR 12.1) для зониMin (n = 2/4/35 культур/клітин/ROI, H-критерій Краскала-

Уоліса p-value= 0.056).

Ці спостереження вказують на те, що гетерогенність морфології дендри-

тного дерева, просторовий розподіл NMDARs, внутрішньоклітинних депо 2+

та/або розташування і щільність дендритних шипиків мають впливати на тран-

зієнти [Ca2+]i більше, ніж градієнт концентрації NMDA, створений іонофоре-
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тичним прикладанням.

Рис. 3.3. Просторово-часові характеристики змін [Ca2+]i у відповідь

на іонофоретичне прикладання NMDA.

(А) Флуоресцентне зображення репрезентативного досліджуваного

нейрона, завантаженого індикатором Ca2+ Fluo-4. Пунктирні лінії

представляють контурні лінії інтенсивності з рис. 3.1А. (Ba) Від-

носні зміни інтенсивності флуоресценції індикатора Fluo-4 (∆F/F0)

наприкінці прикладання NMDA. (Bb) Відносні зміни значення інтен-

сивності флуоресценції індикатора в наприкінці реєстрації. (C) Про-

філі відносних змін флуоресценції індикатора впродовж приклада-

ння NMDA (затемнений прямокутник) у різних зонах в межах поля

зору. (D-E) Статистичне порівняння максимальних відносних інтен-

сивностей флуоресценції індикатора (D) і часу наростання інтенсив-

ності сигналу (E, стала часу) між різними зонами в межах поля зору.
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3.1.3 Довготривалі зміни характеристик mEPSCs

у відповідь на тривалі іонофоретичні прикладання NMDA

Для підтвердження того, що тривале іонофоретичне прикладання NMDA

дійсно здатне індукувати довготривалу NMDA-рецептор залежну синаптичну

пластичність, було проведено електрофізіологічні реєстрації мініатюрних збу-

джувальних постсинаптичних струмів (miniature excitatory postsynaptic currents/

mEPSCs). Оскільки ці експерименти проводили з використанням 1 mM Mg2+

у позаклітинному розчині, іонофоретичне прикладання супроводжувалося де-

поляризацією нейрона до потенціалу утримання -40mV , щоб знятиMg2+-блок

NMDA-рецепторів. Для аналізу та порівняння характеристики mEPSCs оцінені

характеристики усереднювали в часових вікнах тривалістю 75 секунд, як по-

казано на рисунку 3.4А. Враховуючи, що у відповідь на прикладання 15 mM

NMDA спостерігалися насичуючі транзієнти [Ca2+]i, було висунуто припуще-

ння, що такої концентрації агоніста в розчині для заповнення іонофоретичного

електрода може бути достатньо для індукції довготривалої NMDA-рецептор

залежної депресії. Однак прикладання 15 mM розчину NMDA призводило до

неконсистентних змін амплітуди mEPSCs.

Медіанні значення амплітуд в інтервалі -t75 становили 33.0 pA (IQR 20.0) та

27.2 pA (IQR 12.6) в інтервалі t0, зросли до 29.6 pA (IQR 15.5) в інтервалі t150,

і потім знову зменшувались до 25.5 pA(IQR 9.7) в інтервалі t300 (n = 5/6 куль-

тур/клітин). Ймовірно, градієнт концентрації, створений прикладанням 15mM

розчину NMDA, був занадто локальним і не зміг модулювати значну кількість

синапсів дендритного дерева досліджуваного нейрона, впливаючи лише на не-

значну популяцію синапсів. Таким чином, комбінована активність інтактних

(основний пул) і модульованих (мінорний пул) синапсів сприяла виникненню

спостережуваної неконсистентності амплітуд mEPSCs.

Прикладання NMDA у концентрації 100mM в електродному розчині впро-
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довж 60 секунд індукувало значуще зниження амплітудиmEPSCs (рис. 3.4B-D).

Порівняння нормалізованих амплітуд mEPSCs між початком реєстрації (t-75)

та інтервалами після прикладання NMDA показало стійке зниження ампліту-

ди mEPSCs на 25% (рис. 3.4C). Порівняння розподілів абсолютних амплітуд

(рис. 3.4D) між інтервалами на початку реєстрації та до прикладання NMDA

t-75 (21.3 pA, IQR 18.8) і t0 (20.3 pA, IQR 18.4) не виявило суттєвих відмінно-

стей. Однак після прикладання NMDA спостерігалося зменшення абсолютних

амплітуд на 25% у часових інтервалах t150 (16.5 pA, IQR 14.5) і t300 (13.2 pA,

IQR 11.5) (n = 5/5, культур/клітин). Статистичний аналіз з використанням те-

сту Колмогорова-Смірнова для 500 випадково відібраних подій з кожного ча-

сового інтервалу дав p-value= 0.129 для порівняння інтервалів t-75 і t0, тоді як

порівняння між інтервалами t-75 і t150, а також t-75 і t300 продемонстрували

значущу різницю (p-value= 0.001).

Оскільки інтервали між подіями mEPSC не змінювалися (рис. 3.4E), змен-

шення амплітуд mEPSCs чітко вказувало на індукцію довготривалої NMDA-

залежної синаптичної депресії й дозволило зробити висновок, що спостережу-

вані зміни викликані не змінами в нейронах впродовж досліду. Таким чином,

іонофоретичне прикладання розчину із концентрацією 100 mM NMDA про-

тягом 60 секунд є ефективним підходом для фармакологічної індукції LTD на

рівні окремих нейронів. Водночас іонофоретичні прикладання розчинів з мен-

шим вмістом NMDAможуть бути використані для індукції LTD у специфічних

субпопуляціях синапсів.
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Рис. 3.4. Довготривала NMDAR-залежна депресія, індукована іоно-

форетичним прикладанням NMDA.

(А) Репрезентативний запис струму впродовж протоколу індукції

LTD, patch-clamp в конфігурації whole-cell. Сходинка деполяризації

до потенціалу -40mV показана чорною рискою, іонофоретичне при-

кладанняNMDAпоказано червоноюрискою. Часові інтервали, вико-

ристані для подальшого аналізу підписані знизу. (Ba) Репрезентатив-

ні записи mEPSCs для часових інтервалів до (t0) та після (t300) про-

токолу індукції LTD; (Bb) усереднені mEPSCs для вибраних часових

інтервалів. (C) Нормалізовані амплітуди mEPSCs для окремих часо-

вих інтервалів в експериментах з прикладанням 15 mM (зелений) і

100 mM (пурпуровий) NMDA в іонофоретичному електроді. Було

показано зменшення амплітуди mEPSCs на 25% після прикладання

100mM NMDA. (D-E) Кумулятивні гістограми абсолютних значень
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амплітуд mEPSC (D) та інтервалів між подіями (E) для вибраних ча-

сових інтервалів в експериментах зі прикладанням 100 mM NMDA

в іонофоретичному електроді.

3.1.4 Транслокація гіпокальцина у відповідь на протокол

індукції довготривалої NMDA-рецептор залежної

синаптичної депресії

Враховуючи потенційну сигнальну функцію HPCA в регуляції LTD та ен-

доцитозу AMPARs в процесі індукції цієї форми довготривалої пластичності

[142], були проведені спостереження транслокації HPCA з цитозолю в клітин-

ні мембрани у відповідь на протокол фармакологічної індукції LTD (іонофоре-

тичне прикладання розчину з концентрацією 100mM NMDA впродовж 60 се-

кунд). Для виявлення вбудовування HPCA в плазматичну мембрану використо-

вували метод детекції FRET. Проведено спостереження за перенесенням енер-

гії між HPCA (HPCA-ECFP, донор) і мембранозв’язаним EYFP (EYFP-Memb,

акцептор), неспецифічною мембранною міткою [97]. Оскільки FRET вимагає,

щоб відстань між молекулами донора та акцептора становила порядку 100 Å,

збільшення FRET свідчило б про вбудовуванняHPCA-ECFP у клітинні мембра-

ни та спонтанне зближення молекул кальцієвого сенсора із молекулами мем-

бранної мітки [88]. В проведеній серії експериментів було використано трику-

бовий підхід для реєстрації флуоресценції акцептора, викликаної збудженням

донора [79, 122], і була кількісно оцінена ефективність FRET (Eapp). Виявле-

но, що протокол фармакологічної індукції LTD провокував суттєве збільше-

ння Eapp (рис. 3.5Aa-b), і ці зміни можна було легко ідентифікувати на дифе-

ренціальних зображеннях (рис. 3.5Ab). Профілі зміни абсолютних значеньEapp

впродовж реєстрації (рис. 3.5B) показали, що початок іонофоретичного прикла-

дання NMDA провокував швидке зростання Eapp на 20-50%, за яким слідувала
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фаза плато впродовж решти часу прикладання. Значення Eapp повільно віднов-

лювалися після припинення аплікації, що свідчить про зворотний перерозподіл

HPCA назад у цитозоль. Відносні зміни ефективності FRET (∆Eapp/Eapp0) де-

монстрували подібні зміни рис. 3.5C-D). Ці результати підтверджують транзи-

торну транслокацію HPCA до клітинних мембран, що відбувається впродовж

індукції LTD.

Рис. 3.5. Транслокація гіпокальцина, нейронного сенсорного Ca2+,

у відповідь на іонофоретичний протокол фармакологічної індукції

LTD.

(Aa) Накладання спектральних каналів HPCA-ECFP та мембранної

мітки EYFP-Memb, а також (Ab) диференційне зображення змін ефе-

ктивності FRET (Eapp) у відповідь на іонофоретичне прикладання

розчину із концентрацією 100 mM NMDA. Білі стрілки вказують

на ділянки транслокації HPCA, які характеризуються найвищими

значеннями Eapp. (B-C) Профілі зміни абсолютної (B) та відносної

(∆Eapp/Eapp0, C) величини ефективності FRET впродовж приклада-

ння NMDA тривалістю 60 секунд (затемнена область) для трьох ре-

презентативних нейронів. (D) Порівняння значень ∆Eapp/Eapp0 до

(I), під час (II) і після (III) іонофоретичного прикладання NMDA

(n = 1/3/115, культур/клітин/ROI, парний тест Вілкоксона з поправ-
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кою Бенжаміні-Хохберга, **** - p < 0.0001).

3.1.5 Транслокація гіпокальцина у відповідь

на короткі іонофоретичні прикладання NMDA

Додатково було досліджено як іонофоретичні прикладання також можуть

бути використані для дослідження LTD-незалежної транслокації та локальної

сигналізації HPCA.

Для цього ми проводили повторювані короткі іонофоретичні прикладання

NMDA (100mM в електродному розчині) зі зменшуваною тривалістю (5 s, 2.5 s

і 0.5 s). За всіх досліджуваних тривалостей було виявлено стійку транслокацію

HPCA вздовж дендритного дерева, що вказує на вбудовування HPCA в клітин-

ні мембрани (рис. 3.6Aa). Після завершення дії NMDA HPCA залишали місця

вбудовування і перерозподілялися назад у цитозоль (рис. 3.6Ab). Місця вбудо-

вування HPCA насичувались і не демонстрували збільшення амплітуд трансло-

кації вже за прикладання тривалістю 2.5 s; ні додаткових сайтів транслокації, ні

збільшення амплітуд вбудовування HPCA не було виявлено за триваліших при-

кладань NMDA (5 s) (рис. 3.6B-C). Зворотний перерозподіл HPCA в цитозоль

повністю відбувався протягом 10 s після закінчення іонофоретичного прикла-

дання (рис. 3.6B), що свідчить про відносно короткий період вимивання (1-2

хвилини), необхідний для послідовних іонофоретичних прикладань. Ці факти

підтверджують, що повторні іонофоретичні прикладання NMDA є придатним

методом для вивчення Ca2+-залежної транслокації нейронних сенсорних біл-

ків, таких як HPCA.

Таким чином, тривалі іонофоретичні прикладання є зручним інструментом

для дослідження довготривалої синаптичної пластичності в первинних куль-

турах нейронів. Іонофоретичні прикладання створюють високо локалізований

градієнт концентрації речовини. Ця особливість зменшує використання фарма-
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кологічних препаратів, необхідних для модуляції досліджуваної клітини (по-

рівняно зі стандартним прикладанням речовини шляхом заміни всього об’єму

розчину в експериментальній камері), і дозволяє індукувати синаптичну пла-

стичність в окремих нейронах на одному і тому ж покривному склі. Останнє

особливо зручно для роботи з трансфікованими клітинами, враховуючи, що

ефективність трансфекції нейронів зазвичай досить низька. Крім того, короткі

іонофоретичні прикладання NMDA можуть також бути використані для дослі-

дження локальних Ca2+-залежних процесів.

Рис. 3.6. Транслокація гіпокальцина у відповідь на короткі іонофо-

ретичні прикладання NMDA.

(А) Репрезентативні диференційні зображення, що ілюструють

NMDA-індуковану транслокацію HPCA. (Aa) Максимальний пере-

розподіл HPCA на початку прикладання; регіони найбільшого ску-

пчення HPCA вздовж дендритного дерева, що використовувались

для подальшого кількісного аналізу виділено жовтим кольором.

(Ab) Зворотний перерозподіл HPCA після завершення прикладан-

ня NMDA. (B) Профілі зміни відносної інтенсивності флуоресценції

(∆F/F0) для поодинокого репрезентативного нейрона у відповідь на

серію прикладань NMDA зі зменшуваною тривалістю. (C) Порівня-

ння максимальних амплітуд транслокації HPCA за різної тривалості
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прикладання NMDA (n = 2/5/71, культур/клітин/ROI, парний тест

Вілкоксона з поправкою Бенжаміні-Хохберга, *** - p < 0.001, ****

- p < 0.0001).

3.2 Транслокація гіпокальцина в різних структурах дендритного

дерева у відповідь на активацію NMDA-рецепторів

3.2.1 Характер перерозподілу гіпокальцина

між різними структурами дендритного дерева

у відповідь на активацію NMDA-рецепторів

У ході окремої серії дослідів було проаналізовано особливості перерозподі-

лу гіпокальцина в різних ділянках дендритного дерева нейронів гіпокампа щу-

ра у відповідь на іонофоретичне прикладання NMDA концентрацією 15 mM .

Зменшена концентрація NMDA в розчині, що заповнював іонофоретичний еле-

ктрод була обрана для забезпечення більшої локальності активації рецепторів.

Для візуалізації кальцієвого сенсора було використано плазміду для експре-

сії HPCA із жовтою флуоресцентною міткою (HPCA-EYFP), а для точного ви-

значення розташування постсинаптичних щільностей було використано пла-

зміду для експресії структурного білка постсинаптичної щільності PSD95 із

червоною флуоресцентною міткою (PSD95-TagRFP). Це дало змогу одночасно

спостерігати за поведінкою HPCA та локалізацією постсинаптичних зон для

подальшого просторового аналізу регіонів вбудовування HPCA відносно сина-

птичних структур у відповідь на активацію NMDA-рецепторів (рис. 3.7A).

Було виявлено,що у відповідь на активаціюNMDA-рецепторівHPCAактив-

но перерозподіляється не тільки вздовж регіонів розташованих на дендритно-

му стовбурі (рис. 3.7B), але й активно накопичується в межах дендритних ши-

пиків. На прикладі репрезентативного поодинокого дендритного шипика, що
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представлено на рисунку 3.7C, розглянемо загальні спостереження щодо по-

ведінки HPCA у відповідь активацію NMDA-рецепторів, статистика стосовно

яких буде наведена далі. В межах репрезентативного шипика було обрано ROI

що відповідають різним цитоморфологічним структурам дендритного дерева:

на дендритному дереві біля основи шипика, в шийці шипика, в зоні довкола

постсинаптичної щільності та безпосередньо в постсинаптичній щільності (бу-

ла визначена за сигналом PSD95-TagRFP). У відповідь на активацію рецепторів

спостерігався швидкий перерозподіл HPCA із простору стовбуру дендритного

древа, проходження білка крізь шийку та активне накопичення в областях без-

посередньо прилеглих до постсинаптичної щільності; додатково варто заува-

жити, що в самій постсинаптичній щільності накопичення HPCA менше, ніж

на периферії (профілі відносної зміни інтенсивності флуоресценції для відпо-

відних ROI наведено на рис. 3.7D). Це наштовхнуло на думку щодо першочер-

гової транслокації HPCA саме до EZ, прилеглих до синаптичної щільності ви-

сокоспеціалізованих регіонів що відповідають за активний трафік синаптичних

рецепторів.

Рис. 3.7. Перерозподіл HPCA в межах поодинокого дендритного ши-

пика у відповідь на активацію NMDA-рецепторів.
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(A) Репрезентативне флуоресцентне зображення фрагмента дендри-

тного дерева нейрона, що спільно експресує HPCA-EYFP та PSD95-

TagRFP. (B) Диференційні зображення, що показують транслокацію

HPCA-EYFP на трьох етапах іонофоретичного прикладання NMDA

(білими стрілками позначено дендритні шипики): початковий роз-

поділ, перед прикладанням (Ba), максимальний перерозподіл HPCA-

EYFP на початку прикладання, що демонструє транслокацію HPCA-

EYFP до певних ділянок дендритного дерева (показано червоним)

з цитозолю дендрита (показано зеленим) (Bb), та зворотний пере-

розподіл HPCA-EYFP після закінчення прикладання (Bc). (C) ROI

в межах обраного поодинокого дендритного шипика: вздовж стов-

бура дендрита біля основи шипика (зелений і синій), шийка шипи-

ка (жовтий), ділянка навколо PSD (червоний) і безпосередньо лока-

лізація PSD (пурпуровий). (D) Профіль змін відносної інтенсивно-

сті (∆F/F0) HPCA-EYFP в межах обраних ROI, що відповідають рі-

зним цитоморфологічним структурам в межах дендритного шипика

зображених у C. Червоний сегмент позначає іонофоретичне прикла-

дання NMDA тривалістю 15 s.

Подальший аналіз більшої кількості дослідних клітин підтвердив попере-

дні репрезентативні спостереження. Для загального аналізу було використано

три типи ROI для регіонів транслокації HPCA. Вони розрізнялись за цитомор-

фологічними ознаками їх розташування в різних структурах дендритного де-

рева: регіони вздовж стовбуру дендритного древа (shaft, блакитний колір кон-

турів на рис. 3.8A-B), регіони безпосередньо в складі постсинаптичних щіль-

ностей (PSD, пурпуровий колір контурів на рис. 3.8A-B) та регіони в областях

прилеглих до постсинаптичних щільностей в структурі дендритних шипиків

(oreol/halo, оранжевий колір контурів на рис. 3.8A-B). Після напівавтоматичної

детекції ROI відбувалась їх ручна фільтрація, спрямована на відкидання вира-
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жених викидів, що могли бути спричинені зсувом клітин або небажаною орієн-

тацією (накладання постсинаптичних щільностей на стовбур дендрита, накла-

дання гілок дендрита тощо).

Було виявлено, що у відповідь на активаціюNMDA-рецепторів у всіх дослі-

джених клітинах спостерігається стрімкий перерозподіл HPCA та збільшення

його кількості в регіонах вздовж дендритного стовбура та довкола постсина-

птичних щільностей, натомість одночасно білок покидав регіони постсинапти-

чних щільностей. А по завершенню прикладання NMDA розподіл HPCA по-

вертався до початкових значень, як профілі відносних змін інтенсивності флу-

оресценції в різних типах регіонів на рисунку 3.8C (напівпрозорі області від-

повідають оцінці розкиду величини, IQR).

Аналіз відносних змін інтенсивної флуоресценції в момент пікової трансло-

кації показав, що зниження інтенсивності в регіонах постсинаптичних щільно-

стей значущо відмінне від нуля (-0.033, IQR 0.097, n = 1/7/1345 культур/клі-

тин/ROI, p-value< 0.0001, одновибірковий тест Мана-Уітні для медіани набору

значень), на відміну від областей довкола постсинаптичних щільностей (0.061,

IQR 0.136, n = 1/7/642 культур/клітин/ROI, p-value< 0.0001, одновибірко-

вий тест Мана-Уітні для медіани набору значень) та вздовж стовбуру дендрита

(0.104, IQR 0.12, n = 1/7/593 культур/клітин/ROI, p-value< 0.0001, однови-

бірковий тест Мана-Уітні для медіани набору значень), як показано на рисунку

3.8D. Тобто можна говорити про активне покиданняHPCAобластей локалізації

синаптичних NMDA-рецепторів, хоча рецептори і є безпосереднім джерелом

надходження Ca2+ в клітину. Виявлено, що максимальні амплітуди транслока-

ції в області вздовж дендритного стовбура майже у два рази більші за амплітуди

для регіонів довкола постсинаптичних щільностей (парний критерій Вілкоксо-

на із поправкою Бенжаміні-Хохберга, рис. 3.8E). Це, скоріш за все, може бути

наслідком активації як синаптичних, так і позасинаптичних NMDA-рецеторів

через саму природу іонофоретичного прикладання. Натомість за фізіологічної

активності синапсів варто очікувати набагато менший вклад позасинаптичних
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рецепторів.

Додатковим свідченням щодо просторової розрізненості регіонів трансло-

кації HPCA в межах дендритних шипиків було те, що перетин отриманих на-

борів ROI для постсинаптичних щільностей і та регіонів довкола них складав

лише 8.75 %, IQR 6.91 та був статистично значущо менший за 100

Рис. 3.8. Транслокація HPCA в різні домени дендритного дерева у

відповідь на активацію NMDA-рецепторів.

Три групи регіонів інтересу для подальшого аналізу в різних цито-

морфологічних структурах дендритного древа на кладені на флуоре-

сцентне зображення (A) та диференційне зображення максимально-

го перерозподілу інтенсивності флуоресценції HPCA-EYFP (A). Ви-

ділено наступні типи регіонів: вздовж стовбуру дендритного древа

(shaft, блакитний колір контурів), безпосередньо в складі постсина-
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птичних щільностей (PSD, пурпуровий колір контурів) та регіони в

областях прилеглих до постсинаптичних щільностей (oreol, оранже-

вий колір контурів. (C) Профілі відносних змін інтенсивності флуо-

ресценції (∆F/F0) в усіх означених регіонах демонструють вираже-

ну реакцію на прикладанняNMDA (час прикладання виділено черво-

ним кольором). (D) Регіони PSD у відповідь на іонофоретичне при-

кладання NMDA демонструють значуще зменшення ∆F/F0 нижче

нуля (покидання білком областей постсинаптичних щільностей), на-

томість регіони shaft та orel демонстрували значуще збільшення ін-

тенсивності флуоресценції. (E) Порівняння пікових значень∆F/F0

між різними типами регіонів виявило майже вдвічі більшу ампліту-

ду транслокацій в регіони вздовж дендритного стовбура в порівнян-

ні із регіонами довкола постсинаптичної щільності. (F) Порівняння

площ перетину (intersection over union/ IoU) регіонів постсинапти-

чних щільностей та прилеглих до них регіонів виявили відсутність

значущого просторового перетину (<10 %). Для статистичного ана-

лізу використовували U-критерійМанна-Уітні та критерій Вілкоксо-

на з поправкою на множинність за методом Бенжаміні-Хохберга, * -

p < 0.05, ** - p < 0.01, *** - p < 0.001, **** - p < 0.0001.

Отримані результати свідчать, про цікаву тенденцію в просторовому розпо-

ділі регіонів транслокації HPCA у відповідь на активацію NMDA-рецепторів.

Попри наявність значної кількості регіонів транслокації вздовж стовбуру, зна-

чних за площею та амплітудами транслокації, представлені численні регіони

накопичення HPCA в межах дендритних шипиків. Кальцієвий сенсор відда-

вав перевагу регіонам довкола постсинаптичнихщільностей, навіть покидаючи

області безпосередньої близькості до каналів. Хоча там варто було б очікувати

навіть більших значень [Ca2+]i. Це вказує на явну преференцію HPCA до регіо-

нів в складі дендритних шипиків, що за розташуванням збігаються із відомими
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зонами активного ендоцитозу (EZ), навіть за присутності значного входу Ca2+

через позасинаптичні рецептори. Це дозволяє припустити, що вибіркова і ви-

соколокалізована транслокація HPCA в такі регіони може відігравати роль в

трафіку синаптичних рецепторів.

3.2.2 Взаємодія гіпокальцина та β-субодиниці

комплексу адаптерних білків 2

в різних структурах дендритного дерева

Для дослідження потенційної взаємодії між HPCA та β-субодиниці компле-

ксу адаптерних білків 2 (AP2B1) шляхом спостереження за FRET було викори-

стано плазміди для експресії HPCA-ECFP (донор) та AP2B1-EYFP (акцептор).

Репрезентативне зображення фрагмента дендритного древа, що експресує оби-

два флуоресцентно мічені білки інтересу наведено на рисунку 3.9A. Варто за-

уважити, що спостережуваний у всіх досліджених клітинах точковий патерн

розподілу сигналу AP2B1-EYFP збігається з очікуваним, згідно з літературни-

ми даними. Кожне окреме компактне скупчення AP2B1-EYFP відповідає CCP,

що постійно присутні на поверхні плазматичної мембрани.

Експериментальне моделювання NMDA-рецeптор залежної LTD проводи-

лось шляхом іонофоретичного прикладання розчину NMDA з концентрацією

15mM впродовж 60 s. Для зменшення впливуMg2+-блоку NMDA-рецепторів

було використано позаклітинний розчин зі зменшеною концентрацією цих йо-

нів (0.15mM ). Оцінка ефективності FRET (Eapp) проводилась на основі аналізу

трьох спектральних каналів, як описано у відповідному підрозділі матеріалів

та методів.

У відповідь на активацію NMDA-рецепторів у всіх досліджених клітинах

спостерігався стрімкий перерозподіл HPCA та збільшення його кількості в ре-

гіонах вздовж дендритного стовбура та дендритних шипиків (рис. 3.9B). Одно-

часно підвищенняEapp спостерігалось як в дендритнихшипиках, так і в стовбу-
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рі дендрита, регіоні де відбувалось зменшення сигналу HPCA. На рисунку 3.9C

відповідні області підвищення Eapp, що були визначені за цитоморфологічни-

ми ознаками, позначено стрілками: червоні стрілки позначають ідентифіковані

дендритні шипики, зелені стрілки – регіони в дендритному стовбурі.

Рис. 3.9. АктиваціяNMDA-рецепторів провокує транслокаціюHPCA

та збільшення значень FRET міжHPCA йAP2B1 як в здовж стовбура

дендрита, так і в дендритних шипиках.

(A) Репрезентативне флуоресцентне зображення фрагмента дендри-

тного дерева нейрона, що спільно експресує HPCA-ECFP (ціано-

вий) та AP2B1-EYFP (жовтий). Точковий патерн розподілу сигна-

лу AP2B1-EYFP демонструє розподіл CCP, що постійно присутні на

плазматичній мембрані. (B) Диференційне зображення перерозподі-

лу інтенсивності флуоресценції HPCA-EYFP у відповідь на іонофо-

ретичне прикладання NMDA. (C) Диференційне зображення змін ін-

тенсивності ефективності FRET (Eapp) у відповідь на іонофоретичне

прикладання NMDA. Червоними стрілками вказано регіони збільше-

ння Eapp в межах дендритних шипиків; зеленими стрілками вказано

регіони збільшення Eapp в стовбурі дендрита.

Профілі відносної міни інтенсивності флуоресценції (∆F/F0) та Eapp в на-
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борі ROI для репрезентативної клітини із рисунка 3.9 представлені на рисунку

3.10. Криві червоних відтінків відповідають обраним регіонам в дендритних

шипиках, криві зелених відтінків – регіонам в межах стовбура дендрита (від-

повідно до позначок стрілками на рис. 3.9C).

Профілі ∆F/F0 в спектральному каналі HPCA-ECFP (рис. 3.10A) для ре-

гіонів в дендритних шипиках демонстрували виражену оборотню транслока-

цію HPCA до них у відповідь на активацію NMDA-рецепторів. Натомість ре-

гіони вздовж дендритного стовбура, як і варто було очікувати, відповідно до

оцінки за диференційним зображенням (рис. 3.9B), демонстрували зменшення

інтенсивності сигналу із подальшим відновленням за завершення іонофорети-

чного прикладання. Ці спостереження узгоджувались із попередніми результа-

тами щодо характеру перерозподілу HPCA у відповідь на активацію NMDA-

рецепторів.

Профілі ∆F/F0 в спектральному каналі AP2B1-EYFP (рис. 3.10B) не де-

монстрували відмінностей між різними типами регіонів та помітної реакції на

іонофоретичне прикладання NMDA, виключно низхідний тренд, спричинений

фотознебарвленням флуорофора. Це було вагомим свіченням щодо стабільно-

сті AP2B1-EYFP і відсутності технічних артефактів, викликаних іонофорети-

чними прикладаннями та дозволяло бути більш певними щодо отриманих оці-

нок FRET.

Одночасно з тим, профілі змін Eapp у відповідному наборі ROI (рис. 3.10C)

для репрезентативної клітини продемонстрували ряд цікавих особливостей. В

регіонах дендритних шипиків був присутній значний рівень Eapp навіть до по-

чатку іонофоретичного прикладання NMDA. Натомість у відповідь на актива-

цію NMDA-рецепторів у всіх регіонах спостерігалося поступове збільшення

Eapp впродовж всього часу іонофоретичного прикладання NMDA і по завер-

шенню прикладання не спостерігалося жодного тренду щодо повернення до

початкових значень.
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Рис. 3.10. (Профілі зміни ефективності FRET в різних структурах

дендритного дерева у відповідь на активацію NMDA-рецепторів;

обрані ROI в межах репрезентативної ділянки дендрита позначені на

рис. 3.9), червоні відтінки відповідають регіонам в дендритних ши-

пиках, зелені відтінки – в межах стовбура дендрита, червона область

позначає час іонофоретичного прикладання NMDA.

A) Профілі відносної зміни інтенсивності флуоресценції (∆F/F0) в

спектральному каналі HPCA-ECFP, спостерігається виражена транс-

локація в дендритні шипики та зменшення кількості кальцієвого сен-

сора в стовбурі дендритного дерева. (B) Профілі∆F/F0 в спектраль-

ному каналі AP2B1-EYFP не демонструють виражених змін у відпо-

відь на іонофоретичне прикладання NMDA/ (C) Профілі змін ефе-

ктивності FRET (Eapp) демонструють суттєві рівні Eapp в межах ден-

дритних шипиків навіть до початку іонофоретичного прикладання

NMDA, водночас всі регіони демонструють збільшення Eapp у від-

повідь на активацію рецепторів.

Виявлена відмінність між початковими значеннями Eapp в різних типів ре-
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гіонів спонукала до аналізу цього спостереження на більшому обсягу дослідних

клітин (n = 3/9/81 культур/клітин/ROI). Для того, щоб оцінити гетерогенність

початкових значень Eapp в різних ROI було використано модель суміші гау-

сіан (gaussian mixture model/ GMM). Для розподілу початкових значень Eapp

в ROI було послідовно змодельовано серію теоретичних розподілів, що скла-

далися із різної кількості розподілів Гауса. За інформаційним критерієм Баєса

(BIC) було визначено, що оптимальна кількість гаусіан в моделі для апроксима-

ції емпіричного розподілу значень Eapp є 2-3 (значення BIC наведені на врізці

на рис. рис. 3.11A). Таким чином був зроблено висновок, що групи ROI виділе-

ні за цитоморфологічними ознаками (в дендритних шипиках та стовбурі ден-

дрита) дійсно відображають два окремих розподіли згідно зі значеннями Eapp

(рис. 3.11A). Оцінені за побудованими розподілами середні значення Eapp для

регіонів в межах дендритних шипиків та стовбура дендритного дерева склада-

ли 0.028±0.018 та 0.0031±0.0029 відповідно, тобто відрізнялись більше як у 9

разів. Умовне порогове значення Eapp між двома типами регіонів було оцінено

як 0.014.

Для зручної візуальної репрезентації та візуального аналізу взаємозалежно-

сті ∆F/F0 в спектральному каналі HPCA-ECFP та значення Eapp в окремих

ROI було побудовано аналог двовимірного фазового портрета нашої системи

(рис. 3.11B). Кожна траєкторія відображає зміни параметрів у окремих ROI від

початку іонофоретичного прикладання NMDA (сині позначки) і до кінця (чер-

воні позначки). Відповідні напівпрозорі кольорові області окреслюють ROI рі-

зних типів, в дендритних шипиках (spine, червоний колір) та в стовбурі ден-

дрита (shaft, зелений колір). Особливу увагу у наведеному фазовому портреті

привертає саме пул регіонів в складі стовбура дендрита, де траєкторії перева-

жної більшості ROI демонструють одночасне падіння∆F/F0 та зростанняEapp

(виражена зелена лопать в лівій нижній чверті графіка). Це може вказувати на

наявність взаємодій між HPCA та AP2B1 і в межах стовбура дендрита.
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Рис. 3.11. Аналіз неоднорідності значень ефективності FRET в різних

структурах дендритного дерева.

A)Гістограма розподілу значень ефективності FRET (Eapp) в усіх

досліджених ROI (n = 3/9/81 культур/клітин/ROI) до активації

NMDA-рецепторів. Аналіз з використанням моделі суміші гаусіан

(gaussian mixture model/ GMM) дозволив виявити дві основні ком-

поненти, які збігались із цитоморфологічною приналежністю ROI,

значення інформаційного критерію Баєса (BIC) для різної кількості

компонент GMM наведено на врізаному графіку. Компонента мен-

шої початкової інтенсивності (зелена крива) відповідала регіонам в

межах стовбура дендритного дерева; компонента більшої початко-

вої інтенсивності (червона крива) відповідала регіонам в дендритних

шипиках. B) Взаємозалежність відносної зміни інтенсивності флуо-

ресценції (∆F/F0) в спектральному каналі HPCA-ECFP та значення

Eapp. Зеленою областю позначено регіони в стовбурі дендритного де-

рева (shaft), червоною областю – в дендритних шипиках (spine); ко-
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лір траєкторій відповідає моменту часу від початку іонофоретичного

прикладання NMDA: від синього для початку до червоного для кін-

ця прикладання.

Для подальшого статистичного аналізу обраних наборів ROI для регіонів в

дендритних шипиках (spine, n = 3/9/44 культур/клітин/ROI) та стовбурі ден-

дритного дерева (shaft, n = 3/9/37 культур/клітин/ROI) проводилося усередне-

ння значень за трьома часовими проміжками реєстрації: I - початок реєстра-

ції до іонофоретичного прикладання NMDA; II - кінець прикладання NMDA із

найбільшою очікуваною амплітудою змін Eapp; III - кінець реєстрації.

Порівняння абсолютних значень Eapp із нулем було спрямовано на перевір-

ку, чи присутній суттєвий рівень потенційної взаємодії між HPCA та AP2B1 і

до протоколу фармакологічної індукції LTD. Виявлено, що навіть попри над-

звичайно низький початковий рівень Eapp в регіонах стовбура дендрита (про-

міжок I, 0.0021, IQR 0.00575), його значення статистично значущо відмінні від

нуля, як і в регіонах дендритних шипиків (проміжок I, 0.029, IQR 0.019) (p-

value< 0.0001, одновибірковий тест Мана-Уітні для медіан, box-plot на врізці

на рис. 3.12A).

Як збільшення величини Eapp, так і необоротність цих змін у всіх типах ре-

гіонів була підтверджена множинним порівнянням між різними часовими про-

міжками в межах одного типу регіонів (рис. 3.12B). В регіонах дендритних ши-

пиків відбувалось майже півтора кратне збільшення Eapp (проміжок II, 0.0374,

IQR 0.02) без значущого повернення до початкових значень навіть наприкін-

ці реєстрації (проміжок III, 0.0374, IQR 0.0302). Схожа картина спостерігалась

і для регіонів, розташованих вздовж стовбура дендрита – збільшення у відпо-

відь на іонофоретичне NMDA (проміжок II, 0.0111, IQR 0.0081) без значущо-

го відновлення до початкових значень впродовж всього періоду спостережень

(проміжок III, 0.0097, IQR 0.0082).

Варто зауважити, що в регіонах шипиків були значущо вищі значення Eapp
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до початку протоколу LTD, вони лишались значущо вищими за показники ре-

гіонів вздовж стовбура дендрита (рис. 3.12C).

Рис. 3.12. Аналіз змін ефективності FRET (Eapp) в різних структурах

дендритного дерева.

(A) Усереднені профілі змін Eapp в межах різних типів регіонів (чер-

воний - дендритні шипики, зелений - стовбур дендритного дерева).

Червона область позначає іонофоретичне прикладання NMDA три-

валістю 60 s для фармакологічної індукції LTD.Напівпрозорі області

позначають часові інтервали, що були використані для подальшого

статистичного аналізу: I - до початку прикладання NMDA, II - напри-

кінці прикладання NMDA, III - наприкінці реєстрації. Врізка демон-

струє перевірку початкових значень Eapp на відмінність від нуля. (B)
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Порівняння змін Eapp між різними часовими проміжками для різних

типів регіонів. (C) Порівняння змінEapp між різними типами регіонів

для часових проміжків. Для статистичного аналізу використовували

U-критерійМанна-Уітні та критерій Вілкоксона з поправкою на мно-

жинні порівняння за методом Бенжаміні-Хохберга, * - p < 0.05, ****

- p < 0.0001.

У випадку порівнянь відносних змінEapp (∆Eapp/Eapp0) спостережувана кар-

тина, очікувано, зворотна. Зміни в межах шипиків мали відносно невеликі зна-

чення підвищення, на 26.3%, IQR 47.5 наприкінці іонофоретичного приклада-

ння NMDA (проміжок II) та 17.9%, IQR 51.5 наприкінці реєстрації (проміжок

III). Натомість∆Eapp/Eapp0 в регіонах вздовж дендритного дерева сягали 100%,

однак давались в знаки надзвичайно малі абсолютні значення, що драматично

впливало на розкид отриманих оцінок∆Eapp/Eapp0. Так наприкінці прикладан-

ня NMDA (проміжок II) збільшення сягало 95.5%, IQR 439% та 97%, IQR 348%

наприкінці реєстрації (проміжок III). Результати статистичних порівнянь наве-

дено на рисунку 3.13.
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Рис. 3.13. Аналіз відносних змін ефективності FRET (∆Eapp/Eapp0) в

різних структурах дендритного дерева.

(A) Усереднені профілі змін ∆Eapp/Eapp0 в межах різних типів ре-

гіонів (червоний - дендритні шипики, зелений - стовбур дендритно-

го дерева). Червона область позначає іонофоретичне прикладання

NMDA тривалістю 60 s для фармакологічної індукції LTD. Напів-

прозорі області позначають часові інтервали, що були використані

для подальшого статистичного аналізу: I - до початку прикладан-

ня NMDA, II - наприкінці прикладання NMDA, III - наприкінці ре-

єстрації. Врізка демонструє перевірку початкових значень Eapp на

відмінність від нуля. (B) Порівняння змін ∆Eapp/Eapp0 між різни-

ми часовими проміжками для різних типів регіонів. (C) Порівняння

змін ∆Eapp/Eapp0 між різними типами регіонів для часових проміж-
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ків. Для статистичного аналізу використовували U-критерій Манна-

Уітні та критерій Вілкоксона з поправкою на множинні порівняння

за методом Бенжаміні-Хохберга, ** - p < 0.01, **** - p < 0.0001.

Виявлені значні рівні FRET удендритнихшипиках в сукупності з попередні-

ми даними щодо транслокації HPCA у регіони довкола постсинаптичних щіль-

ностей дозволяють припуститищо, взаємодія міжHPCA таAP2B1 відбувається

якраз у межах зон ендоцитозу дендритних шипиків. А наявність FRET між до-

слідженими білками навіть за базальних умов дозволяє зробити висновок про

роль HPCA в процесах конститутивного трафіку синаптичних рецепторів в ме-

жах зон ендоцитозу.

Глобальне підвищення FRET між HPCA та AP2B1 у всіх структурах ден-

дритного дерева впродовж протоколу фармакологічної індукції LTD дозволяє

зробити висновок щодо значущих змін в регуляції ендоцитозу, до яких залу-

чається і HPCA. Загальне і не зворотне збільшення FRET вказує на взаємодію

між досліджуваними білками. Це може свідчити про стабілізацію AP2 на пла-

зматичній мембрані за допомогою HPCA і підвищення рівня ендоцитозу си-

наптичних рецепторів впродовж індукції LTD шляхом підсилення наявних зон

ендоцитозу в шипиках разом з одночасним підвищенням темпів ендоцитозу та-

кож і в пересинаптичних ділянках.

Водночас не до кінця зрозуміла необоротність взаємодії міжHPCA таAP2B1

після завершення активації NMDA-рецепторів. Оскільки значення [Ca2+]i ма-

ють швидко повертатись до базальних значень, HPCA мав би лишати мембра-

ну і переходити в Ca2+-вільну форму. Це дозволяє припустити, що утриман-

ня FRET на високому рівні після припинення іонофоретичного прикладання

NMDA може бути свідченням формування стабільних комплексів із HPCA та

білків-учасників CME і це питання вимагає подальших глибоких досліджень.
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3.3 Порівняння транслокації гіпокальцину

та розподілу мінорних фосфоліпідів

3.3.1 Дослідження Ca2+-залежного перерозподілу

гіпокальцину між різними типами клітинних мембран

За базальних внутрішньоклітинних концентрацій кальцію HPCA поводи-

ться переважно як цитоплазматичний білок [143]. Водночас у всіх досліджува-

них клітинах були виявлені тьмяні внутрішньоклітинні ділянки (рис. 3.14Aa,

внутрішньоклітинні ділянки з низькою інтенсивністю флуоресценції виділені

штриховою лінією). Примітно, що ці внутрішньоклітинні ділянки, які спочатку

демонстрували низьку інтенсивність флуоресценції HPCA, показали збільшен-

ня флуоресценції після індукованого фотолізом вивільненняCa2+ (рис. 3.14Ab,

та сама ділянка виділена панелі Aa). Це є переконливим доказом вбудовування

HPCA у внутрішньоклітинні мембрани (intracellular membranes/ IMs), найімо-

вірніше, органел, які виділяються в результаті дифузії HPCA-mBaoJin з цито-

плазми. Для більш точної візуалізації IMs було введено корекцію інтенсивності

відносно зображень перед вивільненням індукованого фотолізом Ca2+. Відні-

мання усередненої інтенсивності цитоплазми значно підвищило контрастність

дифузійно ізольованих внутрішньоклітинних компартментів. Інтенсивність ци-

топлазми оцінювали як усереднену інтенсивність сигналу в ділянках між зов-

нішнім контуром клітини та тьмяними внутрішньоклітинними ділянками. На

скоригованих зображеннях, ІМs демонструють складну структуру з множин-

ними ізольованими компартментами, як показано на рисунку 3.14B (виділена

область збігається з такою на панелі A).

Для кількісної оцінки динаміки транслокації HPCA у відповідь на індукова-

не фотолізом вивільнення Ca2+ було використано метод диференціальної візу-

алізації. Цей метод дозволив виявити зміни інтенсивності флуоресценції з ча-
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сом, що дало змогу ідентифікувати ділянки, пов’язані з вбудовуванням HPCA.

Перерозподіл флуоресценції було визначено порівнянням зміни інтенсивності

пікселів на послідовних кадрах, на псевдокольорових зображеннях ділянки під-

вищеної флуоресценції відображалися червоним кольором, а ділянки зниженої

флуоресценції - зеленим [22]. Області транслокації HPCA були задетектовані

на диференційних зображеннях, було виявлено масивні ділянки по всій пла-

зматичній мембрані (plasma membrane/ PM, позначені білими стрілками на рис.

3.14C), а також чіткі множинні ділянки в цитоплазмі (виділені на рис. 3.14C). Як

і очікувалося, ділянки внутрішньоклітинного вбудовування НРСА на диферен-

ційних зображеннях чітко перекриваються з раніше виявленими внутрішньо-

клітинними компартментами (рис. 3.14C, виділена ділянка збігається з такими

на панелях A і B). Згідно з цими спостереженнями, виділені області інтересу

(ROI) для сайтів транслокації в межах регіонів PM та ІМs були використані для

подальшого аналізу.

Для всіх досліджених клітин (n = 12) у відповідь на індуковане фотолізом

вивільнення Ca2+, відносні зміни флуоресценції (∆F/F0) у загальній кількості

сайтів транслокації для червоних сайтів збільшення інтенсивності (червоний

слід на рис. 3.14D) супроводжувалися зеленими ділянками зменшення інтен-

сивності в цитоплазмі (зелений слід на рис. 3.14D), а середні зміни інтенсив-

ності флуоресценції по всій клітині (білий контур на рис. 3.14C і синій слід на

рис. 3.14D) були незначними, що свідчить про те, що загальна кількість HPCA-

mBaoJin була сталою.

На жаль, через значні відмінності в початковій інтенсивності флуоресценції

(F0) між сайтами транслокації в межах регіонів PM та ІМs, пряма безпосере-

дня нормалізація відносно F0 не застосовувалась. Замість цього, для порівнян-

ня амплітуд транслокацій між PM та ІМs, зміни інтенсивності були виражені як

∆F − F0. Ця величина виражає різницю між абсолютною зміною інтенсивно-

сті ∆F одразу після індукованого фотолізом вивільнення Ca2+, що позначена

пунктирною лінією на рисунку 3.14D (t = 10 с), і середньою початковою інтен-
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сивністю F0 до вивільнення Ca2+ (t = 0-8 с).

Регресійний аналіз оцінив зв’язок між максимальною транслокацією HPCA

до регіонів PM та ІМs і продемонстрував виражену лінійну залежність (рис.

3.14E, R2 = 0.945), а кутовий коефіцієнт регресії значуще не відрізнявся від

1 (одновибірковий t-тест, p = 0.381), вказуючи на те, що амплітуди транс-

локації HPCA були однаковими без переваг для обох типів регіонів. Рівно-

мірний розподіл на графіку Бланда-Альтмана (рис. 3.14F, 95% довірчий інтер-

вал −42.8 . . . 54.3 а.u.) і середні відмінності між максимальними амплітудами

транслокацій лише 5.8 а.u. ±24.8 також підтверджують певність наших вимі-

рювань.

Рис. 3.14. Порівняння транслокації гіпокальцину до різних типів клі-

тинних мембран.

(А) Флуоресцентне зображення репрезентативної клітини, що де-

монструє розподіл HPCA до (Аа) та перерозподіл після вивільнення

Ca2+, спричиненого фотолізом (Ab). (textbfB) Компенсація на усере-

днену інтенсивність цитоплазми до вивільненняCa2+, спричиненого

фотолізом. (C) Диференційне зображення, що відображає транслока-

цію HPCA. Пунктирною лінією виділено зони внутрішньоклітинної
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транслокації; стрілками позначено ділянки транслокації вздовж пла-

зматичної мембрани. (D) Профілі інтенсивності з ділянок зменше-

ння інтенсивності флуоресценції HPCA (зелений), збільшення (чер-

воний) та по всій площі клітині (синій). (E) Регресійний аналіз вза-

ємозв’язку між максимальною транслокацією HPCA до ділянок на

плазматичній мембрані (PM) та внутрішньоклітинними мембранами

(IMs). (F) Аналіз Бланда-Альтмана для оцінки відповідності між ма-

ксимальною транслокацією HPCA до регіонів PM та IMs.

3.3.2 Дослідження вмісту PIP2 в різних типах

клітинних мембран

Для того, щоб охарактеризувати розподіл мінорного фосфоліпіду PIP2 між

різними типами клітинних мембран було проведено наступну серію експери-

ментів з використанням комбінації неспецифічної мембранної мітки EYFP-Mem

[97] та PIP2-специфічної мітки PHD-ECFP [99, 100]. Дослідивши взаємний

розподіл міток і співвідношення між інтенсивністю їх флуоресцентних сигна-

лів, ми змогли безпосередньо напівкількісно оцінити як вміст, так і розподіл

PIP2 в межах регіонів PM та ІМs.

EYFP-Mem локалізувався переважно в мембранах (рис. 3.15A), тоді як для

PHD-ECFP спостерігали значну цитоплазматичну фракцію (рис. 3.15B). PH до-

мен має значну спорідненість не тільки до PIP2, але ще вищу до інозитолтри-

фосфату (IP3), і висока цитоплазматична концентрація IP3 може бути особли-

вістю клітин HEK293, що зумовлює спостережуваний розподіл мітки.

Накладання каналів EYFP-Mem і PHD-ECFP виявляє численні ділянки спіль-

ної локалізації по всій ПМ (стрілки на рис. 3.15C) і в цитоплазмі (обведено

пунктирною лінією на 3.15C), що дозволило виділити регіони PM та ІМs для

подальшого аналізу. Для оцінки щільності розподілу PIP2 у мембранах роз-
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раховували попіксельно співвідношення інтенсивностей флуоресценції PHD-

ECFP та EYFP-Mem (ICFP/IY FP ). Неоднорідність густини PIP2 в ділянках PM

спостерігається у вигляді суттєвої варіативності значень ICFP/IY FP , як показа-

но на рисунку 3.15D, де стрілками вказано декілька ділянок з підвищеною кон-

центрацієюPIP2. Виражена асиметрія і мультимодальність розподілу ICFP/IY FP

в регіонах PM (помаранчевий колір на рис. 3.15E) спонукала нас виконати ана-

ліз за допомогою моделі суміші гаусіан (gaussian mixture model/ GMM). Для

репрезентативної клітини було виявлено чотири компоненти GMM згідно з ба-

єсівським інформаційним критерієм (BIC), як показано на рисунку 3.15F, що

вказує на дуже неоднорідний розподіл PIP2 в складі плазматичної мембрани

клітини. З іншого боку, медіанні значення ICFP/IY FP значно вищі в ділянках

IMs порівняно з ділянками PM (рис. 3.15G,KS-тест= 0.6410, p < 0.001). Поді-

бні співвідношення медіанних значень спостерігалися у всіх досліджених клі-

тинах, без чіткого зв’язку міжщільністюPIP2 в регіонах PM та ІМs (n = 7, рис.

3.15H, R2 = 0.832), а нахил регресії суттєво відрізнявся від 1 (одно вибірковий

t-тест, t = −3.842, p = 0.0121), що свідчить про нерівномірний розподіл PIP2

між плазматичною мембраною та мембранами внутрішньоклітинних компар-

тментів.
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Рис. 3.15. Порівняння розподілу мінорного фосфоліпідаPIP2 між рі-

зними типами клітинних мембран.

Флуоресцентні зображення репрезентативної клітини, що показує

розподіл EYFP-Mem (А) і PHD-ECFP (B). (C) Накладання спекта-

рильних каналів EYFP-Mem та PHD-ECFP. Колокалізація позначе-

на білою пунктирною лінією (внутрішньоклітинні мембрани) та бі-

лими стрілками (плазматична мембрана). (D) Попіксельне співвід-

ношення інтенсивностей флуоресценції PHD-ECFP до EYFP-Mem

(ICFP/IY FP ). Чорний прямокутник показує збільшену область, де
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червоні ділянки (позначені стрілками) вказують на ділянки з ви-

соким співвідношенням ICFP/IY FP . (E) Розподіл співвідношення

ICFP/IY FP в областях інтересу (ROI), що відповідають плазмати-

чній мембрані (plasmamembrane/PM, помаранчевий колір) та внутрі-

шньоклітинним мембранам (intacellular membranes/IMs, чорний ко-

лір). (F) Аналіз співвідношення ICFP/IY FP у регіонах плазматичної

мембрани за допомогою моделі гауссової суміші (GMM) на основі

оптимізації за баєсівським інформаційним критерієм (BIC, значен-

ня показано на вставці). (G) Кумулятивна функція розподілу (CDF)

співвідношення ICFP/IY FP в регіонах PM та IMs. (H) Регресійний

аналіз медіанних значень співвідношень ICFP/IY FP в різних типах

регіонів для всіх досліджених клітин (n = 7).
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РОЗДІЛ 4

Узагальнення результатів

Довготривала синаптична пластичність є фізіологічним підґрунтям проце-

сів запам’ятовування, набуття навичок і формування досвіду. Одним з основ-

них різновидів довготривалої пластичності в глутаматергічних синапсах єNMDA-

рецептор залежна LTD. В основі розвитку LTD є тривале зменшення кілько-

сті AMPA-рецепторів на мембрані постсинаптичного нейрона, що призводить

до зниження здатності окремих синапсів передавати сигнали. Широко відо-

мо, що розвиток LTD відбувається у відповідь на тривалу, але низьку за ін-

тенсивністю, активацію синапсів і вторинним посередником в цьому процесі

виступають іони Ca2+ які на початкових етапах індукції LTD надходять через

активні NMDA-рецептори [4]. Подальші сигнальні каскади провокують дисо-

ціацію AMPA-рецепторів з ділянки постсинаптичної щільності та їх вилучення

з плазматичної мембрани дендрита шляхом CME. Однак точні механізми, що

забезпечують Ca2-залежність і локалізацію CME в процесі індукції LTD, за-

лишаються маловивченими. Наявні дослідження висували нейронний кальціє-

вий сенсор HPCA на роль потенційної сигнальної ланки в індукції LTD. Осо-

бливість HPCA полягає в наявності міристильного перемикача, що обумовлює

Ca2-залежність та оборотне вбудовування до ліпідних мембран [10, 11]. Згі-

дно з наявними уявленнями, HPCA функціонує як шатл, що забезпечує Ca2-

залежну доставлення до поверхні мембран комплексу адаптерних білків 2, що

взаємодіє з AMPA-рецепторами та ініціює їхній подальший ендоцитоз шляхом

CME [36]. Однак використані в попередніх роботах висновки ґрунтувались ви-

ключно на біохімічних, імунологічних та непрямих електрофізіологічних ме-

тодах, без прямого спостереження за досліджуваними білками в процесі інду-

кції LTD [9]. Тому метою дисертаційного дослідження було дослідити участь

HPCA в процесі індукції NMDA-рецептор залежної LTD з використанням ме-

тодів візуалізації живих клітин.
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Для фармакологічної індукції NMDA-рецептор залежної LTD в первинній

культурі нейронів гіпокампа було розроблено та валідовано нову методику три-

валих локальних іонофоретичних прикладань NMDA. Новий підхід дозволив

гнучко та ефективно моделювати LTD в поодиноких нейронах. Застосування

іонофорезу для тривалих прикладань будь-яких полярних водорозчинних речо-

вин в широкому спектрі експериментальних підходів, що передбачають фарма-

кологічну обробку досліджуваних клітин в культурі, робить створений метод

перспективною альтернативою обробки всіх клітин в зразку розчином із фар-

макологічними препаратами.

В дослідах із використанням додаткової флуоресцентної мітки, специфі-

чної до постсинаптичної щільності (PSD95-TagRFP) було оцінено просторові

характеристики Ca2-залежного перерозподілу HPCA в дендритному дереві у

відповідь на активацію NMDA-рецепторів. Виявлено, що регіони вбудовуван-

ня кальцієвого сенсора є гетерогенними вздовж всього дендритного дерева та

спостерігається значне накопичення HPCA в дендритних шипиках. Важливо

зауважити, що вбудування HPCA в межах дендритних шипиків спостерігалося

виключно в регіонах, що оточували постсинаптичні щільності. Виявлені регіо-

ни цитоморфологічно відповідають зонам ендоцитозу, регіонам, що забезпечу-

ють активне вилучення синаптичних рецепторів в межах дендритних шипиків.

Вперше були проведені прямі спостереження за взаємною локалізацією та

потенційною взаємодією між HPCA (HPCA-ECFP) та β-субодиницею компле-

ксу адаптерних білків 2 (AP2B1-EYFP) як в нативних клітинах, так і процесі ін-

дукції довготривалої депресії. Використання підходів для детектування FRET

між флуорофорами дозволило кількісно оцінити локалізацію та ступінь потен-

ційної білок-білкової взаємодії на рівні окремих фрагментів дендритного де-

рева та поодиноких дендритних шипиків. Було виявлено значущі рівні FRET

до початку індукції LTD, але лише в межах дендритних шипиків, що вказує

на колокалізацію і потенційну взаємодію досліджуваних білків навіть за відсу-

тності синаптичної активності. Натомість у відповідь на протокол індукції LTD
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збільшення рівнів FRET спостерігалось як в дендритних шипиках, так і масив-

них ділянках вздовж стовбуру дендрита, а по завершенню протоколу значення

FRET не демонстрували повернення до початкових. Це є вагомим свідченням

щодо стійкої та тривалої взаємодії між кальцієвим сенсором та комплексом ада-

птерних білків 2, яка може лежати як в основі збільшення ступеня ендоцитозу

AMPA-рецепторів на стадії індукції LTD, так і підтриманні цієї форми дов-

готривалої пластичності шляхом незворотного збільшення темпів ендоцитозу

AMPA-рецепторів.

Рис. 4.1. Загальна схема сигналізації HPCA в процесах трафіку сина-

птичних рецепторів та індукції LTD у стовбурі дендритного дерева

(A) та окремих дендритних шипиках (B).

Оскільки FRET відображає виключно колокалізацію флуорофорів, а з літе-

ратурних джерел відомо про високу спорідненість обох білків інтересу до мі-

норного фосфоліпіда PIP2, була проведена додаткова перевірка, щоб виклю-

чити можливість впливу локальних відмінностей складу ліпідних мембран на
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спостережуване явище. Використовуючи клітини лінії HEK 293 та комбінацію

неспецифічної флуоресцентної мембранної мітки (EYFP-Mem) та флуоресцен-

тно міченого плекстринового домену фосфоліпази C (PHD-ECFP) як мітки, спе-

цифічної до PIP2, було охарактеризовано розподіл мінорного фосфоліпіда між

різними типами клітинних мембран. Подальше дослідженняCa2-залежного пе-

рерозподілу HPCAміж різними типами клітинних мембран в клітинах HEK 293

та порівняння отриманих даних із попередніми оцінками дозволило зробити

висновок про відсутність преференції HPCA до вмісту PIP2 в мембранах. Це

є додатковим опосередкованим свідченням щодо специфічності взаємодії між

HPCA та AP2B1.
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ВИСНОВКИ

В дисертаційній роботі відповідно до мети та поставлених завдань був роз-

роблений новітній підхід щодо використання іонтофорезу. За допомогою цього

підходу та молекулярно-генетичних, електрофізіологічних і флуоресцентних

методів проведено дослідження участі гіпокальцину в NMDA-рецептор зале-

жній довготривалій синаптичній депресії. За результатами проведених експе-

риментів було зроблено наступні висновки:

1) Іонофорез вперше було застосовано як метод тривалих локальних прикла-

дань речовини. Просторово-часова динаміка вивільнення речовини з еле-

ктрода робить цей метод ефективною альтернативою заміні розчину в екс-

периментальній камері (bath-application).

2) Тривале локальне іонофоретичне прикладання NMDA є ефективним мето-

дом для фармакологічного моделювання LTD в первинній культурі нейро-

нів гіпокампа щура.

3) Транслокація HPCA у відповідь на тривалу активацію NMDA-рецепторів

відбувається в окремі регіони дендритного дерева та в потенційні зони ен-

доцитозу, локалізованих в околицях постсинаптичнихщільностей синапсів.

4) Вміст PIP2 в різних типах клітинних мембран суттєво не впливає наCa2+-

залежний перерозподіл HPCA в клітинах HEK 293, що вказує на потенційні

додаткові фактори, які можуть обумовлювати нерівномірність транслока-

цій білка в різних компартментах живих клітин; також це є опосередкова-

ним свідченням специфічності взаємодії між HPCA та AP2B1, а не спон-

танним підвищенням FRET через колокалізацію обох білків в багатих на

PIP2 регіонах плазматичної мембрани нейронів.

5) Взаємодія між HPCA та AP2B1 впродовж індукції LTD виявлена як в ден-

дритному стовбурі, так і в дендритних шипиках, та продовжується після її

завершення, що може вказувати на роль HPCA як в процесах індукції, так
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і підтримання LTD шляхом підвищення рівня ендоцитозу AMPA рецепто-

рів.

6) Значний рівень взаємодії HPCA та AP2B1 був присутній в межах дендри-

тних шипиків до активації NMDA-рецепторів, що вказує на потенційну

роль HPCA не тільки в процесах індукції та підтримання LTD, але й в про-

цесах конститутивного трафіку синаптичних рецепторів.



119

ДОДАТКИ

Додаток А

Рис. S.1. Нейрон гіпокампа щура, зелений колір відображає гіпокальцин, а пур-

пуровий – синапси (струтурний білок PSD95).
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Додаток B

СИСТЕМА ПРОТОЧНОЇ ПЕРФУЗІЇ

Рис. S.2. Схема системи проточної перфузії.

Кольорові стрілки вказують на різні потоки позаклітинного розчину: зелений

- вхід експериментальної камери, синій - вхід експериментальної камери, ціа-

новий - вхід перистальтичної помпи, пурпурний - вихід перистальтичної помпи,

червоний - злив у відходи. Вмикання/вимикання перфузії працюєшляхом одно-

часного перекриття входу рідини за допомогою клапанаА і перемикання помпи

на атмосферу за допомогою клапана В, щоб запобігти коливанням рівня ріди-

ни в експериментальній камері. За замовчуванням перфузійна система працює

в замкнутому режимі, коли позаклітинний розчин повертається в основний ре-

зервуар, але за допомогою триходового клапана С ми можемо спрямувати потік

рідини в резервуар для відходів і працювати в розімкненому режимі.
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Побудовано за допомогою The Engineering ToolBox www.engineeringtoolbox.

com/p-id-drawing-d_1639.html.

Рис. S.3. Зібрана система проточної перфузії.

Кольорові стрілки вказують на різні потоки позаклітинного розчину: зелений -

вхід експериментальної камери, синій - вхід експериментальної камери, ціано-

вий - вхід перистальтичної помпи, пурпурний - вихід перистальтичної помпи,

червоний - злив у відходи. Біла стрілка вказує на вхід повітря для розриву петлі

перфузії.

1 - Основний резервуар для позаклітинного розчину,

www.engineeringtoolbox.com/p-id-drawing-d_1639.html
www.engineeringtoolbox.com/p-id-drawing-d_1639.html
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2 - Двоходовий клапан,

3 - Регулятор потоку,

4 - Блок електромагнітних клапанів для автоматичного керування: Клапан A -

вхід експериментальної камери ВІДКРИТО/ЗАКРИТО; Клапан B - клапан роз-

риву перфузійної петлі З’ЄДНУВАЧ ВИХОДУ КАМЕРИ/АТМОСФЕРА; Кла-

пан С - вихід перистальтичної помпи в основний резервуар/в відходи.
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