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Åëåêòðîô³ç³îëîã³÷í³ âëàñòèâîñò³ ãàëüì³âíèõ
íåéðîí³â ó äèñîö³éîâàí³é êóëüòóð³ êë³òèí ã³ïîêàìïà

Ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà òîðìîçíûõ (ÃÀÌÊýðãè÷åñêèõ) íåéðîíîâ èçó÷àëèñü íà
ñèíàïòè÷åñêè ñâÿçàíîé ïàðå êóëüòèâèðóåìûõ íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäèêè
patch-clamp â êîíôèãóðàöèè �öåëàÿ êëåòêà� â ðåæèìå ïàðíîé ðåãèñòðàöèè. Íàëè÷èå
ìîíîñèíàïòè÷åñêèõ òîðìîçíûõ âûçâàíûõ òîêîâ íà ïîñòñèíàïòè÷åñêîé êëåòêå â îòâåò íà
ïîòåíöèàëû äåéñòâèÿ (ÏÄ) â ïðåñèíàïòè÷åñêîé êëåòêå ñëóæèëî íàäåæíûì êðèòåðèåì äëÿ
èäåíòèôèêàöèè ïîñëåäíåé êàê ÃÀÌÊýðãè÷åñêîãî èíòåðíåéðîíà. Ïîêàçàíî, ÷òî ïî òèïó
ýëåêòðè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÃÀÌÊýðãè÷åñêèå íåéðîíû â äèññîöèèðîâàíîé êóëüòóðå ãèïïîêàìïà
ìîæíî ðàçäåëèòü íà äâå ãðóïïû: ïåðâàÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêî÷àñòîòíîé ãåíåðàöèåé
ïîòåíöèàëîâ äåéñòâèÿ â îòâåò íà ñòèìóëÿöèþ èìïóëüñàìè òîêà ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ 0,5 ñ,
êëåòêè èç âòîðîé ãðóïïû íå ñïîñîáíû ê âûñîêî÷àñòîòíîé ãåíåðàöèè ÏÄ. Äâå ãðóïïû êëåòîê
ðàçëè÷àëèñü ìåæäó ñîáîé ïî êèíåòè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì ÏÄ, àäàïòàöèîííûì
õàðàêòåðèñòèêàì ïðè íåïðåðûâíîé ãåíåðàöèè ÏÄ è òîðìîçÿùåìó ýôôåêòó, îêàçûâàåìîìó íà
ïîñòñèíàïòè÷åñêóþ êëåòêó. Ëîêàëüíàÿ àïïëèêàöèÿ áëîêàòîðà êàëèåâûõ êàíàëîâ
4-àìèíîïèðèäèíà íà ñîìó íåéðîíîâ ïåðâîé ãðóïïû â êîíöåíòðàöèè, ñåëåêòèâíî áëîêèðóþùåé
òèï êàëèåâûõ êàíàëîâ Kv3, âûçûâàëà îáðàòèìûå èçìåíåíèÿ â êèíåòèêå ÏÄ, ÷àñòîòûõ è
àäàïòàöèîííûõ õàðàêòåðèñòèêàõ ïðè íåïðåðûâíîé ãåíåðàöèè ÏÄ. Ñäåëàí âûâîä î âûñîêîì
óðîâíå ýêñïðåññèè Kv3 êàëèåâûõ êàíàëîâ â íåéðîíàõ ïåðâîé ãðóïïû.
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ÂÑÒÓÏ

Îñòàíí³ì ÷àñîì ç�ÿâèëàñÿ âåëèêà ê³ëüê³ñòü
äàíèõ ïðî âåëè÷åçíå ðîçìà¿òòÿ òèï³â òà
ï³äòèï³â ãàëüì³âíèõ ÃÀÌÊåðã³÷íèõ íåéðîí³â
ó öåíòðàëüí³é íåðâîâ³é ñèñòåì³ ññàâö³â
[17,18,23]. ²íòåðíåéðîíè â³äð³çíÿþòüñÿ çà
ìîðôîëîã³ºþ, åëåêòðîô³ç³îëîã³÷íèìè âëàñ-
òèâîñòÿìè [7], åêñïðåñ³ºþ êàëüö³éçâ�ÿçó-
âàëüíèõ á³ëê³â ³ ïîòåíö³àëêåðîâàíèõ êàë³º-
âèõ ³ ïðåñèíàïòè÷íèõ êàëüö³ºâèõ êàíàë³â [4],
à òàêîæ ìåõàí³çìàìè, ùî ïðåñèíàïòè÷íî
ðåãóëþþòü ãàëüì³âíó ïåðåäà÷ó [20]. Íèí³
º âæå äàí³ ïðî ãåòåðîãåíí³ñòü ÃÀÌÊåð-
ã³÷íèõ ñèíàïòè÷íèõ çâ�ÿçê³â ó äèñîö³éîâàí³é
êóëüòóð³ íåéðîí³â ã³ïîêàìïà [24].

Çà ñó÷àñíèìè óÿâëåííÿìè, ñàìå ³íòåð-
íåéðîíè â³ä³ãðàþòü âàæëèâó ðîëü ó ôîðìó-
âàíí³ ñïåöèô³÷íèõ äëÿ êîðè òà ã³ïîêàìïà

ðèòì³â ³ ñèíõðîí³çóþòü ðîáîòó âåëè÷åçíî¿
ìåðåæ³ ï³ðàì³äíèõ íåéðîí³â [17]. Çà åëåêòðî-
ô³ç³îëîã³÷íîþ êëàñèô³êàö³ºþ [1, 5], íåéðîíè
ÖÍÑ çàëåæíî â³ä ¿õ â³äïîâ³ä³ íà òðèâàëó
(0,5�1 ñ) ñòèìóëÿö³þ äåïîëÿðèçóþ÷èì
ñòðóìîì ðîçïîä³ëÿþòü íà òàê³, äëÿ ÿêèõ
õàðàêòåðíà âèñîêî÷àñòîòíà ãåíåðàö³ÿ
ïîòåíö³àë³â ä³¿ (ÏÄ) (àáî fast-spiking, FS),
ò³, ùî ðèòì³÷íî ãåíåðóþòü ïîòåíö³àëè ä³¿
(regular spiking, RS), òà ò³, ÿê³ ïðîÿâëÿþòü
åíäîãåííó ïà÷êîâó àêòèâí³ñòü (intrinsically
bursting, IB). Âèâ÷åííÿ ìîëåêóëÿðíèõ ìå-
õàí³çì³â ôîðìóâàííÿ òèïó åëåêòðè÷íî¿ àê-
òèâíîñò³ êë³òèíè ïîêàçàëî, ùî îäíó ç îñíîâ-
íèõ ðîëåé òóò â³ä³ãðàþòü ïîòåíö³àëêåðîâàí³
êàë³ºâ³ êàíàëè ð³çíèõ òèï³â, ÿê³ ïî-ð³çíîìó
åêñïðåñóþòüñÿ â êë³òèíàõ òà ôîðìóþòü ¿¿
åëåêòðîô³ç³îëîã³÷í³ âëàñòèâîñò³ [7, 16].



ISSN 0201-8489    Ô³ç³îë. æóðí., 2004, Ò. 50, ¹ 4 43

Ìåòà íàøîãî äîñë³äæåííÿ � âèâ÷åííÿ
åëåêòðè÷íèõ âëàñòèâîñòåé ÃÀÌÊåðã³÷íèõ
íåéðîí³â ó äèñîö³éîâàí³é êóëüòóð³ êë³òèí
ã³ïîêàìïà òà ðîë³ êàë³ºâèõ êàíàë³â (Kv3) ó
ôîðìóâàíí³ òèïó ¿õ åëåêòðè÷íî¿ àêòèâíîñò³.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Êóëüòèâóâàííÿ íåéðîí³â ã³ïîêàìïà ïðîâî-
äèëè çà îïèñàíîþ ðàí³øå ìåòîäèêîþ [8].
Íîâîíàðîäæåíèõ ùóð³â ë³í³¿ Â³ñòàð äåêàï³-
òóâàëè, âèä³ëÿëè ã³ïîêàìï òà îáðîáëÿëè
éîãî 0,025%-ì ðîç÷èíîì òðèïñèíó ïðîòÿãîì
10 õâ ïðè 34oC. Ï³ñëÿ ìåõàí³÷íî¿ äèñîö³àö³¿
çà äîïîìîãîþ Ïàñòåð³âñüêèõ ï³ïåòîê
êë³òèíè âèñ³âàëè íà ïîêðèò³ ïîë³-L-îðí³òè-
íîì-ëàì³í³íîì ÷àøêè Ïåòð³ ³ êóëüòèâóâàëè
ó ñåðåäîâèù³, ùî ñêëàäàëîñÿ ³ç MEM, 10%
ê³íñüêî¿ ñèðîâàòêè, 2,3 ã/ë NaHCO

3
 , 6 ìã/ìë

³íñóë³íó, ïåí³öèë³íó òà ñòðåïòîì³öèíó. Íà
òðåòþ äîáó êóëüòèâóâàííÿ 1 ìêìîëü/ë Ara-
C äîäàâàëè íà 24 ãîä äî êóëüòóðàëüíîãî
ñåðåäîâèùà äëÿ ïðèïèíåííÿ ïðîë³ôåðàö³¿
ãë³àëüíèõ êë³òèí. Åêñïåðèìåíòè ïðîâîäèëè
íà 14�42-ãó äîáó êóëüòèâóâàííÿ.

Åëåêòðîô³ç³îëîã³ÿ. Çîâí³øíüîêë³òèííèé
ðîç÷èí áóâ òàêîãî ñêëàäó (ììîëü/ë):  NaCl �
140, KCl � 3, CaCl

2
 � 2, MgCl

2
 � 2, HEPES �

20, ãëþêîçà � 30. Áëîêàòîðè AMÏÊ òà
êà¿íàòíèõ ðåöåïòîð³â DNQX òà ÍÌÄA-ðå-
öåïòîð³â D

L
-AP5 ó êîíöåíòðàö³¿ 20 ìêìîëü/ë

çàâæäè äîäàâàëè äî ïîçàêë³òèííîãî ðîç÷è-
íó. ²äåíòèô³êàö³þ ÃÀÌÊåðã³÷íîãî íåéðîíà
â êóëüòóð³ ïðîâîäèëè çà äîïîìîãîþ îäíî-
÷àñíî¿ ðåºñòðàö³¿ â³ä äâîõ êë³òèí ó êîíô³-
ãóðàö³¿ �ö³ëà êë³òèíà�. Îáèäâ³ ï³ïåòêè, çà-
ïîâíåí³ ðîç÷èíîì (ììîëü/ë): ãëþêîíàò
êàë³þ 100, KCl � 50, EGTA � 10, MgCl

2
 � 5,

HEPES � 20, NaCl � 5 ìàëè îï³ð 3�10 ÌÎì.
Ïîñë³äîâíèé îï³ð êîíòðîëþâàëè ïðîòÿãîì
åêñïåðèìåíòó ³ â³í áóâ íå á³ëüøèì í³æ 30
ÌÎì. Åêñïåðèìåíòàëüíó óñòàíîâêó áóëî
ç³áðàíî íà áàç³ ³íâåðòîâàíîãî ì³êðîñêîïà
Axiovert 25 (�Karl Zeiss�, Í³ìå÷÷èíà) â
åêñïåðèìåíò³ âèêîðèñòîâóâàëè 32-é ôàçî-
êîíòðàñòíèé îá�ºêòèâ òà 2 ï³äñèëþâà÷à

EPC-8 ô³ðìè �HEKA� (Í³ìå÷÷èíà). Ñèãíà-
ëè îöèôðîâóâàëè òà çàïèñóâàëè çà äîïîìî-
ãîþ ÀÖÏ DigiData 1322A òà ïðîãðàìíîãî
ïàêåòà pClamp 9.0 (�Axon Instruments�,
ÑØÀ) ç ÷àñòîòîþ îöèôðîâêè 50 êÃö.

ÃÀÌÊåðã³÷íèé íåéðîí ³äåíòèô³êóâàëè
â³çóàëüíî, à ï³ñëÿ âñòàíîâëåííÿ åëåêòðè÷-
íîãî êîíòàêòó � çà íàÿâí³ñòþ âèêëèêàíèõ
ìîíîñèíàïòè÷íèõ ñòðóì³â íà ³íø³é êë³òèí³
ïðè éîãî ñòèìóëÿö³¿ àáî íåâåëèêîãî àóòà-
ï³÷íîãî ñòðóìó. �Âåëèê³� àóòàï³÷í³ ñòðóìè
ïðè åêñïåðèìåíòàëüíèõ âíóòð³øíüî- òà
ïîçàêë³òèííèõ êîíöåíòðàö³ÿõ ³îí³â õëîðó
äåïîëÿðèçóþòü êë³òèíó òà çàâàæàþòü
íåïåðåðâí³é ãåíåðàö³¿ ÏÄ ó íåéðîí³, òîìó
êë³òèíè ç òàêèì ñòðóìîì íå äîñë³äæóâàëè.
Ï³ñëÿ òàêî¿ íàä³éíî¿ ³äåíòèô³êàö³¿ ÃÀÌÊåð-
ã³÷íîãî íåéðîíà â êóëüòóð³ ïîäàëüø³ âèì³ðè
ïðåñèíàïòè÷íî¿ êë³òèíè ïðîâîäèëè â ðåæèì³
ô³êñàö³¿ ñòðóìó. Âèêîðèñòîâóâàëè êîìïåí-
ñàö³þ ºìíîñò³ ï³ïåòêè, òàêèì ÷èíîì åôåê-
òèâíà âõ³äíà ºìí³ñòü ï³äñèëþâà÷à òà ï³-
ïåòêè ðàçîì ñòàíîâèëà íå á³ëüøå í³æ 4 ïÔ.
Çàñòîñîâóâàëè ìåòîäèêó ðîçðîáëåíó Erisir
³ ñï³âàâò. [7]. Äëÿ äîñë³ä³â áðàëè êë³òèíè,
ÿê³ ìàëè ïîòåíö³àë ñïîêîþ íå âèùèé çà �45 ìÂ.
Çà äîïîìîãîþ çì³íè ï³äòðèìóâàíîãî ñòðó-
ìó êë³òèíó ã³ïåðïîëÿðèçóâàëè ïðèáëèçíî äî
-70 ìÂ, ùîá ïîçáóòèñÿ ³íàêòèâàö³¿ ð³çíèõ
ïîòåíö³àëêåðîâàíèõ êàíàë³â [16]. Ï³ñëÿ öüî-
ãî ïðîâîäèëè ñòèìóëÿö³þ ñòðóìîì òðèâà-
ë³ñòþ 0,5 ñ. Ñïî÷àòêó íåâåëèêèìè ñòðó-
ìàìè ïîçèòèâíî¿ òà íåãàòèâíî¿ ïîëÿðíîñò³
ç ìåòîþ îö³íêè îïîðó òà ºìíîñò³ ìåìáðàíè.
Ïîò³ì ïîäàâàëè ì³í³ìàëüíèé íàäïîðîãîâèé
äåïîëÿðèçóþ÷èé ñòðóì. Öå ïðèçâîäèëî äî
âèíèêíåííÿ ïðîòÿãîì óñüîãî ñòèìóëó ò³ëüêè
îäíîãî ÏÄ, ê³íåòè÷í³ õàðàêòåðèñòèêè ÿêîãî
ïîò³ì ï³äðàõîâóâàëè. Äàë³ ñèëà äåïîëÿðè-
çóþ÷îãî ñòðóìó ï³äâèùóâàëàñÿ ç ³íêðåìåí-
òîì ó 10�50 ïÀ. Öå âèêëèêàëî ï³äâèùåííÿ
÷àñòîòè ãåíåðàö³¿ ÏÄ. Ïðè çàíàäòî âåëèêèõ
ñòèìóëàõ êë³òèíà ïðèïèíÿëà ãåíåðóâàòè ÏÄ
ïðîòÿãîì ³íòåðâàëó â 500 ìñ.

Àïë³êàö³þ áëîêàòîðà 4-àì³íîï³ðèäèíó
çä³éñíþâàëè çà ìåòîäèêîþ øâèäêî¿ ëîêàëü-
íî¿ ñóïåðôóç³¿ [26].
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Åëåêòðîô³ç³îëîã³÷í³ âëàñòèâîñò³

Ðåçóëüòàòè àíàë³çóâàëè çà äîïîìîãîþ
ïðîãðàìíîãî ïàêåòà pClamp 9.0 (�Axon
Instruments�, ÑØÀ) òà ïðîãðàì Origin 7.0
(�OriginLab Corporation�, ÑØÀ), Excel 97
Microsoft Corporation, ÑØÀ òà Matlab 6.0.
Ïîð³ã âèíèêíåííÿ ÏÄ âèçíà÷àëè ÿê ïîòåí-
ö³àë ó òîé ìîìåíò, êîëè äðóãà ïîõ³äíà â³ä
ñèãíàëó ïîòåíö³àëó ñÿãàëà òðüîõ çíà÷åíü
â³ä ñâîãî ñåðåäíüîêâàäðàòè÷íîãî â³äõèëåí-
íÿ â ÷àñ, ùî ïåðåäóâàâ âèíèêíåííþ ÏÄ.
Àìïë³òóäó ÏÄ âèçíà÷àëè ÿê ð³çíèöþ ì³æ
ï³êîì ³ ïîðîãîì. Àìïë³òóäó ã³ïåðïîëÿðèçàö³¿
ï³ñëÿ ÏÄ ðàõóâàëè ÿê ð³çíèöþ ì³æ ïîðîãîì
ÏÄ ³ ì³í³ìóìîì ïîòåíö³àëó ï³ñëÿ éîãî ï³êó.
Øèðèíó ÏÄ âèì³ðþâàëè íà 50 % àìïë³òóäè.
Ìàêñèìàëüíó øâèäê³ñòü äåïîëÿðèçàö³¿ òà
ðåïîëÿðèçàö³¿ çíàõîäèëè ÿê ìàêñèìóì ³
ì³í³ìóì ïåðøî¿ ïîõ³äíî¿ â³ä ñèãíàëó â³äïî-
â³äíî. Ìèòòºâó ÷àñòîòó ãåíåðàö³¿ ÏÄ âèì³-
ðþâàëè ÿê îáåðíåíó âåëè÷èíó  äî ³íòåðâàëó
ì³æ ÏÄ. Ìàêñèìàëüíó ñòàö³îíàðíó ÷àñòîòó
ãåíåðàö³¿ ÏÄ îá÷èñëþâàëè ÿê ìàêñèìàëüíó
÷àñòîòó ÏÄ íàïðèê³íö³ ñòèìóëó (äëÿ
çíàõîäæåííÿ ÷àñòîòè íàïðèê³íö³ ñòèìóëó
óñåðåäíþâàëè ìèòòºâ³ ÷àñòîòè çà îñòàíí³
100 ìñ ñòèìóëó). Öÿ ÷àñòîòà äîñÿãàëàñÿ

ïîì³òíîþ àäàïòàö³ºþ, îñíîâíà ÷àñòèíà ÿêî¿
ïðèïàäàëà íà ïåðø³ 100�150 ìñ. Á³ëüø³ñòü
êë³òèí ïðè ïåâíèõ ñòèìóëàõ ìîãëà ãåíåðó-
âàòè íå ò³ëüê³ ðåãóëÿðí³, àëå é íåðåãóëÿðí³
ñåð³¿ ÏÄ, ïðè ÿêèõ ìèòòºâà ÷àñòîòà âàð³þ-
âàëà â äóæå øèðîêèõ ìåæàõ. Ìè ï³äðàõî-
âóâàëè ÷àñòîòí³ òà àäàïòàö³éí³ õàðàêòå-
ðèñòèêè ò³ëüêè çà ðåãóëÿðíèìè ñåð³ÿìè,
îòðèìàíèìè ïðè ìàêñèìàëüíèõ ñòèìóëàõ.

Ðîçïîä³ë òàêî¿ åëåêòðîô³ç³îëîã³÷íî¿
õàðàêòåðèñòèêè, ÿê ìàêñèìàëüíà ñòàö³î-
íàðíà ÷àñòîòà ãåíåðàö³¿ ÏÄ, ñóòòºâî â³äð³ç-
íÿâñÿ â³ä íîðìàëüíîãî (òåñò Øàï³ðî �
Ó³ëêà, Ð<0,01), ùî äîçâîëèëî íàì çðîáèòè
ïðèïóùåííÿ ïðî íàÿâí³ñòü ð³çíèõ òèï³â
ÃÀÌÊåðã³÷íèõ íåéðîí³â ó êóëüòóð³.

Â³äîêðåìëåííÿ ð³çíèõ òèï³â êë³òèí
ïðîâîäèëîñÿ çà òðüîìà ïîêàçíèêàìè:
øèðèíîþ ÏÄ, ìàêñèìàëüíîþ ñòàö³îíàðíîþ
÷àñòîòîþ ãåíåðàö³¿ ÏÄ, ìàêñèìàëüíîþ
øâèäê³ñòþ ðåïîëÿðèçàö³¿ (ðèñ. 1).

Ðåçóëüòàòè áóëè êëàñòåðèçîâàí³ íà
îñíîâ³ íå÷³òêîãî c-means àëãîðèòìó [29], çà
äîïîìîãîþ ÿêîãî êîæíîìó åëåìåíòó ìíî-
æèíè ñòàâèëàñÿ ó â³äïîâ³äí³ñòü ñòóï³íü
ïðèíàëåæíîñò³ äî êëàñòåð³â. Åëåìåíòè

Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòè êëàñòåðèçàö³¿. Åëåìåíòè ïåðøîãî êëàñòåðó ïîçíà÷åí³
ï�ÿòèêóòíèìè ç³ðî÷êàìè, åëåìåíòè äðóãîãî � êðóæå÷êàìè, öåíòðè
êëàñòåð³â � ç³ðî÷êàìè

ïðè ìàêñèìàëüíèõ ñòèìóëàõ,
ùå á³ëüø³ ñòèìóëè âèêëèêàëè
âòðàòó çäàòíîñò³ êë³òèíè íåïå-
ðåâíî ãåíåðóâàòè ÏÄ ïðîòÿãîì
500 ìñ. Çà ö³ºþ ñàìîþ ñåð³ºþ
ÏÄ ðîçðàõîâóâàëè ùå àäàïòà-
ö³þ çà 200 ìñ (À200 ) çà ôîðìó-
ëîþ: ([÷àñòîòà íà ïî÷àòêó ñòè-
ìóëó] � [÷àñòîòà íà 200 ìñ ï³ñ-
ëÿ ïî÷àòêó ñòèìóëó])/ [÷àñòî-
òà íà ïî÷àòêó ñòèìóëó].

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ

Áóëî äîñë³äæåíî åëåêòðîô³ç³î-
ëîã³÷í³ âëàñòèâîñò³ 25 ÃÀÌÊ-
åðã³÷íèõ íåéðîí³â. Óñ³ äîñ-
ë³äæåí³ êë³òèíè ó â³äïîâ³äü íà
ìàêñèìàëüí³ ñòèìóëè ãåíåðó-
âàëè ðåãóëÿðíó ñåð³þ ÏÄ ³ç
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îäíîãî êëàñòåðó ìàëè áóòè íàñò³ëüêè áëèçü-
êî ðîçòàøîâàí³ îäèí äî îäíîãî, ÿê öå ò³ëüêè
ìîæëèâî, ³, âîäíî÷àñ, ñàì³ êëàñòåðè ìàëè
áóòè íàéá³ëüø â³ääàëåí³ îäèí â³ä îäíîãî.

     Çà ðåçóëüòàòàìè êëàñòåðèçàö³¿ âèä-
íî, ùî ³ñíóþòü äâ³ ãðóïè êë³òèí: îäíà ç
ïîð³âíÿíî ìàëîþ ÷àñòîòîþ ãåíåðàö³¿ ÏÄ,
âåëèêîþ øèðèíîþ ÏÄ ³ ìàëîþ ìàêñèìàëü-
íîþ øâèäê³ñòþ ðåïîëÿðèçàö³¿, ³íøà � ç
ìàëîþ øèðèíîþ, âåëèêîþ ÷àñòîòîþ òà ïî-
ð³âíÿíî âåëèêîþ ìàêñèìàëüíîþ øâèäê³ñòþ
ðåïîëÿðèçàö³¿. Öåíòðè êëàñòåðèçàö³¿ ìàþòü
òàê³ ïîêàçíèêè:

êîòðèé ùå íå âèêëèêàâ ïðèïèíåííÿ íåïå-
ðåðâíî¿ ãåíåðàö³¿ ÏÄ.

Çà îö³íêàìè êîåô³ö³ºíò³â êîðåëÿö³¿ ì³æ
ê³ëüê³ñòþ ä³á in vitro òà îñíîâíèìè åëåêòðî-
ô³ç³îëîã³÷íèìè ïîêàçíèêàìè êë³òèí çàëåæ-
íîñò³ íå âèÿâëåíî.

Âèêîðèñòîâóþ÷è ìåòîäèêó øâèäêî¿
ëîêàëüíî¿ ñóïåðôóç³¿ ìè çä³éñíèëè àïë³êàö³þ
4-àì³íîï³ðèäèíó â êîíöåíòðàö³¿ 400 ìêìîëü/ë.
Öå ïðèçâîäèëî äî çâîðîòíèõ çì³í ê³íåòè÷-
íèõ õàðàêòåðèñòèê ³ ÷àñòîòè ÏÄ ïðè ìàêñè-
ìàëüíîìó ñòèìóë³ äëÿ FS-êë³òèí (n=3).

ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Ïðîâåäåí³ íàìè äîñë³äæåííÿ ïîêàçóþòü,
ùî ÃÀÌÊåðã³÷í³ íåéðîíè â êóëüòóð³ ã³ïî-
êàìïà ìîæíà ïîä³ëèòè íà äâ³ âåëèê³ ãðóïè,
íà îñíîâ³ çäàòíîñò³ äî ãåíåðàö³¿ ÏÄ ç âåëè-
êîþ ÷àñòîòîþ: FS- ³ RS-êë³òèíè. Áåðó÷è äî
óâàãè òå, ùî íàø³ åêñïåðèìåíòè ç òðèâàëèì
âïëèâîì ñòðóìó � öå ìîäåëþâàííÿ ñïðàâæ-
íüî¿ ô³ç³îëîã³÷íî¿ ïîâåä³íêè íåéðîíà, ìîæíà
ðîáèòè ïðèïóùåííÿ ïðî ð³çí³ òèïè ô³ç³îëî-
ã³÷íîãî ãàëüì³âíîãî åôåêòó, ùî ñïîñòå-
ð³ãàºòüñÿ ó êóëüòóð³ ã³ïîêàìïà. Ô³ç³îëîã³÷íà
àêòèâàö³ÿ FS-êë³òèíè (äèâ.ðèñ. 2), ïðèçâî-
äèòü äî â³äíîñíî ð³âíîì³ðíîãî ïðîòÿãîì
ñòèìóëó ïîñòñèíàïòè÷íîãî ñòðóìó, ùî,

Ñòàö³îíàðíà ÷àñòîòà
ãåíåðàö³¿ ÏÄ, Ãö     49,22    22,48
Øèðèíà ÏÄ, ìñ     1,16    2,36
Ìàêñèìàëüíà
øâèäê³ñòü ðåïîëÿðèçàö³¿
ÏÄ, ìÂ/ìñ                -74,53    -33,67

Îòæå, ìè êëàñèô³êóâàëè ö³ ãðóïè çà çàãàëü-
íîþ òåðì³íîëîã³ºþ ÿê RS (18 êë³òèí) òà FS
(7 êë³òèí). Åëåêòðîô³ç³îëîã³÷í³ ïàðàìåòðè
êë³òèí ç îáîõ ãðóï ïðèâåäåí³ ó òàáëèö³.

Äëÿ àìïë³òóäè ã³ïåðïîëÿðèçàö³¿ ï³ñëÿ
ÏÄ ñåðåäí³ äëÿ RS (-8,97±1,93) òà äëÿ FS
(-8,90±2,06) äîñòîâ³ðíî íå â³äð³çíÿþòüñÿ.

Íà ðèñ. 2 ïîêàçàí³ â³äïîâ³ä³ FS ³ RS
íåéðîí³â íà ñòèìóëÿö³þ ñòðóìîì. Äëÿ
êîæíî¿ ç êë³òèí öå áóâ ìàêñèìàëüíèé ñòðóì,

Ïîêàçíèêè ïîòåíö³àë³â ä³¿ (ÏÄ) òà àäàïòàö³éí³ õàðàêòåðèñòèêè

                 Íåéðîíè, ùî ãåíåðóþòü ïîòåíö³àëè ä³¿

    Ïîêàçíèê                                                                                      ðèòì³÷íî               âèñîêî÷àñòîòíî

    Ñòàö³îíàðíà ÷àñòîòà ãåíåðàö³¿ ÏÄ, Ãö 23,55±1,65 52,07±5,39

    Ìàêñèìàëüíà øâèäê³ñòü, ìÂ/ìñ

         äåïîëÿðèçàö³¿ 129,82±9,98 174,83±15,60

         ðåïîëÿðèçàö³¿ -37,82±4,13 -72,69±5,51

    Øèðèíà ÏÄ, ìñ 2,23±0,22 1,20±0,09

    Øèðèíà 2-ãî ÏÄ ó ñåð³¿
    ç ìàêñèìàëüíèì ñòèìóëîì, ìñ 2,79±0,35 1,43±0,13

    Aäàïòàö³ÿ çà 200 ìñ 0,48±0,03 0,30±0,07

    Ìàêñèìàëüíà øâèäê³ñòü äëÿ îñòàííüîãî ÏÄ, ìÂ/ìñ
         äåïîëÿðèçàö³¿ 4,42±0,19 1,91±0,26

         ðåïîëÿðèçàö³¿ -11,73±0,81 -32,96±4,42

Çà óñ³ìà íàâåäåíèìè ïîêàçíèêàìè ñåðåäí³ ñòàòèñòè÷íî äîñòîâ³ðíî â³äì³íí³ çà êðèòåð³ºì Ñòüþäåíòà
Ð<0,05.

À.Î.Ìîñêàëþê, Þ.Î.Êîëîä³í, Ì.Î.Êðàâ÷åíêî, Ñ.À.Ôåäóëîâà, Ì.Ñ.Âåñåëîâñüêèé
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ìîæëèâî, çà ô³ç³îëîã³÷íèõ óìîâ ñïðè÷èíèâ
áè ã³ïåðïîëÿðèçàö³þ ïîñòñèíàïòè÷íî¿
êë³òèíè òà ¿¿ �âèêëþ÷åííÿ� ³ç íåéðîííî¿
ìåðåæ³ ïðîòÿãîì óñüîãî ïåð³îäó àêòèâíîñò³
FS-êë³òèíè. Òèïîâ³ â³äïîâ³ä³ â³ä RS-êë³òèí
íå ìàëè öèõ âëàñòèâîñòåé.

Ïîð³âíþþ÷è íàø³ ðåçóëüòàòè ç äàíèìè
äîñë³äæåíü íà çð³çàõ ã³ïîêàìïà [2, 3, 11�
13, 15, 19, 21, 22, 27, 28], ìîæíà çðîáèòè
âèñíîâîê, ùî âëàñòèâîñò³ ÃÀÌÊåðã³÷íèõ
êë³òèí ó êóëüòóð³ º ïîä³áíèìè äî âëàñòè-

âîñòåé ³íòåðíåéðîí³â ã³ïîêàìïà òà º ãåòåðî-
ãåííèìè. Îòæå, êóëüòóðà º ãàðíîþ ìîäåëëþ
äëÿ âèâ÷åííÿ ³íòåðíåéðîí³â ã³ïîêàìïà,
ïåðåäóñ³ì ñï³ëüíèõ ¿õ âëàñòèâîñòåé.

Áëîêàòîð êàë³ºâèõ êàíàë³â 4-àì³íîï³-
ðèäèí, ä³ÿ ÿêîãî â ìàëèõ êîíöåíòðàö³ÿõ íà
ãàëüì³âíó ñèíàïòè÷íó ïåðåäà÷ó â êóëüòè-
âîâàíèõ íåéðîíàõ ã³ïîêàìïà äîñë³äæó-
âàëàñÿ ðàí³øå [9,10], ó íàøèõ åêñïåðè-
ìåíòàõ ó êîíöåíòðàö³¿, ùî âèêëèêàº ñåëåê-
òèâíå áëîêóâàííÿ êàë³ºâèõ êàíàë³â, òèïó

Ðèñ. 2. Â³äïîâ³ä³ íåéðîí³â, ùî ãåíåðóþòü ïîòåíö³àëè ä³¿ (ÏÄ) âèñîêî÷àñòîòíî (FS, ²) ³ ðèòì³÷íî (RS, ²²) ñòèìóëÿö³þ
ñòðóìîì (à � ñåð³¿ ïîòåíö³àë³â ä³¿ ó â³äïîâ³äü íà ìàêñèìàëüíèé ñòèìóë, á � â³äïîâ³äí³ ïîñòñèíàïòè÷í³ ñòðóìè, ùî
áóëè çàðåºñòðîâàí³ íà ïîñòñèíàïòè÷íèõ êë³òèíàõ ó ðåæèì³ ô³êñàö³¿ ïîòåíö³àëó ïðè ï³äòðèìóâàíîìó ïîòåíö³àë³
�75 ìÂ, ïîñòñèíàïòè÷íèé ñòðóì â³ä ñåð³¿ ÏÄ â³ä FS-êë³òèíè ïîì³òíî á³ëüø ñòàá³ëüíèé ïîð³âíÿíî ç RS-êë³òèíîþ,
â � ìèòòºâà ÷àñòîòà ãåíåðàö³¿ ÏÄ çàëåæíî â³ä ÷àñó ç ïî÷àòêó ñòèìóëó)
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Kv3, âèêëèêàâ çâîðîòí³ çì³íè â åëåêòðè÷í³é
àêòèâíîñò³ FS-êë³òèí, ùî ï³äòâåðäæóº
íàÿâí³ñòü âèñîêî¿ êàë³ºâî¿ ïðîâ³äíîñò³ öüîãî
òèïó ó FS-êë³òèíàõ. Á³ëüøå òîãî, ÿê ïîêà-
çàíî [14], êàë³ºâà ïðîâ³äí³ñòü Kv3-òèïó,
ÿêùî âîíà íàÿâíà â êë³òèí³ â äîñòàòí³é
ù³ëüíîñò³, îáîâ�ÿçêîâî ïðèçâîäèòü äî
çäàòíîñò³ ãåíåðàö³¿ ÏÄ ç âèñîêîþ ÷àñòî-
òîþ. Áåðó÷è äî óâàãè òå, ùî ó íåéðîíàõ
ã³ïîêàìïà â ðàííüîìó ïîñòíàòàëüíîìó
ïåð³îä³ òèï êàë³ºâèõ êàíàë³â Kv3 â³äñóòí³é

[6, 25], ìîæíà çðîáèòè âèñíîâîê, ùî ïîÿâà
öüîãî òèïó ðàçîì ç ôîðìóâàííÿì åëåêòðî-
ô³ç³îëîã³÷íèõ âëàñòèâîñòåé FS-êë³òèí
â³äáóâàºòüñÿ ï³ä ÷àñ ðîçâèòêó â êóëüòóð³.
Òàêèì ÷èíîì, ìîæíà ïðèïóñòèòè, ùî
ôîðìóâàííÿ îñíîâíèõ åëåêòðîô³ç³îëîã³÷íèõ
âëàñòèâîñòåé êë³òèí ó êóëüòóð³ â³äáóâàºòü-
ñÿ ïîä³áíî äî in vivo.

Íàì íå âäàëîñÿ çíàéòè êîðåëÿö³¿ ì³æ
îñíîâíèìè åëåêòðîô³ç³îëîã³÷íèìè ïîêàçíè-
êàìè êë³òèí ³ ê³ëüê³ñòþ ä³á in vitro (â³ä 14

Ðèñ 3. Ä³ÿ 4-àì³íîï³ðèäèíó (400 ìêìîëü/ë) íà ãåíåðàö³þ ïîòåíö³àë³â ä³¿ (ÏÄ) ïðè ìàêñèìàëüíîìó ñòèìóë³: à � ìåìáðàííèé
ïîòåíö³àë íåéðîíà, á � çá³ëüøåííÿ øèðèíè ÏÄ (äëÿ 1-ãî ÏÄ ó ñåð³¿ ç 1,38 äî 1,60 ìñ, äëÿ îñòàííüîãî ç 2,63 äî 4,10 ìñ);
â � çìåíøåííÿ ìèòòºâî¿ ÷àñòîòè ãåíåðàö³¿ ÏÄ (äëÿ 1-ãî ÏÄ ó ñåð³¿ ç 64,23 äî 49,53 Ãö, äëÿ îñòàííüîãî ç 55,32 äî
42,33 Ãö), ã � çìåíøåííÿ ìàêñèìàëüíî¿ øâèäêîñò³ ðåïîëÿðèçàö³¿ (äëÿ 1-ãî ÏÄ ó ñåð³¿ ç �64,49 äî �54,12 ìÂ/ìñ, äëÿ
îñòàííüîãî ç �29,91 äî �9,77 ìÂ/ìñ), ä � çìåíøåííÿ ìàêñèìàëüíî¿ øâèäêîñò³ äåïîëÿðèçàö³¿ (äëÿ 1-ãî ÏÄ ó ñåð³¿ ç
163,37 äî 129,60 ìÂ/ìñ, äëÿ îñòàííüîãî ç 27,06 äî 7,94 ìÂ/ìñ): 1 � êîíòðîëü, 2 � 4-àì³íîï³ðèäèí, 3 � â³äìèâàííÿ
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äî 42 ä³á) ó êóëüòóð³. Öå çá³ãàºòüñÿ ç
äàíèìè äîñë³äæåííÿ, ùî áóëè ïðîâåäåí³ íà
çð³çàõ ã³ïîêàìïà [21], òà ñâ³ä÷èòü ïðî òå,
ùî ôîðìóâàííÿ îñíîâíèõ åëåêòðîô³ç³îëî-
ã³÷íèõ õàðàêòåðèñòèê êë³òèí ïðîõîäèòü ó
á³ëüø ðàíí³é åòàï ïîñòíàòàëüíîãî ðîçâèò-
êó, ÿê in vivo, òàê ³ in vitro, õî÷à º â³äîìîñò³
ïðî îñòàòî÷íå çàâåðøåííÿ åêñïðåñ³¿ Kv3,
2-ñóáîäèíèö³ ò³ëüêè íà 21-øó äîáó ïîñòíà-
òàëüíîãî ðîçâèòêó [25].

Ìîëåêóëÿðí³ ìåõàí³çìè, ùî ëåæàòü â
îñíîâ³ ôîðìóâàííÿ ïåâíèõ âèä³â åëåêòðè÷-
íî¿ àêòèâíîñò³ òà ôàðìàêîëîã³÷í³ çàñîáè âïëè-
âó íà íèõ ïîòðåáóþòü ïîäàëüøîãî âèâ÷åííÿ.

Ðîáîòà ÷àñòêîâî ï³äòðèìàíà ãðàíòàìè CRDF
(UB1-2420-KV-01), Wellcome Trust (069663/Z/02/Z)
òà INTAS (47)

A. A. Moskalyuk, Yu.A. Kolodin, N.A. Kravchenko,
S. A.Fedulova, N.S. Veselovsky

ELECTROPHYSIOLOGICAL  PROPERTIES  OF
INHIBITORY  NEURONES  IN  DISSOCIATED
HIPPOCAMPAL  CULTURE

Electrophysiological properties of inhibitory (GABAergic)
neurones were studied in dissociated hippocampal culture us-
ing simultaneous whole cell recordings from pairs of
monosynaptically coupled neurons. Reliable identification of
GABAergic neuron was performed by presence of mono-
synaptic inhibitory currents at postsynaptic cell in response
to action potentials at stimulated cell. It was shown that
GABAergic neurons in hippocampal culture are divided in
two groups by their firing characteristics: first type generates
action potentials at high frequency in response to injection of
current (duration 0.5 s) - fast-spiking neurons (FS), cells from
second type has no ability for high-frequency action potential
generation - regular spiking neurons (RS). These two groups
were distinguished by kinetic characteristics of action poten-
tials, adaptation characteristics during continuous generation
of action potentials and inhibitory effect making on postsy-
naptic cell. Application of potassium channel blocker 4-AP to
somas of FS neurons in concentration, which selectively in-
hibits Kv3 potassium channels evoked reversible changes in
kinetic of action potentials, frequency and adaptation
characteristics during continuous generation of action potentials.
It was concluded that there is hight level of expression of Kv3
potassium channels in the first group of neurons.
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