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Анотацiя
Ми дослiдили квантовi та кiнетичнi характеристики збуджувальних спонтанних постсинаптичних струмiв нейронiв
superficial superior colliculus (SSC) in vitro за рiзної зовнiшньоклiтинної концентрацiї кальцiю: [Ca2+]зовн = 2 ммоль,
1 ммоль та 0, 5 ммоль. Кiлькiсний аналiз частотних характеристик струмiв показав, що вивiльнення нейромедiатора
глутамату – кальцiйзалежний процес. Зареєстрованi струми подiлялися на три групи за часом наростання, двi з яких
спостерiгались за будь-якої концентрацiї [Ca2+]зовн = 2. Третя група високоамплiтудних струмiв присутня лише
за максимальної концентрацiї iонiв, що свiдчить про залежнiсть амплiтуди вiд зовнiшньоклiтинної концентрацiї
кальцiю. З унiмодальних гiстограм розподiлу амплiдут ми визначили величину кванту – постсинаптичну вiдповiдь
на вивiльнення одного кванту глутамату (−10, 3 ± 2, 5 пА) в синапсах мiж ганглiозними клiтинами сiткiвки та
нейронами SSC. Отриманi даннi виявили наявнiсть диференцiйованих груп струмiв, що вiдображає рiзну стадiю
формування даних синапсiв з вiдмiнною рецепторною композицiєю.
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Вступ

Superior colliculus – один iз пiдкоркових зорових
центрiв, являється важливим елементом механiзму
обробки зорової iнформацiї. Його верхнi шари –
superficial superior colliculuc (SSC), отримують прямi
входи вiд ганглiозних клiтин сiткiвки (ГКС). Сина-
пси мiж ГКС та нейронами SSC є першими конта-
ктами на шляху передачi зорового сигналу вiд сi-
ткiвки у вищi вiддiли центральної нервової системи
(ЦНС). Тому вивчення даних синапсiв є необхiдним
для розумiння процесiв передачi та обробки зорової
iнформацiї.

Основним збуджувальним нейромедiатором ЦНС
є глутамат. Саме за рахунок вивiльнення глутамату
пресинапсами ГКС та активацiєю постсинаптичних
НМДА- та АМПА-рецепторiв на нейронi SSC опосе-
редковується швидка передача зорового сигналу в
даних проекцiях.

Спонтаннi постсинаптичнi струми (сПСС) вiдобра-
жають активнiсть всiх аферентних входiв даної клi-
тини. Аналiз флуктуацiй амплiтуд сПСС та їх кi-
нетичних характеристик дозволяє оцiнити характе-
ристики квантового вивiльнення нейромедiатора в
синапсах.

В нашiй роботi ми сфокусувалися на аналiзi хара-
ктеристик збуджувальних сПСС для оцiнки особли-
востей вивiльнення глутамату та активацiї постси-
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наптичних НМДА- та АМПА-рецепторiв в синапсах
кокультивованих ГКС та нейронiв SSC.

Методика
Данi були отриманi у ходi електрофiзiологiчних

експериментiв на кокультурi клiтин сiткiвки та ней-
ронiв SSC. Детальний опис усiх методик було пред-
ставлено ранiше [1]. СПСС реєстрували методом
«patch-clamp» у конфiгурацiї «цiла клiтина» в ре-
жимi фiксацiї напруги за рiзних концентрацiй зов-
нiшньоклiтинного кальцiю: [Ca2+]зовн = 2 ммоль –
перший iнтервал; 1 ммоль – другий iнтервал; 0, 5
ммоль – третiй iнтервал.

Файл реєстрацiї активностi клiтини оброблявся за
допомогою програмного пакету Clampfit 9.0 («Axos
Instruments», США). Дане ПО дозволяє в автомати-
чному режимi («Threshold search») вiдбирати подiї
з амплiтудами, вищими встановленого порогового
значення, а також обчислювати значення амплiтуд
та часу наростання сПСС. Час наростання розра-
ховувався в iнтервалi вiд 10% до 90% наростаючої
частини струму.

Величина кванту (𝐴min) – постсинаптична вiдпо-
вiдь на вивiльнення одного кванту, розраховувалась
як середньостатистичне з унiмодальних гiстограм
розподiлу амплiтуд струмiв.

Для побудови графiкiв та гiстограм використо-
вували програмний пакет Origin 8.5 Pro («Origi-
nLab Corporation», США). Для перевiрки незалежно-
стi оброблюваних iнтервалiв використовували тест
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Колмогорова-Смiрнова, а для перевiрки адекватно-
стi розподiленню струмiв на групи використовувався
парний тест Стьюдента.

Результати та їх обговорення
Ми аналiзували спонтанну активнiсть нейронiв

SSC за рiзних концентрацiй зовнiшньоклiтинного
кальцiю.

Аналiз ймовiрностi винекнення сПСС. Проаналi-
зувавши iнтервали мiж кожними двома послiдовни-
ми сПСС за рiзної зовнiшньоклiтинної концентрацiї
кальцiю, ми побудували графiк кумулятивної ймо-
вiрностi (рис. 1).

Рис. 1. Графiк кумулятивних ймовiрностей iнтерва-
лiв мiж спонтанними постсинаптичними струмами
за зовнiшньоклiтинної концентрацiї кальцiю 2 ммоль,
1 ммоль, 0, 5 ммоль.

Як видно з графiку, збiльшення зовнiшньоклiтин-
ної концентрацiї кальцiю призводить до збiльшення
ймовiрностi виникнення подiї, тобто зменшення iн-
тервалу мiж двома послiдовними подiями. Данi ре-
зультати пiдтверджують кальцiйзалежнiсть вивiль-
нення глутамату.

Аналiз кiнетичних характеристик сПСС. Ми по-
будували загальнi гiстограми розподiлу амплiтуд
сПСС (рис. 2,А; рис. 3,А; рис. 4,А), якi виявилися
полiмодальними, без чiтких рiвновiддалених пiкiв
та не описувалися кривими Гаусса. Це пiдтверджує
наше припущення про неоднорiднiсть вибiрки сПСС
та необхiднiсть роздiлення їх на певнi групи. Було
вирiшено подiлити струми на групи за їх кiнетикою,
а саме – часом наростання, для чого використали
гiстрограми розподiлу часу наростання (рис. 2,B;
рис. 3,B; рис. 4,B).

Рецепторний склад синапсiв представлений двома
групами рецепторiв: АМПА – «швидкi» рецептори
iз малим часом наростання струму, та НМДА – «по-
вiльнi» рецептори. Очевидно, що кiнетика наростан-
ня струму подiї буде залежати вiд спiввiдношення
рецепторiв, що приймали участь в генерацiї сПСС.

Взявши за основу iнтервал з найбiльшою кiлькiстю
зареєстрованих сПСС (розчин з [Ca2+] = 2 ммоль),
ми побудували гiстограму розподiлу за часом на-
ростання струму (рис. 2,B). Отримана гiстограма

Рис. 2. Розподiл амплiтудних та кiнетичних характе-
ристик збуджувальних спонтанних постсинаптичних
струмiв (сПСС) при зовнiшньоклiтиннiй концентра-
цiї кальцiю [Ca2+]зовн = 2 ммоль. А – загальна гi-
стограма розподiлу амплiтуд сПСС; B – загальна
гiстограма розподiлу часу наростання сПСС; C – вiд-
сотковий склад сПСС групи I, групи II та групи III
в зареєстрованiй вибiрцi; 1,2,3 – усередненi записи
сПСС гр. I, гр. II та гр. III, вiдповiдно; a,b,c – гi-
стограми розподiлу часу наростання сПСС гр. I, гр.
II та гр. III, вiдповiдно; d,e,f – гiстограми розподiлу
амплiтуд сПСС гр. I, гр. II та гр. III вiдповiдно.

мала два пiки, тому природньо було роздiлити стру-
ми на двi групи за часом наростання. Однак, окрiм
швидких та повiльнiх струмiв, даний iнтервал мi-
стив також високоамплiтуднi струми, час наростан-
ня яких частково перекривав гаусiану другої групи.
При усередненнi струмiв кожної з груп, за раху-
нок наявностi в них високоамплiтудних струмiв, двi
групи рiзної кiнетики вироджувались в одну. Тому,
аби уникнути спотворення, високоамплiтуднi струми
було видiлено в окрему групу, присутню лише в роз-
чинi з найбiльшою концентрацiєю кальцiю (рис.2,1;
рис.2,2; рис.2,3).

Гiстограми розподiлу часу наростання для струмiв
групи I, групи II та групи III представленi на рис. 2,a;
рис. 2,b; рис. 2,c вiдповiдно. Їх вiдсотковий внесок до
загальної кiлькостi зареєстрованих сПСС показано
на рис. 2,С. Час наростання швидкої групи (група
I) становив 𝑡 = 0, 5 ± 0.1 мс. Всього було вiдiбра-
но 243 (44% вiд загальної кiлькостi) таких струмiв.
Повiльна група (група II) складлась iз 14 струмiв
(3%), час наростання яких становив 𝑡 = 1, 6± 0, 7 мс.
До високоамплiтудної групи (група III), наявної ли-
ше в iнтервалi з [Ca2+]зовн = 2 ммоль, увiйшло 248
струмiв (45%) iз 𝑡 = 1, 1± 0, 1 мс.

В iнтервалi з [Ca2+]зовн = 1 ммоль були наявнi
струми першої та другої групи (рис. 3,1; 3,2); стру-
мiв третьої групи не було. Побудувавши гiстогра-
ми розподiлу за часом наростання для кожної з
груп (рис. 3,a; 3,b), ми отримали час наростання
𝑡 = 0, 5±0, 1 мс для швидкої групи, та 𝑡 = 1, 0±0, 3 мс
для повiльної. Кiлькiсть повiльних струмiв, вiдiбра-
них вручну, становила < 10% (рис. 3,C), що досто-
вiрно корелює iз попередньо описаним iнтервалом.
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Для iнтервалу з [Ca2+]зовн = 0, 5 ммоль вдалось
порахувати час наростання всього для 54-х струмiв,
половина з яких – повiльнi (рис. 4,C). Тим не менше,
загальний вигляд усередненого струму (рис. 4,1; 4,2),
а також гiстограми розподiлу (рис. 4,a; 4,b) для ко-
жної з груп добре спiвпадав з такими ж групами для
попереднiх iнтервалiв. Обчислений час наростання
становив: для швидкої групи 𝑡 = 0, 6± 0, 1 мс, для
повiльної 𝑡 = 1, 8± 0, 6 мс. Струми третьої групи не
спостерiгались.

Рис. 3. Розподiл амплiтудних та кiнетичних характе-
ристик збуджувальних спонтанних постсинаптичних
струмiв (сПСС) при зовнiшньоклiтиннiй концентра-
цiї кальцiю [Ca2+]зовн = 1 ммоль. А – загальна гi-
стограма розподiлу амплiтуд сПСС; B – загальна
гiстограма розподiлу часу наростання сПСС; C – вiд-
сотковий склад сПСС групи I, групи II та групи III
в зареєстрованiй вибiрцi; 1,2,3 – усередненi записи
сПСС гр. I, гр. II та гр. III, вiдповiдно; a,b,c – гi-
стограми розподiлу часу наростання сПСС гр. I, гр.
II та гр. III, вiдповiдно; d,e,f – гiстограми розподiлу
амплiтуд сПСС гр. I, гр. II та гр. III вiдповiдно.

Аналiз квантових характеристик. Подiливши
сПСС на групи за часом наростання, ми також по-
будували гiстограми розподiлу амплiдут окремо для
кожної групи, аби впевнитись, що квантування ам-
плiтуд не є наслiдком накладання рiзних струмiв, а
притаманне кожнiй iз груп.

Для iнтервалу з [Ca2+]зовн = 2 ммоль гiстограма
розподiлу амплiтуд швидких струмiв (рис. 2,d) була
полiмодальна, iз пiками на ∼ −10 пА та − 20 пА.
Розподiл амплiтуд повiльних струмiв (рис. 2,e) –
унiмодальний з 𝐴min = −10, 0 ± 1, 7 пА. Нажаль,
добитись чiткого розподiлу для високоамплiтудних
струмiв не вдалось (рис. 2,f).

При зовнiшньоклiтиннiй концентрацiї кальцiю
[Ca2+]зовн = 1 ммоль та [Ca2+]зовн = 0, 5 ммоль гiсто-
грами розподiлу амплiтуд швидких сПСС (рис. 3,c;
4,c) були бiмодальними з пiками на ∼ −13 пА та −
20 пА; ∼ −15 пА та − 30 пА, вiдповiдно. Iз унi-
модальних гiстограм розподiлу повiльних струмiв
(рис. 3,d; 4,d) ми отримали 𝐴𝑚𝑖𝑛 = −11, 0± 2, 1 пА
при [Ca2+]зовн = 1 ммоль та 𝐴min = −9, 9± 2, 5 пА
при [Ca2+]зовн = 0, 5 ммоль.

Рис. 4. Розподiл амплiтудних та кiнетичних характе-
ристик збуджувальних спонтанних постсинаптичних
струмiв (сПСС) при зовнiшньоклiтиннiй концентра-
цiї кальцiю [Ca2+]зовн = 0, 5 ммоль. А – загальна
гiстограма розподiлу амплiтуд сПСС; B – загальна
гiстограма розподiлу часу наростання сПСС; C – вiд-
сотковий склад сПСС групи I, групи II та групи III
в зареєстрованiй вибiрцi; 1,2,3 – усередненi записи
сПСС гр. I, гр. II та гр. III, вiдповiдно; a,b,c – гi-
стограми розподiлу часу наростання сПСС гр. I, гр.
II та гр. III, вiдповiдно; d,e,f – гiстограми розподiлу
амплiтуд сПСС гр. I, гр. II та гр. III вiдповiдно.

Згiдно iз квантовою теорiєю, кiлькiсть нейромедiа-
тора, що вивiльняється iз пресинаптичної термiналi,
є величина дискретна. Таким чином, пiк унiмодаль-
ної гiстограми розподiлу амплiтуд буде не що iнше,
як величина мiнiмального кванту глутамату. Тому
ми можемо оцiнити величину кванту дослiджуваного
нейрону: 𝐴min = −10, 3± 2, 5 пА. Крiм того, зi збiль-
шенням зовнiшньоклiтинної концентрацiї кальцiю
збiльшується кiлькiсть пiкiв гiстограм. Це вказує на
те, що амплiтуда сПСС є функцiєю вiд зовнiшньо-
клiтинної концентрацiї кальцiю.

Наявнiсть рiзних груп сПСС означає, що сина-
пси нейрона мають рiзну композицiю АМПА– та
НМДА–рецепторiв. Було показано [2], що в ходi си-
наптогенезу вiдбувається перерозподiл ролi АМПА–
та НМДА–струмiв: на раннiх стадiях онтогенезу фор-
муються НМДА–рецептори, а на стадiї завершеного
формування синаптичних зв’язкiв основний внесок
в передачу зорової iнформацiї вносять саме АМПА–
рецептори. Тому наявнiсть як швидких, так i по-
вiльних груп струмiв пояснюється рiзними стадiями
формування синапсiв, що в свою чергу є причиною
для рiзної рецепторної композицiї останнiх.
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