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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 

 

CS сolliculus superior 

ГКС 

HEPES 

гангліозні клітини сітківки 

4-(2-гідроксіетил) піперазин-1-етансульфонова 

кислота 

EGTA етиленгліколь-біс(2-аміноетиловий ефір)-N, N, N', N'-

тетраоцтова кислота 

ТТХ тетродотоксин 

АМПА  α-аміно-3-гідрокси-5-метил-4-ізоксазолпропіонат 

НМДА N-метил-D-аспартат 

ГАМК гамма-аміномасляна кислота 

ЦНС центральна нервова система 

ПСС постсинаптичний струм 

вПСС викликаний постсинаптичний струм 

сПСС спонтанний постсинаптичний струм 

мПСС мініатюрний постсинаптичний струм 

вЗПСС викликаний збуджувальний постсинаптичний струм  

вГПСС викликаний гальмівний постсинаптичний струм 

ПД  потенціал дії 

n середня кількість сайтів вивільнення 

p середня ймовірність вивільнення трансмітера 

q величина кванта 

СV коефіцієнт варіації 

КПС коефіцієнт парної стимуляції 
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ВСТУП 

 

Зір − складний багатоступінчатий сенсорний процес, який починається з 

проекції зображень на сітківку ока, яка сприймає та трансформує світлові сигнали в 

послідовності нервових імпульсів. Вихідними нейронами сітківки є гангліозні клітини 

(ГКС). Їхні аксони формують зоровий тракт і забезпечують передачу візуальних 

аферентних сигналів у субкортикальні зорові центри головного мозку. Colliculus 

superior (CS, верхні горбки пластинки покрівлі) є первинним субкортикальним 

центром зорового аналізатора. Проекції ГКС в верхні шари CS утворюють перші реле 

у шляхах передачі та обробки аферентних зорових сигналів [155, 194, 135, 27, 144]. 

Дослідження властивостей нейропередачі між ГКС та нейронами CS традиційно 

проводилися або in vivo [195, 173], або in vitro на парасагітальних переживаючих 

зрізах CS [35, 170, 237]. У таких експериментах реєстрували викликані 

постсинаптичні струми в нейронах CS у відповідь на тотальну електричну стимуляцію 

stratum opticum ― оптичного шару CS, який включає в себе велику кількість 

різноманітних вхідних проекцій, зокрема і аферентних входів зорового тракту. 

Принципові недоліки попередніх методик досліджень синаптичних ефектів полягали 

у відсутності можливості ідентифікації конкретного пресинаптичного входу волокна 

та контролю виникнення  в ньому потенціалу дії. У зв’язку з цим виникло питання 

розробки більш адекватного в даному аспекті об’єкту. 

Розроблений та описаний в даній роботі метод кокультивування дисоційованих 

клітин сітківки та нейронів CS дозволяє отримати зручну та адекватну in vitro модель 

для вивчення синаптичної передачі аферентних впливів, що надходять по зоровому 

тракту у відповідний зоровий центр. Це дозволяє реєструвати окремі синаптичні події 

з точною ідентифікацією пре- та постсинаптичного нейрона і, отже, в значній мірі 

позбавляє відмічених вище недоліків. В даній моделі морфологічні, 

електрофізіологічні відмінності обох популяцій клітин та візуалізація проекцій 

аксонів ГКС на нейрони CS надають можливість дослідження характеристик 
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синаптичного зв’язку на окремих добре візуалізованих та ідентифікованих парах 

нейронів. 

У людини зорова система надає мозку більше 80 % всієї сенсорної інформації. 

Очевидно, що дослідження нейропередачі на рівні окремих високоспеціалізованих 

ланок цієї системи в нормі та патології є актуальним розділом фізіології та медицини. 

Гіпоксія є не тільки патологічним процесом, що лежить в основі багатьох 

захворювань чи супроводжує їх, вона індукує розвиток фізіологічної адаптації до 

певних навколишніх умов або фізичних навантажень [165, 48, 85,82, 47, 119, 20, 46, 

15]. Висока чутливість нейронів центральної нервової системи (ЦНС) до дефіциту 

кисню є загальновідомою. Навіть короткочасне припинення постачання кисню до 

тканин головного мозку може призвести до його необоротних пошкоджень. Питоме 

споживання кисню різними тканинами головного мозку дуже сильно варіює. Цей 

параметр у тканин сітківки та субкортикальних зорових центрів на порядок вище 

відповідних показників інших відділів ЦНС [245]. 

Ключові моменти гіпоксичного ураження саме проекцій сітківки в CS 

досліджені відносно детально на рівні структурних порушень та судинних реакцій за 

допомогою методів магнітно-резонансної томографії [44, 220, 24]. Разом з тим 

ефекти та механізми гіпоксичного впливу на передачу через окремі відповідні 

з'єднання дотепер досліджені не були. Саме тому визначення властивостей 

нейропередачі в синапсах між ГКС та нейронами CS при гіпоксії є важливим для 

розуміння механізмів гіпоксичних ушкоджень даної ланки зорової системи та 

створення необхідної теоретичної основи для пошуку нових терапевтичних підходів в 

корекції індукованих гіпоксією патологічних станів зорового аналізатора. 

 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, 

темами 

 

Роботу виконано в рамках наукових проектів Інституту фізіології ім. О. О. 

Богомольця НАН України «Клітинні механізми реалізації функціональних 

особливостей нейронів центральної та периферичної нервових систем ссавців» 
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(державний реєстраційний номер № 0113U007274) і «Функціональна геноміка 

міжнейронної взаємодії та субнейронних процесів за нормальних та патологічних 

умов» (державний реєстраційний номер № 0112U001476). 

 

Мета і задачі дослідження 

 

Метою нашої роботи було встановлення характеристик нейропередачі в 

синапсах аферентних проекцій сітківки в colliculus superior в нормі та за  умов 

моделювання гіпоксії. Для досягнення мети були поставлені наступні задачі: 

1. Розробити методику тривалого кокультивування дисоційованих клітин сітківки 

та нейронів CS для отримання адекватного об’єкта досліджень передачі зорової 

інформації від сітківки в субкортикальний зоровий центр на окремих парах 

ГКС — нейрон CS. 

2. Визначити типи хімічної нейропередачі між ГКС та нейронами CS та роль 

субпопуляцій постсинаптичних рецепторів в  її реалізації. 

3. Визначити характеристики квантового вивільнення нейротрансмітерів в 

синапсах між кокультивованими ГКС та нейронами CS. 

4. Охарактеризувати властивості короткотривалої пластичності при парній 

стимуляції у парах ГКС — нейрон CS.  

5. Виявити ефекти та механізми гіпоксичних впливів на синаптичну передачу між 

ГКС та нейронами CS. 

 

Об’єкт дослідження. Первинна кокультура дисоційованих клітин 

сітківки та нейронів CS. 

 

Предмет дослідження. Властивості нейропередачі в синапсах між ГКС 

та нейронами CS в нормі та при моделюванні гіпоксії. 
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Методи дослідження 

 

Кокультивування дисоційованих клітин сітківки та нейронів CS; відведення 

активності окремих нейронів в режимах фіксації струму/потенціалу в конфігурації 

«ціла клітина»; реєстрація трансмембранних струмів та потенціалів (парна реєстрація 

в конфігурації «ціла клітина») в режимах фіксації струму/потенціалу одночасно на 

пре- та постсинаптичній клітинах; моделювання стану гіпоксії, використовуючи 

аплікацію гіпоксичних розчинів методом швидкої локальної суперфузії; аналіз 

результатів методуми базового та повного квантового аналізу; статистичний аналіз 

результатів дослідження. 

 

Наукова новизна одержаних результатів 

 

В дисертаційній роботі вивчені та кількісно охарактеризовані властивості 

синаптичної передачі між ГКС та нейронами CS на окремих кокультивованих 

синаптично зв’язаних парах нейронів за нормальних та гіпоксичних умов.  

Вперше розроблено метод кокультивування дисоційованих клітин сітківки та 

нейронів CS. Визначено, що збуджувальна синаптична передача між ГКС та 

нейронами CS опосередковується вивільненням глутамата та активацією НМДА- та 

АМПА-рецепторканальних комплексів. Гальмівна синаптична передача відбувається 

завдяки вивільненню ГАМК та активації ГАМКА-рецепторканальних комплексів на 

постсинаптичній мембрані нейронів CS. 

Визначено параметри квантового вивільнення глутамата та ГАМК в синапсах між 

кокультивованими ГКС та нейронами CS та показано, що ймовірність вивільнення 

обох медіаторів задовільно описується біноміальним законом. 

Вперше описані характеристики короткочасної синаптичної пластичності між 

ГКС та нейронами CS (депресії глутаматергічної та потенціації ГАМК-ергічної 

синаптичної передачі) за умов парної пресинаптичної стимуляції. Визначено, що в 

реалізації даних пластичностей превалюють пресинаптичні механізми.  
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Вперше досліджено індуковану гіпоксією пластичність синаптичної передачі 

між ГКС та нейронами CS. Методуми базового та повного квантового аналізу оцінено 

ймовірні пре- та постсинаптичні механізми синаптичної пластичності, зумовленої 

дефіцитом кисню. 

 

Теоретичне та практичне значення одержаних 

результатів 

 

Результати дисертаційної роботи мають передусім фундаментальну цінність, 

оскільки в ній отримано нові дані стосовно властивостей нейропередачі в синапсах 

аферентних проекцій сітківки в CS в контролі та при моделюванні гіпоксії. Визначено 

механізми, які можуть опосередковувати зміни ефективності глутамат- та ГАМК-

ергічної синаптичної передачі, індуковані дефіцитом кисню. Отримані результати 

мають практичне значення для розуміння проблематики гіпоксичних ушкоджень 

даної ланки зорової системи та створюють теоретичну основу для пошуку нових 

терапевтичних підходів для корекції індукованих гіпоксією патологічних станів зору. 

 

Особистий внесок здобувача 

 

Аналіз відомостей, поданих в літературних джерелах, виконання експериментів та 

інтерпретація отриманих результатів проводились здобувачем особисто за участі 

керівника наукової роботи. Приготування кокультури дисоційованих клітин сітківки 

та нейронів CS, проведення електрофізіологічних досліджень, налагодження системи 

локальної швидкої суперфузії, аналіз та узагальнення результатів досліджень виконані 

особисто автором. 

 

 

 

 



 12

Апробація результатів дисертації 

 

Загальні положення роботи доповідались на наступних наукових конференціях: V 

Конгрес Українського товариства нейронаук (6−10 червня 2011р., Київ, Україна); V 

з’їзд Українського біофізичного товариства (22−25 червня 2011 р., Луцьк, Україна); 

Всеукраїнська конференція молодих вчених “Фізіологія від молекули до організму” 

(20−21 жовтня 2011 р., Київ, Україна); 8th FENS Forum of Neuroscience 

(14−18 липня 2012 р., Барселона, Іспанія); II International symposium “Molecular 

mechanisms of synaptic transmission regulation” in memory of V. Skok (6−9 жовтня 2012 

р., Київ, Україна); II Scientific Conference of Young Physiologists “Physiology: from 

Molecules to the Body” (8−9 жовтня 2012 р., Київ, Україна); Российско-Украинский 

семинар «Современные экспериментальные подходы для поиска и характеристики 

новых нейротропных фармакологически активных веществ» (23−25 вересня 2012 р., 

Москва, РФ); VI Конгрес Українського товариства нейронаук (4−8 червня 2014р., 

Київ, Україна); XIII Всеукраїнська науково-практична конференція студентів, 

аспірантів та молодих вчених (21−23 травня, 2015, Київ, Україна). 

 

Публікації 

 

За результатами роботи опубліковано 5 статей у наукових фахових журналах, 9 

тез доповідей у матеріалах вітчизняних і міжнародних наукових конференцій та 

з’їздів та один патент України на корисну модель. 

 

Структура та обсяг дисертації 

 

Дисертація складається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалів та 

методів дослідження, викладення результатів дослідження, обговорення результатів, 

висновків та списку використаних джерел (257 найменувань). Обсяг дисертації 

складає 130 стор. Дисертаційна робота ілюстрована 33 рисунками. 



 13

РОЗДІЛ 1 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРНИХ ДАНИХ 

1.1. Структура та функції сітківки та colliculus superior 

 

1.1.1. Будова і функції сітківки 

 

Зір забезпечує визначення світла, кольору, форми, величини, руху, 

віддаленості предметів та об’єктів в навколишньому просторі. Цей складний 

багатоступінчатий процес починається з проекції зображення на сітківку ока ‒ 

периферичного відділу зорової системи. Сітківка відіграє провідну роль в 

складному процесі отримання, обробки та аналізу візуальних образів. Вона 

сприймає та трансформує світлові сигнали в послідовності нервових імпульсів і 

передає їх по зоровому тракту в відповідні субкортикальні зорові центри 

головного мозку, які в свою чергу передають сигнали у вищі відділи головного 

мозку, де формується зоровий образ.  

На основі ембріонологічних даних сітківка являє собою похідне зорового 

бокала. Це дає основу розглядати її як істинну мозкову тканину, висунуту на 

периферію, так як зоровий бокал є лише послідовною стадією розвитку 

первісного зорового пухиря, простого мішкоподібного випинання головного кінця 

нервової трубки на ранній стадії ембріогенезу [251, 243].  

Сітківка − тонка, майже прозора, внутрішня світлочутлива оболонка очного 

яблука. В сітківці розрізняють велику, зорову частину та меншу, сліпу частину 

[62, 251, 43, 243]. Зорова частина сітківки вистеляє дно очного яблука від виходу 

зорового нерва до межі зубчатої лінії. За розвитком і будовою у зоровій частині 

сітківки виділяють шари: внутрішній, нервовий шар – розвивається із внутрішньої 

частини очного келиха і складається з нервових клітин; зовнішній, пігментний 

шар – розвивається з зовнішньої частини очного келиха і побудований з 

пігментних клітин. Нервові клітини сітківки можна розділити на три групи: 
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світлосприймаючі фоторецепторні клітини (палочки, колбочки, фоточутливі 

гангліозні клітини), які перетворюють світло на нервові імпульси; проміжні 

(біполярні, горизонтальні та амакринові клітини), передають нервове збудження в 

межах сітківки; вихідні – гангліозні клітини сітківки (ГКС) – інтегрують сигнали 

від фоторецепторів та проміжних клітин. Аксони ГКС формують зоровий нерв, 

який передає інтегрований в сітківці сигнал в субкортикальні зорові центри.  

Рис. 1.1. Будова сітківки ссавців. 

I – внутрішня погранична мембрана, II – шар оптичних волокон, III –

 шар гангліозних клітин, VI  ‒ внутрішній плексиформний шар, V –

 внутрішній ядерний шар, VI ‒ зовнішній плексиформний шар, VII – 

зовнішній ядерний шар, VIII – зовнішня погранична мембрана, IX – шар 
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паличок та ковбочок, X – шар пігментного епітелію. 1 ‒  гангліозні клітини, 

2 ‒ амакринові клітини, 3 – біполярні клітини, 4 – горизонтальна клітина, 5 –

 палочки, 6 – ковбочки, 7 – клітини пігментного епітелію, 8 – гліальна 

клітина Мюллера.  

 

Нервовий шар являє собою радіальнорозміщенні вищеописані нейрони, що 

з’єднуються між собою за допомогою синапсів. Зорова частина сітківки 

морфологічно складається з наступних десяти шарів, які були описані ще в 

роботах іспанського лікаря та гістолога С. Рамон‒і‒Кахаля (Сітківка ока 

хребетних, 1894 р.) (рис. 1.1.; Сітківка ока хребетних, в напрямку проходження 

світла, від скловидного тіла до хоріоідеї, 1894 р.) [62]: 

I ‒ внутрішня погранична мембрана – утворена базальною і плазматичною 

мембраною клітин Мюллера. Мембрана утворює захисний бар’єр, 

відокремлюючи шар гангліозних клітин від склуватого тіла. 

II ‒ шар оптичних волокон – складається з немієлінізованих аксонів ГКС, 

які тільки після виходу з очного яблука покриваються мієліновою оболонкою. 

III ‒ шар гангліозних клітин – містить тіла ГКС. 

IV ‒ внутрішній плексіформний шар – утворений скупченням аксонних 

закінчень біполярних клітин та дендритів амакринових та гангліоних клітин 

сітківки. Передача аферентної інформації відбувається від біполярних до 

гангліозних клітин, а амакрінові клітини відповідають за її модуляцію. 

V ‒ внутрішній ядерний шар – містить тіла біполярних, амакринових, 

горизонтальних і мюллеровських клітин. 

VI ‒ зовнішній плексіформний шар – представлений синапсами між 

фоторецепторами і біполярними та горизонтальними клітинами. Зв’язки між 

фоторецепторами і біполярними клітинами забезпечують передачу зорової 

сигналізації, яка модулюється роботою горизонтальних клітин. 

VII ‒ зовнішній ядерний шар ‒ містить тіла фоторецепторних клітин. 

VIII ‒ зовнішня погранична мембрана ‒ утворена товстими плоскими 

адгезивними контактами між фоторецепторами і зовнішніми відростками клітин 



 16

Мюллера, виконує функцію підтримки структури сітківки. Клітини Мюллера 

регулюють водний обмін, удаляють з міжклітинного простору надлишок іонів 

калія і нейромедіаторів [249]. 

IX ‒ фотосенсорний шар ‒ містить зовнішній та внутрішній сегменти 

фоторецепторних клітин. В зовнішньому сегменті реалізується процес 

трансформації енергії фотонів світла у рецепторний потенціал за рахунок каскаду 

хімічних реакцій з участю світлочутливого пігменту родопсину. 

X ‒ шар пігментного епітелію утворений одним рядом епітеліальних двох 

ядерних клітин, що містять гранули пігменту меланіну. Меланін – екрануючий 

пігмент, він поглинає світло, яке доходить до епітеліального пласту, 

попереджаючи його відбиття та розсіяння, тим самим сприяє чіткості зорового 

сприйняття. Клітини пігментного епітелію виконують функції поглинання світла, 

фагоцитозу відпрацьованих дисків зовнішніх сегментів фоторецепторів у процесі 

ресинтезу родопсину, трофіки, приймають участь у циркуляції вітаміну А та 

підтримує зовнішній гематоретинального бар'єру.  

Фотохімічні реакції в рецепторі приводять до збудження біполярних, а 

потім гангліозних клітин, від яких нервові імпульси направляються в головний 

мозок. Фоторецептори – це високо спеціалізовані клітини, що перетворюють 

світлові подразнення в нервове збудження. Фоторецепція починається в зовнішніх 

сегментах, де на дисках розташовані молекули зорового пігменту (у паличках – 

родопсин, у колбочках – йодопсин). Під дією світла відбувається ряд дуже 

швидких перетворень і знебарвлення зорового пігменту. Палички й колбочки 

різняться за своїми функціями. Палички мають більш високу чутливість, чим 

колбочки, і є органами сутінкового зору, які сприймають монохромне 

зображення. Колбочки являють собою органи денного зору і забезпечують 

кольоровий зір. У людини існують три види колбочок, які сприймають червоний, 

зелений і синьо-фіолетовий колір. Комбінації збуджень цих приймачів різних 

кольорів дають відчуття всієї гами колірних відтінків. Рівномірне збудження всіх 

трьох видів колбочок викликає відчуття білого кольору [43]. 
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У темряві фоторецептори сітківки деполяризовані і їхні закінчення постійно 

виділяють глутамат в синаптичну щілину лентовидного синапсу[201, 218, 223]. 

Крім того в темряві в зовнішніх сегментах фоторецепторів протікає постійний 

“темновий” струм, в результаті чого мембранний  потенціал складає порядку 

‒40 мВ. Гіперполяризація паличок та колбочок під дією світла (фототрансдукція) 

забезпечується послідовністю фотохімічних та біоелектричних процесів, які 

відбуваються в зовнішніх сегментах фоторецепторів. Фоторецептори сітківки 

синаптично зв’язані з біполярними нейронами (прямий шлях) та горизонтальними 

клітинами (непрямий шлях). Дія світла гіперполяризує мембрану фоторецептора і 

тим самим зменшує вивільнення медіатора (глутамата), що призводить до зміни 

потенціалу мембрани біполярного нейрона. Від нього локальний градуальний 

сигнал передається далі на ГКС. Передача сигналу як з фоторецептора на 

біполярний нейрон, так і від нього на ГКС відбувається безімпульсним шляхом. 

Розповсюдження такого локального градуального сигналу залежить виключно від 

пасивних властивостей фоторецепторів та біполярних нейронів. Гангліозні 

клітини сітківки у відповідь на локальний сигнал генерують потенціали дії (ПД). 

Взагалі в сітківці лише ГКС та амакрінові клітини здатні генерувати ПД. 

В середньому на 130 млн фоторецепторів приходиться 1,2 млн ГКС. 

Конвергенція нервових імпульсів у сітківці забезпечується певним типом зв’язків 

її нейронів і характерна для всіх відділів її зорової частини, за винятком 

центральної ямки.  

У задньому відділі дна очного яблука на сітківці виділяють дві ділянки: 

диск зорового нерва та жовту пляму. Диск зорового нерва є місцем початку 

зорового нерва і функціонально є сліпою плямою, там немає нейросенсорних 

клітин. Жовта пляма ― область сітківки, стоншену до лише нейросенсорних 

клітин – центральна ямочка, а в окремій її частині лише до колбочок – менша 

ямочка. Роздільна здатність сітківки найвища в центральній ямочці, так як кожна 

з розташованих тут колбочок передає сигнал на окрему ГКС, тобто складає 

окреме рецептивне поле [62, 251, 43]. 
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Сліпа частина сітківки побудована значно простіше порівняно з зоровою її 

частиною. Вона не містить нейронів і представлена лише пластом епітеліальних 

клітин. Сліпа частина разом з пігментним епітелієм вкриває війкове тіло та 

райдужку і поділяється відповідно на війкову та райдужну частини сітківки [201]. 

 

1.1.2. Класифікації та роль гангліозних клітин 

сітківки в механізмах обробки та передачі зорової 

інформації 

 

Гангліозні клітини сітківки – це вихідні нейрони сітківки, які передають 

зорову інформацію до вищих мозкових центрів у вигляді імпульсації [42]. За роки 

досліджень ГКС були класифіковані за їхніми різноманітними морфо-

функціональними характеристиками. Існує певний розподіл ГКС за 

морфологічними характеристиками, такими як діаметр соми, форма та розмір 

дендритного дерева, арборизація їхніх відростків [154, 204, 95,114].  

Окремим класом розглядають фоточутливі ГКС, які містять меланопсин 

‒ фоточутливий пігмент. На відміну від паличок та ковбочок, світлочутливі 

ГКС не приймають безпосередньої участі у формуванні оптичних зображень. 

Натомість виявлено, що вони відіграють провідну роль в процесах 

синхронізації циркадних ритмів, регулюванні реакцій зіниці та в багатьох 

процесах адаптації до зміни інтенсивності фонового освітлення [133, 39, 164]. 

Розділяють ГКС на  типи за характером імпульсації (фазні, тонічні) [206, 

230, 41, 208, 61,189], а також за змінами характеру збудливості протягом 

розвитку [206, 230, 189]. Так, на ГКС цілої сітківки щурів in vitro було показано, 

що відповіді нейронів на тривалі деполяризуючі поштовхи струму залежали від 

віку тварин та поділялися на групи: генерація одиничного спайку (вік тварин 

7−8 днів), швидка адаптація (вік тварин від 21 до 24 днів) та високочастотна 

генерація ПД протягом тривалості всього стимулу (вік тварин 25–27 днів). Дану 

класифікацію часто застосовують для ідентифікації ГКС в культурі клітин 
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сітківки [61]. Формування фазної та тонічної активності ГКС протягом 

розвитку опосередковується відповідним перерозподілом специфічних 

клітинних властивостей натрієвої, кальцієвої та калієвої провідностей [198, 

185, 229, 121, 84]. Функціонально, тонічна активність ГКС, як кінцевих 

нейронів, зрілої зорової системи, опосередковує сприйняття одночасно 

великої кількості синаптичних входів.  

Техніка освітлення певних зон сітківки призвела до появи концепції 

«рецептивного поля», яка в свою чергу – до класифікації ГКС за характером 

відповіді на світловий подразник: ON-, OFF- та ON/OFF-реакція [105, 21, 127, 

151, 214]. Термін «рецептивне поле» вперше був введений Шеррінгтоном в 

контексті рефлексів і пізніше був перенесений на зорову систему Хартлайном. 

Рецептивне поле (РП) нейрона зорової системи – це зона сітківки, при попаданні 

світла на яку може змінитися активність даного нейрона. Діаметр РП ГКС в 

центрі сітківки значно менше ніж на периферії. Рецептивні поля ГКС мають 

круглу форму і концентричну будову: круглий збудливий центр та кільцеву 

тормозну периферичну зону (РП з ON-центром) або навпаки (РП з OFF-центром).  

У випадку РП з ON-центром світло викликає максимальний ефект, якщо світлова 

пляма повністю заповнює центр (просторова сумація), в той час коли для ефекту 

максимального пригнічення світло має покрити всю кільцеву область периферії. 

Рецептивні поля з OFF-центром будуть реагувати протилежним чином, 

пригнічення відбудеться при освітленні центру. Одночасне збудження близько-

розташованих ГКС  призводить до взаємного гальмування [105, 21, 151]. В основі 

даного ефекту лежить латеральне гальмування. Рецептивні поля сусідніх ГКС 

частково перекриваються, тому одні й ті самі рецептори приймають участь в 

генерації відповідей декількох нейронів. Завдяки круглій формі РП ГКС 

поточково описують зображення на сітківці, яке представлене мозаїкою зі 

збуджених нейронів. Дана концепція РП є ключем у розумінні сигналів  не тільки 

на рівні сітківки, а й далі в підкоркових та коркових зорових центрах. 



 20

1.1.3. Аксони гангліозних клітин в структурі 

зорового нерва та зорових шляхів 

 

Зоровий нерв (ЗН) – друга пара черепних нервів, початкова частина 

провідних шляхів зорового аналізатора. Разом з іншими відділами зоровий нерв 

забезпечує передачу нервових імпульсів викликаних світловою стимуляцією від 

рецептивного апарату зорового аналізатору – сітківки, до зорового центру в корі 

потиличної долі мозку. Зоровий нерв утворений аксонами ГКС, що виходять 

через решітчасту пластинку білкової оболонки, залишають очне яблуко і, 

сполучившись між собою в міцний пучок, утворюють округлий товстий нерв. 

Анатомічно розрізняють чотири частини ЗН: внутрішньоочну, очноямкову, 

канальну та внутрішньочерепну. Внутрішньоочна частина є найкоротшою 

частиною частиною нерва і розміщена в очному яблуці. В свою чергу 

внутрішньоочна частина по розміщенню відносно решітчастої пластинки білкової 

оболонки ока, поділяється ще на три частини: перед-, внутрішньо- та 

запластинкову частини. Очноямкова частина проходить у товщі жирового тіла 

очної ямки. Канальна частина ЗН проходить через кістковий зоровий канал. 

Внутрішньочерепна частина проходить в порожнині черепа від зорового каналу 

до зорового перехрестя [243, 239]. 

У порожнині черепа ЗН сполучаються та утворюють зорове перехрестя 

(хіазма). Перехрестя волокон ЗН в хіазмі є неповним. Волокна від зовнішньої 

частини сітківки не перехрещуються і входять до складу зорових шляхів того 

самого боку. Волокна від внутрішньої частини сітківки перехрещуються в хіазмі, 

переходять на протилежний бік та входять до складу зорового шляху 

протилежного боку. Коли людина дивиться прямо перед собою, всі предмети, що 

не перебувають на середній вертикалі, попадають на рецептивні поля клітин 

носової половини сітківки одного ока й скроневої половини сітківки іншого ока. 

Таким чином, кожна точка зовнішнього простору проектується на відповідні 

точки обох сітківок. Подальші відображення всієї сукупності таких точок у 

зоровій системі називаються ретинотопічними проекціями поля зору [228, 2]. 
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Ретинотопічна організація характерна для всієї структури зорової системи [14, 

199]. За рахунок часткового перехресту зорових нервів у хіазмі імпульси 

сприймаються відповідними ділянками обох сітківок і надходять в одну півкулю 

головного мозку. Цим забезпечується бінокулярність зору, тобто створення 

спільного для обох очей поля зору. За винятком крайньої периферії носової 

частини сітківки, де поле зору монокулярне.  

Назад від перехрестя відходять два тяжі – зорові шляхи, в яких більшість 

перехрещених нервових волокон розміщенні вентролатерально. А 

неперехрещенних – дорсолатерально. 

Кожний зоровий шлях поділяється на два корінці: 

- бічний корінець, який закінчується в сірій речовині бічного 

колінчатого тіла; 

- присередній корінець, який закінчується в сірому шарі colliculus 

superior (верхніх горбків пластинки покрівлі середнього мозку) [59, 68]. 

Частина волокон бічного корінця відводить коллатералі до подушки 

таламуса. У результаті такого розгалуження створюються паралельні шляхи від 

ГКС до первинних субкортикальних зорових центрів. При цьому гілки зберігають 

свою ретинотопічну специфіку, тобто приходять у пункти, які у сукупності 

утворюють впорядковану проекцію сітківки. Подушка таламуса, ядра 

латерального колінчатого тіла й CS – це первинні субкортикальні зорові центри. 

Формування зорового образу представляє собою складний процес 

сприйняття, інтеграції, передачі та обробки сенсорного сигналу. Важливим 

механізмом в формуванні зорового образу є передача нервовими волокнами 

зорового тракту інтегрованого в сітківці сигналу в підкоркові зорові центри. 

Проекції сітківки в верхні шари CS відображають перший рівень передачі та 

обробки сенсорних сигналів [195, 156, 145]. 
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1.1.4. Структура та зорова функція colliculus superior  

 

Colliculus superior є субкортикальним зоровим рефлекторним центром.  

Анатомічно представлений верхніми горбками покрівлі середнього мозку, що 

мають вид півсфер. Від CS у латеральному напрямку відходять стовщення у 

вигляді валиків ‒ ручки горбків. Ручка верхнього горбка (brachium colliculi 

cranialis superiores) розташовується позаду від таламуса і направляється до 

латерального колінчатого тіла. 

Від спинного мозку до покрівлі середнього мозку йде спинноталамічний 

шлях, а вниз від покрівлі ‒ тектоспинальний і тектобульбарний провідні шляхи, 

які забезпечують двосторонній зв'язок зорових і слухових підкоркових центрів з 

руховими центрами довгастого й спинного мозку.  

Нейрони CS, що одержують сигнали від сітківки, посилають свої аксони до 

великого ядра в таламусі – подушка таламуса. Поряд з первинними зоровими 

сигналами нейрони CS одержують інформацію про положення голови, а також 

перероблену зорову інформацію, що вертається по петлі зворотного зв'язку від 

нейронів первинної зорової кори. На цій підставі припускають, що горбки є 

первинними центрами інтегрування інформації, що використовується нами для 

просторової орієнтації в мінливому світі. 

В цілому вважається, що основна функція CS полягає в організації реакції 

насторожування та так званих старт-рефлексів – безпосередніх реакцій, які 

орієнтовані на обумовлені точки в персональному егоцентричному просторі, 

координати якого задаються положенням тіла. Активація середнього мозку в цих 

випадках призводить до підвищення тонусу м’язів, збільшення частоти серцевих 

скорочень, відбувається підготовка до уникнення або оборонної реакції. Кожен з 

шарів CS містить топологічну карту навколишнього простору в ретинотопічних 

координатах, і активація нейронів у точці такої карти викликає відповідну 

реакцію, спрямовану на відповідну точку простору.  

Для приматів CS вивчалося переважно у зв'язку з його роллю в управлінні 

рухами очей. Візуальне збудження від сітківки, або «команда» від неокортексу, 
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створює на картах CS певну «зону активності», яка, при достатній її 

інтенсивності, викликає саккадний рух очей. Але навіть у приматів CS також бере 

участь у рухах загального цілеспрямованого повороту голови і протягування рук 

[122], а також у зрушенні уваги, що не пов'язане ні з яким видимим рухом [106]. У 

інших тварин CS бере участь в широкому спектрі рухових реакцій, включаючи 

поворот всього тіла у щурів, риб або птахів; вистрілювання язиком в сторону 

здобичі у жаб; цілеспрямована атака змій і т. д. Для деяких видів нессавців, 

включаючи риб і птахів, CS є однією з найбільших компонент їх мозку. У ссавців, 

особливо у приматів, масивна експансія церебральної кори мозку залишила CS 

значно меншу частку в загальному обсязі мозку [152]. Але навіть у них він 

залишається важливою частиною з функціями первинної інтеграції інформації, 

що забезпечує рухи очей [129]. 

Структурно CS складається з декількох шарів, число яких відрізняється у 

різних видів тварин. При цьому верхні шари пов'язані з обробкою інформації від 

очей та інших сенсорних систем, а глибинні шари пов'язані з моторними діями, 

наприклад, активацією рухів очей та іншими рухами. Крім цього є ще й середні 

шари, що містять мультимодальні сенсорні клітини, які також володіють 

моторними властивостями. 

 

1.1.5. Шарова структура і проекції colliculus superior 

 

Внутрішня структура CS істотно розрізняється у хребетних різних видів. 

Але загалом можна вказати на чітке розділення між верхніми рівнями, які 

отримують проекції від візуальної системи і реагують в основному на візуальні 

стимули, і більш глибокими рівнями, які отримують нейронні проекції різних 

типів і самі проектуються в різні моторні, пов'язані з ними структури мозку. 

Різниця між ними завжди настільки чітка і постійна, що деякі вчені пропонують їх 

розглядати як окремі структури мозку [52, 142]. 
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Для ссавців виділяють сім шарів або нейронних пластинок [217]. Перші три 

з них називаються верхніми шарами (superficiale colliculus superior): 

Пластинка I або SZ (stratum zonale − поверхневий шар), це дуже тонкий шар, 

що складається з невеликих міелінізованних аксонів разом із залишковими і 

горизонтальними клітинами. 

Пластинка II або SGS (stratum griseum superficiale − верхній сірий шар), 

містить безліч нейронів різної форми і типів. 

Пластинка III або SO (stratum opticum − оптичний шар), складається в 

основному з аксонів, що приходять з оптичного тракту. 

Далі йдуть два проміжних або середніх шари (intermediale colliculus 

superior): 

Пластинка IV або SGI (від stratum griseum intermediale (проміжний сірий 

шар) ‒ найтовщий шар, який складається з нейронів різного типу і розмірів. Цей 

рівень по товщині часто дорівнює всім іншим разом узятим, тому в ньому іноді 

ще виділяють верхні і нижні шари  

Пластинка V або SAI (stratum albumin termediale (проміжний білий шар)), 

складається в основному з аксонів від самих різних джерел. 

Два нижніх шари: 

Пластинка VI або SGP (stratum griseum profundum − нижній сірий шар) 

складається з щільно упакованих нейронів і аксонів між ними. 

Пластинка VII або SAP (stratum album profundum − нижній білий шар) 

знаходиться точно над центральним сірим тілом (periaqueductal gray) і 

складається тільки з аксонів. 

Верхні шари CS отримують імпульси в основному від ГКС, візуальних зон 

кори і ще двох пов'язаних з тектумом структур – претектума (pretectum) і 

парабігеміального ядра (parabigeminal nucleus). Проекції від сітківки охоплюють 

всю область верхніх шарів і є формально білатеральним (від кожного ока в обидві 

половинки CS), хоча контрлатеральні проекції (від протилежного ока) значно 

переважають іпсолатеральні в приблизному співвідношенні 95 % до 5 %. 
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Кортикальні проекції приходять переважно від первинної візуальної кори, 

вторинної візуальної кори і фронтальних очних полів [52, 77, 231, 142].  

Вихідні проекції CS направлені в подушкоподібне ядро (pulvinar) і 

латеральну середню зону таламуса, яка в свою чергу проектується в зони кори 

зв’язані з контролем рухів очей. Крім того проекції від верхніх шарів до 

претектальних ядер і латерального колінчастого тіла таламуса. 

В середні і нижні шари CS входять проекції від різноманітних сенсорних і 

моторних структур мозку. Кількість проекцій від різних зон кори до цих шарів 

значно варіюється для різних видів тварин [31]. Ці шари CS отримують проекції 

від спинних ядер трійчастого нерва (spinal trigeminal nucleus), які передають 

сомато-сенсорну інформацію від обличчя, а також проекції від гіпоталамуса 

(hypothalamus), від субталамічної невизначеної зони (zonaincerta), таламуса 

(thalamus), і colliculus inferior [233, 123, 200]. 

 

1.2. Нейропередача в проекціях сітківки в CS 

 

Електрофізіологічні та імуноцитохімічні експерименти показали наявність 

збуджувальних та гальмівних синаптичних контактів між ГКС та нейронами CS 

[1, 191, 94, 149,10, 192, 146]. Проекції ГКС в CS відображають перший рівень 

передачі та обробки сенсорних сигналів та зазнають значного залежного від 

активності вдосконалення незадовго від народження і до кінця третього 

постнатального тижня [145]. Збуджувальна нейротрансмісія опосередковується 

вивільненням глутамата та активацією постсинаптичних НМДА- та АМПА-

рецепторканальних комплексів.  

НМДА-рецепторканальні комплекси є тетрамерами і складаються з двох 

NR1 та двох NR2 субодиниць. НМДА-рецепторканальні комплекси 

характеризуються низькою вибірковістю проникності для іонів Na+, K+ и Cs+. 

Однак однією з їх найважливіших характеристик є висока проникність для іонів 

Сa2+  та наявність потеанціалзалежного блокування НМДА-рецепторканальних 

комплексів іонами Mg2+ [131,153, 5]. Електрофізіологічні дані свідчать, що для 
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активації НМДА-рецепторканального комплексу необхідна активація двох 

незалежних сайтів зв’язування гліцину та двох незалежних сайтів зв’язування 

глутамата. NR1 містить в собі сайт зв’язування гліцину, NR2 ― сайти зв’язування 

глутамата. NR1 субодиниця є обов’язковою для канальної активності, NR2 ― 

визначає властивості канала і є модулятивною [146,188]. Кінетика інактивації, 

аффіність до глутамата, проникність, чутливість до потенціалзалежного Mg2+-

блоку рецепторканального комплексу визначається одним з чотирьох можливих 

варіацій NR2 субодиниці (A, B, C, D). Так, було показано залежне від активності 

прискорення кінетики інактивації постсинаптичних струмів, опосередкованих 

активацією лише НДМА-рецепторканального комплексу, протягом формування 

ретинотопічних проекцій в CS. Таке прискорення опосередковувалось експресією 

NR2A [213, 76]. При чому лише НМДА-рецепторканальні комплекси виявляються 

в ретинотопічних проекціях в CS на ранніх етапах розвитку [118, 45, 76]. Вони 

відіграють вирішальну роль у процесі синаптогенезу та вдосконаленні цих 

синаптичних проекцій [33, 6, 64, 182, 110, 187, 196].  

АМПА-рецепторканальні комплекси утворюються тетра- та пентамерними 

комбінаціями GluRl-GluR4 субодиниць будь-якого складу [78, 79]. Вони 

характеризуються проникністю для Na+ и К+ і невелика група з суттєвою 

провідністю для Са2+ [86, 158]. Серед гомомерних рецепторканальних комплексів 

найшвидшу кінетику інактивації мають GluR4 ( = 0,9 мс) і найповільнішу ― 

GluR3 ( = 6,1 мс) [143]. АМПА-рецепторканальні комплекси опосередковують 

швидку збуджувальну нейропередачу.  

З використанням методів іммуноцитохімії та електрофізіології було 

показано, що в синаптичних контактах між ГКС та нейронами CS експресуються 

GluR1 та GluR2/GluR3 рецептори [237, 160]. У зрілих синапсах саме активність 

АМПА-рецепторканальних комплексів визначає силу синаптичного зв’язку та 

відіграє провідну роль в передачі зорової інформації [3, 25,190]. 

У багатьох відділах мозку активність НМДА-рецепторканальних комплексів 

спадає з розвитком синаптичних структур та зі зниженням здатності синаптичних 

контактів до структурної модифікації [22]. Недавні роботи показали, що 
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активність НМДА- рецепторканальних комплексів може змінювати структуру 

постсинаптичної щільності шляхом включення та усунення АМПА- 

рецепторканальних комплексів і, таким чином, модулювати силу та стабільність 

синаптичних контактів у процесі розвитку [193]. Включення АМПА- 

рецепторканальних комплексів в постсинаптичну мембрану та їх усунення 

шляхом інтерналізації є важливим процесом регуляції синаптичної сили, що 

лежить в основі механізму пам’яті та навчання. Нещодавні експерименти in vivo 

виявили, що хронічне блокування НМДА- рецепторканальних комплексів не 

впливає на розвиток та роботу АМПА- рецепторканальних комплексів у зрілому 

організмі [35]. 

Окрім цього серія робіт відображає наявність ГАМК-ергічної 

нейротрансмісії між ГКС та нейронами CS [191, 87, 171]. Гальмівна синаптична 

передача опосередковується активацією ГАМКА-рецепторканальних комплексів 

на постсинаптичній мембрані нейронів CS [3, 25,190, 138, 139]. 

В результаті взаємодії ГАМК з ГАМК-чутливими рецепторами 

відкриваються хлорні канали, що призводить до гіперполяризації та гальмування 

постсинаптичного нейрона. Ідентифіковано чотири типи субодиниць ГАМКA- 

рецепторканальних комплексів α, β, γ, δ [91,215]. Комбінації цих субодиниць 

обумовлюють існування родини ізоформ рецепторів, при чому комбінація 

субодиниць визначає кінетику активації та інактивації, впливає на десенситизацію 

[8]. 

Зниження активності НМДА-рецепторканальних комплексів  в процесі 

розвитку співпадає в часі з завершенням формування ретинотопічних проекцій 

сітківки в CS, з втратою здатності синаптичних контактів до реорганізації та зі 

збільшенням активності ГАМКA- рецепторканальних комплексів [117, 213, 167]. 

Однак досі всі складові процесу формування проекцій сітківки в CS не відомі та 

потребують подальшого вивчення.  
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1.3. Пошкоджуючий вплив гіпоксії 

 

Гіпоксія або дефіцит кисню в організмі або окремих органах чи тканинах є 

не тільки патологічним процесом, що лежить в основі багатьох захворювань чи 

супроводжує їх, але є ще і явищем фізіологічної адаптації до певних навколишніх 

умов чи фізичних навантажень [253, 251]. Для забезпечення нормального 

функціонування організму необхідне підтримання оптимального співвідношення 

між постачанням та споживанням кисню. Стан фізіологічної рухової та 

компресіонної гіпоксії є прикладами адаптації за умов «дефіциту О2 в 

фізіологічних умовах», коли споживання О2 переважає над його постачанням в 

тканини, та «фізіологічного дефіциту О2», коли кисню недостатньо в повітрі, що 

вдихається. Гіпоксія спостерігається при порушенні балансу між надходженням, 

транспортом та споживанням кисню[246].  

Розрізняють типи гіпоксії в залежності від причин і механізмів розвитку: 

гіпоксичну, дихальну, гемічну, циркуляторну, гістотоксичну та змішану [253, 246, 

251].  

Гіпоксична гіпоксія, розвивається при зниженні парціального тиску кисню в 

повітрі, що вдихається. Найбільш типовим прикладом цього типу дефіциту кисню 

є гірська хвороба. Прояви останньої залежать від висоти підйому над рівнем моря.  

Дихальна (респіраторна) гіпоксія виникає в результаті порушення 

зовнішнього дихання: легеневої вентиляції, кровопостачання легень, дифузії 

кисню в них. Наслідком описаних порушень є зниження оксигенації артеріальної 

крові. 

Гемічна гіпоксія, при якій знижена киснева ємність крові. Дана гіпоксія 

може спостерігатися при анеміях – зменшенні кількості гемоглобіну в крові або 

при гемічних отруєннях – зменшується вміст функціонально активного 

гемоглобіну. 

Циркуляторна гіпоксія (застійна або ішемічна) зумовлена захворюваннями 

серця та кров’яних судин. Вона опосередкована, в основному, зменшенням 

хвилинного об’єму серця та зниженням швидкості кровотоку, тобто 
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сповільненням доставки кисню до тканин виникає як наслідок загальних або 

місцевих порушеннях кровообігу. При нормальному насиченні артеріальної крові 

киснем загальний об’єм кисню, що транспортується в тканини за одиницю часу 

знижено. 

Гістотоксична (тканинна) гіпоксія при якій зменшується здатність тканей 

використовувати кисень. Причинами тканинної гіпоксії є: інактивація дихальних 

дихальних ферментів (цитохром оксидази під дією ціанідів, клітинних 

дегідрогеназ під дією ефіру, уретану, алкоголю, барбітуратів та інших речовин); 

порушення синтезу дихальних ферментів при дефіциті вітамінів В1, В2, РР, 

пантотенової кислоти, зменшення процесів окиснення і фосфорилювання при дії 

розмежувальних факторів (отруєння нітратами, мікробними токсинами, 

тифоїдними гормонами та ін.); порушення мітохондрій іонізуючою радіацією, 

продуктами перикисного окиснення ліпідів, токсично діючими метаболітами при 

тяжких інфекціях. 

Часто в організмі спостерігаються комбінації описаних видів дефіцитів 

кисню, що дало змогу виділити змішаний тип гіпоксії Так, наприклад, хронічна 

гіпоксія часто ускладнюється тканевою недостатністю, за рахунок ураження 

дихальних ферментів.  

Гіпоксії також розрізняють за поширеністю: місцеву і загальну гіпоксію; за 

швидкістю розвитку і тривалістю: блискавичну, гостру, підгостру і  хронічну 

гіпоксію; за ступенем важкості: легку, помірну, важку і критичну (смертельну) 

гіпоксію.  

Дія на організм фактора, що викликає гіпоксію будь-якого типу, 

супроводжується включенням взаємопов'язаних процесів двох категорій: одні - 

обумовлюють розвиток гіпоксії, інші забезпечують адаптацію організму до 

гіпоксії та спрямовані на підтримання нормального функціонування в даних 

умовах. Прояви і результат гіпоксій залежать від превалювання процесу розвитку 

або адаптації [251, 253, 245]. 

Висока чутливість нейронів ЦНС до дефіциту кисню загальновідома. Навіть 

короткочасне припинення постачання кисню до тканин головного мозку може 



 30

призвести до необоротних пошкоджень. Більш того питоме поглинання кисню 

різними тканинами головного мозку дуже сильно варіюється. Так питоме 

поглинання кисню тканиною сітківки та зоровими центрами на порядок вище 

показників інших відділів ЦНС [245]. Цей факт підтверджується тим, що при 

тимчасовому недостатньому надходженню кисню в мозок, в наслідок фізичного 

та емоційного навантаження, епілептичних припадків, відмічаються короткочасні 

порушення зору (звуження кола зору, зміна кольоропередачі і т.д.) [159, 216, 172].  

Як зазначалося раніше, гіпоксія є лідуючим фактором в патогенезі багатьох 

захворювань, включаючи мозкові травми, дистрофії, інсульти. Крім того, гіпоксія 

опосередковує такі патології зору, як дистрофічні захворювання сітківки [202], 

зорового нерву [82, 47, 119, 20, 46], ретинопатії [4], глаукома [210], циркуляторна 

гіпоксія сітківки у недоношених дітей [7], вроджена катаракта [7]. Раніше було 

показано високу чутливість ГКС до гострої та короткотривалої гіпоксії [101]. Ряд 

авторів, в рамках досліджень ролі гіпоксії в нейродегенеративних патологіях зору 

та пошуку терапевтичних підходів в їх корекції, показали нейропротекторну дію 

різних активних речовин на ГКС за умов цілої сітківки та культури клітин при 

моделюванні гіпоксії in vitro [181, 238, 28]. Було також показано, що нейрональна 

дегенерація індукована гіпоксично-ішемічними ушкодженнями сітківки може 

опосередковуватися дією вільних радикалів [12], глутаматної ексайтотоксичністю 

[100], запаленням і порушенням гематоретинального бар’єру [99]. В деяких 

електрофізіологічних дослідженнях раніше було показано залежність частоти 

електричної імпульсації ГКС від ступеню дефіциту кисню [253]. В інших роботах 

описано можливе сповільнення процесів захвату глутамата ГКС та вивільнення 

захваленого глутамата з клітин Мюллера, деполяризацією цих клітин за умов 

дефіциту кисню [147, 205]. Обидва процеси сприяють розвитку глутаматної 

ексайтотоксичності та дегенерації нейронів сітківки [124, 9]. 

Ключові моменти гіпоксичного ураження саме проекцій сітківки в СS 

досліджені відносно детально на рівні структурних порушень та судинних реакцій 

за допомогою методів магнітно-резонансної томографії [44, 220, 24]. Разом з тим 

ефекти та механізми гіпоксичного впливу на нейропередачу в даних синапсах 
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дотепер досліджені не були. Саме тому визначення властивостей нейропередачі в 

синапсах між ГКС та нейронами CS в нормі та при гіпоксії є актуальною для 

розуміння механізмів гіпоксичних ушкоджень даної ланки зорової системи.  

 



 32

РОЗДІЛ 2.   МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 

ДОСЛІДЖЕННЯ 

2.1. Обгрунтування вибору напряму дослідження 

 

Попередні дослідження синаптичної передачі між ГКС та нейронами CS 

проводилися або in vivo [195, 27, 145, 173] або in vitro на парасагітальних 

переживаючих зрізах CS [35, 117, 170, 237]. При цьому викликані постсинаптичні 

струми реєструвалися в “наосліп” вибраних клітинах CS у відповідь на 

електричну стимуляцію stratum opticum, оптичного пласту CS, який складається з 

великої кількості різних вхідних проекцій в тому числі і аферентних входів 

зорового тракту. Принципові недоліки вказаних попередніх досліджень синаптичних 

ефектів полягали у відсутності можливості ідентифікації конкретного 

пресинаптичного входу волокна та контролю виникнення  в ньому потенціалу дії. У 

зв’язку з цим виникло питання розробки більш адекватного в даному аспекті об’єкту.  

Методи культури клітин отримали широке використання в фармакологічних 

та електрофізіологічних дослідженнях. Перш за все це пов‘язано з тим, що 

вивчення механізмів функціонування біологічних систем на ізольованих 

культурах клітин, дозволяє досліднику провести широку гамму повноцінних 

статистично підтверджених досліджень. Культура клітин називається первинною, 

якщо вона отримана в результаті ферментативної та/або механічної дисоціації 

тканини або органа, вирощена in vitro до початку субкультивування – першого 

пересіву. Вважається, що нейрони первинної культури розвиваються у генетично 

детермінованому напрямку властивому цим клітинам in vivo. Зберігають свої 

функціональні властивості та відтворюють функціонально-специфічні синаптичні 

зв’язки за умов in vitro [111].  

Нейрони CS та ГКС відносяться до опорнозалежних клітин, тобто клітин, 

життєдіяльність яких можлива лише за умови прикріплення до субстрату – 

основи, на якій клітини можуть осісти та розпластатися. В моделі кокультури 

нейрони різних популяцій просторово розділяються на початковому етапі. В такій 
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системі, виходячи з умов посадки культур, значно полегшується ідентифікація 

клітин та стає можливим простежити проекції ГКС на CS.   

Кокультура дисоційованих клітин сітківки та нейронів CS, являє собою 

зручну та адекватну модель in vitro для вивчення властивостей синаптичної 

передачі аферентних входів сітківки в підкорковий зоровий центр та дає 

можливість працювати з окремими, добре ідентифікованими синаптично 

зв’язаними парами нейронів, які зберігають свої функціональні властивості. 

 

2.2. Кокультивування клітин сітківки та нейронів CS 

 

Кокультивування дисоційованих клітин сітківки та нейронів CS щурів лінії 

Вістар (одна доба після народження) проводилося згідно з розробленою нами 

методикою. В моделі кокультури нейрони різних популяцій просторово розділені 

шляхом їхнього розміщення і осідання в суміжних компартментах спеціально 

виготовлених камер для кокультивування.  

 

2.2.1. Камера для кокультивування опорнозалежних 

клітин 

 

В процесі виконання роботи нами був розроблений та запропонований 

пристрій для кокультивування (суміжного культивування) клітин (рис 2.1) [250]. 

Схема пристрою полягає в тому, що одна зі сторін силіконового кільця 

діаметром 16 мм та висотою 10 мм має гладку поверхню для герметичної фіксації 

з основою (покривним скельцем), а скляна перегородка  товщиною від 0,13 до 

0,17 мм, встановлена перпендикулярно до основи, поділяє камеру на два 

компартмента. Покривне скельце (основу) попередньо покривали поліорнітином 

(“Sigma”, США) для поліпшення адгезії клітин. Утворену камеру з двома 

компартментами розміщували в чашці Петрі діаметром 35 мм для подальшого 

використання. Після експонування необхідного та достатнього для прикріплення 
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опорнозалежних клітин до основи камера з перегородкою знімалася. Далі 

протягом кокультивування аксони ГКС, долаючи межу розподілу, проростати в 

напрямку нейронів CS та формували синаптичні контакти, встановлюючи 

специфічні природні зв’язки.  

 

 

Рис. 2.1. Камера для суміжного культивування нейронів різних видів  

1  покривне скельце, 2  силіконове кільце, 3, 4  компартменти 

культуральної камери, утворені посередництвом скляної перегородки  5. 

 

2.2.2. Приготування первинної кокультури клітин 

сітківки та нейронів CS 

 

В дослідженнях використовували білих щурів лінії Вістар віком одна доба 

після народження, обох статей. Очне яблуко та CS брали від однієї тварини та 

занурювали в мінімальне середовище Ігла з буфером Hepes, до якого додавали 

25 од/мл бензилпеніциліну та 25 мг/мл стрептоміцину сульфату (реактиви фірми 

“Sigma”, США). Після видалення рогівки, кришталика та склоподібного тіла 
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сітківку відокремлювали від хоріоідної оболонки та розділяли на фрагменти. 

Ферментативна обробка сітківки трипсином (Trypsin type XI “Sigma”, США) тривала 

8 хв при температурі 37 оС. CS очищали від судинної плівки, відділяли 

поверхневий шар (superficial CS) та розділяли на фрагменти. Ферментативна 

обробка CS трипсином тривала 10 хв при температурі 37 оС. Після ферментації 

тканини сітківки та CS декілька разів промивали середовищем для культивування: 

мінімальне середовище Ігла з додаванням 26 мМ натрію бікарбонату NaHCO3, 

1,25 % розчину інсуліну, 25 од/мл бензилпеніциліну, 25 мг/мл стрептоміцину 

сульфату (реактиви фірми “Sigma”, США) та 10 % кінської сироватки (“Gibco”, 

США). Клітини сітківки та CS механічно розділяли за допомогою багаторазового 

пропускання через пастерівські піпетки різного діаметру. Щільність суспензій 

дисоційованих клітин і сітківки, і CS складала 2×104 клітин/см2. Отримані суспензії 

клітин розміщали в окремі компартменти виготовлених камер для кокультивування на 

скельця, попередньо оброблені полі-L-орнітином. Кокультуру інкубували в атмосфері 

повітряно-газової суміші з підвищеним вмістом двоокису вуглецю (5 % СО2), при 

температурі 37 оС та вологості не менше 80 % протягом 1 години. За цей час клітини 

обох популяцій прикріплялися до основи у відповідному компартменті 

(рис. 2.2. А). Після чого камери знімали (обережно відокремлювали силіконове 

кільце від покривного скельця) і додавали 2 мл середовища для культивування. В 

процесі кокультивування аксони ГКС мали можливість долати межу розподілу та 

формувати синаптичні контакти з нейронами CS (рис. 2.2. Б, В, Г). 

Пригнічення проліферації гліальних клітин, які присутні в кокультурі 

проводили на третю добу культивування. Для цього в середовище додавали 

цитозин-β-D-арабіно-фуранозиду (ARAC; “Sigma”, США) в концентрації 7 мкМ. 

Режим обробки культури ARAC підбирався таким чином, щоб пригнітити 

проліферацію гліальних клітин на стадії, коли кількість астроцитів була 

достатньою для утворення гліального моношару.  
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Рис. 2.2. Первинна кокультура дисоційованих клітин сітківки та 

нейронів CS.  

Г 

В 
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А – дисоційовані клітини сітківки (ліворуч) та нейрони CS (праворуч) 

через 1 годину після посадки; Б – нейрони на 3 добу кокультивування; В – 

9 добу кокультивування; Г – на 16 добу кокультивування. Чорними 

стрілками вказані ГКС, білими – нейрони CS; двостороння стрілка вказує на 

межу розподілу клітин різних популяцій. 

 

Повну заміну середовища для культивування ‒ на четверту добу з 

послідуючою частковою заміною кожні 5 діб.  

Стерилізацію середовищ забезпечували за допомогою фільтрації через 

мембрани з діаметром пор 0,22 мкм.  

 

2.3. Метод «петч-клемп» в конфігурації «ціла клітина»  

 

Електрофізіологіча ідентифікація ГКС та реєстрація постсинаптичних 

струмів (ПСС) синаптично зв’язаних пар проводилась з використанням методу 

петч-клемп в конфігурації «ціла клітина» в режимах фіксації струму або 

потенціалу. Вперше методика  реєстрації макроскопічних струмів через іонні 

канали всієї клітини була запропонована Неєром і Сакманом [66, 150, 254]. 

Фіксація струму/потенціалу підтримується за рахунок подачі різниці потенціалів 

на два хлор-срібні електроди, один з яких індиферентний електрод, занурений в 

зовнішньоклітинний розчин робочої камери, інший – у внутрішньоклітинний 

розчин скляної мікропіпетки, що контактує з клітиною. Після досягнення 

щільного гігаомного контакту між мікропіпеткою та мембраною клітини, 

ініціюється прорив ділянки контактної мембрани і внутрішньоклітинне 

середовище поступово замінюється вмістом мікропіпетки. Таким чином даний 

метод дозволяє контролювати внутрішньоклітинний іонний склад.  
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2.4. Методика парної реєстрації 

 

В експеримент відбирали пари синаптично зв’язаних ГКС і нейронів CS, які 

візуально ідентифікували за морфологічними особливостями цих популяцій 

клітин, простежуючи проекції пресинаптичних аксонів. Гангліозні клітини 

сітківки ідентифікували за встановленими морфологічними та електрофізичними 

параметрами: 1) діаметр соми нейрона [63, 113]; та 2) здатність підтримувати 

специфічну електричну активність у відповідь на деполяризуючий поштовх 

струму [43, 113]. Діаметр соми нейрона визначали, як середнє арифметичне 

максимальних діаметрів соми за двома перпендикулярними осями. 

Покривне скельце з кокультивованими нейронами розміщали в робочій 

камері, заповненій стандартним зовнішньоклітинним розчином такого складу 

(мМ): NaCl – 140, KCl – 3, CaCl2 – 2, MgCl2 – 2, HEPES – 20, глюкоза – 10 (всі 

реактиви фірми “Sigma”, США); pH 7,4. Постсинаптичний струм, 

опосередкований активацією тільки НМДА-рецепторканальних комплексів, при 

підтримуваному потенціалі ‒ 70 мВ з використанням стандартного розчину 

неможливо було виявити. Цей ефект пояснюється потеанціалзалежним 

блокуванням НМДА- рецепторканальних комплексів іонами Mg2+ [153, 131]. 

НМДА-рецепторопосередковані викликані та спонтанні постсинаптичні струми 

(вПСС та  сПСС, відповідно) реєстрували в безмагнієвому зовнішньоклітинному 

середовищі при ‒ 70 мВ. Мініатюрні постсинаптичні струми (мПСС) різної 

ергічності реєстрували в номінально безкальцієвому розчині з додаванням 

1 мкмоль/л тетродотоксина, при наявності блокаторів НМДА- або АМПА-ергічної 

нейропередачі DL-APV (20 мкмоль/л) або DNQX (20 мкмоль/л) відповідно.  
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Рис. 2.3. Парна реєстрація в синаптично зв’язаних парах ГКС та 

нейронів CS. 

А - Мікрофотографія синаптично зв’язаної пари ГКС та нейрона CS на 

27 добу культивування. Б, В, Г - приклади типових АМПА-, НМДА- та 

А 
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ГАМКА-рецепторопосередкованих постсинаптичних струмів (2) нейронів CS 

у відповідь на генерацію потенціалу дії (1) в ГКС відповідно.  

 

Петч-піпетки з внутрішнім діаметром кінчика 1–1,5 мкм були виготовленні 

з боросилікатних скляних капілярів (“World Precision Instruments”, США). 

Внутрішньоклітинний розчин мав такий склад (ммоль/л): калію глюконату – 155, 

EGTA – 0,5, MgCl2 – 1, HEPES – 20, (всі реактиви фірми “Sigma”, США), pH 7,4. 

Заповненні таким розчином петч-піпетки мали опір 5‒7 МОм . 

В усіх експериментах концентрації іонів хлору для зовнішньо- та 

внутрішньоклітинного розчинів становили 151‒144 та 2 ммоль/л відповідно. За 

цих концентрацій при підтримуваному потенціалі хлорні ПСС через канали 

ГАМКА-рецепторканальних комплексів мали вихідний напрямок та 

гіперполяризували мембрану нейронів, а струми через канали іонотропних 

глутаматних рецепторів – вхідний напрямок і деполяризували. Таким чином, під 

час реєстрації ставало можливим візуально розрізняти збуджувальні та гальмівні 

постсинаптичні струми, що значно полегшувало аналіз експериментальних 

результатів. 

Відводили трансмембранні струми та потенціали у парах ГКС і нейронів CS 

методом парного «петч-клемпу» у конфігурації «ціла клітина» в режимах фіксації 

потенціалу/струму одночасно на пре- та постсинаптичній клітині. Пресинаптичну 

клітину – ГКС – утримували в режимі фіксації струму. ПД викликали 

деполяризуючими поштовхами струму тривалістю 3‒5 мс, амплітудою 

100‒300 пА з частотою 0,5 Гц. Постсинаптичний нейрон CS утримували в режимі 

фіксації потенціалу на рівні ‒ 70 мВ та реєстрували вПСС у відповідь на кожний 

пресинаптичний ПД. Метод парного «петч-клемп» дає змогу одночасно 

контролювати виникнення ПД на сомі ГКС і реєструвати ПСС на сомі нейрона 

CS. Експерименти проводили при 19–24 оС. 
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2.5. Контроль якості фіксації потенціалу на мембранах 

нейронів 

 

Контроль якості фіксації потенціалу протягом експерименту здійснювали за 

допомогою моніторингу варіацій значень амплітуди струму витоку (Івит) та сталої 

часу ємнісного струму (τємн) у відповідь на короткий (10 мс) гіперполяризуючий 

прямокутний стимул невеликої амплітуди (‒ 10 мВ). Протягом експерименту 

амплітуда  Івит визначається як базова лінія струму відносно нульового значення і 

є  показником ефективності ізоляції у ланцюзі «петч-піпетка – клітина». У 

досліджуваних нейронах значення Івит не перевищувало - 100 пА.  

Стала часу ємнісного струму є фукцією двох важливих параметрів: 

mпослємн CR  , де доступпіпетпосл RRR 
 ‒ послідовний опір відображає опір 

доступу при постійності опору піпетки; Cm – емність клітини, є показником 

функціонального стану нейрону.  

Отримані результати аналізували лише в тому разі, якщо варіації значень 

τємн та  Івит не перевищували 20 %. 

 

2.6. Квантовий аналіз постсинаптичних струмів 

 

Основними параметрами базової квантової теорії вивільнення 

нейромедіатора [40, 97, 174] є: q – величина кванту (амплітуда ПСС у відповідь на 

вивільнення одного кванту трансмітера), р – середня ймовірність вивільнення 

нейромедіатора, n – середня кількість сайтів вивільнення, m – середній квантовий 

вміст (середня кількість квантів медіатора, що вивільняються) визначали наступними 

двома методуми. 

Ми застосували два незалежних методу базового квантового аналізу: метод 

«мініатюр» і гістограмний метод [225]. Перший метод, який часто називають 

«прямим методом», базується на припущенні про те, що амплітуда мініатюрного 
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ПСС ідентична постсинаптичній відповіді на одиничну квантову подію: qA min . 

Cередній квантовий вміст розраховується за формулою: 

q

A
m              (1) 

де А – середня амплітуда вПСС. Гістограмний метод базується на 

припущенні про те, що амплітуда постсинаптичного струму квантована, тобто 

пропорційна кількості квантів вивільненого нейромедіатора. За умов суттєвої 

кількості реєстрацій, гістограми амплітуд ПСС мають полімодальний вид з чітко 

вираженими рівновіддаленими піками. Середній інтервал між піками приймалися 

тотожним постсинаптичний відповіді на одиничну квантову подію. У синапсах 

ЦНС імовірність вивільнення медіатора досить висока, тому для адекватного 

квантового аналізу ми використовували просту біноміальну статистику. 

Ймовірність спостереження певної кількості квантовий одиниць (х) в одній 

реєстрації ППС є постійною:  

xnx pp
xxn

n
xP 


 )1(

!)!(

!
)(         (2) 

Згідно з простою біноміальною моделлю середній квантовий вміст 

розраховується за формулою:  

pnm             (3) 

Критерієм придатності біноміальної статистики для аналізу 

експериментальних результатів є відповідність значень квантового вмісту, 

розрахованих за допомогою першого та другого методів. 

 

2.7. Протоколи індукції короткочасної пластичності 

при парній стимуляції в синапсах ГКС та нейронів CS 

 

Для дослідження короткочасної пластичності використовували протоколи 

парної стимуляції. Пари ПД викликали в пресинаптичній ГКС короткими 

деполяризуючими поштовхами струму тривалістю 3‒5 мс та амплітудою 

100‒300 пА з міжстимульними інтервалами 20, 50, 100, 200, 500 та 2000 мс. Пари 



 

стимулів струму прикладали з частотою 0.5

утримували в режимі фіксації потенціалу на рівні 

відповідь на пари пресинаптичних ПД. Вимірювання амплітуд

стимуляції з короткими між

другий вПСС накладався на фазу спаду першого вПСС

вПСС при малих міжстимульних

(рис. 2.4.).  

 

Рис. 2.4. Приклади вимірювання амплітуд викликаних 

постсинаптичних струмів (вПСС) 

коротким міжстимульним

А ― запис пари викликаних потенціалів дії (ПД) на пресинаптичній 

ГКС з міжстимульним інтервалом 100

при значенні підтримуваного потенціалу 

на перший та другий стимули відповідно.
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струму прикладали з частотою 0.5 с‒1. Постсинаптичний нейрон 

утримували в режимі фіксації потенціалу на рівні ‒ 70 мВ та реєстрували вПСС у 

на пари пресинаптичних ПД. Вимірювання амплітуд

стимуляції з короткими міжстимульними інтервалами було ускладнено

другий вПСС накладався на фазу спаду першого вПСС. Т

стимульних інтервалах вимірювали 

Приклади вимірювання амплітуд викликаних 

струмів (вПСС) при парній пресинаптичн

стимульним інтервалом.  

запис пари викликаних потенціалів дії (ПД) на пресинаптичній 

інтервалом 100 мс. а, б ― записи вПСС

при значенні підтримуваного потенціалу ‒ 70 мВ. А1, А2 ―

на перший та другий стимули відповідно. 

. Постсинаптичний нейрон CS 

мВ та реєстрували вПСС у 

на пари пресинаптичних ПД. Вимірювання амплітуд пар вПСС при 

було ускладнено, так як 

. Тому амплітуди пар 

інтервалах вимірювали наступним чином 

 

Приклади вимірювання амплітуд викликаних 

пресинаптичній стимуляції з 

запис пари викликаних потенціалів дії (ПД) на пресинаптичній 

вПСС на нейроні CS 

― амплітуди вПСС 
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2.8. Методи базового та повного квантового аналізу  

 

Аналізували пари монофазних вПСС, які виникали у відповідь на генерацію 

пари ПД в пресинаптичному нейроні CS. Коефіцієнт парної стимуляції (КПС) 

використовували для чисельної характеристики зміни ефективності синаптичної 

передачі. КПС є нормованим відношенням амплітуд двох послідовних вПСС, 

розділених невеликим проміжком часу. %100
1

2 
А

А
КПС  , де А1 та А2 – амплітуда 

першого та другого вПСС відповідно. У випадку, коли КПС< 100 %, можна 

говорити про ефект депресії, а коли КПС> 100 % – про ефект полегшення.  

Для оцінки квантових та біноміальних параметрів ми використовували 

методи базового та повного квантового аналізу [224]. Відповідно до базової 

біноміальної моделі ймовірність вивільнення нейромедіатора в досліджуваних 

синапсах розраховується за наступним рівнянням:  

 2

2

1
1

qCVq

СVЕ
p




            (4) 

де CV та CVq – коефіцієнт варіації амплітуд вПСС та одиничних квантових 

подій q відповідно.  

В основі даних методів лежить певна модель – ідеалізація, в якій ми 

ототожнюємо кількість активних зон з кількістю сайтів вивільнення і 

припускаємо, що варіація ймовірності вивільнення мізерна. Перший метод 

базується на припущенні того, що відоме значення максимальної амплітуди вПСС 

і для біноміального розподілення представляється: qnАмакс  . Тоді з урахуванням 

(1) та (3): 

максA

A
p  .            (5) 

Дане припущення є вірним при нульовому стандартному відхиленні шуму 

(Sш=0) та при великих значеннях p та кількості реєстрацій (N). Квантовий вміст 

оцінюється наступним чином: 

 
 

2

1

CV

p
m


 ,          (6) 
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Параметри n і q оцінюються за допомогою (3) та (1) відповідно. Другий 

метод базується на тому, що за умов реального експерименту стандартне 

відхилення струму не є нульовим і кількість реєстрацій обмежена, тому для 

оцінки параметра р використовують trial-to-error метод: 
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2
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,      (7) 

Де Атр ‒ середнє значення трьох максимальних величин амплітуди вПСС. 

Параметри m, n, та q оцінюються за допомогою (6), (3) та (1) відповідно.  

 

2.9. Модель короткочасної гіпоксії in vitro 

 

В перебігу електрофізіологічного експерименту використовували 

загальноприйняту модель гіпоксії in vitro − короткочасну (до 5 хв) аплікацію 

гіпоксичного розчину. Гіпоксичні розчини (0,19 мг/л О2) готували безпосередньо 

перед експериментом шляхом барботування робочого зовнішньоклітинного розчину 

азотом протягом 20 хв. Наявність 20 мМ Hepes в робочих розчинах була достатньою 

для забезпечення сталого рівня pH в контролі, протягом гіпоксії та реоксигенації. 

 

2.10. Полярографічний метод аналізу 

 

Концентрацію кисню у зовнішньоклітинному розчині вимірювали 

полярографічним методом за допомогою платинового мікроелектрода [247]. 

Полярографічний метод заснований на можливості електрохімічного відновлення 

або окислення іонів чи нейтральних молекул на поверхні електрода. Кожен вид 

іонів чи нейтральних молекул відновлюється або окислюється при своєму 

визначеному потенціалі. При електрохімічній реакції відбуваються три процеси: 

1. Постачання з об’єму розчину реагентів, що вступають в реакцію на електроді. 

Механізм постачання може бути дифузійним, електродифузійним та 

конвекційним. Якщо в реакції беруть участь реагенти, що складаються з 
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нейтральних молекул (О2) то електроди фузія не відбувається. Конвекція 

пов’язана з перемішуванням розчину. 

2. Власне електрохімічне перетворення реагентів. 

3. Відвід продуктів реакції від поверхні електрода. 

Швидкість електрохімічної реакції залежить від потенціалу на електроді, 

концентрації реагентів та пропорційна струму, що тече через електроди. При 

збільшенні потенціалу на електроді, концентрація реагенту на його поверхні 

прямує до нуля, а величина струму до свого максимального значення. Таким 

чином існує пропорційна залежність між граничним струмом дифузії та 

концентрацією речовини, що визначається. 

Чутливість методу полярографічного аналізу визначається величиною 

граничного струму дифузії і залежить від механізму підходу реагентів до поверхні 

електрода. При вимірюванні концентрації кисню в розчині електродифузія 

відсутня, бо молекули кисню електронейтральні. А при перемішуванні розчину 

починає працювати конвекційний механізм підходу реагентів, що збільшує 

величину граничного струму дифузії. Таким чином можливе підвищення 

чутливості методу (за умови постійної швидкості перемішування). 

Полярографічні індикаторні мікроелектроди виготовляли з заготовок для 

«петч-піпеток» в кінчики яких  була впаяна платинова проволока діаметром біля 

20 мкм і довжиною відкритої ділянки біля 30‒40 мкм. До індикаторного 

електроду прикладали від'ємний потенціал ‒60 мВ і вимірювали граничний струм 

дифузії. Перед використанням електрод калібрували по двом точкам вимірюючи 

граничний струм дифузії в розчинах з відомою концентрацією. Для отримання 

нульової точки використовували насичений розчин сульфітна натрі я (8 мМ), що 

видаляє з розчину вільний кисень. В якості другої точки приймали граничний 

струм дифузії, виміряний в розчині, що заходився в рівновазі з повітрям (об'ємний 

вміст кисню в повітрі 21 % або 6,7 мг/л в розчині при Т=370С). 
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2.11. Метод швидкої локальної суперфузії 

 

Аплікацію розчинів на синаптично зв’язану пару ГКС та нейрона CS 

проводили за допомогою методу швидкої локальної суперфузії зі швидкостями, 

достатніми для дослідження ліганд керованих іонних каналів [220].  

Дана система являє собою дві скляні піпетки з діаметрами 20‒40 мкм, при 

чому діаметр відсмоктучої піпетки дещо більший за діаметр аплікуючої 

(рис. 2.5.). Всередині аплікуючої піпетки знаходяться дві трубки, одна яка подає 

інша відводить розчин, що дає можливість постійно видаляти розчин з мертвої 

зони всередині піпетки. Трубка, яка подає, з’єднана з ємкостями заповненими 

робочими розчинами. До трубки, що відводить приєднаний клапан, який дозволяє 

швидко перемикати тиски (з більшого ‒Р2 на менший ‒Р3 і навпаки). Робота 

клапана дозволяє швидко і локально аплікувати необхідний розчин на пару 

нейронів. 

 

Рис. 2.5. Система швидкої локальної суперфузії речовин. +P – 

позитивний тиск, ‒P1, ‒Р2, ‒ P3 – три різних рівня негативного тиску; 1 ‒ 

+P 

-P1 

+P 

-P2 

+P 

-P3 
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настройка аплікації, 2 – аплікація на клітину відключена, 3 – аплікація на 

клітину включена. 

 

Зліва розташована відсмоктуючи піпетка, яка забезпечує відтік розчину, що 

аплікується з камери.  

У першому стані, при настройці аплікації, розчин з аплікуючої трубки, що 

подає, попадає напряму в трубку, що відводить. В другому стані, коли аплікація 

відключена, після спрацювання клапану і зміні негативного тиску з ‒ P1 на – P2, 

розчин витікає з аплікуючої піпетки і потрапляє у відсмоктуючу. В третьому 

випадку, коли аплікація включена, негативний тиск Р3, гідростатичний 

позитивний тиск розчину та негативний тиск відсмоктуючої піпетки підібрані 

таким чином, що розчин з аплікуючої піпетки покриває лише обрану округлу 

зону.  

Піпетки розміщали на відстані 25‒50 мкм вище досліджуваної пари 

нейронів і розчин, який аплікували повністю омивав пару нейронів. Відстань між 

піпетками складала 300‒550 мкм.  

Дослідження впливу гіпоксії на викликані, сПСС та мПСС проводили за 

наступним протоколом: на досліджувану пару нейронів аплікували 

зовнішньоклітинний розчин протягом 5 хв (контроль), після чого цей розчин заміняли 

відповідним гіпоксичним розчином (5 хв, гіпоксія), з наступною повторною подачею 

контрольного зовнішньоклітинного розчину(5 хв, реоксигенація).  

 

2.12. Обробка та аналіз результатів 

 

Аналіз кінетичних параметрів струмів, статистичний аналіз та побудову 

графіків виконували з використанням програмних пакетів Origin 8.5 Pro (“OriginLab 

Corporation”, США), Excel 2007 (“Microsoft Corporation”, США) та Сlampfit 9.0 (“Axon 

Instruments”, США). 

Нормальність розподілу даних перевіряли за допомогою критерію Шапіро-

Уілка. Кількісні результати представлені як середні ± стандартна похибка середнього. 
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Для статистичної достовірності різниць міжгрупових середніх значень 

використовували t - тест Ст’юдента. Оцінку достовірності відмінностей між двома 

функціями проводили за допомогою критерію Колмогорова-Смірнова. Автоматичний 

пошук сПСС та мПСС реалізували в програмному пакеті Clampfit 9.0 (“Axon 

Instruments”, США) за допомогою функції Event detection – Threshold search. Поріг 

детекції вибирали за правилом «2 σ». Рівень достовірності міжгрупових різниць на 

рисунках позначено наступним чином: * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. 
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РОЗДІЛ 3.   РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

3.1. Морфологічні та електрофізіологічні 

характеристики кокультивованих ГКС та нейронів CS 

 

За умов кокультивування ГКС та нейрони CS розвивалися відповідно до 

своїх фенотипічних характеристик та формували синаптичні контакти як з 

клітинами власної, так і з нейронами іншої популяції (рис. 3.1.). Наявність 

спонтанної високоамплітудної електричної активності культивованих ГКС та 

нейронів CS свідчила про життєздатність клітин та їх електричну збудливість. 

Мембранний потенціал нейронів обох типів варіював від ‒ 50 до ‒ 70 мВ. 

Візуально ГКС ідентифікували в культурі клітин сітківки за діаметром соми 

порядку 20‒25 мкм. У наших експериментах ГКС являла собою пресинаптичну 

клітину. Вхідний опір (0,2 – 0,6 Гом, n = 51) та клітинна ємність (23 – 50 пФ, 

n = 51) незначно варіювали в досліджуваних ГКС.  

 

 

А 
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Рис. 3.1. Мікрофотографії синаптично зв’язаних кокультивованих пар 

ГКС та нейронів CS.  

В 

Б 
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А, Б, В ‒  мікрофотографії пар ГКС та нейрону CS на 16-ту, 24-ту та 29-ту 

добу кокультивування відповідно.  

 

В залежності від періоду культивування ГКС можна було розділити на три 

групи за характером відповідей на тривалі деполяризуючі поштовхи струму. Перша 

група ГКС характеризувалась генерацією одиничного ПД протягом всього стимулу, 

клітини бралися в експеримент протягом перших двох тижнів культивування 

(рис. 3.2. А). Друга – швидкою адаптивністю, генерація ПД в таких ГКС (до 20 діб 

культивування) закінчувалась раніше тривалості деполяризуючого стимулу 

(рис. 3.2. Б). Третя група ГКС характеризувалась високочастотною генерацією ПД 

протягом усього стимулу (рис. 3.2. В), клітини брали в експеримент починаючи з 

трьох тижнів in vitro. Наявність відповідної електричної активності у відповідь на 

тривалі деполяризуючі поштовхи струму була необхідним та достатнім критерієм 

ідентифікації ГКС в культурі клітин сітківки [206, 63, 113].  

 

Рис. 3.2. Викликана електрична активність культивованих ГКС у 

відповідь на тривалий деполяризуючий поштовх струму. 
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А – генерація одиничного потенціалу дії (ПД). Б ‒ швидка адаптація. 

В ‒ високочастотна генерація ПД.  

 

Нейрони CS в кокультурі характеризувались меншим діаметром соми, 

порядку 15 мкм, і в наших експериментах представляли постсинаптичні клітини. 

Вхідний опір (0,56 ± 0,09 Гом, діапазон 0,4 – 0,7 Гом, n = 53) та клітинна ємність 

30,12 ± 1,5 пФ, діапазон 20 – 45 пФ, n = 53) незначно варіювали в досліджуваних 

нейронах CS. Нейрони CS рівно ймовірно відповідали на тривалі деполяризуючі 

поштовхи струму або гамаритмічною активністю (рис. 3.3. А), або регулярною 

генерацією ПД (рис. 3.3. Б) протягом всього стимулу.  

 

Рис. 3.3. Викликана електрична активність культивованих нейронів CS 

у відповідь на тривалий деполяризуючий поштовх струму. 

А – гамма ритмічна активність. Б ‒ регулярна генерація потенціалів дії. 

 

Описані характери викликаної електричної активності ГКС та нейронів CS є 

типовими для цих клітин [116, 206, 63, 113].  

 



 55

3.2. Синаптична передача між кокультивованими ГКС 

та нейронами CS 

 

Морфологічні та електрофізіологічні відмінності обох популяції клітин та 

візуалізація проекцій аксонів ГКС на нейрони CS забезпечили можливість 

проведення електрофізіологічних експериментів для дослідження характеристик 

синаптичного зв’язку. Нами було досліджено 196 пар нейронів методом парної 

реєстрації. У 145 парах на нейронах CS реєстрували викликані збуджувальні 

постсинаптичні струми (вЗПСС) АМПА- (n = 67) та НМДА-

рецепторопосередковані (n = 78) у відповідь на пресинаптичну генерацію ПД 

поодинокими ГКС, а у 51 парах – викликані гальмівні постсинаптичні струми 

(вГПСС).  

Викликані ПСС мали синаптичну затримку в діапазоні 2 – 5 мс. Такі 

значення синаптичної затримки та температурний режим протягом експерименту, 

дали змогу визначити ці вПСС як моносинаптичні [92, 178].  

 

3.2.1. Глумататергічна  синаптична передача між 

кокультивованими ГКС та нейронами CS  

 

В експеримент відбирали синаптично зв’язані пари ГКС та нейронів CS в 

період від 11 до 35 діб кокультивування. Моносинаптичні вЗПСС реєстрували в 

нейронах CS при підтримуваному потенціалі ‒70 мВ. Синаптична затримка 

вЗПСС дорівнювала 3,8  0,9 мс (n = 41). В експериментах з використанням 

стандартного зовнішньоклітинного розчину, що містив 2 мМ Мg2+, відведені 

вЗПСС характеризувалися швидкою кінетикою наростання та швидкою 

кінетикою спаду. Час наростання вЗПСС, розрахований за висхідною частиною 

кривої струму від 10 до 90 % пікової амплітуди, становив 1,7 ± 0,5 мс (n = 38); спад 

струму в найкращий спосіб апроксимувався однією експонентою з середньою 

постійною часу τ = 3,6 ± 0,6 (n = 38). Кінетичні характеристики отриманих нами 
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вЗПСС відповідали описаним раніше даним, отриманим на інших об’єктах при 

дослідженні глутаматергічної синаптичної передачі [73, 179]. Значення амплітуд 

вЗПСС лінійно залежали від підтримуваних потенціалів на мембранах нейронів 

CS з потенціалом реверсії 0,5 ± 1,4 мВ (рис. 3.4. А). Тривалість часового ходу та 

кінетика спаду вЗПСС нейронів CS взятих в експеримент протягом перших трьох 

тижнів культивування достовірно змінювалась починаючи зі значення 

підтримуваного потенціалу – 30 мВ (рис. 3.4. Б, б). В той час коли тривалість 

часового ходу та кінетика спаду вЗПСС нейронів CS взятих в експеримент 

починаючи з третього тижня не виявляли достовірних змін (рис. 3.4. В, в). 

 

Рис. 3.4. Кінетичні характеристики викликаних збуджувальних 

постсинаптичних струмів (вЗПСС), відведених від нейронів CS у відповідь на 

генерації потенціалів дії пресинаптичними ГКС у зовнішньоклітинному 

розчині з концентрацією Мg2+ 2 мМ. 

А – приклад вольт-амперної характеристики вЗПСС, реєстрації якого 

наведені в В. Б – записи вЗПСС нейронів CS, взятих в експеримент протягом 

перших трьох тижнів кокультивування, при значенні підтримуваного 



 57

потенціалу, що змінювався від ‒ 70 до + 20 мВ з інкрементом 10 мВ. б – 

нормовані вЗПСС нейронів CS наведені в Б за різних підтримуваних 

потенціалів; 1, 2 – при значенні підтримуваного потенціалу ‒ 40 мВ та 

‒ 30 мВ відповідно. В – записи вЗПСС нейронів CS, взятих в експеримент 

починаючи з третього тижня культивування, при значенні підтримуваного 

потенціалу, що змінювався від ‒ 70 до + 20 мВ з інкрементом 10 мВ. в – 

нормовані вЗПСС наведені в В.  

 

Аплікація селективного блокатора НМДА- рецепторканальних комплексів 

DL-APV у концентрації 20 мкМ не викликала зменшення амплітуд вЗПСС і не 

впливала на кінетику спаду при підтримуваному потенціалі ‒ 70 мВ. Аплікація 

блокатора АМПА- рецепторканальних комплексів DNQX у концентрації 20 мкМ 

повністю блокувала вЗПСС (рис. 3.5. А).  

В досліджених нейронах CS з використанням безмагнієвого 

зовнішньоклітинного розчину при підтримуваному потенціалі ‒ 70 мВ 

моносинаптичні вЗПСС можно було розділити на два типи. Одні вЗПСС 

характеризувалися більш повільним двохекспоненційним спадом (τ1 = 3,3 ± 0,4 мс, 

τ2 = 45,3 ± 6,2 мс, n = 26), а час наростання в середньому становив 4,4 ± 0,5 мс. 

Аплікація DNQX у концентрації 20 мкМ давала змогу виділити НМДА-компонент 

інтегрального вЗПСС з середньою амплітудою струму А = ‒40,3 ± 2,5 мВ та часом 

до піку t = 4,6 ± 0,4 мс (n = 45). Спад у найкращий спосіб апроксимувався однією 

експонентою зі сталою часу τ = 49,2 ± 3,3 мс (n = 45). Присутність 20 мкМ DL-APV 

повністю блокувала цей компонент вЗПСС (рис. 3.5. Б). У парах ГКС та нейронів 

CS взятих в експеримент протягом перших трьох тижнів культивування з 

використанням безмагнієвого позаклітинного розчину вЗПСС переважно були 

опосередковані активацією лише НМДА-рецепторканальних комплексів. Такі 

струми повністю блокувалися в присутності DL-APV в концентрації 20 мкМ 

(рис. 3.5. В). 
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Рис. 3.5. Фармакологічні властивості викликаних збуджувальних 

постсинаптичних струмів (вЗПСС), відведених від нейронів CS у відповідь на 

генерацію потенціалів дії пресинаптичними ГКС. 

А – дія блокаторів глутаматергічної синаптичної передачі на вЗПСС, 

реєстрованих при зовнішньоклітинній концентрації Mg+2 2 мМ та 

підтримуваному потенціалі ‒ 70 мВ: 1 –в контролі, 2 – при аплікаціїї 

20 мкМ DL-APV, 3 – при аплікації 20 мкМ DNQX. Б – дія блокаторів 

глутаматергічної синаптичної передачі на вЗПСС реєстрованих в 

безмагнієвому зовнішньоклітинному розчині; 1 – в контролі, 2 – при 

аплікаціїї 20 мкМ DNQX, 3 – при аплікації 20 мкМ. DL-APV. В – дія 

блокатора НМДА- рецепторканальних комплексів на вЗПСС реєстрованих в 

безмагнієвому зовнішньоклітинному розчині: 1 –в контролі, 2 – при аплікації  

20 мкМ DL-APV, 3 – після відмиву блокатора. 



 

3.2.2. ГАМК

кокультивованими 

 

Приблизно у 25 % досліджених синаптично

CS пресинаптична генерація ПД

затримка варіювала від 2 

від нормального розподілу 

синаптичної затримки становило 

 

Рис. 3.6. Кінетичні та фармакологічні властивості 

гальмівних постсинаптичних струмів (

у відповідь на генерацію 

А – вГПСС при значенні підтримуваного потенціалу, що змінювався 

від ‒ 135 до + 5 мВ з інкрементом 20

характеристики вГПСС. В 
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ГАМК-ергічна синаптична передача між 

кокультивованими ГКС та нейронами CS 

досліджених синаптично зв’язаних парах ГКС та нейронів 

а генерація ПД призводила до реєстрації вГПСС. Синаптична 

2 до 5 мс, розподіл її величин достовірно не відрізнявся 

від нормального розподілу (тест Шапіро-Уілка, р < 0,001). 

синаптичної затримки становило 3,3 ± 0,8 мс (n = 28). 

. Кінетичні та фармакологічні властивості 

постсинаптичних струмів (вГПСС) зареєстрованих на 

у відповідь на генерацію потенціалів дії пресинаптичними ГКС

вГПСС при значенні підтримуваного потенціалу, що змінювався 

мВ з інкрементом 20 мВ. Б – приклад вольт

характеристики вГПСС. В – дія блокатора гальмівної передачі на вГПСС; 1 

ергічна синаптична передача між 

зв’язаних парах ГКС та нейронів 

до реєстрації вГПСС. Синаптична 

мс, розподіл її величин достовірно не відрізнявся 

. Середнє значення 

 

. Кінетичні та фармакологічні властивості викликаних 

реєстрованих на неронах CS 

пресинаптичними ГКС. 

вГПСС при значенні підтримуваного потенціалу, що змінювався 

приклад вольт-амперної 

дія блокатора гальмівної передачі на вГПСС; 1 
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–в контролі, 2 – при аплікації 10 мкМ бікулініну метиодиду, 3 – після відмиву 

блокатора. 

 

Час наростання вГПСС в середньому становив 4,3 ± 0,7 мс (n = 30), та 

одноекспоненційний спад із сталою часу τ = 48,3  5,7 мс (n = 30). Часовий хід, 

кінетика наростання та спаду вГПСС не виявляли змін в залежності від значення 

підтримуваного потенціалу (рис. 3.6. А). Амплітуди вГПСС мали лінійну 

залежність від підтримуваного потенціалу (рис. 3.6. Б). При цьому потенціал 

реверсії отриманий експериментально складав: Vрев = ‒111,9 ± 9,1 мВ і достовірно 

невідрізнявся від рівноважного потенціалу для іонів Cl‒, розрахованого за 

рівнянням Нернста для даних зовнішньо- та внутрішньоклітинних концентрацій 

іонів Cl‒: VрівСl
‒ = ‒109 мВ. Струм повністю блокувався при аплікації блокатора 

гальмівної передачі бікукуліну метиодиду в концентрації 10 мкМ (рис. 3.6. В). 

Відносно швидка кінетика наростання та спаду вГПСС та їхня чутливість до 

бікукуліну дали змогу ідентифікувати ці вГПСС, як ГАМКА-

рецепторопосередковані хлорні струми [17, 107]. 

 

3.3. Квантове вивільнення нейротрансмітерів в 

синапсах проекцій ГКС в CS за умов кокультури  

 

Досліджували квантове вивільнення глутамата та ГАМК в синапсах між 

ГКС та нейронами CS починаючи з 11-ї доби кокультивування. Експерименти 

проводили з використанням як безмагнієвого, так і стандартного позаклітинного 

розчину (Mg2+ 2 мМ) при температурі 20 – 24 ºС. 
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3.3.1. Параметри квантового вивільнення глутамата 

в синапсах між кокультивованими ГКС та нейронами CS 

 

Збуджувальна синаптична передача була опосередкована пресинаптичним 

вивільненням глутамата з наступною активацією НМДА-  та АМПА-

рецепторканальних комплексів на постсинаптичній мембрані нейрону CS.  

НМДА-рецепторопосередковані викликані, спонтанні та мініатюрні вПСС 

реєстрували у відповідних безмагнієвих позаклітинних розчинах з додаванням  

10 мкМ DNQX при підтримуваному потенціалі ‒ 70 мВ. Додавання DL-APV 

(20 мкм) призводило до повної блокади даних струмів протягом всього періоду 

аплікації блокатора. Ці струми мали повільну кінетику наростання та спаду (час 

наростання 4,6 ± 0,6 мс; спаду = 45,2 ± 2,9 мс, n = 23).  

 

 

Рис. 3.7. Квантове вивільнення глутамата в синапсах між ГКС та 

нейронами CS.  

А, Б, В – репрезентативні гістограми та апроксимації НМДА-

рецепторопосередкованих глутаматергічних мініатюрних (мПСС), спонтанних 
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(сПСС) та викликаних (вПСС) постсинаптичних струмів, відповідно. По осі 

абсцис на А, Б та В – амплітуда мПСС, сПСС та вПСС, по осі ординат – число 

відповідних подій (N). Нагорі наведені записи відповідних струмів. 

Розподіли амплітуд НМДА-рецепторопосередкованих мПСС, були 

унімодальними з модою в Аmin = ‒10,1 ± 1,8 пА (n = 12; рис. 3.7. А). Амплітуда мПСС є 

корелятом реакції відповідних постсинаптичних рецепторів на вивільнення одного 

кванта глутамата. Гістограми амплітуд сПСС були полімодальними (рис. 3.7. Б). 

Значення середньої відстані між модами не відрізнялися від величини першої моди і 

дорівнювали в середньому − 9,9 ± 1,3 пА (n = 16). 

Амплітудні гістограми вПСС були полімодальними з декількома (2―5) чітко 

вираженими рівновіддаленими модами (рис. 3.7. В). Відстань між модами в 

середньому становила – 10,0 ± 1,4 пА (n = 20) при – 70 мВ. Використовуючи t-тест 

Ст’юдента, ми виявили, що значення квантової події, визначене двома незалежними 

методуми, достовірно (р < 0,001) не розрізнялися. 

 

 

Рис. 3.8. Квантове вивільнення глутамата в синапсах між ГКС та 

нейронами CS. 
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 А, Б, В – репрезентативні гістограми та апроксимації АМПА-

рецепторопосередкованих глутаматергічних мініатюрних (мПСС), спонтанних 

(сПСС) та викликаних (вПСС) постсинаптичних струмів, відповідно. По осі 

абсцис на А, Б та В – амплітуда мПСС, сПСС та вПСС, по осі ординат – число 

відповідних подій (N). Нагорі наведені записи відповідних струмів. 

 

АМПА-рецепторопосередковані ПСС реєстрували при підтримуваному 

потенціалі ‒ 70 мВ в стандартному зовнішньоклітинному розчині, що містив 

2 мМ Ca2+ та 2 мМ Mg2+, з додаванням 20 мкМ DL-APV. 

Середня амплітуда мПСС АМПА-рецепторопосередкованих ПСС становила 

Аmin = ‒9,9 ± 1,7 пА (n = 13; рис. 3.8. А), а відстань між модами в амплітудних 

розподілах сПСС і вПСС була ‒10,2 ± 1,1 пА (n = 18) та ‒10,3 ± 1,8 пА (n = 17) 

відповідно (див. рис. 3.8. Б, В). Використовуючи t-тест Ст’юдента, ми виявили, 

що середні амплітуди НМДА- та АМПА-рецепторопосередкованих ПСС на 

вивільнення одного кванта глутамата, розраховані за допомогою незалежних 

методів, достовірно (р < 0,001) не відрізнялись. 

Кількість синаптичних подій, що відповідає вивільненню певної кількості 

квантів, визначали як кількість подій в діапазоні амплітуд, охоплених описаною 

кривою розподілу Гауса. Зіставлення експериментально визначених кількостей 

НМДА- та АМПА-рецепторопосередкованих синаптичних подій з величинами, 

отриманими при описанні результатів (рис. 3.7. В; 3.8. В) простим біноміальним 

законом представлено на рис 3.9. А, Б відповідно. 

За умов пресинаптичної генерації ПД не спостерігалося вивільнення 

одиничного кванта нейромедіатора. Таким чином амплітуда вПСС у 

збуджувальних синапсах нейронів CS зумовлюється одночасним вивільненням, 

щонайменше від 2 до 35 квантів нейромедіатора у всіх загалом сайтах 

вивільнення однієї або декількох пресинаптичних терміналей ГКС.  
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Рис. 3.9. Описання ймовірності вивільнення глутамата у синапсах 

кокультивованих ГКС і нейронів CS біноміальною статистикою. 

 А та Б – гістограми кількості одночасно вивільнених квантів, 

побудовані на основі гістограм, представлених на рис. 3.7. В та 3.8. В 

відповідно. Білі стовпчики відповідають експериментальним результатам, 

заштриховані – значенням, апроксимації біноміальним розподілом. а, б – 

графіки лінійної залежності значень квантового вмісту mекспер та mтеор для 

НМДА та АМПА-рецепторопосередкованої синаптичної передачі, відповідно, 

де mекспер – середній квантовий вміст, розрахований за допомогою методу 

«мініатюр», mтеор – середній квантовий вміст, розрахований за допомогою 

гістограмного методу. 

 

Квантовий вміст m для досліджуваних пар ГКС і нейронів CS був 

розрахований незалежно за допомогою методу «мініатюр» та гістограмного, які 

були описані вище. Графічно представлена залежність отриманих значень для 

НМДА- та АМПА-рецепторопосередкованих ПСС добре апроксимувалася 

лінійною функцією з нахилом 45° та коефіцієнтом кореляції 0,98 і 0,95 відповідно 

(рис. 3.9. а, б). Висока ступінь кореляції підтверджує придатність початкового 
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припущення відносно значення квантової події та біноміального закону розподілу 

для опису експериментальних результатів. 

 

3.3.2. Параметри квантового вивільнення ГАМК в 

синапсах між кокультивованими ГКС та нейронами CS 

 

Гальмівна синаптична передача була асоційована з пресинаптичним 

вивільненням ГАМК та активацією постсинаптичних ГАМКА- рецепторканальних 

комплексів (51 пара нейронів). ГАМКА-рецепторопосередковані вПСС та сПСС 

реєстрували в фізіологічному позаклітинному середовищі при ‒70 мВ. Додавання 

бікукуліну метіодиду в концентрації 10 мкМ призводило до повної блокади даних 

струмів протягом всього періоду аплікації блокатора. ВПСС, сПСС та мПСС мали 

повільну кінетику наростання та спаду (час наростання 4,3 ± 0,9 мс; 

спаду = 49,0 ± 3,5 мс).  

 

Рис. 3.10. Квантове вивільнення ГАМК в синапсах між ГКС та нейронами 

CS. 
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А, Б, В – репрезентативні гістограми та апроксимації ГАМКА-

рецепторопосередкованих мініатюрних (мПСС), спонтанних (сПСС) та 

викликаних (вПСС) постсинаптичних струмів, відповідно. По осі абсцис на А, Б 

та В – амплітуда мПСС, сПСС та вПСС, по осі ординат – число відповідних подій 

(N). Нагорі наведені записи відповідних струмів. 

 

Розподіли амплітуд ГАМКА-рецепторопосередкованих мПСС, були 

унімодальними з модою в Аmin = 11,7 ± 1,7 пА (n = 11; рис. 3.10. А). Ця величина 

середньої амплітуди мПСС відображає постсинаптичний ефект на вивільнення 

одного кванта ГАМК. Гістограми амплітуд ГАМКА-рецепторопосередкованих 

сПСС були полімодальними та характеризувалися наявністю 3–6 мод (див. 

рис. 3.10. Б). Відстань між модами відображає амплітуду ПСС, тобто реакції 

постсинаптичних ГАМКА- рецепторканальних комплексів, на вивільнення одного 

кванта ГАМК. В усіх отриманих розподілах сПСС та вПСС відстань між модами 

була 11,4 ± 1,8 пА (n = 15) та 11,8 ± 1,7 пА (n = 14), відповідно. Амплітудні гістограми 

вПСС були також полімодальними з чітко вираженими рівновіддаленими піками 

(див. рис. 3.10. В). Кількість явних мод в полімодальних розподілах варіювалася 

від 3 до 16 для різних нейронів CS. 

Використовуючи t-тест Ст’юдента, ми виявили, що середні амплітуди 

ГАМКА-рецепторопосередкованих ПСС на вивільнення одного кванту 

відповідного медіатора, розраховані за допомогою незалежних методів, 

достовірно (р < 0,001) не розрізнялися. 

Значення кожної окремої квантової події були описані розподілом Гауса. 

Кількість синаптичних подій, що відповідає вивільненню будь-якої певної 

кількості квантів, визначали як кількість подій в діапазоні амплітуд, охоплених 

описаною кривою розподілу Гауса. Зіставлення експериментально визначених 

кількостей синаптичних подій з величинами, отриманими при описані результатів 

простим біноміальним законом представлено на (рис 3.11. А). Квантовий вміст m 

для досліджуваних пар ГКС і нейронів CS розраховували незалежно за 

допомогою методу «мініатюр» та гістограмного, які були описані вище. Графічно 
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представлена залежність отриманих значень для ГАМКА-

рецепторопосередкованих ПСС добре апроксимувалася лінійною функцією з 

нахилом 45° та коефіцієнтом кореляції 0,98 (див. рис. 3.11. а). Висока ступінь 

кореляції підтверджує придатність початкового припущення про значення 

квантової події та біноміального закону розподілу для опису експериментальних 

результатів. 

 

 

Рис. 3.11. Описання ймовірності вивільнення ГАМК у синапсах 

кокультивованих ГКС і нейронів CS біноміальною статистикою.  

А – гістограма кількості одночасно вивільнених квантів, побудований 

на основі гістограми, представленої на рис. 3.10. в. Білі стовпчики 

відповідають експериментальним результатам, заштриховані – значенням, 

апроксимації біноміальним розподілом. а – графік лінійної кореляції значень 

квантового вмісту mекспер та mтеор для ГАМКА-рецепторопосередкованої 

синаптичної передачі, де mекспер – середній квантовий вміст, розрахований за 

допомогою методу «мініатюр», mтеор – середній квантовий вміст, 

розрахований за допомогою гістограмного методу 
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3.4. Короткочасна пластичність синаптичної передачі 

між ГКС та нейронами CS при парній стимуляції 

 

Ми досліджували феномен короткочасної синаптичної пластичності в глутамат- 

та ГАМК-ергічних синаптичних контактах між ГКС та нейронами CS, що 

спостерігався за умов періодичної парної стимуляції пресинаптичного нейрона. В 

деяких досліджуваних парах нейронів під час реєстрації основного ефекту – 

короткотривалої депресії/потенціації, спостерігався невеликий процент 

протилежного ефекту – короткотривалої потенціації/депресії (рис. 3.12. А, Б). 

Використовуючи t-тест Ст’юдента, ми виявили, що середні амплітуди вПСС на 

перший та на другий стимули в кожній з серій реєстрацій достовірно (р < 0,01) 

розрізнялися. Тобто ефекти депресії та полегшення не можна пояснити простою 

флуктуацією квантованої амплітуди вПСС. 

 

Рис. 3.12. Короткочасна депресія викликаних постсинаптичних 

струмів (вПСС) з наявним невеликим процентом полегшення. 

А – приклад записів трансмембранних струмів та потенціалів у 

синаптично зв’язаній парі ГКС та нейронів CS. 1 – запис пари викликаних 

потенціалів дії (ПД) на пресинаптичній ГКС з міжстимульним інтервалом 
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100 мс. 2 та 3 – реєстрації короткотривалої депресії (основний ефект) та 

полегшення (протилежний ефект) вПСС, відповідно. Б – графік залежності 

коефіцієнта парної стимуляції (КПС) від нормованої амплітуди вПСС на 

перший стимул для синаптично зв’язаної пари клітин, репрезентативні 

записи струмів якої ілюстровано в А, де %100
1

2 
А

А
КПС , де А1 та А2 – амплітуда 

першого та другого вПСС відповідно. 

 

3.4.1. Короткочасна пластичність глутаматергічної 

синаптичної передачі між кокультивованими ГКС та 

нейронами CS при парній стимуляції 

 

Для дослідження ефектів короткочасної пластичності глутаматергічної 

синаптичної передачі ми використовували парну стимуляцію з інтервалами 20, 50, 

100, 200 та 500 мс між ПД в парі. Викликана генерація пар ПД в пресинаптичних 

ГКС призводила до короткочасної депресії глутаматергічної синаптичної 

передачі, опосередкованої активацією виключно НМДА- або АМПА-

рецепторканальних комплексів на постсинаптичній мембрані нейронів CS 

(рис. 3.13. А, Б). Повне відновлення характеристик першого вПСС у парі 

спостерігалося при інтервалі між парами стимулів 2 с (рис. 3.13. а, б).  
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Рис. 3.13. Короткочасна депресія глутаматергічної синаптичної передачі 

між ГКС та нейронами CS за умов парної стимуляції. 

А та Б – приклади записів НМДА- та АМПА-рецепторопосередкованих 

викликаних постсинаптичних струмів (вПСС) при заданих міжстимульних 

інтервалах, відповідно. а та б – графік залежності коефіцієнту парної стимуляції 

(КПС) від величини міжстимульного інтервалу, як чисельної характеристики 

змін ефективності синаптичної передачі, опосередкованої активацією виключно 

НМДА- та АМПА-рецепторканальних комплексів відповідно. %100
1

2 
А

А
КПС  , де 

А1 та А2 – амплітуда першого та другого вПСС відповідно. 

 

Відповіді синаптично зв’язаних пар нейронів, в яких спостерігалася  

короткотривала депресія, були нами проаналізовані щодо наявності зворотної 

кореляції між амплітудами першого та другого вПСС. Нахил лінії регресії був 

довільним, а кореляція мізерною у всіх досліджуваних парах нейронів. 

Недивлячись на відсутність безпосереднього зв’язку між амплітудами першого та 

другого вПСС, ми виявили певну зворотну нелінійну залежність коефіцієнту 
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парної стимуляції (КПС, %100
1

2 
А

А
КПС ) від амплітуди першого вПСС (приклад 

якої зображено на рис. 3.12. Б). Суть даної залежності полягала в тому, що  

короткочасна депресія спостерігалась коли амплітуда ПСС на перший стимул 

була великою, а короткочасна потенціація – коли амплітуда ПСС на перший 

стимул була малою.  

Для оцінки вкладу можливих пре- та постсинаптичних механізмів, що 

лежать в основі ефектів депресії, ми використовували методи базового та повного 

квантового аналізу. Ми оцінили величину кванту q та ймовірність вивільнення p 

та кількість сайтів вивільнення n для вПСС на перший та другий стимул при всіх 

міжстимульних інтервалах. Як було описано раніше, період між парами ПД 

складав 2 с, чого було достатньо для повного відновлення вПСС на перший 

стимул, тому квантові та біноміальні параметри розраховані для перших вПСС 

вважалися контрольними. Контрольні параметри оцінені для кожної окремої 

синаптично зв’язаної пари достовірно не відрізнялися (р < 0,001). Для визначення 

пре- або постсинаптичної природи короткочасної пластичності глутаматергічної 

синаптичної передачі між кокультивованими ГКС та нейронами CS ми 

аналізували середні нормовані зміни параметрів q, p, n та КПС. Середні нормовані 

зміни були розраховані наступним чином: 
















%100

%100

контрX

X
, де X  – середня 

величина параметра (n, p, q або КПС), оціненого для вПСС на другий стимул; 

контрX  – середня величина параметра (n, p, q або КПС), оціненого для вПСС на 

перший стимул. Короткочасна депресія НМДА-рецепторопосередкованих вПСС 

спостерігалася поряд з достовірним зменшенням кількості сайтів вивільнення n у 

порівнянні з контролем (на 42, 38, 19 та 13 % при міжстимульних інтервалах 20, 50, 

100 та 200 мс, відповідно, рис. 3.14. А). Рівні достовірності міжгрупових різниць 

вказані на рисунку. 



 

Рис. 3.14. Діаграми нормовані

А та Б – графічні зображення середніх 

коефіцієнта парної стимуляції (

міжстимульних інтервалах. Середні 

чином: 
















%100

%100

контрX

X
, де 

оціненого для вПСС на другий стимул; 

q або КПС), оціненого для вПСС на перший стимул.  

біноміальні параметри: n 

ймовірність вивільнення однієї везикули з одного сайту вивіл

достовірності між-групових різниць позначено наступним чином: *

** P < 0,01; *** P < 0,001. 

 

Короткочасна депресія АМПА

з достовірним зменшенням величини кванту 

міжстимульних інтервалах 20, 50, 100 та 200 мс, відповідно. 
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нормовані змін квантових та біноміальних параметрів

графічні зображення середніх нормованих змін величин 

коефіцієнта парної стимуляції (КПС) щодо контрольних значень при різних 

інтервалах. Середні нормовані зміни були розраховані наступним 

, де X  – середня величина параметра (

оціненого для вПСС на другий стимул; контрX  – середня величина параметра (

), оціненого для вПСС на перший стимул.  q – величина кванту; 

 – середня кількість сайтів вивільнення, а 

ймовірність вивільнення однієї везикули з одного сайту вивіл

групових різниць позначено наступним чином: *

 

Короткочасна депресія АМПА-рецепторопосередкованих вПСС була пов’язана 

з достовірним зменшенням величини кванту q на 27, 24

міжстимульних інтервалах 20, 50, 100 та 200 мс, відповідно. Ймовірність

 

квантових та біноміальних параметрів.  

змін величин n, p, q та 

контрольних значень при різних 

зміни були розраховані наступним 

середня величина параметра (n, p, q або КПС), 

середня величина параметра (n, p, 

величина кванту; n та p – 

середня кількість сайтів вивільнення, а p – середня 

ймовірність вивільнення однієї везикули з одного сайту вивільнення. Рівень 

групових різниць позначено наступним чином: * P < 0,05; 

опосередкованих вПСС була пов’язана 

24, 22 та 20 % при 

Ймовірність вивільнення 
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p зменшувалась на 21, 17, 14, 13 та 11 % при між стимульних інтервалах 20, 50, 100, 

200 та 500 мс, відповідно; а кількість сайтів вивільнення n зменшувалась на 24, 21 та 

16 % при міжстимульних інтервалах 20, 50 та 100 мс, відповідно (рис. 3.14. Б). Тобто, 

в даному випадку депресія може обумовлюватись не тільки особливостями 

роботи пресинаптичної терміналі (зниження пресинаптичних факторів n, p із 

відповідним зменшенням квантового вмісту m), а і можливими постсинаптичними 

механізмами (десенситизацією постсинаптичних рецепторів). Рівні достовірності 

міжгрупових різниць вказані на рисунку. 

Максимальну депресію спостерігали при мінімальних міжстимульних 

інтервалах.  

 

3.4.2. Короткочасна пластичність ГАМК-ергічної 

синаптичної передачі між кокультивованими ГКС та 

нейронами CS при парній стимуляції 

 

Викликана генерація пар ПД в пресинаптичних ГКС призводила до 

короткотривалого полегшення ГАМК-ергічної синаптичної передачі, 

опосередкованої активацією ГАМКА-рецепторканальних комплексів 

(рис. 3.15. А, а). 
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Рис. 3.15. Короткочасна потенціація ГАМК-ергічної синаптичної 

передачі між ГКС та нейронами CS за умов парної стимуляції.  

А – приклади записів ГАМКА-рецепторопосередкованих викликаних 

постсинаптичних струмів (вПСС) при заданих міжстимульних інтервалах 

відповідно. а – графік залежності коефіцієнту парної стимуляції (КПС) від 

міжстимульного інтервалу для чисельної характеристики змін ефективності 

синаптичної передачі, опосередкованої активацією ГАМКА-

рецепторканальних комплексів. %100
1

2 
А

А
КПС  , де А1 та А2 – амплітуда 

першого та другого вПСС відповідно. 

 

Для оцінки вкладу можливих пре- та постсинаптичних механізмів, що 

лежать в основі даного ефекту короткотривалої потенціації ми використовували 

методи базового та повного квантового аналізу, які дали можливість оцінити 

величину кванту q, ймовірність вивільнення трансмітера р та кількість сайтів 

вивільнення n вПСС на перший та другий стимул при всіх міжстимульних 

інтервалах. Для визначення пре- або постсинаптичної природи короткочасної 



 

пластичності ГАМК-ергічної синаптичної передачі між кокультивованими ГКС та 

нейронами CS ми аналізували середні 

Короткочасна потенціація ГАМК

була пов’язана з достовірним збільшенням ймовірності вивільнення 

та 11 % при міжістимульних 

Кількість сайтів вивільнення 

інтервалах 20, 50, 100 та 200

рецепторопосередкованих вПСС лежать пресин

пресинаптичних факторів 

Максимальні достовірні зміни параметрів 

міжстимульних інтервалах.

Рис. 3.16. Діаграми нормованих

Графічні зображення середніх 

парної стимуляції (КПС

міжістимульних інтервалах. Середні 
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ергічної синаптичної передачі між кокультивованими ГКС та 

ізували середні нормовані зміни параметрів 

Короткочасна потенціація ГАМК-ергічної нейропередачі між ГКС та нейронами 

була пов’язана з достовірним збільшенням ймовірності вивільнення 

% при міжістимульних інтервалах 20, 50, 100, 200 та 500

Кількість сайтів вивільнення n збільшувалась на 55, 43, 37 та 22 % при міжстимульних 

інтервалах 20, 50, 100 та 200 мс, відповідно. Отже, в основі полегшення ГАМК

опосередкованих вПСС лежать пресинаптичні механізми (збільшення 

пресинаптичних факторів n, p і відповідно збільшення квантового вмісту 

Максимальні достовірні зміни параметрів p та n спостерігалися при мінімальних 

інтервалах. 

нормованих змін квантових та біноміальних параметрів.

Графічні зображення середніх нормованих змін величин n, 

КПС) відносно контрольних значень при різних 

інтервалах. Середні нормовані зміни були розраховані наступним 

ергічної синаптичної передачі між кокультивованими ГКС та 

зміни параметрів q, p, n та КПС. 

ергічної нейропередачі між ГКС та нейронами CS 

була пов’язана з достовірним збільшенням ймовірності вивільнення p на 45, 41, 26, 19 

інтервалах 20, 50, 100, 200 та 500 мс, відповідно. 

% при міжстимульних 

Отже, в основі полегшення ГАМКА-

аптичні механізми (збільшення 

і відповідно збільшення квантового вмісту m). 

спостерігалися при мінімальних 

 

та біноміальних параметрів. 

, p, q та коефіцієнта 

) відносно контрольних значень при різних 

зміни були розраховані наступним 



 76

чином: 
















%100

%100

контрX

X
, де X  – середня величина параметра (n, p, q або КПС), 

оціненого для вПСС на другий стимул; контрX  – середня величина параметра (n, p, 

q або КПС), оціненого для вПСС на перший стимул.  q – величина кванту; n та p – 

біноміальні параметри: n – середня кількість сайтів вивільнення, а p – середня 

ймовірність вивільнення однієї везикули з одного сайту вивільнення. Рівень 

достовірності між-групових різниць позначено наступним чином: * P < 0,05; 

** P < 0,01; *** P < 0,001. 

 

3.5. Вплив гіпоксії на синаптичну передачу між 

кокультивованими ГКС та нейронами CS 

 

Ми дослідили зміну ефективності синаптичної передачі в парі ГКС – нейрон CS, 

опосередковану дефіцитом кисню. В перебігу електрофізіологічного 

експерименту ми використовували загальноприйняту модель гіпоксії in vitro − 

нетривалу (до 5 хв) аплікацію гіпоксичного розчину. Гіпоксичні розчини 

(0,19 мг/л О2) готували безпосередньо перед експериментом шляхом 

барботування робочого зовнішньоклітинного розчину азотом протягом 20 хв. 

Аплікацію проводили за допомогою методу швидкої локальної суперфузії. 

Реєстрували трансмембранні струми та потенціали у окремих синаптично 

зв’язаних парах нейронів за допомогою методу парного петч-клемпу в 

конфігурації «ціла клітина». Достовірних змін потенціалу спокою досліджуваних 

пар клітин протягом гіпоксії та реоксигенації щодо контролю не спостерігалося. 
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3.5.1. Індукована гіпоксією зміна ефективності 

глутаматергічної НМДА-рецепторопосередкованої передачі 

між кокультивованими ГКС та нейронами CS  

 

Нетривала аплікація (до 3 хв включно) гіпоксичного розчину призводила до 

короткочасної потенціації НМДА-рецепторопосередкованої синаптичної передачі 

між ГКС та нейронами CS (рис. 3.17. А, Б, В, Г). Залежність тривалості 

потенціації від часу аплікації достатньо добре описувалась лінійною залежністю. 

Надалі ми обрали 5 хвилинну аплікацію для стандартизації протоколів 

експериментів. 

 

Рис.3.17. Короткочасна потенціація НМДА-рецепторопосередкованої 

передачі у відповідь на нетривалу аплікацію гіпоксичного розчину. 

А, Б, В, Г – динаміка нормованих амплітуд НМДА-

рецепторопосередкованих викликаних постсинаптичних струмів в 
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безмагнієвому зовнішньоклітинному розчині до, під час та після аплікації 

гіпосичного розчину. 

 

Аплікація гіпоксичного розчину протягом 5 хв призводила до довготривалої 

потенціації (ДТП) НМДА-рецепторопосередкованих вПСС (рис. 3.18. А). Амплітуди 

цих вПСС були достовірно (р < 0,01) збільшені щодо контрольних значень на 

61 ± 7 % протягом періоду гіпоксії та на 29 ± 6 % протягом періоду реоксигенації. 

Описаний ефект було зареєстровано у безмагнієвому зовнішньоклітинному 

розчині з додаванням блокатора АМПА-рецепторканальних комплексів DNQX 

(20 мкМ). Значення часу наростання та сталої часу спаду цього вПСС становили 

t = 4,3 ± 0,3 та  τ = 47,2 ± 5,4 мс (n = 18), відповідно. Даний струм повністю блокувався 

в присутності 20 мкМ DL-APV. Тобто описана синаптична передача 

опосередковувалась виключно НМДА-рецепторканальним комплексом.  

Ми дослідили гіпоксичний вплив на НМДА-рецепторопосередковану 

синаптичну передачу у стандартному зовнішньоклітинному розчині з додаванням 

20 мкМ DNQX (n = 6). Наявність Mg2+ не давала можливості зареєструвати дані 

струми при підтримуваному потенціалу – 70 мВ в контролі. Тому постсинаптичний 

нейрон CS деполяризували до – 40 або – 30 мВ для підтвердження наявності 

функціонального синапсу у візуально ідентифікованій парі ГКС ― нейрон CS. Після 

цього постсинаптичний нейрон утримували в нормальних фізіологічних умовах (при 

– 70 мВ). Локальна аплікація безкисневого розчину на досліджувану пару призводила 

до появи НМДА-рецепторопосередкованого вПСС у нейроні CS, при чому струм 

знову зникав у період реоксигенації (рис 3.18. Б, Б/). Можливість реєстрації НМДА-

рецепторопосередкованих вПСС під час гіпоксії ймовірно з’являлась в результаті 

ослаблення потенціал-залежного магнієвого блоку, який за фізіологічних умов є 

одним з відомих механізмів нейропротекторної дії. 

Ми проаналізували мініатюрні (n = 6) та спонтанні (n = 6) НМДА-

рецепторопосередковані збуджувальні постсинаптичні струми в контрольних 

умовах та при дефіциті кисню. Як видно з (рис. 3.19. А) гіпоксія індукує 

збільшення частоти виникнення НМДА-рецепторопосередкованих сПСС, яка 



 

залишається підвищеною протягом періоду реокс

частотних змін зображений на графі

Аналогічне збільшення частоти відносно контролю спостерігалося при реєстрації 

мПСС протягом гіпоксії (рис.

 Рис. 3.18. Вплив 

розчину на НМДА-рецептор

струми (вПСС). 

А, Б – динаміка нормованих 

аплікації гіпоксичного розчину

зовнішньоклітинних розчинах

репрезентативні записи вПСС 

зображення частини графіку

 

Порівняльний аналіз НМДА

достовірну появу другого піку в гістограмі амплітуд в гіпоксичних умовах 
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залишається підвищеною протягом періоду реоксигенації. Кількісний аналіз 

частотних змін зображений на графіку кумулятивної ймовірності (рис.

Аналогічне збільшення частоти відносно контролю спостерігалося при реєстрації 

мПСС протягом гіпоксії (рис. 3.19. б). 

. Вплив довготривалої (до 5 хв) аплікації 

рецепторопосередковані викликані постсинаптичні 

нормованих амплітуд вПСС до, під

оксичного розчину в безмагнієвому та стандартному (2 мМ Mg

их розчинах, відповідно. Нагорі А 

записи вПСС у відповідному періоді

и графіку Б. 

Порівняльний аналіз НМДА-рецепторопосереднованих мПСС виявив 

достовірну появу другого піку в гістограмі амплітуд в гіпоксичних умовах 

генації. Кількісний аналіз 

ку кумулятивної ймовірності (рис. 3.19. а). 

Аналогічне збільшення частоти відносно контролю спостерігалося при реєстрації 

 

аплікації гіпоксичного 

викликані постсинаптичні 

до, під час та після 

в безмагнієвому та стандартному (2 мМ Mg+2) 

 і Б представлені 

у відповідному періоді. Б/ - збільшене 

рецепторопосереднованих мПСС виявив 

достовірну появу другого піку в гістограмі амплітуд в гіпоксичних умовах 
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(рис. 3.19. 1, 2). Тобто за умов низької ймовірності вивільнення нейротрансмітера 

протягом періоду гіпоксії спостерігалися як одно- так і двохквантове вивільнення 

синаптичних везикул.   

 

Рис. 3.19. Вплив аплікації гіпоксичного розчину на НМДА-

рецепторопосередковані спонтанні та мініатюрні постсинаптичні струми 

(сПСС та мПСС). 

А ‒ записи сПСС в контролі, протягом періодів гіпоксії та 

реоксигенації. а – графік кумулятивної ймовірності інтервалів між 

спонтанними подіями в контролі при гіпоксії та протягом реоксигенації. Б/, 

Б// ‒ записи мПСС в контролі та протягом гіпоксії. 1, 2 – гістограми амплітуд 

мПСС в контролі та при гіпоксії, відповідно. б – графік кумулятивної 

ймовірності інтервалів між мініатюрними подіями в контролі та при гіпоксії. 

Для виявлення локусу індукованих гіпоксією змін ми оцінили біноміальні 

параметри та коефіцієнт варіації НМДА-рецепторопосередкованих вПСС в 

контролі, при гіпоксії та протягом реоксигенації. Контрольні параметри оцінені 
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для кожної окремої синаптично зв’язаної пари в сукупності достовірно не 

відрізнялися (р < 0,001).  

 

Рис. 3.20. Діаграма нормованих змін біноміальних та статистичних 

параметрів. Діаграма середніх нормованих змін величин n, p, та коефіцієнта 

варіації (CV) щодо контрольних значень при гіпоксії та реоксигенації. n та p – 

біноміальні параметри: n – середня кількість сайтів вивільнення, а p – середня 

ймовірність вивільнення однієї везикули з одного сайту вивільнення. Середні 

нормовані зміни були розраховані наступним чином: 
















%100

%100

контрX

X
, де X  – 

середня величина параметра (n, p або CV), оціненого для вПСС протягом гіпоксії 

та реоксигенації; контрX  – середня величина параметра (n, p або CV), оціненого для 

вПСС в контролі. Рівень достовірності між-групових різниць позначено 

наступним чином: * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. 

 

Оцінка біноміальних параметрів та коефіцієнту варіації НМДА-

рецепторопосередкованих вПСС показала, що ДТП спостерігалася поряд з 

достовірним збільшенням (р < 0,001) кількості сайтів вивільнення n у порівнянні з 

контролем на 56 та 50 % в періоді гіпоксії та реоксигенації, відповідно (рис. 3.20. А). 

Достовірних змін у значеннях р та CV при гіпоксії та реоксигенації у порівнянні з 



 

контролем не виявлялося. Тобто в реалізацію ДТП НМДА

рецепторопосередкованої синаптичної передачі між ГКС та нейронами 

залучаються пресинаптичні механізми, незалежні від ймовірності вивільнення 

нейротрансмітера, і пов’язані зі збільшенням кількості сайтів вивільнення.

 

3.5.2. Індукована гіпоксією зміна ефективності

глутаматергічної АМПА

між кокультивованими ГКС та нейронами 

 

Аплікація гіпоксичного розчину пригнічувала глутаматерг

передачу, опосередковану активацією АМПА

(рис. 3.21.). Амплітудні показники таких вПСС достовірно (р

(на 62 ± 6 %, n = 20) у порівнянні з показниками контролю лише протягом періоду 

гіпоксії.  

Рис. 3.21. Пригнічення АМПА

постсинаптичних струмів

82

контролем не виявлялося. Тобто в реалізацію ДТП НМДА

рецепторопосередкованої синаптичної передачі між ГКС та нейронами 

залучаються пресинаптичні механізми, незалежні від ймовірності вивільнення 

ера, і пов’язані зі збільшенням кількості сайтів вивільнення.

Індукована гіпоксією зміна ефективності

АМПА-рецепторопосередкованої передачі 

між кокультивованими ГКС та нейронами CS

Аплікація гіпоксичного розчину пригнічувала глутаматерг

передачу, опосередковану активацією АМПА-рецепторканальних комплексів

Амплітудні показники таких вПСС достовірно (р <

20) у порівнянні з показниками контролю лише протягом періоду 

Пригнічення АМПА-рецепторопосередкованих

постсинаптичних струмів (вПСС) протягом аплікації гіпоксичного розчину. 

контролем не виявлялося. Тобто в реалізацію ДТП НМДА-

рецепторопосередкованої синаптичної передачі між ГКС та нейронами CS 

залучаються пресинаптичні механізми, незалежні від ймовірності вивільнення 

ера, і пов’язані зі збільшенням кількості сайтів вивільнення. 

Індукована гіпоксією зміна ефективності 

рецепторопосередкованої передачі 

CS  

Аплікація гіпоксичного розчину пригнічувала глутаматергічну синаптичну 

рецепторканальних комплексів 

< 0,01) зменшувались 

20) у порівнянні з показниками контролю лише протягом періоду 

 

рецепторопосередкованих викликаних 

протягом аплікації гіпоксичного розчину. 



 

Динаміка нормованих амплітуд вПСС в 

розчині в присутності 20 мкм D

розчину. Нагорі показані 

періоду.  

Дослідження впливу дефіциту кисню на АМПА

сПСС (n = 6) виявили зменшення частоти реєстрації (рис.

зменшувалась частота мПСС (рис.

виявив достовірних змін протягом періоду дефіциту кисню(рис.

Дані експерименти проводили у відповідному зовнішньоклітинному розчині з 

додаванням 20 мкМ DL-APV.

 

 

Рис. 3.22. Вплив аплікації гіпоксичного розчину на АМПА

рецепторопосередковані спонтанні (

струми. 
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Динаміка нормованих амплітуд вПСС в стандартному зовнішньоклітинному 

розчині в присутності 20 мкм DL-APV до, під час та після аплікації гіпоксичного 

розчину. Нагорі показані репрезентативні записи вПСС у межах відповідного 

Дослідження впливу дефіциту кисню на АМПА-рецепторопосередк

) виявили зменшення частоти реєстрації (рис. 3.22.

зменшувалась частота мПСС (рис. 3.22. б). Аналіз амплітуд мПСС (

виявив достовірних змін протягом періоду дефіциту кисню(рис.

енти проводили у відповідному зовнішньоклітинному розчині з 

APV. 

Вплив аплікації гіпоксичного розчину на АМПА

спонтанні (сПСС) та мініатюрні (мПСС

стандартному зовнішньоклітинному 

APV до, під час та після аплікації гіпоксичного 

записи вПСС у межах відповідного 

рецепторопосередковані 

3.22. А, а). Аналогічно 

б). Аналіз амплітуд мПСС (n = 5) не 

виявив достовірних змін протягом періоду дефіциту кисню(рис. 3.22. Б/, Б//, 1, 2). 

енти проводили у відповідному зовнішньоклітинному розчині з 

 

Вплив аплікації гіпоксичного розчину на АМПА-

мПСС) постсинаптичні 



 84

А - записи сПСС в контролі, протягом періодів гіпоксії та реоксигенації. а – 

графік кумулятивної ймовірності інтервалів між сПСС в контролі, протягом гіпоксії 

та реоксигенації. Б/, Б// - записи мПСС в контролі та протягом гіпоксії. 1, 2 – 

гістограми амплітуд мПСС в контролі та при гіпоксії, відповідно. б – графік 

кумулятивної ймовірності інтервалів між мініатюрними подіями в контролі та при 

гіпоксії. 

 

Ми також проводили серію експериментів по дослідженню впливу гіпоксії 

на АМПА-рецепторопосередковані сПСС у стандартному зовнішньоклітинному 

розчині без додавання блокатора НМДА-рецепторопосередкованої передачі 

(n = 6). Аналіз часу наростання та кінетики спаду сПСС у контролі показав 

наявність лише АМПА-рецепторопосередкованих струмів (рис. 3.23. А). 

Однорідність популяції за параметрами часового ходу та кінетики спаду струмів 

відображено на (рис. 3.23. 1, 2). За умов аплікації гіпоксичного розчину 

зменшувалися амплітудні показники АМПА-рецепторопосередкованих сПСС, і 

з’являлися одно- та двохквантові НМДА-рецепторопосередковані ПСС. 

Нормовані сПСС та гістограми кінетичних характеристик чітко розрізняють два 

типи глутаматергічних сПСС (рис. 3.23. Б, 3, 4).  
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Рис. 3.23. Ефекти впливу гіпоксії на глутаматергічні спонтанні 

постсинаптичні струми (сПСС) зареєстровані за умов стандартного 

зовнішньоклітинного розчину, без додавання блокаторів НМДА-

рецепторканальних комплексів. 

А, Б - нормовані записи сПСС в контролі та при гіпоксії відповідно. 1, 2 

– гістограми сталої часу спаду та часу наростання сПСС в контролі 

представлених в А. 3, 4 - гістограми сталої часу спаду та часу наростання  

сПСС протягом гіпоксії представлених в Б.  

 

Для оцінки вкладу можливих пре- та постсинаптичних механізмів, що 

відповідають за пригнічення АМПА-рецепторопосередкованої синаптичної 

передачі між ГКС та нейронами CS протягом аплікації гіпоксичного розчину, ми 

проаналізували нормовані зміни біноміальних параметрів та коефіцієнта варіації 

щодо контролю. Опосередковане гіпоксією пригнічення АМПА-

рецепторопосередкованої передачі збігалось з достовірним (р < 0,001) зменшенням 

CV (на 47 %) протягом гіпоксії та зі збільшенням цього показника (на 87 %) протягом 



 

реоксигенації; а також зі зменшенням ймовірності вивільнення нейромедіатора 

та 13 % (р < 0,001) протягом періодів гіпоксії та ре

також зменшення кількості сайтів вивільнення 

гіпоксії (рис. 3.24.). При цьому, як вже зазначалося раніше, гіпоксія лише 

пригнічувала дану синаптичну передачу, тобто достовірних змін 

періоді реоксигенації в порівнянні з контролем не спостерігалося. Отже, аплікація 

гіпоксичного розчину пригнічувала АМПА

передачу, при чому це зрушення відбувалося за рахунок пресинаптичних механізмів.

Рис. 3.24. Діаграма нормованих змін 

параметрів. Діаграма середніх 

варіації (CV) щодо контрольних значень при гіпоксії та реоксигенації. n та p 

біноміальні параметри: n 

ймовірність вивільнення однієї везикули з одного сайту вивільнення. Середні 

нормовані зміни були розраховані наступним чином: 

середня величина параметра (n, p або CV), оціненого для вПСС протягом гіпоксії 

та реоксигенації; контрX  – середня величина параметра (n, p або CV), оціненого для 
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реоксигенації; а також зі зменшенням ймовірності вивільнення нейромедіатора 

0,001) протягом періодів гіпоксії та реоксигенації відповідно. Відбувалося 

також зменшення кількості сайтів вивільнення n (на 55 % при р

. При цьому, як вже зазначалося раніше, гіпоксія лише 

пригнічувала дану синаптичну передачу, тобто достовірних змін 

періоді реоксигенації в порівнянні з контролем не спостерігалося. Отже, аплікація 

гіпоксичного розчину пригнічувала АМПА-рецепторопосередковану синаптичну 

передачу, при чому це зрушення відбувалося за рахунок пресинаптичних механізмів.

Діаграма нормованих змін біноміальних та статистичних 

Діаграма середніх нормованих змін величин n, p, та коефіцієнта 

варіації (CV) щодо контрольних значень при гіпоксії та реоксигенації. n та p 

біноміальні параметри: n – середня кількість сайтів вивільнення, а p 

ймовірність вивільнення однієї везикули з одного сайту вивільнення. Середні 

нормовані зміни були розраховані наступним чином: 





 100

контрX

X

середня величина параметра (n, p або CV), оціненого для вПСС протягом гіпоксії 

середня величина параметра (n, p або CV), оціненого для 

реоксигенації; а також зі зменшенням ймовірності вивільнення нейромедіатора р на 24 

оксигенації відповідно. Відбувалося 

% при р < 0,001) протягом 

. При цьому, як вже зазначалося раніше, гіпоксія лише 

пригнічувала дану синаптичну передачу, тобто достовірних змін амплітуд вПСС у 

періоді реоксигенації в порівнянні з контролем не спостерігалося. Отже, аплікація 

рецепторопосередковану синаптичну 

передачу, при чому це зрушення відбувалося за рахунок пресинаптичних механізмів. 

 

біноміальних та статистичних 

величин n, p, та коефіцієнта 

варіації (CV) щодо контрольних значень при гіпоксії та реоксигенації. n та p – 

кість сайтів вивільнення, а p – середня 

ймовірність вивільнення однієї везикули з одного сайту вивільнення. Середні 







 %100

%100

контр

, де X  – 

середня величина параметра (n, p або CV), оціненого для вПСС протягом гіпоксії 

середня величина параметра (n, p або CV), оціненого для 



 

вПСС в контролі.  Рівень достовірності між

позначено наступним чином: *

 

3.5.3. Індукована г

ГАМК-ергічної синаптичної передачі між 

кокультивованими ГКС та нейронами 

 

Аплікація гіпоксичного розчину призводила до довготривалої депресії (ДТД)

ГАМК-ергічної синаптичної передачі, опосередкованої активацією ГАМК

рецепторканальних комплексів

амплітуди ГАМКА-рецепторопосередкованих вПСС на 47

спостерігалося протягом гіпоксії та реоксигенації, відповідно. 

Рис. 3.25. Індукована гіпоксією довготривала депресія ГАМК

рецепторопосередкованої синаптичної передачі. Динаміка нормованих амплітуд 

викликаних постсинаптичний струмів до, протягом та після аплікації 

гіпоксичного розчину. Нагорі представлені 

відповідному періоді. 
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Рівень достовірності між-групових різниць на рисунках 

начено наступним чином: * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.

Індукована гіпоксією зміна ефективності 

ергічної синаптичної передачі між 

кокультивованими ГКС та нейронами CS  

Аплікація гіпоксичного розчину призводила до довготривалої депресії (ДТД)

ергічної синаптичної передачі, опосередкованої активацією ГАМК

рецепторканальних комплексів (рис. 3.25.). Достовірне (р <

рецепторопосередкованих вПСС на 47 ± 9

спостерігалося протягом гіпоксії та реоксигенації, відповідно.  

Індукована гіпоксією довготривала депресія ГАМК

рецепторопосередкованої синаптичної передачі. Динаміка нормованих амплітуд 

викликаних постсинаптичний струмів до, протягом та після аплікації 

гіпоксичного розчину. Нагорі представлені репрезентативні

групових різниць на рисунках 

0,001. 

зміна ефективності 

ергічної синаптичної передачі між 

Аплікація гіпоксичного розчину призводила до довготривалої депресії (ДТД) 

ергічної синаптичної передачі, опосередкованої активацією ГАМКА-

< 0,001) зменшення 

9 % та на 39 ± 6 % 

 

Індукована гіпоксією довготривала депресія ГАМКА-

рецепторопосередкованої синаптичної передачі. Динаміка нормованих амплітуд 

викликаних постсинаптичний струмів до, протягом та після аплікації 

репрезентативні записи вПСС у 
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Гіпоксія майже повністю припиняла спонтанну активність (рис. 3.26. А, а). 

Аналіз гістограм амплітуд мПСС вказав на достовірне (р < 0,01) зменшення величини 

кванта протягом періоду дефіциту кисню (Аmin = 10,1 ± 2,3 пА в контролі, 

Аmin = 6,17 ± 1,0 пА протягом гіпоксії, рис. 3.26. Б/, Б//, 1, 2) та частоти виникнення 

мПСС (рис. 3.26. б).  

 

Рис. 3.26. Вплив аплікації гіпоксичного розчину на ГАМКА-

рецепторопосередковані спонтанні (сПСС) та мініатюрні (мПСС) постсинаптичні 

струми.  

А – записи сПСС в контролі, протягом гіпоксії та реоксигенації. а – графік 

кумулятивної ймовірності інтервалів між спонтанними подіями в контролі, 

протягом гіпоксії та реоксигенації. Б/, Б// – записи мПСС в контролі та протягом 

гіпоксії. 1, 2 – гістограми амплітуд мПСС в контролі та при гіпоксії відповідно. б – 

графік кумулятивної ймовірності інтервалів між мініатюрними подіями в 

контролі та при гіпоксії. 

 

ДТД ГАМК-ергічної передачі між ГКС та нейронами CS супроводжувалась 

достовірним (р < 0,001) зменшенням кількості сайтів вивільнення n у порівнянні з 



 

контролем (на 51 та 47 % при гіпоксії та реоксигенації відповідно, 

Статистично достовірних змін у значеннях 

порівнянні з контролем не 

Рис. 3.27. Діаграма нормованих змін 

параметрів. Діаграма середніх 

варіації (CV) щодо контрольних значень при гіпоксії та реоксигенації. n та p 

біноміальні параметри: n 

ймовірність вивільнення однієї везикули з одного сайту вивільнення. С

нормовані зміни були розраховані наступним чином: 

середня величина параметра (n, p або CV), оціненого для вПСС протягом гіпоксії 

та реоксигенації; контрX  – середня величина параметра (n, p або CV), оціненого для 

вПСС в контролі.  Рівень достовірності між

наступним чином: * P < 0,05; **

 

Загалом індукована гіпоксією ДТД ГАМК

пов’язана як зі зменшенням кількості діючих сайтів вивільнення, так і зі зменшенням 

чутливості постсинаптичної мембрани до нейротрансмітера.
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контролем (на 51 та 47 % при гіпоксії та реоксигенації відповідно, 

змін у значеннях р та CV при гіпоксії та реокс

порівнянні з контролем не було.  

Діаграма нормованих змін біноміальних та статистичних 

параметрів. Діаграма середніх нормованих змін величин n, p, та коефіцієнта 

варіації (CV) щодо контрольних значень при гіпоксії та реоксигенації. n та p 

біноміальні параметри: n – середня кількість сайтів вивільнення, а p 

ймовірність вивільнення однієї везикули з одного сайту вивільнення. С

нормовані зміни були розраховані наступним чином: 





 100

контрX

X

середня величина параметра (n, p або CV), оціненого для вПСС протягом гіпоксії 

середня величина параметра (n, p або CV), оціненого для 

Рівень достовірності між-групових різниць позначено 

0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. 

Загалом індукована гіпоксією ДТД ГАМК-ергічної передачі, вірогідно, 

ов’язана як зі зменшенням кількості діючих сайтів вивільнення, так і зі зменшенням 

чутливості постсинаптичної мембрани до нейротрансмітера. 

контролем (на 51 та 47 % при гіпоксії та реоксигенації відповідно, рис. 3.27.). 

при гіпоксії та реоксигенації у 

 

біноміальних та статистичних 

величин n, p, та коефіцієнта 

варіації (CV) щодо контрольних значень при гіпоксії та реоксигенації. n та p – 

середня кількість сайтів вивільнення, а p – середня 

ймовірність вивільнення однієї везикули з одного сайту вивільнення. Середні 







 %100

%100

контр

, де X  – 

середня величина параметра (n, p або CV), оціненого для вПСС протягом гіпоксії 

середня величина параметра (n, p або CV), оціненого для 

групових різниць позначено 

ергічної передачі, вірогідно, 

ов’язана як зі зменшенням кількості діючих сайтів вивільнення, так і зі зменшенням 
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РОЗДІЛ 4.   ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

4.1. Кокультура дисоційованих клітин сітківки та 

нейронів CS як адекватна функціональна модель для 

вивчення нейропередачі на рівні проекцій сітківки в 

підкорковий зоровий центр 

 

Ряд сучасних досліджень присвячені визначенню властивостей синаптичної 

передачі на рівні проекцій сітківки в підкоркові зорові центри. Попередні 

дослідження синаптичної передачі між ГКС та нейронами CS проводилися або in 

vivo [195, 27, 145, 173], або in vitro на пара сагітальних зрізах CS [35, 117, 170, 

237]. На таких об’єктах вПСС реєструвалися в нейронах CS у відповідь на  

випадкову (“наосліп”) електричну стимуляцію stratum opticum, оптичного пласту 

CS, який складається з великої кількості різноманітних вхідних проекцій в тому 

числі і аферентних входів зорового тракту. Принципові недоліки попередніх 

методик досліджень синаптичних ефектів полягали у відсутності можливості 

ідентифікації конкретного пресинаптичного входу волокна та контролю 

виникнення в ньому потенціалу дії. До всього, складність нейронної організації 

зорових провідних шляхів є основною причиною труднощів при детальному 

вивченні властивостей та механізмів синаптичної передачі. У зв’язку з цим 

виникло питання розробки більш адекватного в даному аспекті об’єкту.  Ідея 

полягала у тому, щоб досліджувати нейропередачу, використовуючи сучасні 

методи реєстрації електричних сигналів, на окремих синаптично зв’язаних парах 

нейронів.  

Методи культур дисоційованих клітин сітківки та нейронів CS давно 

отримали широке використання в фармакологічних та електрофізіологічних 

дослідженнях [69, 208, 235, 115, 58, 209]. Здатність нейронів зберігати свої 

функціональні властивості та відтворювати функціонально-специфічні синаптичні 

контакти, що відбувається за рахунок генетично детермінованого розвитку за 
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умов культивування, дозволяє використовувати культури в якості адекватних 

моделей дослідження . 

Розроблений та описаний в даній роботі метод кокультивування дисоційованих 

клітин сітківки та нейронів CS дозволяє отримати зручну та адекватну in vitro 

модель для вивчення синаптичної передачі аферентних впливів, що надходять по 

зоровому тракту у відповідний зоровий центр. Це дозволяє реєструвати окремі 

синаптичні події з точною ідентифікацією пре- та постсинаптичного нейрона і, 

отже, в значній мірі позбавляє відмічених вище недоліків.  

Морфологічні характеристики та наявність певної специфічної електричної 

активності ГКС та нейронів CS у відповідь на тривалий деполяризуючий поштовх 

струму узгоджувались з результатами описаними попередніми дослідниками для 

даних популяцій клітин in vivo та in vitro на переживаючи зрізах та в культурах та 

були необхідними та достатніми критеріями для їх ідентифікації. В даній моделі 

морфологічні, електрофізіологічні відмінності обох популяцій клітин та 

візуалізація проекцій аксонів ГКС на нейрони CS надають можливість 

дослідження характеристик синаптичної передачі аферентних входів сітківки  в 

підкорковий зоровий центр на окремих добре візуалізованих та ідентифікованих 

парах нейронів.  

 

4.2. Основні типи нейропередачі в синапсах 

кокультивованих ГКС та нейронів CS. 

 

Було досліджено синаптичну передачу на рівні аферентних входів сітківки в 

підкорковий зоровий центр з використанням розробленої нами in vitro моделі 

кокультивованих дисоційованих клітин сітківки та нейронів CS щура.  

Результати проведених досліджень продемонстрували, що збуджувальна 

передача між ГКС та нейронами CS опосередковується вивільненням глутамата та 

активацією НМДА- та АМПА-рецепторканальних комплексів. В експериментах з 

використанням базового розчину з концентрацією 2 мМ зовнішньоклітинного 
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Mg+2, виявилося неможливим виділити ні НМДА-рецепторопосередкований 

вПСС, ні компонент інтегрального вЗПСС при підтримуваному потенціалі –

 70 мВ. Даний ефект може бути пояснений потенціалзалежним блокуванням 

НМДА- рецепторканальних комплексів іонами Mg+2 [131]. Зняття Mg+2–блоку 

деполяризацією змінювало кінетику спаду та часовий хід вЗПСС нейронів CS 

взятих у експеримент протягом перших двох з половиною тижнів культивування 

при зміні підтримуваного потенціалу від – 40 мВ до – 30 мВ. Кінетика спаду та 

часовий хід вЗПСС нейронів CS взятих в експеримент починаючи з третього 

тижня культивування залишалися незмінними. Таким чином, можна припустити, 

що вклад НМДА–компоненти в інтегральний вЗПСС на ранніх етапах 

культивування є суттєвим, бо скасування Мg+2-блоку впливало на тривалість 

часового ходу та кінетику спаду струму. В той час коли на етапі зрілого 

синаптичного зв’язку вклад НМДА-компоненти є незначним, бо скасування Мg+2-

блоку не вплинуло на тривалість часового ходу та кінетику спаду струму. 

Використання безмагнієвого зовнішньоклітинного розчину дало змогу 

виявити НМДА-рецепторопосередковані вПСС та виділити НМДА-компонент 

інтегрального вЗПСС. Відсотковий вклад НМДА-рецепторопосередкованого 

струму нейронів CS взятих у експеримент протягом двох з половиною тижнів 

культивування складав 48 ± 4 % від інтегрального вЗПСС. В той час коли 

процентний вклад НМДА-рецепторопосередкованого струму нейронів CS взятих 

в експеримент починаючи з третього тижня культивування складав 16 ± 2 % 

інтегрального вЗПСС.  

Описаний вище перерозподіл відсоткового вкладу НМДА- та АМПА-

рецепторканальних комплексів в інтегральний глутаматергічний струм має досить 

конкретні та добре досліджені механізми. НМДА-рецепторканальні комплекси 

з'являються на ранній стадії розвитку [118, 45] і, як вважається, відіграють 

вирішальну роль в діє залежному структурному вдосконаленні синаптичних 

контактів при формуванні ретинотопічних проекцій в CS, латеральному 

колінчатому тілі, зоровій корі і т.п. [33, 64, 6, 182, 110, 187, 34]. У багатьох 

областях мозку активність НМДА–рецепторканальних комплексів знижується в 
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процесі розвитку і дозрівання синапсів, коли здатність синаптичних контактів до 

структурних модифікацій знижується [22, 200, 74]. Це твердження передбачає, що 

для структурних модифікацій синаптичних контактів необхідна висока активність 

НМДА-рецепторканальних комплексів. Провідна роль НМДА- 

рецепторканальних комплексів в розвитку синаптичних контактів імовірно 

визначається входом кальцію через дані рецептори [202, 203, 204]. На етапі, коли 

синаптичні контакти сформовані, зокрема сформовані ретинотопічні проекції, 

кількість кальцію, що потрапляє в постсинаптичну клітину через НМДА-

рецепторканальні комплекси стає надмірною. Тож зважаючи на те, що кальцій за 

високих концентрацій є токсичним для нейронів [205, 206], мають існувати певні 

механізми контролю. Дієзалежне зниження активності НМДА-рецепторканальних 

комплексів в процесі розвитку є саме таким механізмом контролю [183]. Крім 

того переважна більшість первинних аферентних входів аксонів ГКС в CS є 

глутаматергічними, у той же час близько 20% проекцій гангліозних клітин на 

нейрони підкоркового зорового центру є ГАМК-ергічними [191, 11, 107]. 

Фізіологічна роль ГАМК-ергічних проекцій від ГКС до CS полягає в 

гетеросинаптичному контролі інтенсивності збудження і синаптичної пластичності 

глутаматергічної нейропередачі, зокрема в регулюванні НМДА-

рецепторопосередкованої активності [1, 191, 94]. Зокрема пік активності ГАМКА-

рецепторканальних комплексів приходиться саме на момент завершення 

структурних модифікацій ретинотопічних проекцій в CS [183, 192]. 

В наших експериментах вГПСС були зареєстровані на нейронах CS у 

відповідь на генерацію ПД пресинаптичною, використовуючи метод парного 

«петч-клемпу». Відносно швидкі кінетичні характеристики струмів та їхня 

чутливість до бікукуліну дали змогу ідентифікувати вГПСС як ГАМКА-

рецепторопосередковані хлорні струми. 

Отже, описані функціональні ролі НМДА-, АМПА- та ГАМКА-

рецепторканальних комплексів узгоджуються з даними отриманими раніше 

іншими авторами. Представлена нами in vitro модель суміжно культивованих 

дисоційованих клітин сітківки та нейронів CS адекватно відображає перший 
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рівень передачі та обробки зорової інформації і дає можливість детального 

дослідження особливостей функціонування специфічних синаптичних контактів 

між ГКС та нейронів CS.  

 

4.3. Квантовий характер вивільнення глутамата та 

ГАМК в синапсах між ГКС та нейронами CS в кокультурі 

 

Теорія квантового вивільнення постулює, що процес вивільнення 

нейромедіатора складається з окремих елементарних реакцій, кожна з яких є вихід 

одного кванту медіатора – певної кількості молекул, які знаходяться в одній 

пресинаптичній везикулі [98, 97]. Флуктуація амплітуд постсинаптичних 

відповідей одного синаптичного входу саме відображає квантовий характер 

вивільнення відповідного нейротрансмітера. В наших експериментах було 

досліджено параметри квантового вивільнення глутамата та ГАМК в синапсах 

кокультивованих ГКС та нейронів CS відповідно до базових положень  квантової 

теорії синаптичної передачі. Попередні дослідження характеристик квантового 

вивільнення глутамата та ГАМК в синапсах між ГКС та нейронами CS 

проводилися in vitro на парасагітальних зрізах CS [25, 94, 190, 240].  

Використовуючи незалежні методи базового та повного квантового аналізу 

було визначено квантові параметри вивільнення глутамата та ГАМК. В аналіз 

відбирали ПСС, які явно мали широкий діапазон варіацій амплітуд. Отримано  

величини квантових подій – амплітуди НМДА-, АМПА- та ГАМКА-

рецепторопосередкованих мініатюрних постсинаптичних струмів, вони виявилися 

однаковими: порядку 10 пА. Дані величини, згідно теорії, відображають 

постсинаптичну відповідь на вивільнення вмісту однієї синаптичної везикули. 

Гістограми амплітуд мПСС були мономодальними, що може бути інтерпретовано, 

як незалежне вивільнення поодиноких синаптичних везикул в окремих сайтах 

вивільнення. 

Ми показали, що розподіл кількості вивільнених квантів обох медіаторів 

відповідає біноміальному закону. Біноміальна модель є загальноприйнятою для 
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опису квантового вивільнення в синапсах ЦНС і відповідає високій ймовірності 

вивільнення медіатора [40, 174, 225, 90, 227, 168].  

Нами було також показано, що синаптична передача між кокультивованими 

ГКС та нейронами CS характеризувалась наступними величинами квантового 

вмісту: 2‒35 в глутаматергічних та 2‒16 в ГАМК-ергічних контактах, що гарантує 

високу надійність передачі аферентних сигналів і відображає синхронність 

вивільнення синаптичних везикул у відповідь на проходження ПД по аксону ГКС. 

Припускається, що даний багатоквантовий характер вивільнення медіаторів може 

бути пов’язаний зі збудженням декількох терміналей пресинаптичного аксона з 

однією активною зоною (АЗ) або однієї терміналі з декількома зонами. Класичні 

роботи з аналізу даних електронної мікроскопії та тривимірної реконструкції 

структури синапсів ЦНС показали, що поодинока пресинаптична терміналь може 

мати як одну так і декілька АЗ, а також показали наявність лінійної залежності 

розміру АЗ від кількості синаптичних везикул, що “стикуються” з мембраною 

пресинаптичної терміналі [219, 177, 209]. Не виключено, що в нашому випадку, в 

організації синаптичного контакту могли брати участь декілька, близько 

розташованих, терміналей з однією АЗ у кожній з них або одна терміналь з декількома 

зонами. Обидва припущення узгоджуються з результатами статистичної оцінки 

ультраструктурних параметрів синапсів в CS [140, 222]. Автори робіт за 

результатами електронної мікроскопії, виявили наявність двох типів синаптичних 

терміналей в CS. Синапси першого типу являють собою угрупування великої 

кількості малих за розмірами пресинаптичних терміналей з однією АЗ. Вони 

спостерігаються в верхніх пластах stratum griseum superficiale та stratum opticum 

CS. Синапси другого типу характеризуються значними розмірами 

пресинаптичних терміналей з наявністю декількох АЗ і спостерігаються в нижніх 

пластах stratum griseum superficiale та stratum opticum CS. 

Таким чином, за допомогою методу парної «петч-клемп» реєстрації, нами 

були досліджені характеристики квантового вивільнення глутамата та ГАМК в 

синапсах кокультивованих ГКС та нейронів CS. Показано, що ймовірність 

вивільнення обох медіаторів задовільно описувалась біноміальним законом 
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Збуджувальна та гальмівна нейропередача характеризувалась великими 

значеннями квантового вмісту, синхронністю та досить великою ймовірністю 

вивільнення певної кількості синаптичних везикул в даних кокультивованих 

синаптичних контактах. Вищеописані властивості імовірно забезпечують високу 

надійність передачі аферентних сигналів. 

 

4.4. Короткочасна синаптична пластичність в синапсах 

між кокультивованими ГКС та нейронами CS при парній 

стимуляції 

 

Нами було досліджено зміну ефективності синаптичної передачі за умов парної 

стимуляції, як одну з форм короткочасної пластичності, в глутаматергічних та 

ГАМК-ергічних синаптичних контактах між кокультивованими ГКС та 

нейронами CS. Спостерігали депресію глутаматергічної синаптичної передачі, 

опосередкованої активацією виключно НМДА- або АМПА-рецепторканальних 

комплексів, на постсинаптичній мембрані нейронів CS та полегшення ГАМК-

ергічної синаптичної передачі, опосередкованої активацією ГАМКА-

рецепторканальних комплексів.  

Дослідження механізмів короткотривалої пластичності синаптичної 

передачі між вказаними нейронами проводилися іншими авторами на 

парасагітальних переживаючих зрізах CS [149, 71, 120]. При цьому через 

відсутність чіткої ідентифікації пре- та постсинаптичних одиниць за даних умов та 

певні ліміти у виборі електрофізіологічних методів дослідження, відомості про 

механізми депресії та полегшення синаптичної передачі між ГКС та нейронами CS 

поки залишалися досить обмеженими. 

У всіх синаптично зв’язаних парах нейронів, в яких спостерігався ефект 

депресії глутаматергічної синаптичної передачі безпосередній зв'язок між 

амплітудами першого та другого вПСС був відсутнім. Однак було виявлено 

зворотну нелінійну залежність КПС від амплітуди першого вПСС. Наявність 
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зворотної кореляції, а також нерівність дисперсій амплітуд на перший та на 

другий стимули, як правило, інтерпретуються вичерпанням пула готових до 

вивільнення синаптичних везикул. Однак сумнівно, що одиничний стимул може 

суттєво зменшити кількість готових до вивільнення везикул. Багаточисельні 

мікрофотографії свідчать, що в пресинаптичних терміналях в CS може бути 

близько двох десятків готових до негайного вивільнення везикул та близько сотні 

синаптичних везикул у терміналі [222, 104, 212]. Раніше нами було показано, що 

за умов кокультури та з використанням методу парної петч-клемп реєстрації, ПСС 

у відповідь на одиничний ПД опосередковуються в середньому одночасним 

вивільненням від двох до тридцяти п’яти квантів глутамата. Тому можливість 

того, що в основі депресії глутаматергічної синаптичної передачі між 

кокультивованими ГКС та нейронами CS лежить ефект виснаження пула готових 

до вивільнення синаптичних, везикул вважається нами малоймовірним. 

Аналіз динаміки нормованих біноміальних та квантових параметрів щодо 

контрольних, отриманих з використанням базового та повного квантового аналізу, 

показав, що депресія НМДА-рецепторопосередкованих вПСС супроводжувалась 

достовірним зменшенням кількості сайтів вивільнення n, а депресія АМПА-

рецепторопосередкованих вПСС – достовірним зменшенням як величини кванта q 

так і ймовірності вивільнення p та кількості сайтів вивільнення n. Іншими 

словами, в першому випадку аналіз вказує на ймовірну пресинаптичну 

локалізацію механізмів депресії (за рахунок зменшення числа сайтів вивільнення), 

тоді як в другому – на можливість як пре- так і постсинаптичних механізмів 

(зменшення числа сайтів та ймовірності вивільнення трансмітера, а також 

десенситизацію постсинаптичних рецепторів). В обох випадках ефект депресії 

обумовлювався зменшенням кількості сайтів вивільнення n і відповідно 

зменшенням квантового вмісту m.  

В літературі наявні роботи в яких запропоновано гіпотезу про різні механізми 

короткочасної пластичності при парній стимуляції для синапсів різного розміру та 

ультраструктури [176, 210, 211, 212]. При достовірно однакових параметрах зміни 

ефективності нейропередачі, що відображається в значеннях коефіцієнту парної 
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стимуляції, механізми пластичності в великих та малих за розмірами синапсах 

розрізняються. У великому синапсі, що має значну кількість сайтів з великою 

ймовірністю вивільнення, депресія швидше може бути наслідком зменшення 

кількості сайтів вивільнення, ніж наслідком зменшення ймовірності вивільнення 

трансмітера в даних сайтах. Короткочасна депресія в малих за розмірами синапсах 

− буде наслідком зменшення ймовірності вивільнення. 

Короткочасна депресія може обумовлюватись не тільки особливостями 

роботи пресинаптичної терміналі (зниження пресинаптичних факторів n, p із 

відповідним зменшенням квантового вмісту m), а і можливими постсинаптичними 

механізмами (десенситизацією постсинаптичних рецепторів) [234, 137]. В деяких 

роботах зміну величини кванту при короткочасній синаптичній пластичності 

асоціюють зі зміною кількості медіатора в одному кванті [50]. 

Ми показали, що при полегшенні ГАМКА-рецепторопосередкованих вПСС 

відбувається достовірне збільшення кількості сайтів вивільнення n та ймовірності 

вивільнення p і відповідно квантового вмісту m. Подібні механізми, що лежать в 

основі ефекту полегшення описані іншими авторами [72, 88]. Таким чином ефект 

полегшення ГАМКА-рецепторопосередкованих вПСС може обумовлюватись 

роботою пресинаптичної терміналі, в результаті збільшення кількості вивільнених 

синаптичних везикул.  

 

4.5. Вплив гіпоксії на синаптичну передачу між 

кокультивованими ГКС та нейронами CS 

 

Синаптична пластичність, що проявляється у довго- або короткотривалих 

змінах ефективності синаптичної передачі, є однією з основних властивостей ЦНС. 

Довготривала потенціація, зумовлена збільшенням пресинаптичної імпульсної 

активності, як одна з форм синаптичної пластичності, в ЦНС опосередковує такі 

когнітивні процеси вищої нервової діяльності, як навчання та пам'ять, і є 

кардинальною фізіологічною властивістю нервової системи [16, 125].  
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Відомо також, що феномени патологічної синаптичної пластичності 

асоціюються з механізмами, що лежать в основі таких нейродегенеративних 

захворювань як епілепсія, хвороба Альцгеймера, шизофренія, інсульти, а також 

мозкові травми [175, 134]. В патогенезі багатьох цих захворювань лікуючим 

фактором є гіпоксія. Індукована гіпоксією патологічна пластичність є предметом 

багатьох актуальних  сучасних досліджень.  

В недавніх дослідженнях in vitro та in vivo було представлено гіпоксія 

індуковану довготривалу зміну ефективності синаптичної передачі в різних 

відділах  гіпокампа, таламуса, смугастого тіла [37, 226, 36, 38, 53, 55,54, 169]. В 

даній роботі було проведено серію експериментів для характеризації ефекту та 

виявлення механізмів гіпоксичного впливу на синаптичну передачу між 

кокультивованими ГКС та нейронами CS.  

В наших експериментах для вивчення гіпоксичного впливу на НМДА-

рецепторопосередковану нейропередачу, постсинаптичні відповіді реєстрували 

при підтримуваному потенціалі ‒ 70 мВ в безмагнієвому або стандартному 

(2 мМ Mg2+) зовнішньоклітинному розчині в присутності блокатора АМПА-

рецепторканальних комплексів (DNQX 20 мкМ). Аплікація гіпоксичного розчину 

призводила до збільшення амплітуди НМДА-рецепторопосередкованого вПСС в 

безмагнієвому зовнішньоклітинному розчині  під час гіпоксії та протягом періоду 

реоксигенації. Слід зазначити, що залежність тривалості потенціації НМДА-

рецепторопосередкованої нейропередачі від часу аплікації (0,5‒3 хв) гіпоксичного 

розчину була лінійною. Довготривала (від 30 до 60 хв) потенціація НМДА-

рецепторопосередкованої нейропередачі розвивалась при тривалостях аплікації 

порядку 5 хв. Подібне збільшення НМДА-рецепторопосередкованої активності 

спостерігалось іншими авторами при in vivo гіпоксично-ішемічних ушкодженнях 

гіпокампа [37, 81]. Підсилення активності цих рецепторканальних комплексів 

опосередковує збільшення входу іонів Ca2+ всередину клітини і як наслідок її 

загибель. Серія робіт виявляє зменшення ішемічних ушкоджень прикладенням 

антагоністів НМДА-рецепторканальних комплексів [57, 214]. Також показано, що 
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прикладання антагоністів НМДА-рецепторканальних комплексів пригнічує 

ішемія опосередкований вхід іонів кальцію всередину клітини [215].  

Ми виявили, що вплив дефіциту кисню на НМДА-рецепторопосередковані 

сПСС та мПСС призводить до збільшення частоти їх виникнення та появу другої 

моди в гістограмі амплітуд мПСС (розмір кванта залишався незмінним). Мініатюрні 

струми реєстрували в номінально безкальцієвому розчині в присутності ТТХ (1 мкМ). 

У таких умовах ймовірність вивільнення трансмітера є фіксованою і мінімально 

можливою. Тому в межах прийнятої нами моделі появу другої моди можна пояснити 

ймовірним збільшенням кількості сайтів вивільнення n. 

Проведений нами аналіз квантових та біноміальних параметрів також вказує на 

збільшення загальної кількості сайтів вивільнення n. Раніше було досліджено 

структурні модифікації синапсів протягом гіпоксичного ушкодження та через певний 

час після нього [93, 163]. Автори робіт, використовуючи короткочасну (2―10 хв) 

киснево-глюкозну депривацію, як модель ішемії in vitro, досліджували структурні 

зміни синаптичних контактів в огранотиповій культурі гіпокампа за допомогою 

двохфотонної конфокальної мікроскопії. Вони показали, що стійкі структурні зміни 

(збільшення розмірів постсинаптичних шипиків та розмірів пресинаптичних бутонів) 

починаються одразу після початку киснево-глюкозної деривації. При збільшенні 

тривалості ішемії in vitro (> 10 хв) автори спостерігали протилежні ефекти – втрату 

синаптичних контактів.  

Відомо, що НМДА-рецепторканальні комплекси потенціалзалежно 

блокуються іонами Mg2+ [131], тому, аналогічні попереднім нашим 

експериментами в безмагнієвому розчині, ми провели серію досліджень впливу 

гіпоксії на НМДА-рецепторопосередковану передачу в стандартному 

зовнішньоклітинному розчині (Mg2+ 2 мМ) в присутності блокатора АМПА-

передачі (DNQX 20 мкМ) при підтримуваному потенціалі ‒ 70 мВ. За таких умов 

протягом аплікації гіпоксичного розчину ми спостерігали появу НМДА-

рецепторопосередкованого вПСС, що імовірно відбувалось за рахунок послаблення 

магнієвого блоку цих рецепторканальних комплексів. Реєстрація спонтанної 

активності постсинаптичного нейрону CS в стандартному зовнішньоклітинному 
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розчині без додавання блокаторів глутаматергічної передачі також виявила появу 

НМДА-рецепторопосередкованих сПСС за підтримуваного потенціалу ‒70 мВ 

протягом періоду гіпоксії.  

Індуковане гіпоксією ослаблення магнієвого блоку було описано деякими 

авторами в зрізах гіпокампа, при гіпоксії in vivo та in vitro гіпоксії  [81]. Подібне 

ослаблення за нормальних електрофізіологічних умов до сих пір не має чітко 

визнаного механізму. Було показано, що активація протеінкінази С призводить до 

ослаблення Мg2+ блоку [83,166]. Раніше було показано наявність протеїнкіназ в 

пресинатичних терміналях проекцій сітківки в латеральному колінчатому тілі [19] 

та в CS [186]. Участь залежної від активності активації пресинаптичної 

протеінкінази С в розвитку довготривалої пластичності синаптичної передачі була 

показана в багатьох синапсах ЦНС [220, 13]. Вважається імовірним, що короткочасна 

гіпоксія призводить до активації протеінкінази С, дія якої опосередковує ефект 

ослаблення і модулює довготривалу потенціацію НМДА-рецепторопосередкованої 

передачі. Підтримує це припущення той факт, що аплікація інгібіторів 

протеінкінази С зумовлює нейропротекторний ефект при ішемічному пошкодженні 

нейронів [216, 65].  

Отже, враховуючи все вищесказане, аплікація гіпоксичного розчину (5 хв) 

призводила до довготривалої потенціації НМДА-рецепторопосередкованої 

нейропередачі, що реалізується за рахунок ослаблення магнієвого блоку даних 

рецепторів та ймовірного збільшення загальної кількості сайтів вивільнення в 

активних синапсах.  

Ми показали, що аплікація гіпоксичного розчину призводила до пригнічення 

АМПА-рецепторопосередкованої глутаматергічної синаптичної передачі, яка без 

значних затримок відновлювалась протягом реоксигенації. Дефіцит кисню 

зумовлював зменшення частоти виникнення як сПСС, так і мПСС у порівнянні з 

контролем. Було виявлено достовірні зміни ймовірності вивільнення трансмітера p та 

кількості сайтів вивільнення n протягом періоду гіпоксії. Загалом, аналіз результатів 

незалежних методів базового та повного квантового аналізу вказуює на залучення 

виключно пресинаптичних механізмів у реалізацію індукованого гіпоксією 
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пригнічення АМПА-рецепторопосередкованої передачі між ГКС та нейронами CS. В 

деяких дослідженнях було показано, що ослаблення ефективності синаптичної 

передачі при короткотривалій гіпоксії пов’язане з пресинаптичною дисфункцією і 

асоційоване зі зменшенням ймовірності вивільнення синаптичних везикул p та 

кількості сайтів вивільнення n [30,56]. 

Цікавим є той факт, що індукована гіпоксією довготривала потенціація НМДА-

рецепторопосередкованої передачі і тимчасове пригнічення АМПА-

рецепторопосередкованої глутаматергічної синаптичної передачі відбувалися за 

рахунок пресинаптичних механізмів. Така різноспрямованість дії гіпоксії на 

глутаматергічну синаптичну передачу в даних синапсах може пояснюватися 

наявністю блокатора DL-APV в концентрації 20 мкм при реєстрації АМПА-

рецепторопосередкованих подій. Цей блокатор впливає як на пре- так і на 

постсинаптичні НМДА-рецепторканальні комплекси. Модуляційний вплив 

пресинаптичних рецепторів на параметри вивільнення трансмітера є загальновідомим 

і був показаний зокрема для вивільнення глутамата в гіпокампі [128], в смугастому 

тілі [18], в зоровій корі [197]. Наявність пресинаптичних НМДА-рецепторканальних 

комплексів була встановлена в синаптичних контактах між ГКС та нейронами CS 

[112]. НМДА-рецепторопосередкований вхід кальцію в пресинаптичну терміналь 

може впливати на параметри квантового вивільнення декількома шляхами. По-перше, 

вхід кальцію через пресинаптичні НМДА-рецепторканальні комплекси деполяризує 

пресинаптичну мембрану, і кальцій починає входити в терміналь через 

потенціалзалежні кальцієві канали [23]. По-друге, кальційзалежні протеінкінази 

можуть модулювати параметри вивільнення трансмітера [203], що є необхідними 

умовами для НМДА-рецепторопосередкованої довготривалої потенціації.  

Аплікація гіпоксичного розчину призводила до ДТД ГАМК-ергічної 

синаптичної передачі, опосередкованої активацією ГАМКА-рецепторканальних 

комплексів. Ми виявили суттєве зменшення частоти виникнення сПСС і мПСС та 

величини кванта при дефіциті кисню. Ймовірніше за все, зменшення величини кванта 

пов’язане зі зниженням чутливості рецепторів постсинаптичної мембрани, так як 

досить сумнівно, що за використаних тривалостей періоду гіпоксії при реєстрації 



 103

мПСС можливі зміни пресинаптичного характеру (такі, як зміна розміру везикули 

та/або концентрації трансмітера в кожній везикулі). До того ж багаточисельні 

мікрофотографії свідчать, що в терміналі одного аксона ГКС на нейроні CS може 

бути до восьми синаптичних контактів і в кожному з яких близько двох десятків 

готових до негайного вивільнення везикул та близько сотні синаптичних везикул 

в терміналі [104, 222]. Загалом, в основі ефекту індукованої гіпоксією ДТД ГАМК-

ергічної синаптичної передачі лежить комплекс змін, як пресинаптичних (незалежних 

від ймовірності вивільнення), так і постсинаптичних (зумовлених зменшенням 

чутливості рецепторів постсинаптичної мембрани). 

Нами описано різноспрямованість довготривалих ефектів збуджувальної та 

гальмівної синаптичної передачі між ГКС та нейронами CS опосередкованих 

дефіцитом кисню. В багатьох дослідженнях нейродегенеративних захворювань 

ГАМК-ергічна синаптична передача розглядається як така, що має певну 

нейропротекторну дію за рахунок контролю збудження та синаптичної пластичності 

глуматергічної передачі [236, 148]. Індукована гіпоксією ДТД ГАМК-ергічної 

передачі посилює патологічну дію ДТП НМДА-рецепторопосередкованої 

нейропередачі в синапсах між ГКС та нейронами CS та імовірно є додатковим 

механізмом пошкоджуючої дії гіпоксії на передачу зорової інформації від сітківки в 

ЦНС. 

Отримані результати мають велике практичне значення для розуміння 

проблематики гіпоксичних ушкоджень зорової системи на рівні аферентних 

входів в підкорковий зоровий центр та розробки відповідних терапевтичних 

заходів. 
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РОЗДІЛ 5.   ВИСНОВКИ 

В дисертаційній роботі з використанням досліджень окремих кокультивованих пар 

гангліозних клітин сітківки (ГКС) та нейронів colliculus superior (CS) визначено 

характеристики синаптичної передачі в нормі та при дефіциті кисню.  

 

1. Вперше розроблено метод кокультивування дисоційованих клітин сітківки та 

нейронів CS. Збуджувальна передача між ГКС та нейронами CS опосередковується 

вивільненням глутамата та активацією НМДА- та АМПА-рецепторканальних 

комплексів. Гальмівна синаптична передача відбувається завдяки вивільненню ГАМК 

та активації ГАМКА-рецепторканальних комплексів. Ймовірність вивільнення обох 

нейротрансмітерів задовільно описується біноміальним законом. 

2. В умовах парної стимуляції відбувається короткочасна депресія 

глутаматергічної передачі та потенціація ГАМК-ергічної синаптичної передачі. Ці 

процеси реалізуються переважно за рахунок пресинаптичних механізмів.  

3. Вперше виявлено індуковану гіпоксією довготривалу потенціацію НМДА-

рецепторопосередкованої передачі в синаптично зв’язаній парі ГКС ― нейрон CS. 

Цей феномен пов’язаний з ослабленням магнієвого блоку даних рецепторів та 

ймовірним збільшенням загальної кількості сайтів вивільнення в активних синапсах.  

4. Вперше показано індуковане гіпоксією пригнічення АМПА-

рецепторопосередкованої синаптичної передачі, що реалізується за рахунок 

пресинаптичних механізмів.  

5.  Вперше охарактеризовано індуковану гіпоксією довготривалу депресію 

ГАМК-ергічної нейропередачі між ГКС та нейронами CS. Така модуляція імовірно 

пов’язана як зі зменшенням кількості діючих сайтів вивільнення, так і зі зменшенням 

чутливості постсинаптичної мембрани до трансмітера 
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