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Вивчення особливостей нейропередачі на рівні окремих синаптичних зв’язків в ЦНС високо
організованих хребетних тварин пов’язано із значними методичними та принциповими труднощами. 
Серед останніх слід зазначити велику кількість нейронних елементів та взаємодію численних 
модуляторних систем у складних нейронних мережах. Тому аналіз ефектів синаптичної передачі 
та її пластичних властивостей доцільно проводити з використанням спрощених нейронних мереж, 
зокрема сумісних культур пре- та постсинаптичних нейронів. Деякі модельні системи, наприклад 
дисоційована ко-культура нейронів спинальних гангліїв (СГ) та дорсального рогу (ДР) спинного мозку 
щурів, здатні відтворювати in vivo властивості першої функціональної ланки передачі сомато-
сенсорної інформації з периферії до ЦНС. Такі модельні системи стають цінним інструментом 
для експериментального аналізу міжнейронних взаємодій, модуляції нейропередачі та синаптичної 
пластичності. В даній роботі ми пропонуємо розглянути методику та переваги використання ко-
культури нейронів СГ та ДР в електрофізіологічних експериментах для дослідження синаптичної 
передачі в первинних сомато-сенсорних синапсах.
Ключові слова: синаптична передача, ко-культура, спинальні ганглії, дорсальні роги спинного мозку, 
постсинаптичні струми.
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ВСТУП

Основні труднощі, які виникають при де
тальному вивченні механізмів синаптичної 
передачі у нервовій системі в цілому та, 
зокрема, при передачі сенсорної інформації 
в ЦНС, зумовлені складною нейронною 
організацією відповідних шляхів (наявність 
збуджувальних та гальмівних моно- та 
полісинаптичних контактів, залучення різ
них модуляторних систем тощо). Одним 
з методичних підходів, що надають мож
ливість подолати такі труднощі, є дос
лідження нейропередачі в парі синаптично 
зв’язаних клітин з використанням сучасних 
електрофізіологічних методів реєстрації 
електричних сигналів. В такій системі стає 
можливим чітко ідентифікувати моно- та 

полісинаптичні зв’язки між досліджуваними 
нейронами, контролюючи процес вивільнення 
нейромедіаторів у пресинаптичних клітинах. 

Вивчення синаптичної пластичності у 
класичному розумінні потребує контролю 
стимульованих аферентних шляхів. Ефекти 
зміни сили синаптичної передачі можуть 
бути інтерпретовані як пластичність у да
них синаптичних входах лише за умови їх 
гарантованого залучення до стимуляції при 
відсутності неконтрольованих сторонніх 
впливів з боку сусідніх аферентних входів. 
В цьому контексті дослідження в парі си
наптично зв’язаних ко-культивованих ней
ронів дають можливість аналізувати силу 
синаптичної передачі на елементарному рівні, 
що охоплює діапазон пластичних можливостей 
поодинокого пресинаптичного нейрона. 
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Культури дисоційованих нейронів різ
них популяцій є зручними об’єктами елект
рофізіологічних досліджень, вони широко 
використовуються для вивчення моду
люючих ефектів на синаптичному рівні, 
для аналізу взаємодії між різними ней
ромедіаторами [1-6]. В умовах культури 
in  vitro нейрони розвиваються відповідно 
до своїх властивостей in  vivo, зберігають 
електрофізіологічні [3; 6-8] та нейромедіатор
ні характеристики, відновлюють мієлініза
цію аксонів [9], здійснюють синаптогенез з 
іншими нейронами [3, 5, 8]. 

Низка досліджень присвячена вивченню 
властивостей нейропередачі на рівні пер
винних аферентних входів у спинний мозок 
та її ролі у здійсненні сомато-сенсорних 
реакцій організму. В основному дослідження 
механізмів функціонування аферентної 
ланки передачі соматичної сигналізації та 
нейропередачі між нейронами СГ та ДР 
проводяться в експериментах ex vivo на зрізах 
спинного мозку із збереженими дорсальними 
корінцями [10-13], які підлягають стимуляції 
для отримання постсинаптичних відповідей у 
нейронах ДР. Однак, широке використання у 
нейрофізіологічних дослідженнях первинних 
культур нейронів стало передумовою для 
розробки зручніших об’єктів дослідження 
з метою детального вивчення властивостей 
синапсів та ефектів різних фармакологічних 
агентів на нейропередачу. У зв’язку з цим 
деякими авторами була запропонована низ
ка методів сумісного культивування ней-
ронів СГ та спинного мозкку, або ДР [2, 
3, 5, 8]. Здатність культивованих нейронів 
відтворювати функціональні синаптичні 
зв’язки, які характерні для них in vivo, до-
зволяє використовувати ко-культури в якості 
адекватних об’єктів дослідження. Однак, 
відтворення більшості з таких модельних 
об’єктів пов’язано із рядом технічних та 
методичних обмежень, складності у візуаль-
ній ідентифікації пари синаптично зв’язаних 
нейронів, а також з низькою продуктивність 
електрофізіологічних досліджень аферентної 

нейропередачі [14-16]. В даній роботі ми 
пропонуємо розглянути альтернативну 
методику дослідження сомато-сенсорної 
синаптичної передачі в ко-культурі нейронів 
СГ та ДР в поєднанні з парною «петч-клемп» 
реєстрацією трансмембранних струмів та 
потенціалів в конфігурації «ціла клітина» 
одночасно на пре- та постсинаптичній 
клітинах.
Приготування первинної ко-культури низької 
щільності дисоційованих нейронів щурів.
Ко-культивування нейронів ДР та пов’язаних 
з ним нейронів СГ неонатальних щурів лінії 
Вістар проводилося згідно з методикою, 
розробленою у відділі фізіології нейронних 
мереж Інституту фізіології імені О.О. Бого
мольця НАН України [17]. Усі процедури 
проводились відповідно до міжнародних 
принципів Європейської конвенції про захист 
хребетних тварин, які використовуються 
для експериментальних та інших наукових 
цілей ( Страсбург, 18 березня 1986 р), та  
Рекомендацій Першого Національного кон
гресу з питань біоетики (Київ, Україна, 
20 вересня 2001р.).  План та процедури 
експериментів були схвалені Комісією з 
біоетики Інституту фізіології імені О.О.Бо
гомольця НАН України.

В основу методу покладено необхідність 
підтримання умов для просторового роз’єд
нання двох популяцій нервових клітин на 
етапі їх прикріплення шляхом розміщення 
дисоційованих нейронів ДР та СГ у суміжних 
компартментах відповідних камер для ко-
культивування (рис. 1).

Люмбальний відділ спинного мозку і 
зв’язані з ним СГ виділяли з однієї тварини 
в розчин мінімального середовища Ігла 
(MEM, «Sigma», США), що містив 20  мM 
HEPES, 25 од/мл бензилпеніциліну натрієвої 
солі та 25  мкг/мл стрептоміцину сульфата. 
Після видалення спинномозкових оболонок 
ДР відокремлювали, розрізали на сегменти, 
які інкубували у 0,2 %-му розчині трипсину 
(тип XI, «Sigma», США) протягом 8 хв при 
температурі 37ºC. Паралельно СГ звільняли 
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Рис.1. Схематичне зображення процесу виготовлення ко-культури дисоційованих нейронів спинальних гангліїв (СГ) 
та нейронів дорсального рогу (ДР)

від залишків передніх і задніх корінців 
та спинномозкового нерва, інкубували у 
0,2 %-му розчині пронази (Pronase E, «Serva», 
Німеччина) протягом 7 – 8 хв при температу
рі 37ºC. Після ферментації тканини СГ та 
ДР промивали розчином, що містив 9,6  г/л 
МЕМ, 10 % кінської сироватки (Horse serum, 
«Gibco», США). 

Механічну дезагрегацію клітин ДР та 
СГ проводили у розчині для культивування 
з використанням набору пастерівських 
піпеток із різними послідовними вихідними 
діаметрами кінчиків. Розчин для культивування 
містив 9,6 г/л MEM, 10 % кінської сироват-
ки (Horse Serum, «Gibko», США), 2,2  г/л 
NaHCO3, 100 нМ інсуліну (Insulin, «Sigma», 
США), 25 од/мл бензилпеніциліну натрієвої 
солі, 25  мкг/мл стрептоміцину сульфата. 
Суспензії клітин розводили для отримання 
кінцевої щільності 50000 клітин/см2. 

Клітини обох популяцій висівали у відповід
ні компартменти камер для ко-культивування на 
скельця, попередньо вкриті полі-L-орнітіном. 
Камери для ко-культивування виготовляли 
на основі силіконових культуральних вставок 
flexiPERM slide («greiner bio-one», Німеччина) 
із вмонтованими в них покривними скельцями, 
які створювали переділ, перпендикулярний 
контактній поверхні. Таким чином, формувалися 
два компартмента, в кожний з яких розміщува-
ли суспензію нейронів відповідної популяції 
(рис.1). Щільні контакти в місцях стикання 
камер з підкладкою запобігали взаємному 

проникненню рідин між компартментами, 
що виключало змішування суспензій клітин 
і дозволило отримати розділені ко-культури 
клітин СГ та ДР.

Надалі ко-культури інкубували при 
температурі 37ºC, концентрації CO2 5 % та 
абсолютній вологості протягом 1 год. Після 
прикріплення клітин камери знімали, у чашки 
Петрі з ко-культурою додавали по 2 мл роз
чину для культивування та інкубували при 
вище зазначених умовах протягом декількох 
тижнів. На 2-у – 3-ю добу до ко-культур 
додавали 5  мкМ цитозин-А-D-арабіно-
фуранозида («Sigma», США) для пригнічення 
проліферації гліальних клітин, а через 24 – 36 
годин замінювали розчин на нормальний. 
В таких умовах аксони нейронів СГ вільно 
проростали у напрямку цільових нейронів 
ДР і формували на них функціональні 
синаптичні контакти. 
Морфологічні характеристики ко-культиво-
ваних нейронів СГ та ДР
Нейрони СГ та ДР неонатальних щурів при 
ко-культивуванні розвиваються відповідно 
до своїх фенотипічних властивостей [14, 16], 
добре розрізняються морфологічно, вільно 
формують розгалужені нейромережі (рис. 2). 
При фазово-контрастній мікроскопії нейрони 
СГ відрізнялися круглими або еліпсоїдними 
фазово-яскравими сомами діаметром від 
15 до 50  мкм. Більшість клітин на 9  –  16 
день культивування були представлені 
псевдоуніполярними та псевдобіполярними 
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Рис. 2. Нейрони СГ та ДР щурів у первинній ко-культурі. Клітини через 2 години після посадки (DIV0), на 3 добу (DIV3), 
на 7 добу (DIV7) та на  14 добу (DIV14) ко-культивування. Чорними стрілками позначені нейрони СГ, білими – нейрони 
ДР; пунктирна двостороння стрілка позначає межу розділу нейронів двох популяцій.

клітинами, рідше поліморфними нейронами 
великих розмірів (більше 35 мкм) з декілько-
ма (3-6) відростками. Соми нейронів ДР були 
більш фазово-темними у порівнянні з ней-
ронами СГ, мали менш чітко виражене ядро. 
Популяція нейронів ДР була представлена, в 
основному, мульти- та біполярними клітина-
ми різних розмірів.

Поведінка гліальних клітин СГ та ДР 
протягом культивування сприяла змінам 
просторового розташування клітин на під
кладці у бік злиття двох популяцій. Вже на 
3-ю добу ко-культивування межа поділу між 
клітинами СГ та ДР була повністю заселена 
гліальними елементами та фібробластами 
і згодом ставала менш чітко вираженою 
(рис. 2). Рисунок розміщення нейронів в ко-
культурі також дещо змінювався внаслідок 
інтенсивної міграції та проліферації шван
нівських клітин та фібробластів.

Застосування методики парної «петч-клемп» 
реєстрації в ко-культурі нейронів СГ та ДР.
Парну «петч-клемп» реєстрацію трансмемб
ранних струмів та потенціалів в конфігурації 
«ціла клітина» [18, 19] виконували у парах 
потенційно синаптично зв’язаних нейронів СГ 
та ДР після 14-тої доби ко-культивування. Візу-
алізацію нейронів та їх відростків здійснювали 
за допомогою інвертованого мікроскопа 
Axiovert S100 («Karl Zeiss», Німеччина) з 
фазово-контрастним імерсійним об’єктивом 
(Plan-Neofluar 100× NA 1.30), що дозволяло 
отримати в системі 1000-кратне оптичне 
збільшення і полегшувало ідентифікацію пари 
нейронів (рис. 3). Наявність синаптичного 
зв’язку визначали за умов реєстрації вик
ликаних постсинаптичних струмів у нейроні 
ДР (в режимі фіксації потенціалу) внаслідок 
генерації ПД в нейроні СГ (в режимі фіксації 
струму).
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В якості пресинаптичних клітин в екс
перимент брали псевдоуніполярні або 
псевдобіполярні нейрони СГ зі стабільним 
потенціалом спокою, більш негативним за 
50 мВ, внутрішнім електричним опором, не 
нижчим за 200  МОм, та діаметром клітин-
них тіл 10 – 25 мкм. Поодинокі ПД в таких 
нейронах викликали деполяризуючими 
поштовхами струму тривалістю 20  –  30  мс 
та амплітудою 50  –  80  пА, що подавалися 
з інтервалом 5  с для виміру контрольних 
значень амплітуд постсинаптичних струмів 
в нейронах ДР. Підтримуваний потенціал на 
мембранах нейронів ДР становив −60  мВ. 
Всі експерименти виконували при кімнатній 
температурі (21 – 24ºС).

Для дослідження нейротрансміссії в 
сомато-сенсорних синапсах аналізували 
кінетичні та фармакологічні властивості 
постсинаптичних струмів, зареєстрованих 
у нейронах ДР у відповідь на генерацію ПД 
поодинокими нейронами СГ. Такі викликані 
постсинаптичні струми були монофазними, 
мали невелику постійну синаптичну затримку 
та не виявляли пропусків на пресинаптичну 
стимуляцію з частотою 5  с-1 та 20  с-1 і/
або 50  с-1. Такі характеристики струмів 
дозволяють визначати їх як моносинаптичні 
[20, 21]. Результати наших досліджень в 
кокультурі підтверджують домінуючу роль 
глутамату як нейромедіатора в передачі 
сигналів від нейронів СГ нейронам ДР. 

Аналогічні висновки були представлені 
в результаті досліджень нейропередачі 
в сумісних [2], двокомпонентних [5] та 
мікроострівцевих [8] ко-культурах нейронів 
СГ та спинного мозку щурів.

ВИСНОВКИ

Застосування запропонованої методики 
ко-культивування нейронів СГ та ДР в 
поєднанні з парною «петч-клемп» реєст
рацією трансмембранних струмів та потен
ціалів в конфігурації «ціла клітина» одно
часно на пре- та постсинаптичній клітині 
надає ряд переваг у дослідженнях сомато-
сенсорної нейропередачі. Можливість чітко 
ідентифікувати моно- та полісинаптичні 
зв’язки між досліджуваними нейронами 
та регулювати процес вивільнення нейро
медіаторів у пресинаптичних клітинах 
шляхом контролю їх імпульсної активності 
дозволяє проводити адекватну оцінку базо
вих властивостей синаптичної передачі. 
Контроль пре- та постсинаптичної регуляції 
нейропередачі в таких експериментах надає  
можливість детально вивчати механізми 
короткочасної та довготривалої синаптичної 
пластичності в моделях різних патологічних 
станів.

Дані про фінансову підтримку. Методичні 
підходи, описані в роботі, використовуються 
для досліджень, підтриманих грантом На

Рис 3. Парна «петч-клемп» реєстрація в ко-культурі синаптично зв’язаних нейронів спинальних гангліїв (СГ) та  нейронів 
дорсального рогу (ДР) спинного мозку щурів. А, реконструйоване мікрофотографічне зображення ілюструє нейрон 
дорсального рогу (DH) та ганглій дорсального корінця (DRG) в ко-культурі під час експерименту. Б, спрощена схема 
електрофізіологічного експерименту. В, типовий соматичний ПД пресинаптичного нейрона СГ (вгорі) та викликаний 
постсинаптичний струм (вЗПСС), зареєстрований у постсинаптичному нейроні ДР (внизу). 

Застосування ко-культури нейронів спинальних гангліїв та дорсального рогу спинного мозку щурів для дослідження нейропередачі
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ціонального фонду досліджень України 
№2023.05/0023 для проєкту «Біомедичний 
центр іноваційних досліджень у галузі 
нейронаук».
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