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Анотацiя
Було проведено дослiдження змiни динамiки кальцiєвого сигналу, що виникає при зв’язуваннi кальцiю з барвником
indo-1, у нейронах гiпокампу у вiдповiдь на високочастотну стимуляцiю. Було проаналiзовано 12 записiв кальцiєвої
вiдповiдi на високочастотну стимуляцiю. Пiд час стимуляцiї клiтин гiпокампу виникала стацiонарна кальцiєва
вiдповiдь, що продовжувалась пiсля закiнчення стимуляцiї. Розроблено алгоритм, що дозволяє визначити наявнiсть
стацiонарної кальцiєвої вiдповiдi у сигналi. Проведений аналiз показав наявнiсть двоекспоненцiйного розподiлу у
спадi кальцiєвого сигналу пiсля виникнення стацiонарної вiдповiдi на стимуляцiю. Було встановлено, що роль у
виникненнi кальцiєвого плато у сигналi переважно належить внутрiшньоклiтинним буферам.
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Вступ
Нейрони гiпокампу приймають участь у обробцi

просторової iнформацiї та перенесенню даних з коро-
ткотривалої пам’ятi у довготривалу [1]. Змiна фор-
ми кальцiєвого сигналу у цих нейронах становить
вагомий iнтерес з боку наукової спiльноти.

Iони кальцiю беруть участь у великiй кiлькостi
регуляторних процесiв нейрональних клiтини, ви-
конуючи роль вторинного посередника. Динамiка
рiвню кальцiю використовується для внутрiшньо-
клiтинної сигналiзацiї, тому нейрональна клiтина
оснащена рядом регуляторних механiзмiв, що сприя-
ють пiдвищенню або зниженню внутрiшньоклiтинної
концентрацiї кальцiю.

Одним iз таких механiзмiв є внутрiшньоклiтиннi
буфери, що поглинають надлишковий рiвень кальцiю
та вивiльняють через внутрiшньоклiтиннi канали у
цитозоль пiд дiєю стимуляцiї [2, 3]. Цитотоксичнисть,
яка виникає пiд час збiльшення концентрацiї каль-
цiю [4], виконує важливу функцiю, яка остаточно
не з’ясована. Буферизацiя клiтинного кальцiю та
виведення його iз клiтини є основними механiзмами
захисту клiтини вiд цитотоксичної дiї кальцiю.

Подразнення клiтини високочастотною стимуля-
цiєю призводить до вiдкриття потенцiал-керованих
кальцiєвих каналiв, що призводить до експоненцiй-
ного пiдвищення рiвню кальцiю у цитозолi. Змiна
динамiки кальцiєвої концентрацiї має визначальну
роль у патофiзiологiї захворювань пов’язаних з дис-
функцiєю гiпокампу [5, 6].

Використання програмних методiв дослiдження
дає змогу отримати детальний математичний аналiз
отриманих даних кальцiєвої вiдповiдi на стимуляцiю
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та дослiдити зв’язок з фармакокiнетичними особли-
востями. Метою цього дослiдження було проаналiзу-
вати динамiку стацiонарної кальцiєвої вiдповiдi на
високочастотне збудження та її залежнiсть вiд кiне-
тики пов’язування кальцiю з внутрiшньоклiтинними
буферами.

1. Методика

Культивування нейронiв гiпокампу. Культивува-
ння нейронiв гiпокампу вiдбувалося за описаною ра-
нiше методикою [7] Отриманi з новороджених щурiв
лiнiї Вiстар нейрони гiпокампу обробляли розчином
0,025% трипсину впродовж 10 хвилин при 34°C. Пi-
сля механiчної дезагрегацiї клiтини висiвали пасте-
рiвськими пiпетками на покритi L-ламiном чашки
Петрi. Культивацiя клiтин вiдбувалась у розчинi
зi складом мiнiмального середовища iгла (МЕМ),
2, 3 г/л NaHCO3 10%-ї кiнської сироватки, 6 мг/мл
iнсулiну. Для припинення полiферацiї глiальних клi-
тин на третю добу культивування додавали 1 мкмо-
ль/л Ara-C на 24 години.

Електрофiзиологiя. Дослiдження проводилось за
допомогою технiки «path-clamp» у конфiгурацiї «цi-
ла клiтина». Хiмiчний склад розчину ззовнi клiтини:
NaCl – 140, KCl – 3, CaCl2 – 2, MgCl2 – 2, HEPES –
10, глюкоза – 12. Склад внутрiшньоклiтинного розчи-
ну: K-глюконат – 100, KCl – 40, MgCl2 – 5, HEPES –
20, EGTA – 0,15, Na-АТФ – 3, Na-АДФ – 0,5, Na-ГТФ
– 0,5, Indo-1 (барвник чутливий до кальцiю) – 0, 1.
Потенцiал на мембранi пiдтримували у межах −70
мВ. Стимуляцiя нейронiв вiдбувалась деполяризу-
вальними струмами амплiтудою 80 мВ та тривалiстю
3 мс з частотою 50 Гц упродовж 5− 25 с. Iнтервал
мiж серiями був щонайменше 4 хв для вiдновлення
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внутрiшньоклiтинного рiвню кальцiю у станi спо-
кою. Змiна концентрацiї кальцiю всередi клiтини
реєструвалась за допомогою спектрофлуометричної
установки. Збудження флуорисценцiї indo-1 вiдбу-
валось на довжинi хвилi 360 нм, випромiнювання
флуорисценцiї вiд пов’язаних з indo-1 iонiв кальцiю
реєструвалось при довжинах 408 та 480 нм двома
фотоелектронними помножувачами. Вiдношення iн-
тенсивностей випромiнювання (R) перераховували
за формулою:

[Ca]𝑖 = 𝐾𝑑 · 𝛽 ·
(︂
𝑅−𝑅min

𝑅max −𝑅

)︂

Аналiз даних. Результати були проаналiзованi за
допомогою мови програмування Python пакетами
Scipy [8], Numpy [9], Mathplotlib [10] та Pandas [11].
Аналiз проводився згiдно з однокомпартментною
моделлю [12]. Отриманий сигнал був подiлений на
три набори даних, що вiдповiдають кальцiєвому си-
гналу до початку стимуляцiї, пiд час стимуляцiї та
пiсля її закiнчення. Апроксимацiя наростання сигна-
лу проводилась залежнiстю (1) на наборi даних, що
вiдповiдає кальцiєвому сигналу пiд час стимуляцiї.

𝑓(𝑡) = −𝐴 exp [−𝜏𝑡]− 𝐶1 (1)

Рiзниця 𝐶1−𝐴 вiдповiдає рiвню плато 𝑃 , бiля якого
коливається стацiонарний кальцiєвий сигнал. Апро-
ксимацiя спаду сигналу обраховувалась рiвнянням
(2) на наборi даних, що вiдповiдає дiлянцi пiсля за-
кiнчення стимуляцiї.

𝑓(𝑡) = −𝑃 exp [−𝜏𝑡] · exp [𝜏𝜇]− 𝐶2 (2)

Де 𝜇 – момент часу, коли вiдбувається перегин апро-
ксимуючої кривої, перехiд вiд exp 𝜏 · 𝜇 до exp−𝜏 · 𝑡,
𝐶2 – рiвень кальцiю на кiнець стимуляцiї. У випадку,
коли стацiонарна вiдповiдь вiдсутня апроксимуюча
залежнiсть має вигляд (3)

𝑓(𝑡) = −𝑃 exp [−𝜏𝑡]− 𝐶2 (3)

Обрахунок коефiцiентiв 𝑃, 𝜏, 𝜇, 𝐶2 проводився
методом найменших квадратiв за допомогою
scipy.optimize.curve_fit з максимальним числом
спроб змiни моделi maxfev = 350. У випадку коли
плато вiдсутнє, програма не знайде апроксимацiї
(2) та перейде до виразу (3). Перевiрка наявностi
плато пiд час стимуляцiї може бути виконана
пiдстановкою часу закiнчення стимуляцiї у вираз (1)
та порiвнянням зi значенням 𝑃 . Якщо стацiонарна
вiдповiдь виникає пiд час стимуляцiї та продовжу-
ється пiсля її коєфiцiєнти 𝑃 у виразах (1) та (2)
будуть спiвпадати с невеликою похибкою.

2. Результати та їх обговорення
Вплив високочастної стимуляцiї на концентрацiю

кальцiю було дослiджено на 12 записах кальцiєвої
вiдповiдi однiєї клiтини. Пiсля утворення конфiгу-
рацiї «цiла клiтина», у внутрiшньоклiтинний роз-
чин завантажувався кальцiйчутливий барвник Indo-1
(0, 1 ммоль/л) протягом 5− 10 хв, пiсля чого iнтен-
тенсивнiсть флуорисцентного випромiнювання барв-
ником вiдповiдала концентрацiї кальцiю, досягаючи
стацiонарного рiвня. Iмiтацiя виникнення потенцiалу

Рис. 1. Кальцiєва вiдповiдь на високочастотну стиму-
ляцiю з частотою 50 Гц. Приклад обробки кальцiєво-
го сигналу, що мiстить плато, за допомогою Python:
отриманi апроксимуючi залежностi

дiї вiдбувалась за рахунок короткочасного неполя-
ризувального струму амплiтудою 80 мВ тривалiстю
3 мс з частотою 50 Гц при потенцiалi спокою −70 мВ.
Пiд дiєю високочастотної стимуляцiї вiдбувалась змi-
на характеру динамiки кальцiєвого сигналу, який
демонстрував стацiонарну кальцiєву вiдповiдь. З 12
проналiзованих записiв, 3 кальцiєвi вiдповiдi не мi-
стили «плато», стацiонарного кальцiєвого сигналу.
Результати аналiзу розташованi у табл. 1. Похибка
отриманих коефiцiєнтiв не обраховувалась, оскiльки
апроксимуючi залежностi спiвпадають з кальцiєвим
сигналом (рис. 1).

Отриманий апроксимацiєю рiвень плато 𝑃 на спа-
дi кальцiєвого сигналу для клiтин, де була присутня
стацiонарна кальцiєва вiдповiдь, дорiвнює обрахо-
ваному методом найменших квадратiв рiвню каль-
цiєвого плато при зростаннi кальцiєвого сигналу з
похибкою ±0, 1. Для клiтин, у яких кальцiєве плато
було вiдсутнє коефiцiєнт 𝜇, що вiдповiдає часу пе-
регину апроксимуючої залежностi спаду кальцiєвої
вiдповiдi, був менший за час закiнчення стимуляцiї
на запису 𝑇𝑒𝑛𝑑 або вiдрiзнявся не бiльше, нiж на 7
с. Для одного з записiв не вдалось обрахувати ко-
ефiцiєнти проксимацiї (1), оскiльки зрiст кальцiю
вiдбувався за короткий промiжок часу i мав лiнiй-
ну залежнiсть, що пов’язано з короткою тривалiстю
високочастотної стимуляцiї. Для одного з записiв
алгоритм пошуку апроксимацiї не змiг за зазначену
кiлькiсть спроб змiни моделi визначики коефiцiєнти
бiекспоненцiйної апроксимуючої залежностi, тому в
якостi апроксимуючої залежностi був обраний ви-
раз (3). Виявилось, що даний запис не мiстив ста-
цiонарної вiдповiдi на стимуляцiю i одразу пiсля її
закiнчення кальцiєвий сигнал спадав (рис. 2).
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Табл. 1. Значення коефiцiєнтiв апроксимацiї спаду dec. та наростання inc., довжини стимуляцiї 𝑇 та часу
закiнчення стимуляцiї 𝑇end

𝑇 , мс 𝑇end, мс 𝑃inc. 𝜏inc. 𝑃dec. 𝜏dec. 𝜇dec., мс

9983 16545 3, 1 7, 47 · 10−4 3, 1 4, 72 · 10−4 30122
4983 11545 2, 8 8, 68 · 10−4 2, 9 4, 26 · 10−4 23091
1983 8545 3, 9 4, 42 · 10−4 17, 86 2, 39 · 10−4

9983 16545 2, 7 6, 95 · 10−4 2, 8 2, 55 · 10−4 32880
14983 21545 2, 6 6, 34 · 10−4 2, 7 2, 32 · 10−4 43825
19983 26545 2, 6 5, 58 · 10−4 2, 7 2, 13 · 10−4 52207
24983 31545 2, 6 4, 69 · 10−4 2, 7 1, 98 · 10−4 59273
9983 16545 2, 6 4, 56 · 10−4 2, 7 1, 83 · 10−4 34738
2983 9545 6, 9 1, 25 · 10−4 659
4983 11545 2, 7 3, 71 · 10−4 3, 0 1, 48 · 10−4 18632
6983 13545 2, 5 4, 47 · 10−4 2, 7 1, 51 · 10−4 27727
9983 16545 2, 4 3, 59 · 10−4 2, 4 1, 40 · 10−4 38608

Рис. 2. Кальцiєва вiдповiдь на високочастотну сти-
муляцiю з частотою 50 Гц. Приклад обробки каль-
цiєвого сигналу, що не має стацiонарної вiдповiдi:
апроксимуюча залежнiсть спаду мiстить одну експо-
ненту

Затримка спаду кальцiєвого сигналу виникала у
клiтин час стимуляцiї яких перевищував 5 с.

Наявнiсть двоекспоненцiйного розподiлу свiдчить
про присутнiсть ще одного кальцiєвого буфера,
що доповнює систему кiнетичних рiвнянь одноком-
партментної моделi. Бiекспоненцiальна модель спа-
ду продемонстрована також у [13] на корзинкових
ГАМК-ергiчних нейронах гiпокампу, де це поясню-
юється наявнiстю швидкої та повiльної компонент
у спадi внутрiшньоклiтинної концентрацiї кальцiю.

Парвальбумiн [14] перетворює одноекспоненцiйний
розподiл у двоекспоненцiйний.Воодночас, було проде-
монстровано [15] бiекспоненцiйний спад концентрацiї
кальцiю на нейронах, що не мiстить парвалбумiн, де
факт наявностi такого типу розподiлу пояснюється
наявнiстю повiльного кальцiєвого буферу. Затримка
спаду кальцiєвого сигналу спостерiгалась на моде-
лi черепно-мозкової травми, де концентрацiя каль-
цiю була вищою за стацiонарний рiвень протягом 10
хв. Автори пояснюють виникнення ефекту змiною
у гомеостазi кальцiю у результатi черепно-мозкової
травми.

Висновки

Високочастотна стимуляцiя, що дiяла на нейрони
гiпокампу, викликала змiну динамiки кальцiєвого си-
гналу. Пiд час стимуляцiї виникала стацiонарна каль-
цiєва вiдповiдь, при цьому спад концентрацiї кальцiю
на деякий час затримувався. На 9 з 12 проаналiзова-
них записах спостерiгався ефект кальцiєвого плато.
Для високочастотної стимуляцiї з частотою 50 Гц
найменший час стимуляцiї при якому виникав вище
згаданий ефект становив бiльше 5 с. Було з’ясовано,
що рiвень кальцiєвого плато, обрахований з констант
апроксимуючих кривих спаду концентрацiї кальцiю
та наростання, у випадку його наявностi вiдрiзняє-
ться з похибкою ±0, 1. Спад концентрацiї кальцiю
апроксимувався бiекспоненцiальною функцiєю. Кон-
станта, що вiдповiдає за перегин функцiї, вiдрiзня-
лась вiд часу закiнчення стимуляцiї бiльше нiж на 7
с у випадку затримки спаду кальцiевої концентрацiї.
Було встановлено, що при виникненнi кальцiєвого
плато, кальцiєвий сигнал апроксимується двома екс-
понентами. При вiдсутностi стацiонарної кальцiєвої
вiдповiдi на високочастнотну стимуляцiю спад сигна-
лу вiдбувається одразу пiсля закiнчення стимуляцiї
i апроксимуюча залежнiсть має вигляд однiєї експо-
ненти. Отриманий бiекспоненцiальний розподiл мо-
же пояснюватись наявнiстю низькоафiнного буферу,
що затримує спад сигналу, компенсуючи виведенний
з клiтини кальцiєвим насосом iони.
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