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Îñîáëèâîñò³ ñåíñîðíî¿ íåéðîòðàíñì³ñ³¿ â êî-êóëüòóð³
íåéðîí³â ñï³íàëüíèõ ãàíãë³¿â
³ äîðñàëüíèõ ðîã³â ñïèííîãî ìîçêó ùóð³â

Äîñë³äæóâàëè âëàñòèâîñò³ õ³ì³÷íî¿ íåéðîïåðåäà÷³ íà ð³âí³ ïåðâèííèõ àôåðåíòíèõ âõîä³â ó
ñïèííèé ìîçîê íà ðîçðîáëåí³é íàìè ïðîñò³é ³ çðó÷í³é in vitro ìîäåë³ ñóì³æíî-êóëüòèâîâàíèõ
äèñîö³éîâàíèõ íåéðîí³â ñï³íàëüíèõ ãàíãë³¿â (ÑÃ) ³ íåéðîí³â äîðñàëüíèõ ðîã³â ñïèííîãî ìîçêó
(ÄÐÑÌ) íîâîíàðîäæåíèõ ùóð³â. Ðåçóëüòàòè íàøèõ äîñë³äæåíü ïîêàçàëè íàÿâí³ñòü
çáóäæóâàëüíèõ ³ ãàëüì³âíèõ ñèíàïñ³â íåéðîí³â ÑÃ íà êë³òèíàõ ÄÐÑÌ. Çáóäæóâàëüíà
íåéðîòðàíñì³ñ³ÿ â òàêèõ ñèíàïñàõ áóëà îïîñåðåäêîâàíà ïðåñèíàïòè÷íèì âèêèäîì ãëóòàìàòó
òà ïîäàëüøîþ àêòèâàö³ºþ ðåöåïòîð³â NÌDÀ- ³ íå-NÌDÀ-ñóáêëàñ³â. Ïðè öüîìó àêòèâàö³ÿ íå-
NÌDÀ-ðåöåïòîð³â ðîáèòü îñíîâíèé âíåñîê ó ðåàë³çàö³þ çáóäæóâàëüíèõ ïîñòñèíàïòè÷íèõ
åôåêò³â. Ó ïåðåäà÷ó ãàëüì³âíèõ ñèãíàë³â áóëè çàëó÷åí³ ÿê ãë³öèí-, òàê ³ ÃÀÌÊ-åðã³÷í³ íåéðîíè
ÑÃ. Îäíàê â á³ëüøîñò³ äîñë³äæåíèõ ïàð íåéðîí³â ãàëüì³âíà ñèíàïòè÷íà òðàíñì³ñ³ÿ áóëà
îïîñåðåäêîâàíà ïðåñèíàïòè÷íèì âèâ³ëüíåííÿì ãë³öèíó. Çàïðîïîíîâàíà íàìè in vitro ìîäåëü êî-
êóëüòóðè íåéðîí³â ÑÃ/ÄÐÑÌ, íà â³äì³íó â³ä ðàí³øå ðîçðîáëåíèõ ïîä³áíèõ ìåòîä³â, äàº çìîãó
íàéá³ëüø ïîâíî âèêîðèñòîâóâàòè ñó÷àñí³ ìåòîäè÷í³ ï³äõîäè ó âèâ÷åíí³ îñîáëèâîñòåé
òðàíñì³ñ³¿ ñîìàòîñåíñîðíî¿ ³íôîðìàö³¿ ç ïåðèôåð³¿ â ÖÍÑ, à òàêîæ ãëèáîêî äîñë³äæóâàòè
ñïåöèô³÷í³ âëàñòèâîñò³ ñèíàïñ³â àôåðåíòíèõ íåéðîí³â.
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: cï³íàëüí³ ãàíãë³¿, äîðñàëüí³ ðîãè ñïèííîãî ìîçêó, êî-êóëüòóðà, ñèíàïòè÷íà
ïåðåäà÷à, NÌDÀ-ðåöåïòîðè, íå- NÌDÀ-ðåöåïòîðè, γ-àì³íîìàñëÿíà êèñëîòà, ãë³öèí, âèêëèêàí³
ïîñòñèíàïòè÷í³ ñòðóìè.

ÂÑÒÓÏ

Ïåðâèíí³ àôåðåíòí³ íåéðîíè òà íåéðîíè
äîðñàëüíèõ ðîã³â ñïèííîãî ìîçêó (ÄÐÑÌ)
â³ä³ãðàþòü ôóíäàìåíòàëüíó ðîëü ó òðàíñ-
ì³ñ³¿ òà ìîäóëÿö³¿ ð³çíèõ âèä³â ñîìàòè÷íî¿
òà â³ñöåðàëüíî¿ ñèãíàë³çàö³¿ [1, 17]. Íà ð³âí³
ÄÐÑÌ â³äáóâàºòüñÿ ïåðâèííà ³íòåãðàö³ÿ
ñåíñîðíèõ ñèãíàë³â ³ ðåàë³çóºòüñÿ ïåðâèííèé
êîíòðîëü ðîñòðàëüíèõ öåíòð³â íàä àôåðåíò-
íîþ ³íôîðìàö³ºþ çà äîïîìîãîþ ñïàäíèõ
ïðîâ³äíèõ øëÿõ³â. Ñåíñîðíà ³íôîðìàö³ÿ ïðî
ñòèìóëè ð ³ çíèõ  ìîäàëüíî ñòåé  ñïðèé-
ìàºòüñÿ ïåðèôåðè÷íèìè ðåöåïòîðàìè ³
ïåðåäàºòüñÿ êë³òèíàì ÄÐÑÌ âîëîêíàìè
íåéðîí³â ñï³íàëüíèõ ãàíãë³¿â (ÑÃ),  ùî
ïðîõîäÿòü ó ñêëàä³ çàäí³õ êîð³íö³â ñïèííîãî

ìîçêó (ÑÌ). Ì³ºë³í³çîâàí³ òà íåì³ºë³í³çîâàí³
âîëîêíà íåéðîí³â ÑÃ çàê³í÷óþòüñÿ â ð³çíèõ
ïëàñòèíàõ (çà Ðåêñåäîì) äîðñàëüíîãî ðîãó.
Òàê, òîíê³ Ñ-âîëîêíà ìàþòü çàê³í÷åííÿ
ïåðåâàæíî â ïëàñòèíàõ I ³ II [3]; òåðì³íàë³
íîöèöåïòîð³â Àδ çíàõîäÿòüñÿ ïåðåâàæíî â
ïëàñòèíàõ I ³ V òà ÷àñòêîâî � â ïëàñòèí³ Õ;
àôåðåíòí³ âîëîêíà â³ä âíóòð³øí³õ îðãàí³â
çàê³í÷óþòüñÿ â îñíîâíîìó íà êë³òèíàõ
ïëàñòèí I òà V, à êðóïí³ ì³ºë³í³çîâàí³ Aβ-
âîëîêíà � íà äåíäðèòàõ íåéðîí³â III è IV
ïëàñòèí [1]. Ó ÄÐÑÌ ì³ñòÿòüñÿ êë³òèíè
òðüîõ êëàñ³â: 1) ïðîåêö³éí³ íåéðîíè, ùî
ïåðåäàþòü ³íôîðìàö³þ ðîñòðàëüíèì öåíò-
ðàì [6] ,  á³ëüøîþ ÷àñòèíîþ ôîðìóþòü
ïëàñòèíè I , II ³ V; 2) çáóäæóâàëüí³ ïðîì³æí³
íåéðîíè, ùî ïåðåäàþòü ñèãíàë ó ìåæàõ
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â³äïîâ³äíèõ ñåãìåíò³â ÑÌ; 3) ãàëüì³âí³
³íòåðíåéðîíè, ùî ìîäóëþþòü ñåíñîðíó
òðàíñì³ñ ³þ.  Çàãàëîì,  ÄÐÑÌ ÿâëÿþòü
ñîáîþ ñêëàäíó ÷³òêî îðãàí³çîâàíó ÷àñòèíó
ÖÍÑ ç ð³çíîìàí³òòÿì âèêîíóâàíèõ íåþ
ôóíêö³é.

Á³ëüø³ñòü äîñë³äæåíü îñîáëèâîñòåé
òðàíñì³ñ³¿ íà ð³âí³ àôåðåíòíèõ ñèíàïòè÷íèõ
âõîä³â â ÑÌ ïðîâîäèëèñÿ in vivo [2] àáî in
vitro íà çð³çàõ ÑÌ ³ç çáåðåæåííÿì äîðñàëü-
íèõ êîð³íö³â [24, 25, 26]. Ïðè öüîìó ïîñò-
ñèíàïòè÷í³ â³äïîâ³ä³ âèêëèêàëèñÿ ñòèìó-
ëÿö³ºþ ö³ëîãî êîð³íöÿ, à âèá³ð ïîñòñèíàï-
òè÷íî¿ êë³òèíè â³äáóâàâñÿ «íàîñë³ï». Îäíàê
íåîáõ³äí³ñòü ó á³ëüø òî÷íèõ äîñë³äæåííÿõ
íåéðîòðàíñì³ññ³¿  íà öüîìó ð³âí³ ñòàëà
ïåðåäóìîâîþ äëÿ ðîçðîáêè á³ëüø çðó÷íèõ
îá�ºêò ³â .  Ó  çâ �ÿçêó  ç  øèðîêèì âèêî-
ðèñòàííÿì ïåðâèííèõ íåéðîíàëüíèõ êóëüòóð
äëÿ âèâ÷åííÿ ôóíêö³îíàëüíèõ âëàñòèâîñòåé
ñèíàïñ³â ³ ñèíàïòè÷íèõ åôåêò³â ôàðìà-
êîëîã³÷íèõ àãåíò³â, ïðîòå¿í³â òîùî, äåÿêèìè
àâòîðàìè áóëà çàïðîïîíîâàíà íèçêà çàñîá³â
ñóì³ñíîãî êóëüòèâóâàííÿ íåéðîí³â ÑÃ ³
êë³òèí ÑÌ ÷è ÄÐÑÌ [10, 13, 17, 19, 22].
Âèêîðèñòàííÿ òàêèõ çì³øàíèõ ³ ðîçä³ëüíèõ
êóëüòóð äàº çìîãó ïîëåãøèòè ð³øåííÿ
äåÿêèõ åêñïåðèìåíòàëüíèõ çàäà÷, îäíàê
â³äòâîðåííÿ á³ëüøîñò³ ç òàêèõ îá�ºêò³â º
äîñòàòíüî ñêëàäíèì ó ìåòîäè÷íîìó ïëàí³.

ßê ìîäåëü äëÿ âèâ÷åííÿ ñèíàïòè÷íî¿
ïåðåäà÷³ â ïåðâèííèõ àôåðåíòíèõ ñèíàïñàõ
íàìè áóâ ðîçðîáëåíèé á³ëüø ïðîñòèé ìåòîä
ñóì³æíîãî êóëüòèâóâàííÿ äèñîö³éîâàíèõ
íåéðîí³â ÑÃ ³ ÄÐÑÌ. Öå ìîäèô³êîâàíèé ³
ñïðîùåíèé âàð³àíò ìóëüòè-êîìïàðòìåíòíî¿
òåõí³êè [4],  ùî íå áóâ îïèñàíèé ðàí³øå. Â
íàø³é ìîäåë³ êë³òèíè äâîõ ð³çíèõ ïîïóëÿö³é
áóëè ïðîñòîðîâî ðîç�ºäíàí³, áóäó÷è ðîç-
ì³ùåíèìè â ñóì³æíèõ êîìïàðòìåíòàõ. Ïðè
öüîìó àêñîíè íåéðîí³â ÑÃ óòâîðþâàëè
ñèíàïñè íà êë³òèíàõ-ì³øåíÿõ ÄÐÑÌ, â³ëüíî
äîëàþ÷è ìåæó ðîçïîä³ëó êóëüòóð äâîõ
ïîïóëÿö³é íåéðîí³â. Ó òàê³é ñèñòåì³ çíà÷íî
ïîëåãøóºòüñÿ ³äåíòèô³êàö³ÿ êë³òèí ÑÃ ÷è
ÄÐÑÌ, îñê³ëüêè ¿õ ðîçì³ùåííÿ çàäàíå

óìîâàìè ïîñàäêè êóëüòóð. Êð³ì òîãî, ïðè
â³äïîâ³äíîìó çá³ëüøåíí³ ñòàº ìîæëèâèì
â³çóàëüíî ïðîñòåæèòè ïðîåêö³¿ àôåðåíòíèõ
íåéðîí³â íà êë³òèíè ÄÐÑÌ, ùî äîäàº
çðó÷íîñò³ ïðè âèáîð³ ïàðè ñèíàïòè÷íî
çâ�ÿçàíèõ êë³òèí. Çàïðîïîíîâàíà íàìè òóò
ìîäåëü êî-êóëüòóðè íåéðîí³â ÑÃ/ÄÐÑÌ äàº
çìîãó êóëüòèâó âàòè êë³òèíè ïðîòÿãîì
äåê³ëüêîõ òèæí³â òà º çðó÷íîþ äëÿ âèâ÷åííÿ
âëàñòèâîñòåé ñèíàïòè÷íî¿ ïåðåäà÷³ íà ð³âí³
ïåðâèííèõ àôåðåíòíèõ âõîä³â ó ñïèííèé
ìîçîê. Ó ö³é ðîáîò³ ìè ñïðîáóâàëè îõàðàê-
òåðèçóâàòè òèïè òàêî¿ õ³ì³÷íî¿ íåéðî-
ïåðåäà÷³ òà ç�ÿñóâàòè ðîëü ñóáïîïóëÿö³é
ïîñòñèíàïòè÷íèõ ðåöåïòîð³â â ¿õ ðåàë³çàö³¿.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Âèãîòîâëåííÿ êàìåð äëÿ ñóì³æíîãî êóëüòè-
âóâàííÿ íåéðîí³â ÑÃ/ÄÐÑÌ. Äëÿ  íàøèõ
åêñïåðèìåíò³â â ïëàñòèêîâ³ ÷àøêè äëÿ
êóëüòèâó âàííÿ  ä ³àìåòðîì 35  ìì áóëè
ïîì³ùåí³ ïîêðèò³ ïîë³-L-îðí³òèíîì (Poly-L-
ornitine, «Sigma», ÑØÀ) êðóãë³ ïîêðèâí³
ñêåëüöÿ. Êàìåðè äëÿ ñóì³æíîãî êóëüòè-
âóâàííÿ íåéðîí³â ÑÃ/ÄÐÑÌ ÿâëÿþòü ñîáîþ
îêðåì³ ñåêö³¿ ïðÿìîêóòíèõ ñèë³êîíîâèõ
êàìåð flexiPERM slide («greiner bio-one»,
Í³ìå÷÷èíà), ïîñåðåäèí³ êîòðèõ, ïåðïåí-
äèêóëÿðíî êîíòàêòí³é ïëîùèí³ êàìåðè ³ç
ïîêðèâíèì ñêëîì, ïîêðèòèì ïîë³-L-îðí³-
ò³íîì, áóëè âìîíòîâàí³ ïðÿìîêóòí³ ïîêðèâí³
ñêåëüöÿ. Ë³í³éí³ ðîçì³ðè îñòàíí³õ êîðåêòó-
âàëèñÿ â³äïîâ³äíî äî âíóòð³øí³õ ðîçì³ð³â
ñèë³êîíîâèõ êàìåð.  Ãîòîâ³ êàìåðè ïðè
ðîçì³ùåíí³ íà ñêåëüöÿõ ôîðìóâàëè ù³ëüí³
êîíòàêòè â ì³ñöÿõ ñòèêàííÿ ¿õ ç ï³äêëàäêîþ.
Òàêèì ÷èíîì,  ôîðì ó âà ëèñÿ  äâà  êîì-
ïàðòìåíòè, â êîæíèé ç ÿêèõ âèñ³âàëèñÿ
íåéðîíè â³äïîâ³äíîãî òèïó. Â òàêèõ óìîâàõ
âèêëþ÷àëîñÿ çì³øóâàííÿ ñóñïåíç³é êë³òèí
íà ìåæ³ ðîçïîä³ëó äâîõ â³äñ³ê³â, ùî äàëî
ìîæëèâ³ñòü îòðèìàòè ñóì³æí³ êóëüòóðè
êë³òèí ÑÃ ³ ÄÐÑÌ.

Ñóì³æíå êî-êóëüòèâóâàííÿ äèñîö³éî-
âàíèõ íåéðîí³â ÑÃ ³ ÄÐÑÌ. Äëÿ ïðèãî-
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òóâàííÿ êî-êóëüòóð äèñîö³éîâàíèõ ÑÃ/
ÄÐÑÌ íåéðîí³â âèêîðèñòîâóâàëè íîâî-
íàðîäæåíèõ ùóð³â ë³í³¿ Â³ñòàð. Ëþìáàëüíèé
â³ää³ë ñïèííîãî ìîçêó ³ ïîâ�ÿçàí³ ç íèì ÑÃ
áðàëè â³ä ò³º¿ ñàìî¿ òâàðèí òà çàíóðþâàëè
â îõîëîäæåíèé ðîç÷èí ì³í³ìàëüíîãî ñåðåäî-
âèùà ²ãëà (MEM, «Sigma»,  ÑØÀ),  ùî
ì³ñòèâ HEPES � 20 ììîëü/ë, íàòð³ºâó ñ³ëü
áåíçèëïåí³öèë³íó 25 � îä/ìë,  ñóëüôàò
ñòðåïòîì³öèíó � 25 ìêã/ìë. Ï³ñëÿ âèäà-
ëåííÿ ñïèííîìîçêîâèõ îáîëîíîê â³ä ä³ëÿíêè
ÑÌ â³äîêðåìëþâàëè ÄÐÑÌ, äëÿ ÷îãî ÑÌ
çà äîïîìîãîþ ñêàëüïåëÿ ïî äîðñàëüí³é
êîì³ñóð³ áóâ ðîçä³ëåíèé íà äâ³ ïîëîâèíè òà
çîíè, ùî â³äïîâ³äàþòü äîðñàëüíèì òðåòè-
íàì, âèñ³êàëèñÿ ç êîæíî¿ ïîëîâèíè. Ä³ëÿíêè
òêàíèíè ÑÌ, ùî ì³ñòèëè ÄÐÑÌ, ïîïå-
ðåäíüî ðîçð³çàí³ ñêàëüïåëåì íà ñåãìåíòè,
³íêóáóâàëè â 0,2%-ìó ðîç÷èí³ òðèïñèíó (òèï
XI, «Sigma», ÑØÀ) ïðîòÿãîì 8 õâ ïðè 37oC.
ÑÃ î÷èùóâàëè â³ä ïåðåäí³õ, çàäí³õ êîð³íö³â
³ ñïèííîìîçêîâîãî íåðâà, ï³ñëÿ ÷îãî ³íêó-
áóâàëè â 0,2%-ìó ðîç÷èí³ ïðîíàçè (Pronase
E, «Serva», Í³ìå÷÷èíà) ïðîòÿãîì 7�8 õâ
ïðè 37 oC.  Ï³ñëÿ  ôåðìåíòàö³ ¿  òêàíèíó
ñåãìåíò ³â  ÄÐÑÌ ³  ÑÃ äåê ³ëüêà  ðàç ³â
ïðîìèâàëè â ðîç÷èí³ ÌÅÌ, ùî ì³ñòèâ 10%
ê³íñüêî¿ ñèâîðîòêè (Horse serum, «Gibco»,
ÑØÀ), äëÿ ³íàêòèâàö³¿ ïðîòåîë³òè÷íèõ
ôåðìåíò³â. Ìåõàí³÷íó äèñîö³àö³þ êë³òèí
ÄÐÑÌ ³  ÑÃ ïðîâîäèëè çà  äîïîìîãîþ
îïëàâëåíèõ ïàñòåð³âñüêèõ ï³ïåòîê, ä³àìåòðè
ê³í÷èê³â ÿêèõ ïîñòóïîâî çìåíøóþòüñÿ â
ðîç÷èí³ äëÿ êóëüòèâóâàííÿ,  ùî ì³ñòèâ
MEM, 10 % ê³íñüêî¿ ñèâîðîâàòêè, 2,2 ã/ë
NaHCO

3
, 6 ìêã/ìë ³íñóë³íó (Insulin, «Sigma»,

ÑØÀ), 25 îä/ìë íàòð³ºâî¿ ñîë³ áåíçèë-
ïåí³öèë³íó, 25 ìêã/ìë ñóëüôàòó ñòðåïòî-
ì³öèíó. Îòðèìàí³ ñóñïåíç³¿ êë³òèí ðîçáàâ-
ëÿëèñÿ ðîç÷èíîì äëÿ êóëüòèâóâàííÿ òàêèì
÷èíîì,  ùîá ê ³íöåâà  ù³ëüí³ñòü  ¿õ  ïðè
ï³äðàõóíêó â ãåìîöèòîìåòð³ ñòàíîâèëà
ïðèáëèçíî 50 000 êë³òèí/ñì2. Äàë³ êë³òèíè
äâîõ ïîïóëÿö³é âèñ³âàëè ó  â ³äïîâ³äí³
êîìïàðòìåíòè êàìåð äëÿ êóëüòèâóâàííÿ íà
ñêåëüöÿ, ïîïåðåäíüî âêðèò³ ïîë³-L-îðí³-

òèíîì, òà ³íêóáóâàëè ïðè 37oC, êîíöåíòðàö³¿
CO

2
 5 % òà àáñîëþòí³é âîëîãîñò³ ïðîòÿãîì

1 ãîä. Çà öåé ÷àñ íåéðîíè ÄÐÑÌ ³ ÑÃ äîáðå
îñ³äàëè òà ïðèêð³ïëÿëèñÿ äî ñêëà ó ïðîåê-
ö³ÿõ çàéìàíèõ â³äñ³ê³â .  Ïîò³ì êàìåðè
àêóðàòíî  çí ³ìàëè ,  äàþ÷è ìîæëèâ³ñòü
íåéðîíàì ÑÃ â³ëüíî ôîðìóâàòè àêñîíè â
íàïðÿìêó äî êë³òèí-ì³øåíåé ÄÐÑÌ. Ó
÷àøêè ç êî-êóëüòóðîþ äîäàâàëè ïî 2 ìë
ðîç÷èíó äëÿ êóëüòèâóâàííÿ òà ³íêóáóâàëè
ïðè âèùåçàçíà÷åíèõ óìîâàõ ïðîòÿãîì
äåê³ëüêîõ òèæí³â. Íà 2-ãó � 3-òþ äîáó
êóëüòèâóâàííÿ â ñåðåäîâèùå äî êî-êóëüòóðè
äîäàâàëè 5 ìêìîëü/ë öèòîçèí-À-D-àðàá³íî-
ôóðàíîçèäó («Sigma», ÑØÀ) äëÿ ïðèãí³-
÷åííÿ ïðîë³ôåðàö³¿ ãë³àëüíèõ êë³òèí, à ÷åðåç
36�48 ãîä ï³ñëÿ öüîãî ðîç÷èí ì³íÿëè íà
ñâ³æèé. Â òàêèõ óìîâàõ íåéðîíè äîáðå
ðîñëè òà ìîðôîëîã³÷íî äèôåðåíö³þâàëèñÿ,
ï³ñëÿ 14-¿ äîáè êóëüòèâóâàííÿ êóëüòóðó
áðàëè â åêñïåðèìåíò.

Åëåêòðîô³ç³îëîã³÷í³ ìåòîäè. Ðåºñòðàö³ÿ
³îííèõ ñòðóì³â â ïàðàõ «íåéðîí ÑÃ � íåéðîí
ÄÐÑÌ» â³äáóâàëàñÿ çà äîïîìîãîþ ìåòîäó
ô³êñàö³¿ ïîòåíö³àë³â ó êîíô³ãóðàö³ÿõ «ö³ëà
êë ³òèíà»  îäíî÷àñíî  íà  ïðå-  òà  ïîñò-
ñèíàïòè÷í³é êë³òèíàõ. Àíàë³çóâàëè ïîñò-
ñèíàïòè÷í³ ñòðóìè (âÏÑÑ) íà ìåìáðàíàõ
íåéðîí³â ÄÐÑÌ, âèêëèêàí³ âíóòð³øíüî-
êë³òèííîþ ñòèìóëÿö³ºþ êë³òèí ÑÃ ó êîæí³é
ïàð³. Ñòèìóëÿö³þ ÑÃ íåéðîí³â çä³éñíþâàëè
ïðèêëàäàííÿì äåïîëÿðèçóâàëüíèõ ³ìïóëüñ³â
àìïë³òóäîþ 60�120 ïÀ òà òðèâàë³ñòþ 0,5�1
ìñ ç ³íòåðâàëîì 1�2 ñ. Åêñïåðèìåíòàëüíà
óñòàíîâêà áóëà ç³áðàíà íà áàç³ ³íâåðòî-
âàíîãî ì³êðîñêîïà Axiovert S100 («Karl
Zeiss», Í³ìå÷÷èíà). Âèêîðèñòàííÿ ôàçîâî-
êîíòðàñòíîãî îá�ºêòèâà (Plan-Neofluar
100× NA 1 .30)  ç  ìàñëÿíîþ ³ìåðñ ³ºþ
äîçâîëÿëî îòðèìàòè â ñèñòåì³ 1000-êðàòíå
îïòè÷íå çá³ëüøåííÿ, ùîá â³çóàëüíî ³äåíòè-
ô³êóâàòè ïîòåíö³àëüíî çâ�ÿçàí³ ïàðè íåé-
ðîí³â. Ñèãíàëè, â³äïîâ³äí³ âÏÑÑ, ðåºñòðó-
âàëè òà ô³ëüòðóâàëè ç ÷àñòîòîþ 5 êÃö çà
äîïîìîãîþ äâîõ  ï ³äñèëþâà÷ ³â  EPC-8
(«HEKA», Í³ìå÷÷èíà), îöèôðîâóâàëè òà

Îñîáëèâîñò³ ñåíñîðíî¿ íåéðîòðàíñì³ñ³¿ â êî-êóëüòóð³ íåéðîí³â ñï³íàëüíèõ ãàíãë³¿â
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çàïèñóâàëè ç  çàñòîñóâàííÿì àíàëîãî-
öèôðîâîãî ïåðåòâîðþâà÷à DigiData 1322A
òà ïðîãðàìíîãî ïàêåòà WinWCP V3.9.6.
(University of Strathclyde, Øîòëàíä³ÿ);
÷àñòîòà îöèôðîâêè ñòàíîâèëà 10 êÃö. Óñ³
åêñïåðèìåíòè ïðîâîäèëè ïðè 20oÑ. Íà
ìåìáðàíàõ íåéðîí³â  ÄÐÑÌ ïîòåíö³àë
ï³äòðèìóâàëè íà ð³âí³ -70 ìÂ. Çíà÷åííÿ
ìåìáðàííîãî ïîòåíö³àëó êë³òèí áóëè â³ä-
êîðåêòîâàí³  ç  óðàõó âàííÿì ð ³äèííîãî
êîíòàêòíîãî ïîòåíö³àëó (16 ìÂ), ðîçðà-
õî âàíîãî  çà  äîïîìîãîþ êà ëüêóëÿòîðà
êîíòàêòíèõ ïîòåíö³àë³â ïðîãðàìíîãî ïàêåòà
PClamp 9.0 («Axon Instruments», ÑØÀ).

Patch-ï³ïåòêè ³ç âíóòð³øí³ì ä³àìåòðîì
ê³í÷èêà 1�1,5 ìêì áóëè âèòÿãíóò³ ç áîðî-
ñèë³êàòíèõ ñêëÿíèõ êàï³ëÿð³â (�World Pre-
cision Instruments», ÑØA). Âíóòð³øíüî-
êë³òèííèé ðîç÷èí ó ïåò÷-ï³ïåòêàõ â óñ³õ
âèïàäêàõ ì³ñòèâ (ììîëü/ë): êàë³þ ãëþêî-
íàòó � 155; íàòð³þ ãëþêîíàòó � 10; EGTA �
10; MgCl

2
 � 1; HEPES � 20 (pH äîâîäèëè

äî 7,4 äîäàâàííÿì ÊOH). Çàïîâíåí³ òàêèì
ðîç÷èíîì ï³ïåòêè ìàëè îï³ð 5�7 ÌÎì.
Áàçîâèé çîâí³øíüîêë³òèííèé ðîç÷èí ì³ñòèâ
(ììîëü/ë): NaCl � 140; KCl � 3; CaCl

2
 � 2;

ÌgCl
2
 � 2; ãëþêîçè � 30; HEPES � 20 (pH

äîâîäèëè äî 7,4 äîäàâàííÿì NaOH). Ïðè
äîñë³äæåíí³ âëàñòèâîñòåé çáóäæóâàëüíèõ
âÏÑÑ âèêîðèñòîâóâàëè çîâí³øíüîêë³òèííèé
ðîç÷èí, ùî íîì³íàëüíî íå ìàâ ó ñêëàä³
Ìg2+. Ó íàøèõ åêñïåðèìåíòàõ ãðàä³ºíò äëÿ
Cl- ñòâîðþâàâñÿ òàêèì ÷èíîì, ùî ï³ä ÷àñ
ðåºñòðàö³¿ âÒÏÑÑ ìàëè âèõ³äíèé íàïðÿìîê,
à  âÇÏÑÑ �  âõ ³äíèé.  Öå  äàâàëî  çìîãó
â³çóàëüíî ðîçð³çíÿòè äâà òèïè ïîñòñèíàï-
òèñíèõ â³äïîâ³äåé ï³ä ÷àñ ðåºñòðàö³¿.

Àïë³êàö³ÿ òà çì³íà ðîç÷èí³â, ùî ì³ñòèëè
áëîêàòîðè çáóäæóâàëüíî¿ (DNQX, D

L
-AP5)

òà ãàëüì³âíî¿ (á³êóêóë³í, ñòðèõí³í) íåéðî-
ïåðåäà÷³ â³äáóâàëàñÿ áåçóïèííî (øâèäê³ñòü
çì³íè ðîç÷èí³â 1ìë/30 ñ). Âñ³ ðåàêòèâè äëÿ
åëåêòðîô³ç³îëîã³÷íèõ åêñïåðèìåíò³â áóëè
îòðèìàí³ â³ä ô³ðìè «Sigma» (ÑØÀ).

Àíàë³ç ê³íåòè÷íèõ ïîêàçíèê³â âÏÑÑ
(àìïë³òóäà, ÷àñ íàðîñòàííÿ, ïîñò³éíà ÷àñó

ñïàäó) âèêîíóâàëè çà äîïîìîãîþ ïðîãðàì-
íîãî ïàêåòà Clampfit 9.0 («Axon Instru-
ments», ÑØÀ) òà Excel2002(«Microsoft Cor-
poration», ÑØÀ), ïîáóäîâà ãðàô³ê³â � çà
äîïîìîãîþ ïðîãðàìè OriginPro 8 («Ori-
ginLab Corporation», ÑØÀ).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ

Ìîðôîëîã³÷í³ õàðàêòåðèñòèêè íåéðîí³â ÑÃ
òà ÄÐÑÌ ó êî-êóëüòóð³. Â óìîâàõ ñóì³æ-
íîãî êóëüòèâóâàííÿ íåéðîíè ÑÃ ³ ÄÐÑÌ
ðîçâèâàëèñÿ â³äïîâ³äíî äî ñâî¿õ ôåíî-
òèï³÷íèõ âëàñòèâîñòåé òà â³ëüíî ôîðìóâàëè
ñèíàïòè÷í³ êîíòàêòè ÿê ç êë³òèíàìè âëàñíî¿
ïîïóëÿö³¿, òàê ³ ç íåéðîíàìè ³íøî¿ ãåíåðàö³¿.
Ïðè öüîìó íåéðîíè ÑÃ ³  ÄÐÑÌ äîáðå
ðîçð³çíÿëèñÿ ìîðôîëîã³÷íî (ðèñ. 1). Íåéðî-
íè ÑÃ ó êî-êóëüòóð³ áóëè ïðåäñòàâëåí³
ïñåâäîóí³ïîëÿðíèìè òà á³ïîëÿðíèìè êë³òè-
íàìè åë³ïñî¿äíî¿ àáî êðóãëî¿ ôîðìè, ùî
â³äð³çíÿëèñÿ ôàçîâî-ÿñêðàâèìè ñîìàìè
ð³çíîãî ðîçì³ðó (â³ä 20 äî 50 ìêì). Íåéðîíè
ÄÐÑÌ áóëè á³ëüø ôàçîâî-òåìíèìè ³ íà-
ðàõîâóâàëè á³- àáî ìóëüòèïîëÿðí³ êë³òèíè,
ùî õàðàêòåðèçóâàëèñÿ äóæå âèðàæåíîþ
àðáîðèçàö³ºþ íåéðèò³â .  Êë³òèíí³  ò ³ëà
îñòàíí³õ â³äð³çíÿëèñÿ ðîçìà¿òòÿì ôîðì ³
ðîçì³ð³â, ùî, íàïåâíî, ïîâ�ÿçàíî ³ç íàëåæ-
í³ñòþ ¿õ äî îêðåìèõ ôóíêö³îíàëüíèõ òèï³â
íåéðîí³â ÄÐÑÌ.

Íàìè áóëè ïðîòåñòîâàí³ 25 ïàð ñèíàï-
òè÷íî çâ�ÿçàíèõ ïàð êë³òèí ÑÃ/ÄÐÑÌ.
Ñåðåä íèõ â 12 ïàðàõ âíóòð³øíüîêë³òèííà
ñòèìóëÿö³ÿ íåéðîíà ÑÃ âèêëèêàëà çáóäæó-
âàëüí³  âÏÑÑ (âÇÏÑÑ),  à  â  13 ïàðàõ �
ãàëüì³âí³ âÏÑÑ ó êë³òèíàõ ÄÐÑÌ. Íåâå-
ëèêà òà ïîñò³éíà ñèíàïòè÷íà çàòðèìêà
5,14 ìñ ± 0,31 ìñ (n = 18) ³ â³äñóòí³ñòü
ïðîïóñê³â ñèíàïòè÷íèõ â³äïîâ³äåé â îáîõ
âèïàäêàõ  äàþòü  çìîãó  âèçíà÷èòè  çà -
ðåºñòðîâàí³ ÏÑÒ ÿê ìîíîñèíàïòè÷í³ [9].

Âëàñòèâîñò³ âÇÏÑÑ íà ìåìáðàíàõ
êë³òèí ÄÐÑÌ, âèêëèêàíèõ ñòèìóëÿö³ºþ ÑÃ
íåéðîí³â ó ïàð³. Ìîíîñèíàïòè÷í³ âÇÏÑÑ,
çàðåºñòðîâàí³  íà íåéðîíàõ ÄÐÑÌ ïðè

Ì.Ñ. Øèïøèíà, Ì. Ñ. Âåñåëîâñüêèé
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ï³äòðèìóâàíîìó ïîòåíö³àë³ -70 ìÂ ³ ô³ç³î-
ëîã³÷í³é ïîçàêë³òèíí³é êîíöåíòðàö³¿ Ìg2+

(2 ììîëü/ë), õàðàêòåðèçóâàëèñÿ øâèäêîþ
àêòèâàö³éíîþ òà ³íàêòèâàö³éíîþ ê³íåòèêîþ.
×àñ  äî  ï ³êó  âÇÏÑÑ,  ðîçðàõîâàíèé  çà
âèñõ³äíîþ ÷àñòèíîþ êðèâî¿ ñòðóìó â³ä 10
äî 90 % ï³êîâî¿ àìïë³òóäè, ñòàíîâèëî 2,82
ìñ ±  0 ,  37  ìñ (n  =  5) .  Ñïàä âÇÏÑÑ ó
íàéêðàùèé ñïîñ³á àïðîêñèìóâàâñÿ îäí³ºþ
åêñïîíåíòîþ ³ç ñåðåäíüîþ ïîñò³éíîþ ÷àñó
τ = 3,91 ìñ ± 0,31ìñ (n = 5). Ïðè öüîìó
÷àñîâèé õ³ä âÇÏÑÑ ïðàêòè÷íî íå çì³íþ-
âàâñÿ ïðè ð³çíèõ çíà÷åííÿõ ï³äòðèìóâàíîãî
ïîòåíö³àëó (ðèñ. 2, â). Çíà÷åííÿ àìïë³òóä
âÇÏÑÑ ïðàêòè÷íî ë³í³éíî çàëåæàëè â³ä
ï³äòðèìóâàíèõ ïîòåíö³àë³â íà ìåìáðàíàõ

ÄÐÑÌ êë³òèí, ³ ïîòåíö³àë ðåâåðñ³¿ ïîñò-
ñèíàïòè÷íèõ ñòðóì³â ñòàíîâèâ -1,43 ìÂ ±
2,46 ìÂ (n = 5; ðèñ. 2, à, á). Òàêèì ÷èíîì,
ê³íåòè÷í³ âëàñòèâîñò³ âÇÏÑÑ â³äïîâ³äàëè
òàêèì, ðàí³øå îïèñàíèì äëÿ ãëóòàìàò-
åðã³÷íèõ ÏÑÑ, ùî áóëè äîñë³äæåí³ íà ³íøèõ
ïðåïàðàòàõ [8, 16, 18]. Àïë³êàö³ÿ ñåëåê-
òèâíîãî áëîêàòîðà NÌDÀ-ðåöåïòîð³â D

L
-

AP5 ó êîíöåíòðàö³¿ 10 ìêìîëü/ë íå âèêëè-
êàëà çíèæåííÿ àìïë³òóä âÇÏÑÑ ³ íå âïëè-
âàëà íà ê³íåòèêó ¿õíüîãî ñïàäó. Òîä³ ÿê
ïðèêëàäàííÿ áëîêàòîðà íå- NÌDÀ-ðåöåï-
òîð³â DNQX ó êîíöåíòðàö³¿ 10 ìêìîëü/ë
ïðèçâîäèëà äî ïîâíîãî áëîêóâàííÿ âÇÏÑÑ
(ðèñ. 3, à). Òàêèé åôåêò ó íàøèõ åêñïå-
ðèìåíòàõ ì³ã áóòè ïîâ�ÿçàíèé ç áëîêàäîþ

Ðèñ. 1. Ðåêîíñòðóéîâàíå ì³êðîôîòîãðàô³÷íå çîáðàæåííÿ íåéðîí³â ñï³íàëüíèõ ãàíãë³¿â òà êë³òèí äîðñàëüíèõ ðîã³â
ñïèííîãî ìîçêó â óìîâàõ ñóì³æíîãî êî-êóëüòèâóâàííÿ íà 14-òó äîáó in vitro (îáúåêòèâ Plun-Neofluar 100´, NA 1.3,
ìàñëÿíà ³ìåðñ³ÿ, «Zeiss»)

ÑÃ
íåéðîí

ÄÐÑÌ
íåéðîí

30 ìêì

Îñîáëèâîñò³ ñåíñîðíî¿ íåéðîòðàíñì³ñ³¿ â êî-êóëüòóð³ íåéðîí³â ñï³íàëüíèõ ãàíãë³¿â
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NÌDÀ-ðåöåïòîð³â Ìg2+ [12], êîëè ¿õ ïîçà-
êë³òèííà êîíöåíòðàö³ÿ áóëà 2 ììîëü/ë.

Â  åêñïåðèìåíòàõ  ç  âèêîðèñò àííÿì
çîâí³øíüîêë³òèííîãî ðîç÷èíó, ùî íå ì³ñòèòü
Ìg2+, ÷àñîâèé õ³ä ìîíîñèíàïòè÷íèõ âÇÏÑÑ,
ðåºñòðîâàíèõ ïðè ï³äòðèìóâàíîìó ïîòåí-
ö³àë³  -70 ìÂ,  õàðàêòåðèçóâàâñÿ á³ëüø
ïîâ³ëüí³ì äâîõ åêñïîíåíö³àëüíèì ñïàäîì
(τ

1 
= 2,68 ± 0,31 ìñ, τ

2 
= 58,85 ± 10,32 ìñ

(n = 7)), à ÷àñ äî ï³êó ñòàíîâèâ 3,05 ìñ ±
0,58 ìñ (n  = 7) .  Àêòèâàö³éíà òà  ³íàê-
òèâàö³éíà ê³íåòèêà òàêèõ âÇÏÑÑ òàêîæ íå
âèÿâëÿëà ñóòòºâèõ çì³í çàëåæíî â³ä ï³äòðè-
ìóâàíèõ ïîòåíö³àë³â.

Ïðèêëàäàííÿ DNQX ó êîíöåíòðàö³¿ 10
ìêìîëü/ë äàëî çìîãó âèä³ëèòè NÌDÀ-
êîìïîíåíò âÇÏÑÑ, çàðåºñòðîâàíèõ ïðè
ï³äòðèìóâàíîìó ïîòåíö³àë ³  -70  ìÂ ó
áåçìàãí³ºâîìó ïîçàêë³òèííîìó ðîç÷èí³. Öåé
çàëèøêîâèé ñòðóì ïîâí³ñòþ áëîêóâàâñÿ
àïë³êàö³ºþ D

L
-AP5 ó  êîíöåíòðàö³ ¿  10

ìêìîëü/ë  (äèâ .  ðèñ .  3 ,  á ) .  Àìïë³òóäà
³çîëüîâàíîãî NÌDÀ-êîìïîíåíòà ñòàíîâèëà
â ñåðåäíüîìó 18,06 % ± 2,19 % â³ä ³íòåãðà-

ëüíîãî âÇÏÑÑ. Ïðè öüîìó â ïîð³âíÿíí³ ç
³íòåãðàëüíèìè ñòðóìè, îïîñåðåäêîâàí³
àêòèâàö³ºþ NÌDÀ-ðåöåïòîð³â,  â ³äð³ç-
íÿëèñÿ ïîâ³ëüí³øîþ ê³íåòèêîþ. ×àñ äî ï³êó
òàêèõ ñòðóì³â áóâ 6,29 ìñ ± 1,21 ìñ (n = 6),
à ñïàä äîáðå îïèñóâàâñÿ îäí³ºþ åêñïî-
íåíòîþ ç τ = 45,01 ìñ ± 10,40 ìñ (n = 6).

Â á³ëüøîñò³ äîñë³äæåíèõ êë³òèííèõ ïàð
ó  á å ç ì à ã í ³ º â î ì ó  ñ å ð å ä î â è ù ³  â Ç Ï Ñ Ñ
ì³ñòèëè ÿê  NÌDÀ-,  òàê  ³  íå-  NÌDÀ-
êîìïîíåíòè. Îäíàê â 2 ïàðàõ íåéðîí³â ÑÃ/
Ä Ð Ñ Ì  ç à  ò è õ  ñ à ì è õ  ó ì î â  ð å à ë ³ ç à ö ³ ÿ
âÇÏÑÑ áóëà  îïî ñ åðåä êî âàíà  âíå ñ êîì
ò³ëüêè íå- NÌDÀ-êîìïîíåíòà. Òàê³ ñòðó-
ìè  ïîâí ³ñòþ áëîêóâàëèñÿ  DNQX (10
ìêìîëü/ë) ïðè ï³äòðèìóâàíîìó ïîòåíö³àë³
-70 ìÂ (íå çîáðàæåíî).

Õàðàêòåðèñòèêè âÃÏÑÑ íà ìåìáðàíàõ
êë³òèí ÄÐÑÌ, âèêëèêàíèõ ñòèìóëÿö³ºþ ÑÃ
íåéðîí³â ó ïàð³.  Ó 13  ç  25  ïàð  êë³òèí
ñòèìóëÿö³þ ïåðâèííèõ àôåðåíòíèõ íåéðîí³â
âèêëèêàëà ÃÏÑÑ ó íåéðîíàõ ÄÐÑÌ. Àìïë³-
òóäè óñåðåäíåíèõ âÃÏÑÑ ìàëè ë³í³éíó
çàëåæí³ñòü â³ä ï³äòðèìóâàíîãî ïîòåíö³àëó

Ðèñ. 2. Ê³íåòè÷í³ âëàñòèâîñò³ âèêëèêàíèõ çáóäæóâàëüíèõ
ïîñòñèíàïòè÷íèõ ñòðóì³â (âÇÏÑÑ) íà êë³òèíàõ äîð-
ñàëüíèõ ðîã³â ñïèííîãî ìîçêó (ÄÐÑÌ), âèêëèêàíèõ
ñòèìóëÿö³ºþ ÑÃ íåéðîí³â, â êî-êóëüòóð³: à � çàïèñè
ïîñòñèíàïòè÷íèõ ñòðóì³â, ðåºñòðîâàíèõ ïðè çíà÷åííÿõ
ï³äòðèìóâàíîãî ïîòåíö³àëó, ùî çì³íþâàâñÿ â ìåæàõ â³ä
-100 äî +30 ìÂ ç ³íêðåìåíòîì 10 ìÂ; á � ïðèêëàä âîëüò-
àìïåðíî¿ õàðàêòåðèñòèêè äëÿ âÇÏÑÑ. Ð³âíîâàæíèé
ïîòåíö³àë ñòàíîâèâ -5,23 ìÂ; ðåºñòðàö³¿ ïðîâîäèëèñÿ
ïðè 20oÑ; â � íîðìîâàí³ óñåðåäíåí³ âÇÏÑÑ, ðåºñòðîâàí³
ïðè ð³çíèõ çíà÷åííÿõ ï³äòðèìóâàíîãî ïîòåíö³àëó íà
ÄÐÑÌ êë³òèíàõ, ùî çîáðàæóº ³äåíòè÷í³ñòü ÷àñîâîãî
õîäó âÇÏÑÑ
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íà ìåìáðàíàõ ïîñòñèíàïòè÷íèõ êë³òèí.
Ðîçðàõîâàíèé çà âîëüò-àìïåðíèìè õàðàêòå-
ðèñòèêàìè ïîòåíö³àë ðåâåðñ³¿ äëÿ öèõ ñòðóì³â
ñòàíîâèâ -101 ± 2,68 ìÂ (n = 6) ³ â³äïîâ³äàâ
ð³âíîâàæíîìó ïîòåíö³àëó äëÿ Cl- , ðîç-
ðàõîâàíîìó çà ð³âíÿííÿì Íåðíñòà äëÿ
âèêîðèñòîâóâàíèõ ðîç÷èí³â (-109 ìÂ; ðèñ. 4).
×àñîâèé õ³ä á³ëüøîñò³ ìîíîñèíàïòè÷íèõ
âÃÏÑÑ, çàðåºñòðîâàíèõ â ïðè ï³äòðè-
ìóâàíîìó ïîòåíö³àë³  -70 ìÂ, õàðàêòå-
ðèçóâàâñÿ äîñòàòíüî øâèäêèì çðîñòàííÿì
òà ïîâ³ëüíèì ñïàäîì. ×àñ äî ï³êó äëÿ
âÃÏÑÑ ð³çíèõ àìïë³òóä áóâ îäíàêîâèì ³
ñòàíîâèâ 2,62 ìñ ± 0,37 ìñ (n = 7). Ñïàä

äîáðå àïðîêñèìóâàâñÿ îäí³ºþ åêñïîíåíòîþ
ç τ =19,58 ìñ ± 4,50 ìñ (n = 7).

Âèêëèêàí³ ÃÏÑÑ â 8 ç  13 ïàð áóëè
îáñòåæåí³ íà ÷óòëèâ³ñòü äî áëîêàòîð³â
ãàëüì³âíî¿  íåéðîïåðåäà÷ ³ .  Äëÿ  7  ïàð
íåéðîí³â ÑÃ/ÄÐÑÌ íåçàëåæíî â³ä ïîçà-
êë³òèííî¿  êîíöåíòðàö³¿  Ìg2+ àïë³êàö³ÿ
ñïåöèô³÷íîãî áëîêàòîðà ÃÀÌÊ

À
-ðåöåï-

òîð³â á³êóêóë³íó ìåò³îäèäó â êîíöåíòðàö³¿
10 ìêìîëü/ë íå âèêëèêàëà ñóòòºâèõ çì³í
àìïë³òóä ³ ê³íåòè÷íèõ ïîêàçíèê³â âÃÏÑÑ.
Òîä³ ÿê ïîäàëüøå ïðèêëàäàííÿ ñòðèõí³íó â
êîíöåíòðàö³¿ 0,5�1 ìêìîëü/ë ïðèçâîäèëî äî
ïîâíîãî áëîêóâàííÿ çàëèøêîâîãî âÃÏÑÑ

Ðèñ. 3. Ôàðìàêîëîã³÷í³ âëàñòèâîñò³ âèêëèêàíèõ çáóäæóâàëüíèõ ïîñòñèíàïòè÷íèõ ñòðóì³â (âÇÏÑÑ). à � ä³ÿ áëîêàòîð³â
ãëóòàìàòåðã³÷íî¿ íåéðîòðàíñì³ñ³¿ íà âÇÏÑÑ, ðåºñòðîâàí³ ïðè çîâí³øíüîêë³òèíí³é êîíöåíòðàö³¿ Mg2+ 2 ììîëü/ë: 1 �
âÇÏÑÑ ó êîíòðîë³; 2 � ïðè àïë³êàö³¿ D

L
-AP5 (10 ìêìîëü/ë); 3 � ïðè àïë³êàö³¿ DNQX (10 ìêìîëü/ë). á � ä³ÿ

áëîêàòîð³â ÍÌÄÀ- òà íå-ÍÌÄÀ-ðåöåïòîð³â íà âÇÏÑÑ, ðåºñòðîâàí³ â áåçìàãí³ºâîìó çîâí³øíüîêë³òèííîìó ðîç÷èí³:
1 - âÇÏÑÑ â óìîâàõ êîíòðîëþ; 2 � ï³ñëÿ àïë³êàö³¿ DNQX (10 ìêìîëü/ë); 3 � ïðè àïë³êàö³¿ D

L
-AP5 (10 ìêìîëü/ë)
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Ðèñ. 4. Ê³íåòè÷í³ õàðàêòåðèñòèêè âèêëèêàíèõ ãàëüì³âíèõ ïîñòñèíàïòè÷íèõ ñòðóì³â (âÃÏÑÑ), â³äâåäåíèõ â³ä êë³òèí
äîðñàëüíèõ ðîã³â ñïèííîãî ìîçêó (ÄÐÑÌ) ïðè ñòèìóëÿö³¿ íåéðîí³â ñï³íàëüíèõ ãàíãë³¿â (ÑÃ) ó ïàðàõ: à � çàïèñè
ïîñòñèíàïòè÷íèõ ñòðóì³â, ðåºñòðîâàíèõ ïðè çíà÷åííÿõ ï³äòðèìóâàíîãî ïîòåíö³àëó, ùî çì³íþâàâñÿ â³ä -130 äî +10
ìÂ ç ³íêðåìåíòîì 10 ìÂ; á � âîëüò-àìïåðíà õàðàêòåðèñòèêà âÃÏÑÑ, çàðåºñòðîâàíèõ ïðè 20oÑ; ð³âíîâàæíèé ïîòåíö³àë
ñòàíîâèâ -106,52 ìÂ
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(ðèñ. 5, à). Òàê³ ôàðìàêîëîã³÷í³ åôåêòè òà
âèùåîïèñàí³ ê³íåòè÷í³ âëàñòèâîñò³ äàþòü
ï³äñòàâó âèçíà÷àòè çàðåºñòðîâàí³ íàìè
âÃÏÑÑ ÿê ãë³öèí³íäóêîâàí³ Cl- ñòðóìè [9,
14, 26].

Îäíàê ó 1 ïàð³  íåéðîí³â ÑÃ/ÄÐÑÌ
âÃÏÑÑ âèÿâèëèñÿ ÷óòëèâèìè äî áëîêàòîðà
ÃÀÌÊ

À
-ðåöåïòîð³â  (äèâ.  ðèñ.  5 ,  á) .  Ó

öüîìó ðàç³ àïë³êàö³ÿ á³êóêóë³íó ìåò³îäèäó
ïîâí³ñòþ ïðèãí³÷óâàëà âÃÏÑÑ. Êð³ì òîãî,
³íàêòèâàö³éíà ê³íåòèêà öèõ ñòðóì³â áóëà
ïîâ³ëüí³øîþ çà òàêó ãë³öèíàêòèâîâàíèõ
(τ ñïàäó, óñåðåäíåíå çà 40 çàïèñàìè, ñòàíî-
âèëî 44,43 ìñ ± 0,49 ìñ), ùî äàëî çìîãó
³äåíòèô³êóâàòè ¿õ ÿê ÃÀÌÊ-³íäóêîâàí³ Cl--
ñòðóìè [11, 14, 26].

ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Ìè äîñë³äæóâàëè âëàñòèâîñò³ õ³ì³÷íî¿
íåéðîïåðåäà÷³ íà ð³âí³ ïåðâèííèõ àôå-
ðåíòíèõ âõîä³â ó ñïèííèé ìîçîê íà ðîç-
ðîáëåí³é íàìè in vitro ìîäåë³ ñóì³æíî-
êóëüòèâîâàíèõ äèñîö³éîâàíèõ íåéðîí³â ÑÃ
³  ÄÐÑÌ ùóðà .  Ó òàê ³é  ñèñòåì³  äîáðå
³äåíòèô³êîâàí³ ìîðôîëîã³÷í³ â³äì³ííîñò³
äâîõ ïîïóëÿö³é êë³òèí ³ ìîæëèâ³ñòü â³çóàëü-
íî â³äñòåæèòè ïðîåêö³¿ àôåðåíòíèõ íåéðîí³â
íà êë³òèíè ÄÐÑÌ çàáåçïå÷óâàëè çðó÷í³ñòü
ïðîâåäåííÿ òà äîñòàòíüî âèñîêó ïðîäóê-

òèâí³ñòü çàïëàíîâàíèõ åëåêòðîô³ç³îëîã³÷íèõ
äîñë³äæåíü ç âèçíà÷åííÿ ïîñòñèíàïòè÷íèõ
åôåêò³â.

Îòðèìàí³ íàìè åêñïåðèìåíòàëüí³ ðå-
çóëüòàòè óçãîäæóþòüñÿ ç äàíèìè ïîïåðåä-
í³õ åëåêòðîô³ç³îëîã³÷íèõ òà ³ìóíîöèòî-
õ³ì³÷íèõ äîñë³äæåíü ïðî íàÿâí³ñòü ³ âèâ³ëü-
íåííÿ  íèçêè ìåä³àòîð³â  ó  òåðì³íàëÿõ
âîëîêîí ïåðâèííèõ àôåðåíò³â, ùî çàê³í-
÷óþòüñÿ íà ð³çíèõ ñòðóêòóðàõ ÄÐÑÌ [24].
Ó äåÿêèõ ïîïåðåäí³õ ïðàöÿõ áóëè îïèñàí³
çáóäæóâàëüí³  òà ãàëüì³âí³  ñèíàïòè÷í³
â³äïîâ³ä³  â  ñïèííîìîçêîâèõ êë³òèíàõ,
âèêëèêàí³ àêòèâàö³ºþ íåéðîí³â ÑÃ [25]. Ïðè
öüîìó â³äçíà÷àëîñÿ,  ùî çáóäæóâàëüí³
ïîñòñèíàïòè÷í³  ñèãíàëè ìîæóòü  áóòè
îïîñåðåäêîâàí³  ãëóòàìàòîì ÷è ñïîð³ä-
íåíèìè àì³íîêèñëîòàìè, ùî âçàºìîä³þòü
ïåðåâàæíî ç  ðåöåïòîðàìè íå-  NÌDÀ
ñóáêëàñó [7, 24, 26]. Òàêîæ ÿê ìåä³àòîð
áóëà  îïèñ àíà  ôóíêö³ÿ  ñóáñò àíö³ ¿  Ð  ó
ïåðåäà÷³ íîöèöåïòèâíî¿ ³íôîðìàö³¿ íåéðîíàì
ÄÐÑÌ, åêñïðåñóþ÷èì NK1-ðåöåïòîðè [15].
Íàø³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü ïðî âèâ³ëüíåííÿ
ãëóò àìàòó  ÿê  çáóäæóâàëüíîãî  íåéðî-
ìåä³àòîðà  â  ñèíàïòè÷íèõ  òåðì³íàëÿõ
íåéðîí³â ÑÃ ³ ïðî ó÷àñòü NÌDÀ- è íå-
NÌDÀ-ðåöåïòîð³â ó ðåàë³çàö³¿ âÇÏÑÑ ó
íåéðîíàõ ÄÐÑÌ. Îäíàê ïðè íîðìàëüí³é
ô³ç³îëîã³÷í³é êîíöåíòðàö³¿ Ìg2+ 2 ììîëü/ë

Ðèñ 5. Åôåêòè áëîêàòîð³â ãàëüì³âíî¿ ñèíàïòè÷íî¿ ïåðåäà÷³ íà âèêëèêàí³ ãàëüì³âí³ ïîñòñèíàïòè÷í³ ñòðóìè (âÃÏÑÑ)
íåéðîí³â äîðñàëüíèõ ðîã³â ñïèííîãî ìîçêó (ÄÐÑÌ), ðåºñòðîâàíèõ â êî-êóëüòóð³: à � ôàðìàêîëîã³÷í³ âëàñòèâîñò³
âÃÏÑÑ ç³ øâèäêîþ ³íàêòèâàö³ºþ: 1 � âÃÏÑÑ â êîíòðîë³; 2 � ïðè àïë³êàö³¿ ìåò³îäèäó á³êóêóë³íó (10 ìêìîëü/ë); 3 �
ï³ñëÿ àïë³êàö³³ ñòðèõí³íó â êîíöåíòðàö³¿ 0,5 ìêìîëü/ë. á � áëîêóâàëüíà ä³ÿ ìåò³îäèäó á³êóêóë³íó (10 ìêìîëü/ë) íà
âÃÏÑÑ êë³òèí ÄÐÑÌ, çàðåºñòðîâàí³ â îäí³é ç ïàð ÑÃ/ÄÐÑÌ íåéðîí³â: 1 � âÃÏÑÑ ó êîíòðîë³; 2 � ï³ñëÿ àïë³êàö³¿
ìåò³îäèäó á³êóêóë³íó (10 ìêìîëü/ë)
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âèä³ëèòè NÌDÀ-êîìïîíåíò âÇÏÑÑ âèÿâè-
ëîñÿ íåìîæëèâèì, ùî ìîãëî áóòè ïîâ�ÿçàíî
ç ïîòåíö³àëçàëåæíèì áëîêóâàííÿì Ìg2+

âõ³äíîãî ñòðóìó ÷åðåç NÌDÀ-ðåöåïòîð-
êåðîâàí³  êàíàëè ïðè ï ³äòðèìóâàíîìó
ïîòåíö³àë³  -70 ìÂ [12].  Õî÷à â íàøèõ
óìîâàõ çì³íà ï³äòðèìóâàíîãî ïîòåíö³àëà íà
ìåìáðàíàõ ÄÐÑÌ íåéðîí³â ó á³ê äåïî-
ëÿðèçóâàëüíèõ çíà÷åíü íå âèÿâëÿëà ñóò-
òºâèõ çì³í ó ë³í³éíîñò³ õîäó âîëüò-àìïåðíèõ
õàðàêòåðèñòèê òà ê³íåòè÷íèõ âëàñòèâîñòÿõ
âÇÏÑÑ. Íàïåâíî âíåñîê NÌDÀ-ðåöåïòîð³â
ó ðåàë³çàö³þ ³íòåãðàëüíîãî âÇÏÑÑ âèÿâèâ-
ñÿ íåçíà÷íèì, áî ñêàñóâàííÿ Ìg2+-áëîêó
äåïîëÿðèçàö³ºþ íå âïëèíóëî íà ïîñò-
ñèíàïòè÷íó â³äïîâ³äü òà ¿¿ ÷àñîâ³ õàðàêòå-
ðèñòèêè.  Ìîæëèâ³ñòü îö³íèòè NÌDÀ-
êîìïîíåíò âÇÏÑÑ ñòàëà äîñòóïíîþ ò³ëüêè
ïðè âèêëþ÷åíí³ ïîçàêë³òèííîãî Ìg2+. Ïðè
öüîìó ðîçì³ð NÌDÀ-îïîñåðåäêîâàíîãî
ñòðóìó ñòàíîâèâ 18,06 % ± 2,19 % â³ä
³íòåãðàëüíîãî âÇÏÑÑ (äèâ.  ðèñ.  3,  á) .
Òàêèì ÷èíîì, ìîæíà ïðèïóñòèòè, ùî â
äîñë³äæåí³é íàìè ãðóï³ êë³òèí ÄÐÑÌ íà
ïîñòñèíàïòè÷íèõ ìåìáðàíàõ ó ñèíàïñàõ
íåéðîí³â ÑÃ ù³ëüí³ñòü NÌDÀ-ðåöåïòîð³â
º íèæ÷îþ ïîð³âíÿíî ç íå-NÌÄÀ-ðåöåï-
òîðàìè. Öå ï³äòâåðäæóº äîì³íóþ÷èé âíå-
ñîê îñòàíí³õ ó ðåàë³çàö³þ âÇÏÑÑ.

Ïèòàííÿ ïðî ³äåíòèô³êàö³þ ìåä³àòîð³â,
ÿê³ îïîñåðåäêîâóþòü ãàëüì³âíó òðàíñì³ñ³þ
â ñèíàïñàõ íåéðîí³â ÑÃ íà êë³òèíè ÄÐÑÌ,
íèí³ çàëèøàºòüñÿ â³äêðèòèì. Äåÿêèìè
äîñë³äíèêàìè áóëî âèñëîâëåíî ïðèïóùåííÿ,
ùî ÃÀÌÊ ³ ãë³öèí ÿê ìåä³àòîðè, éìîâ³ðíî,
â³ä³ãðàþòü âàæíó ðîëü ó ìîäóëÿö³¿ íîöè-
öåïòèâíî¿ òðàíñì³ñ³¿  â ÄÐÑÌ [25, 26].
²ìóííîã³ñòîõ³ì³÷í³ äîñë³äæåííÿ ç âèêîðèñ-
òàííÿì ìåòîä³â ³ìóííîãî çàáàðâëþâàííÿ
òàêîæ ïîêàçàëè íàÿâí³ñòü íåéðîí³â ³ òåðì³-
íàëåé, ùî ì³ñòÿòü ãë³öèí ³ ÃÀÌÊ ó âèñîê³é
êîíöåíòðàö³¿, â ä³ëÿíêàõ ÄÐÑÌ, ùî ïðèé-
ìàþòü ïåðâèíí³ àôåðåíòí³ âõîäè [5, 20, 21,
23]. Ïðîòå ðîëü öèõ ìåä³àòîð³â ó ãàëüìó-
âàíí³ ñåíñîðíîãî ñèãíàëó íå º çàãàëüíî-
âèçíàíîþ, ÿê ³ âçàãàë³ ³ñíóâàííÿ ãàëüì³âíèõ

ïðîåêö³é ïåðâèííèõ àôåðåíòí³â íà íåéðîíè
ÄÐÑÌ [7] .  Â  íàøèõ åêñïåðèìåíòàõ  ó
á ³ëüøîñò ³  äîñë ³äæåíèõ  êë ³òèí  ÄÐÑÌ
âÃÏÑÑ, ùî áóëè âèêëèêàí³ ñòèìóëÿö³ºþ
íåéðîí³â ÑÃ, âèÿâèëèñÿ ÷óòëèâèìè äî
áëîêàòîðà ãë³öèíîâèõ ðåöåïòîð³â (ðèñ. 5, à),
ùî äàº çìîãó ïîâ�ÿçàòè ðåºñòðàö³þ òàêèõ
ñòðóì³â ç ïðåñèíàïòè÷íèì âèâ³ëüíåííÿì
ãë³öèíó â òåðì³íàëÿõ êë³òèí ÑÃ. Êð³ì òîãî,
ê³íåòè÷í³ âëàñòèâîñò³ öèõ âÃÏÑÑ òàêîæ
óçãîäæóþòüñÿ ç òàêèìè, ðàí³ø îïèñàíèìè
äëÿ ãë³öèíåðã³÷íèõ ÏÑÑ [9, 14, 25, 26].
Îäíàê íàìè áóëè òàêîæ âèÿâëåí³ âÃÏÑÑ,
ê³íåòè÷í³ õàðàêòåðèñòèêè êîòðèõ, à òàêîæ
åôåêò àíòàãîí³ñòó ÃÀÌÊ

À
-ðåöåïòîð³â, º

ïîêàçíèêîì òîãî, ùî âîíè çóìîâëåí³ âèêè-
äîì ÃÀÌÊ ó ïðåñèíàïòè÷íèõ òåðì³íàëÿõ
ïåðâèííèõ àôåðåíò³â (äèâ. ðèñ. 5, á). Òàêèì
÷èíîì, ðåçóëüòàòè íàøèõ åêñïåðèìåíò³â
ïîêàçàëè, ùî ÿê ãë³öèí-, òàê ³ ÃÀÌÊ-åðã³÷í³
íåéðîíè ÑÃ ìîæóòü áðàòè ó÷àñòü ó ïåðå-
äà÷³ ãàëüì³âíèõ ñèãíàë³â êë³òèíàì ÄÐÑÌ.

Ïîïåðåäí³ äîñë³äæåííÿ â ³äåíòèô³êàö³¿
âëàñòèâîñòåé ãàëüì³âíî¿ òà çáóäæóâàëüíî¿
íåéðîïåðåäà÷³ íà ð³âí³ ïåðâèííèõ àôå-
ðåíòíèõ âõîä³â ñïèðàëèñÿ íà âèâ÷åííÿ
ñèíàïòè÷íèõ êîíòàêò³â, ùî ôîðìóþòüñÿ
âèçíà÷åíèìè òèïàìè àôåðåíòíèõ âîëîêîí ³
ïîâ�ÿçàí³ ç ïåðåäà÷åþ ñèãíàë³â ïåâíèõ
ìîäàëüíîñòåé .  Ó  íàø³é  ðîáîò ³  ìè  íå
ñòàâèëè çàâäàííÿ ç�ÿñóâàòè íàëåæí³ñòü
àêñîí³â ïðåñèíàïòè÷íèõ ÑÃ íåéðîí³â äî Àδ,
Aβ ÷è Ñ-òèïó âîëîêîí. Òîìó ìè íå ìîæåìî
åêñòðàïîëþâàòè íàø³ ðåçóëüòàòè íà îñîáëè-
âîñò³ õ³ì³÷íî¿ ïåðåäà÷³ áîëüîâèõ àáî ³íøèõ
êîíêðåòíèõ âèä³â ñåíñîðíèõ ñèãíàë³â.
Îäíàê ïðåäñòàâëåíà íàìè in vitro ìîäåëü
ñóì³æíî-êóëüòèâîâàíèõ äèñîö³éîâàíèõ
íåéðîí³â ÑÃ/ÄÐÑÌ äàº ìîæëèâ³ñòü âèâ÷åí-
íÿ ìîäóëþâàëüíèõ åôåêò³â íà ñèíàïòè÷íó
ïåðåäà÷ó, à òàêîæ äåòàëüíîãî äîñë³äæåííÿ
îñîáëèâîñòåé ôóíêö³îíóâàííÿ ñïåöèô³÷íèõ
ñèíàïòè÷íèõ êîíòàêò³â, ùî ôîðìóþòüñÿ â
ïàð³ êë³òèí ÑÃ ³ ÄÐÑÌ, òà â³äîáðàæàþòü
ïåðøèé ð³âåíü îáðîáêè ñîìàòîñåíñîðíèõ
ñèãíàë³â.
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ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÑÅÍÑÎÐÍÎÉ ÍÅÉÐÎ-
ÒÐÀÍÑÌÈÑÑÈÈ Â ÊÎ-ÊÓËÜÒÓÐÅ
ÍÅÉÐÎÍÎÂ ÑÏÈÍÀËÜÍÛÕ ÃÀÍÃËÈÅÂ È
ÄÎÐÑÀËÜÍÛÕ ÐÎÃÎÂ ÑÏÈÍÍÎÃÎ ÌÎÇÊÓ
ÊÐÛÑ

Â äàííîé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ñâîéñòâà õèìè÷åñêîé
íåéðîïåðåäà÷è íà óðîâíå ïåðâè÷íûõ àôôåðåíòíûõ âõîäîâ
â ñïèííîé ìîçã íà ðàçðàáîòàííîé íàìè ïðîñòîé è óäîáíîé
in vitro ìîäåëè ñìåæíî-êóëüòèâèðóåìûõ äèññîöèèðîâàííûõ
íåéðîíîâ ñïèíàëüíûõ ãàíãëèåâ (ÑÃ) è íåéðîíîâ äîðñàëüíûõ
ðîãîâ ñïèííîãî ìîçãà (ÄÐÑÌ) íîâîðîæäåííûõ êðûñ.
Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé ïîêàçàëè íàëè÷èå
âîçáóæäàþùèõ è òîðìîçíûõ ñèíàïñîâ íåéðîíîâ ÑÃ íà
êëåòêàõ ÄÐÑÌ. Âîçáóæäàþùàÿ íåéðîòðàíñìèññèÿ â òàêèõ
ñèíàïñàõ áûëà îïîñðåäîâàíà ïðåñèíàïòè÷åñêèì âûñâî-
áîæäåíèåì ãëóòàìàòà è ïîñëåäóþùåé àêòèâàöèåé ðå-
öåïòîðîâ NÌDÀ- è íå- NÌDÀ-ñóáêëàññîâ. Ïðè ýòîì
àêòèâàöèÿ íå-NÌDÀ-ðåöåïòîðîâ äåëàåò îñíîâíîé âêëàä
â ðåàëèçàöèþ âîçáóæäàþùèõ ïîñòñèíàïòè÷åñêèõ ýôôåêòîâ.
Â ïåðåäà÷ó òîðìîçíûõ ñèãíàëîâ áûëè âîâëå÷åíû êàê
ãëèöèí-, òàê è ÃÀÌÊ-ýðãè÷åñêèå íåéðîíû ÑÃ. Îäíàêî â
áîëüøèíñòâå èññëåäîâàííûõ ïàð íåéðîíîâ òîðìîçíàÿ
ñèíàïòè÷åñêàÿ òðàíñìèññèÿ áûëà îïîñðåäîâàíà ïðåñè-
íàïòè÷åñêèì âûñâîáîæäåíèåì ãëèöèíà. Ïðåäëîæåííàÿ íàìè
in vitro ìîäåëü êî-êóëüòóðû íåéðîíîâ ÑÃ/ÄÐÑÌ, â îòëè÷èå
îò ðàíåå ðàçðàáîòàííûõ ïîäîáíûõ ìåòîäîâ, ïîçâîëÿåò
íàèáîëåå ïîëíî èñïîëüçîâàòü ñîâðåìåííûå ìåòîäè÷åñêèå
ïîäõîäû â èçó÷åíèè îñîáåííîñòåé òðàíñìèññèè ñîìàòî-
ñåíñîðíîé èíôîðìàöèè ñ ïåðèôåðèè â ÖÍÑ, à òàêæå äàåò
âîçìîæíîñòü ãëóáîêîãî èññëåäîâàíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ
ñâîéñòâ ñèíàïñîâ àôôåðåíòíûõ íåéðîíîâ.
Êëþ÷åâûå ñëîâà: ñïèíàëüíûå ãàíãëèè, äîðñàëüíûå ðîãà
ñïèííîãî ìîçãà, êî-êóëüòóðà, ñèíàïòè÷åñêàÿ ïåðåäà÷à,
NÌDÀ-ðåöåïòîðû, íå-NÌDÀ-ðåöåïòîðû, γ-àìèíîìàñëÿ-
íàÿ êèñëîòà, ãëèöèí, âûçâàííûå ïîñòñèíàïòè÷åñêèå òîêè.

M. S. Shipshina, N. S. Veselovsky

CHARACTERISTICS OF SENSORY
NEUROTRANSMISSION IN CO-CULTURE OF
BOTH THE RAT DORSAL ROOT GANGLION
AND THE RAT DORSAL HORN SPINAL CORD
NEURONS

We examined properties of chemical neurotransmission at the
level of primary afferent inputs into spinal cord with the new
easy-to-use in vitro model of contiguously-cultivated dissoci-
ated both the dorsal root ganglion neurons (DRG) and the
dorsal horn spinal cord neurons (DHSC) from newborn rats.
The results of our studies showed the presence of excitatory
and inhibitory DRG neurons synapses on the cells of DHSC.
The excitatory afferent signaling in such synapses was medi-
ated by presynaptic release of glutamate and a following acti-
vation of both NMDA- and non-NMDA-receptor subclasses.

In these cases the activation of non-NMDA-receptors makes
a main contribution to realization of excitatory postsynaptic
effects. Either glycine- or GABA-ergic DRG neurons were
involved in transmission of inhibitory signals to the DHSC
neurons. However, in vast majority of examined neuronal pairs
the inhibitory synaptic transmission was mediated by pr-
esynaptic release of glycine. As distinct from the previous
similar methods, an in vitro model of co-culture of both the
DRG and the DHSC neurons proposed here allows to use
comprehensively modern technical approaches for examina-
tion of the transmission of somatosensory information from
the periphery to the CNS. The described model could be ac-
ceptable for detailed investigation of specific properties of
primary afferent synapses.
Key words: dorsal root ganglion, dorsal horn spinal cord, co-
culture, synaptic transmission, NMDA- receptors, non-
NMDA-receptors, GABA, glycine, evoked postsynaptic
currents.
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