
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.
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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.
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