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Анотацiя
Сiткiвка — це периферична частина зорового аналiзатора. Вiд неї iнтегрованi сигнали вiзуальної iнформацiї
передаються волокнами зорового нерва (ЗН) в пiдкорковi центри головного мозку. Зоровий нерв формують аксони
ганглiозних клiтин – висхiдних нейронiв сiткiвки. Авторами запропонована 𝑖𝑛 𝑣𝑖𝑡𝑟𝑜 модель — первинна культура
дисоцiйованих клiтин сiткiвки. Завдяки їй стає можливим вивчення особливостей передачi сенсорної iнформацiї з
використанням сучасних електрофiзiологiчних та фармакологiчних методiв дослiдження. В роботi представлено
основнi етапи пiдготовки та культивування.
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Вступ

Око – складний орган сенсорного сприйняття, ево-
люцiя якого починається з примiтивних свiтлочу-
тливих плям на поверхнi тiла безхребетних. Воно
складається з шару рецепторiв, системи лiнз, яка
фокусує свiтло на цi рецептори, i системи нервiв, яка
проводить iмпульси до мозку. Свiтло, яке потрапляє
в око, долає шлях крiзь прозорi шари клiтин до фото-
рецепторiв сiткiвки, де й вiдбувається перетворення
оптичної iнформацiї в електричнi iмпульси, якi по
зоровому тракту надходять до мозку [2].

Вперше анатомiчна будова шарiв сiткiвки була
замальована Сантьяго Рамоном-i-Кахалем наприкiн-
цi XIX сторiччя. Завдяки його дослiдженням стало
зрозумiло, що функцiонування нервової системи без-
посередньо залежить вiд форми та розташування
нейронiв, а, окрiм цього, вiд областi виникнення та
кiнцевої мiшенi нервового iмпульсу.

Дослiдження механiзмiв нейротрансмiсiї вiд нейро-
нiв сiткiвки до аналiтичних дiлянок головного мозку
вiдiграє важливу роль у створеннi та впровадженнi
нових методiв лiкування та профiлактики тяжких
патологiй, пов’язаних з дисфункцiєю сiткiвки та зо-
рового нерва (ЗН). В наш час активно ведеться ро-
бота з пошуку зв’язку мiж вивiльненням окремих
нейромедiаторiв i активацiєю вiдповiдних постсина-
птичних рецепторiв, що виконують функцiональну
роль в передачi зорового сигналу [5]. Наприклад,
було встановлено, що збуджувальна нейропередача
в ЗН опосередковується вивiльненням глутамату та
активацiєю постсинаптичних НМДА- та не-НМДА-
рецепторiв [4, 6]. Однак, проведення якiсного експе-
рименту можливо за наявностi належної матерiаль-
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ної бази. Тому цiннiсть детального розгляду основ-
них етапiв створення культури нервових клiтин 𝑖𝑛
𝑣𝑖𝑡𝑟𝑜 не викликає нiяких сумнiвiв.

1. Структура та функцiї сiткiвки

Сiткiвка – внутрiшня свiтлочутлива оболонка ока,
що простягається спереду майже до вiйкового тiла.
Вона органiзована в 10 шарах i мiстить палички та
колбочки (зоровi рецептори), а також чотири ти-
пи нейронiв: бiполярнi, горизонтальнi, амакриннi та
ганглiознi клiтини [1].

Рис. 1. Нейроннi компоненти позаямкової частини
сiткiвки. К – колбочка; П – паличка; КБ, ПБ, ПлБ
– карликовi, паличковi та плоскi бiполярнi клiтини;
ДГ, КГ – дифузнi i карликовi ганглiознi клiтини;
Г – горизонтальнi клiтини; А – амакриннi клiтини.
Рисунок з [1]
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Свiтло, потрапляючи на фоторецептори, викликає
в них локальнi градуальнi сигнали, якi передаються
до бiполярних клiтин, а з них – до ганглiозних. Аксо-
ни ганглiозних клiтин проводять iнтегрованi сигнали
до пiдкоркових центрiв нервової системи. Горизон-
тальнi та амакриннi клiтини слугують посередника-
ми мiж iншими типами клiтин. Першi зв’язують мiж
собою клiтини фоторецепторiв, якi прикрiплюються
до зовнiшнього сiтчастого шару, а другi – ганглiознi
клiтини у внутрiшньому сiтчастому шарi [3].

2. Процедура видiлення та ферментативна
обробка сiткiвки

Препарацiя сiткiвки повинна була виконуватися
за найменший можливий час пiсля декапiтацiї твари-
ни. Це було необхiдно через ускладнення процедури
вiдокремлення складових ока внаслiдок загибелi клi-
тин сiткiвки за вiдсутностi обмiну важливих для їх
функцiонування елементiв.

Якiсне виконання основних стадiй процесу зале-
жить як вiд детальної пiдготовки та стерильностi
необхiдних iнструментiв, так i вiд середовища для
видiлення та культивування клiтин. Пiд час приго-
тування середовищ був досягнений сталий рiвень pH.
Для середовища для видiлення та культивування
pH становив 7,4 i 7,2 вiдповiдно. Контроль рiвня pH
виконувався за допомогою pH метру фiрми "𝑊𝑇𝑊"
(pH 526). Стерилiзацiя середовищ забезпечувалася
шляхом фiльтрацiї через мембрани з порами дiаме-
тром 0,22 мкм.

2.1. Середовище для видiлення

В данiй роботi використовувалося заздалегiдь пiд-
готовлене середовище з буфером 𝐻𝐸𝑃𝐸𝑆 до якого
було додано необхiднi реактиви фiрми "𝑆𝑖𝑔𝑚𝑎" ,
США (50 од/мл бензилпенiцилiну та 50 мг/мл стре-
птомiцину сульфату). Точний склад розчину пред-
ставлений в Табл.1.

Табл. 1. Середовище для видiлення
𝑀𝐸𝑀+𝐻𝐸𝑃𝐸𝑆(20 млM)

H2O 100 мл
𝑀𝐸𝑀 (𝑆𝐼𝐺𝑀𝐴,𝑀 − 0268) 960 млг
𝐻𝐸𝑃𝐸𝑆 (𝐻3375 𝑎𝑐𝑖𝑑) 476 млг
Бензилпенiцилiн 50 мкл
Стрептомiцин сульфат 50 мкл

2.2. Середовище для культивування

Середовищем для культивування слугувало мiнi-
мальне середовище Iгла з доданими до нього реакти-
вами американських фiрм "𝑆𝑖𝑔𝑚𝑎" (220 млг 1,25%
розчину iнсулiну, 25 од/мл бензилпенiцилiну та 50
мг/мл стрептомiцину сульфату) та "𝐺𝑖𝑏𝑐𝑜" (10 мл
10% кiнської сироватки). Склад вказано в Табл. 2.

Табл. 2. Середовище для культивування

H2O 100 мл
𝑀𝐸𝑀 (𝑆𝐼𝐺𝑀𝐴,𝑀 − 0268) 960 млг
𝐺𝑖𝑏𝑐𝑜 10 мл
𝑁𝑎𝐻𝐶𝑂3 220 млг
Iнсулiн (1,25% розчин) 220 млг
Бензилпенiцилiн 50 мкл
Стрептомiцин сульфат 50 мкл

2.3. Основнi етапи

В експериментi були використанi бiлi безпороднi
щури одного дня пiсля народження, обох статей.

Всi манiпуляцiї виконувалися в стерильному боксi
з духовою шафою задля запобiгання контамiнацiї.
В ходi даної роботи нами були запропонованi та
виконанi наступнi стадiї цього процесу:

• Перший етап (без використання мiкроскопа):
1) Декапiтацiя щура
2) Видiлення очного яблука
3) Занурення об’єкта в середовище для видiле-

ння, яке мiститься в завчасно пiдготовленiй
чашцi Петрi дiаметром 35 мм

• Другий етап (безпосередньо пiд мiкроскопом):
1) Фiксацiя ока на силiконовiй пiдложцi, яка

знаходиться на днi чашки Петрi дiаметром
35 мм, за допомогою маленьких голок

2) Виконання обережного кругового надрiзу
пiд кутом до поверхнi ока трохи вiдступив-
ши вiд зубчатого краю

3) Видалення рогiвки, кришталика та склопо-
дiбного тiла

4) Вiддiлення хорiоiдної оболонки вiд сiткiвки
5) Вiдокремлення сiткiвки вiд зовнiшньої обо-

лонки зорового яблука та перерiзання зо-
рового нерва

6) Фрагментацiя сiткiвки
• Третiй етап:

1) Ферментативна обробка з використанням
трипсину (𝑇𝑟𝑦𝑝𝑠𝑖𝑛 𝑡𝑦𝑝𝑒 𝑋𝐼 "𝑆𝑖𝑔𝑚𝑎" ,
США) за температури 37∘𝐶 протягом 8
хвилин

2) Багаторазове промивання отриманої ткани-
ни середовищем для культивування

3) Механiчне роздiлення клiтин сiткiвки ме-
тодом багаторазового пропускання через
Пастерiвськi пiпетки рiзного дiаметру

4) Перемiщення отриманої суспензiї в завча-
сно пiдготовленi чашки Петрi покритi по-
лiорнiтином ("𝑆𝑖𝑔𝑚𝑎" , США)

5) Культивування клiтин в iнкубаторi в умо-
вах атмосфери збагаченої CO2 (5 ± 0,5%)
при 37± 0, 5∘𝐶 i вологостi 80%

Призупинення пролiферацiї глiальних клiтин здiй-
снювалося за допомогою внесення до середовища
цитозин-А-D-арабiно-фуранозиду (𝐴𝑟𝑎−𝐶 , "𝑆𝑖𝑔𝑚𝑎"
, США) концентрацiєю 10 мкМ на третю добу куль-
тивування. На четверту добу вiдбувалася повна за-
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мiна середовища для культивування, а далi через
кожнi 5 дiб — часткова.

3. Характеристики отриманої культури
В умовах культивування ганглiознi клiтини сiткiв-

ки розвивалися за своїми фенотипiчними характери-
стиками та регенерували свої аксони. Мiкроскопiчне
зображення клiтин отриманої авторами культури
представлено на Рис.2а,2б. Можна побачити, що на
фотографiях добре розрiзнюються ганглiознi клiти-
ни сiткiвки. Цей факт є необхiдною складовою для
використання даної культури у подальших електро-
фiзiологiчних дослiдженнях.

Також, варто зазначити, що авторам вдалося за-
безпечити успiшне пiдтримання життєдiяльностi пер-
винної культури клiтин сiткiвки протягом 1 мiсяця i
бiльше.

(а)

(б)

Рис. 2. Отримана культура ганглiозних клiтин сiткiв-
ки (а, б). Масштаб складає 20 мкм

Висновки

Основне завдання культивування клiтин – пiдтри-
мання їх життя в створених лабораторних умовах.
Внаслiдок цього можливе подальше дослiдження
електрофiзiологiчних процесiв за норми та патоло-
гiї. Це має безпосереднє значення для моделювання
рiзних патологiчних факторiв – наприклад, гiпоксiї,
оксидативного стресу та багатьох iнших.

Авторами була отримана первинна культура клi-
тин сiткiвки з добре розвиненими синаптичними
зв’язками, яку можна використовувати для подаль-
ших електрофiзiологiчних та фармакологiчних до-
слiджень. Варто зазначити, що за допомогою запро-
понованої методики культивування можна значно по-
довжити термiн життя нейронiв до 1 мiсяця i бiльше,
що дозволить моделювання не тiльки короткочасних,
а й довготривалих процесiв.
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