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Анотацiя
В роботi дослiджувались основнi характеристики нативних протон-активованих рецепторiв, що експресуються
в пiрамiдоподiбних нейронах амiгдали щура, зокрема процеси активацiї рецепторiв, дiю на протон-активованi
рецептори ряду сполук-антагонiстiв та механiзми їх взаємодiї. За результатами проведених дослiджень побудовано
криву концентрацiйної залежностi та порiвняння її з активацiйною кривою ASIC1a гомомерних рецепторiв. Отрима-
но значення половинної активацiйної дiї ЕС50. Зроблено припущення про субодиничний склад протон-активованих
рецепторiв в нейронах амiгдали.
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Вступ

Протон-активованi iоннi канали (acid-sensing ion
channels - ASICs). Сiмейство ASIC каналiв вклю-
чає 6 рiзновидiв: ASIC1a, ASIC1b, ASIC2a, ASIC2b,
ASIC3, ASIC4. ASIC канали у великiй кiлькостi зу-
стрiчаються в нейронах центральної нервової систе-
ми (ЦНС), де було знайдено щонайменще (ASIC1a,
ASIC2a и ASIC2b) субодиницi з шести вiдомих. Се-
ред всiх субодиниць, представлених в мозку, ASIC1a
є найбiльш поширеною. Гомомернi ASIC1a и гетеро-
мернi ASIC1a/2b каналi здатнi проводити як iони
Na+, так i Ca2+[4]. Показано, що ASIC1а и ASIC2
приймають безпосередню участь в процесах сина-
птичної пластичностi, навчанню, передачi нервового
збуждення, iшемiчниих процесах та гибелi нейронiв,
а також епiлепсiї[1]. ASIC1a канали були виявленi в
амiгдалоподiбному тiлi, приймаючому важливу роль
в процесi тривожної поведiнки. Було показано, що
мишi, нокаутнi за геном, кодуючому ASIC1a, значно
менше пiддаються виникаючому почуттi тривоги, у
вiдповiдь на рiзкi шуми та запах хижака. При цьому
пiдвищена експресiя каналiв в органiзмi призводила
до пiдсилення почуття тривоги, однак не впливала
на утворення необґрунтованої тривоги. Комплекс
амiгдали є структурою, що знаходиться в медiально-
скроневiй долi, яка приймає безпосередню участь в
емоцiйнiй поведiнцi, особливо в генерацiї тривоги i
умовного страху (Девiс i Уелен 2001; Леду, 2000)[2].
Анатомiчно амiгдалоподiбний комплекс може бути
роздiлений на >13 ядер, якi мають великi мiсцевi
та додатковi з’єднання амiгдалоподiбного тiла (Сах
та iн., 2003). Сенсорна iнформацiя вiд кори головно-
го мозку i структури таламуса досягає амiгдали на
рiвнi латерального (LA) та базолатерального (BLA)
ядра[2]. Iнформацiя обробляється локально, а потiм

передається, як безпосередньо, так i через основне
ядро, до центру ядра (central nucleus CEA)[2].

1. Методика дослiдженнь

Тварини. Дослiдження проводились на iзольова-
них нейронах базолатерального ядра амiгдали щурiв
вiком 14-16 дiб лiнiї Wistar, що утримувалися на стан-
дартнiй лабораторнiй дiєтi у вiварiї Iнститутут Фiзiо-
логiї iм. О.О. Богомольця. Вибiр тварин за такими
критерiями зумовлений тим, що до цього термiну за-
кiнчується диференцiацiя пiрамiдоподiбних нейронiв
амiгдали, крiм того, розвиток елементiв сполучної
тканини не зашкоджує видiленню поодиноких нейро-
нiв методом вiбродисоцiацiї. Експеримент. Cпочатку
тварину анестезували i декапiтували. Мозок швидко
виймали та робили зрiзи товщиною 400 мкм. Зрiзи
тримали в iнкубацiйному розчинi (в mM: 124 NaCl,
5 KCl, 2.4 CaCl2, 1.1 MgSO4, 24 NaHCO3, 10 glucose,
1.2 KH2PO4) насиченим 95% O2 i 5% CO2 при кiм-
натнiй температурi (20-24 ∘C ), щонайменше 1 год.
Далi зрiзи перемiщували в стандартний розчин (в
mM: 130 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 2 MgCl2, 10 HEPES, 10
glucose; and pH доводили до 7. 4 розчином NaOH 1M)
та отримували iзольованi нейрони методом вiбдисо-
цiацiї. Зрiзи видалялися, а механiчно дисоцiйованим
нейронам давали час осiсти на дно чашки протя-
гом 20 хв. Такi нейрони, що пiддаються дисоцiацiї
зберегли свої оригiнальнi морфологiчнi особливо-
стi включаючи короткi частини їх проксимальних
дендритiв. Методом patch-clamp отримаували реє-
страцiю струмiв. Для дослiдiв було використано 33
клiтини. На однiй клiтинi, зазвичай, вимiрювали 3-5
концентрацiй. Для того, щоб побудувати криву дози
активацiї вибирали ряд рН, якi використовуватиме-
мо. Дiапазон значень рН: 6.9; 6.7; 6.2; 6.0; 5.5; 5.0;



Рис. 2. Крива концентрацiйної залежностi.

Рис. 1. Оригiнальнi трейси протон-активованих струмiв
нейрона, що реєструвалися при аплiкацiї розчинiв
рiзного рН. Розчини змiнного рН аплiкувались на

клiтину 3 сек. Найменша амплiтуда струму
реєструвалась при незначних змiнах рН (6.9- 6.7) та

струм найбiльшої амплiтуди активувався при змiнних
рН 5.5 – 4.0.

4.5; 4.0. Струм, що активувався при змiнi кожного
рН, реєструвався 3-5 разiв для досягення стабiльного
значення контролю. (Амплiтуду струму, активовано-
го при рН 5.0 визначали як за 100%, а решта рН –
вираховувались як певний вiдсоток вiд 100).

2. Результати
За результатами дослiдiв для нативних протон-

активованих рецепторiв було побудовано криву кон-
центрацiйної залежностi, або криву активацiї протон-
активованих рецепторiв (Рис.2). Активацiя рецепто-
рiв вiдбувалась уже при дуже малих зсувах рН 7.4-
6.9, а насичення було помiчено на рiвнi рН 5.5. Iз
струмiв, що реєструвались з 33 клiтин, бiльшiсть,
що активувалась змiною рН 7,4-6.7 мали амплiтуду
в iнтервалi 0,6. -1,6 нА, що свiдчить про високу екс-

пресiю рецепторiв в тестованих клiтинах. Значення
половинної активацiйної дiї ЕС50 складає 6.36 мМ,
що корелює iз даними лiтератури для гетеромерних
потон-активованих рецепторiв[3]. Числове значення
коефiцiента Хiла встановився на рiвнi р = 2.3.

Порiвнявши криву концентрацiйної залежностi з
кривою ASIC1a, можна зробити висновок, що кри-
вi вiдрiзняються[3]. Для ASIC1a характерне круте
зростання та рiзке насичення. Швидше за все в ней-
ронах амiгдали експресуються не лише ASIC1a, при-
сутнiсть яких доведена за допомогою iмуногiстохiмi-
чних дослiдiв, а й iншi субодиницi, що до цього часу
не було показано. Присутнiсть iншої субодиницi у
складi рецептора може суттєво впливати на його ха-
рактеристики актинiї (як показано), десенсетизацiї,
чутливостi до дiї антагонiстiв та залучення цiлого
рецепторного комплексу до процесiв структури моз-
ку.

Висновки
Отримана крива концентрацiйної залежностi вiд-

рiзняеться вiд кривої ASIC1a маючи бiльший нахил,
що означає присутнiсть деякої додаткової субодиницi.
Половинна активацiйна дiя ЕС50 за лiтературними
даними складає 6.45 мМ, тобто наше отримане значе-
ння ЕС50, яке склало 6.36 мМ, знаходиться в межах
норми. Також зазначимо, що данi на нативних реце-
пторах в нейронах амiгдали отримано вперше i до
нас нiхто не намагався це зробити.
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