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1.           В   В   Е   Д   Е   Н   И   Е

1.1.  Зрительные пигменты сетчатки рыб;  нестабильность скотопических и фотопических  систем


Светочувствительная часть сетчатки представлена фоторецепторами – палочками и колбочками. Фоторецепторы рыб отличаются от фоторецепторов высших позвоночных (пресмыкающиеся, птицы, млекопитающие), составом фотопигментов. Фотопигменты висших позвоночных содержат простетическую группу основанную   исключительно на витамине А1  (простетическая  группа ретиналь;  А1–пигменты;  в палочках родопсины – Р). С другой стороны,  у фоторецепторов рыб были обнаружены две группы пигментов:  А1–пигменты и пигменты базированные   на витамине  А2  (простетическая группа дегидроретиналь; А2–пигменты; в палочках порфиропсины -  П). 


По своим спектральным характеристикам, фоторецепторы систематизируются в 5 основных категорий, независимо от того какие пигменты они  содержат (А1–  или   А2–):  
1. стандартные палочки (максимальное поглощение света при  
λmax   в сине/зелёной части спектра),  
2. «зелёные» палочки (λmax  в фиолетовой части спектра),  
3. синечувствительные колбочки, 
4. зелёночувствительные колбочки и 
5. красночувствительные  колбочки. 
Спектры поглощения А1– и А2 –пигментов, определенные методом микроспектрофотометрии  для всех пяти типов фоторецепторов, представлены на  Рис.1  (из  Mac Nichol et al., 1986). Хотя  по теории  Дартнолла (Dartnall, 1953)  форма спектров поглощения не должна меняться относительно линейной шкалы частот, было показано, что ширины  спектров  растут  относительно частоты максимального поглощения  (Fmax = 1/λmax ) (Marks, 1963, 1965; Mac Nichol, 1964, 1986; Liebman and Entine, 1968;  
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Рис. 1. “A”: Родопсиновые спектры поглощения. Слева направо: красно- и зелёно-чувствительные колбочки костистой рыбы Hemiyripterus americanus, спектр поглощения палочек лягушки по Дартнолу (Dartnall, 1953), сине-чувствительные колбочки Hemiyripterus americanus и “зелёные” палочки лягушки Rana catesbiana. “B”: Порфиропсиновые спектры поглощения. Слева направо: красно- и зелёно-чувствительные колбочки золотой рыбки Carassius auratus, палочки Американского протея Necturus maculosus, палочки головастика лягушки Rana pipiens, сине-чувствительные колбочки Carassius auratus и “зелёные” палочки головастика лягушки Rana pipiens (из Mac Nichol, 1986). “Wavelength (nm)” – длины волн стимулов, выражены в нанометрах; “Relative absorbance ” – коэффициент поглощения света фоторецепторами при отдельных длинах волн стимула (выражается пропорционально максимального поглощения, регистрированного при λmax ); “Frequency (THz)” – частоты стимулов, выражены в терагерцах (из Mac Nichol, 1986).
Максимов, 1988). У самых узких кривых спектральной чувствительности, представленных на Рис. 2, Fmax  находится в инфракрасной части спектра, в то время как Fmax  самых широких кривых находится в фиолетовой части спектра. Вариации в форме (ширине) спектров более выражены среди А2 -   чем   среди  А1 – пигментов.


Спектры поглощения света А2– и А1–пигментов можно представить и относительно длин волн (λ). И в этом случае ширины спектров отличаться друг от друга,  с той разницей, что в этих координатах самые узкие кривые  будут в фиолетовой части спектра, а кривые в инфракрасной части  спектра  будут самые широкие (из обзорной статьи Lithgoe &  Partridge, 1989).  У  А2–спектров формы кривых шире чем у соответствующих  А1– пигментов. У синечувствительных  пигментов  разница в ширине кривых меньше выражена чем в длинноволновой части спектра (зелёно- и красно-чувствительные пигменты) (Dartnall & Lithgoe, 1965; Whitmore, 1988).   Например,  А1 – пигмент  с максимальным поглощением при  λmax=565нм, в случае изменения его простетической группы,  превратится в  А2 – пигмент с более  широкой спектральной кривой, и  с λmax ,  сдвинутой в красную часть спектра (620нм).


У большинства исследованных видов рыб были определены пигменты палочек и колбочек  либо А1 –, либо А2 – типа (Dartnall, 1953;  Dartnall & Lithgoe,  1965;  Marks,  1963, 1965;  Mac Nichol, 1964, 1986;  Liebman & Entine, 1968;  Whitmore,  1988;  Govardovskii et al., 1991).  Но, у некоторых видов костистых  рыб, в палочках были обнаружены смеси пигментов (Р + П).  В экстрактах пигментов некоторых  рыб были описаны разнородные скотопические пигменты, которые являются смесью Р-  и  П- пигментов, содержащих разные опсины (Munz &  Mc Farland,  1975, 1977). Всё-таки, надо подчеркнуть, что разнородные пигменты  обнаруживаются в природе очень редко. С другой стороны,  у палочек многих  рыб были обнаружены пары  пигментов Р+П,  которые между собой отличаются своими простетическими группами (ретиналь и дегидроретиналь),  в то время как опсиновые молекулы  у них одинаковы (Bridges, 1972; Beatty, 1975a,b). Методом микроспектрофотометрии было показано, что пигментная пара находится в одном и том же  фоторецепторе (палочке) (Liebman,  1972;  Loew & Dartnall, 1976; Tsin et al, 1981). 
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Рис. 2. Верхний график: родопсиновые спектры поглощения из Рис. 1А, представленные относительно шкалы частот (“DHz”). Шкала “DHz” – представлены разницы частот отдельных монохроматических стимулов от частоты света, при которой спектральная чувствительность  максимальная (“Fmax”;  Fmax=1/λmax); разницы выражены в терагерцах. “Relative absorbance ” – коэффициент поглощения света фоторецепторами при отдельных частотах стимула (выражается пропорционально максимального поглощения, регистрированного при “Fmax”). Нижний график: порфиропсиновые спектры поглощения из Рис. 1B, представленные относительно шкалы “DHz”. (из Mac Nichol, 1986).

Система парных пигментов в литературе называется «лабильной скотопической  системой»,  эффективной в изменчивой световой среде  в мелководье  пресноводных водоёмов. Цвет и прозрачность вод рек и озёр  очень варьируют: а) относительно  их    географического расположения, и  б) относительно изменений светового излучения в разные времена года. Сезонные изменения пропорций Р и П в палочковой пигментной смеси  (Р+П)  были описаны у некоторых представителей семейств Cyprinidae  (Dartnall et al., 1961; Bridges, 1965,  Allen,  1971; Allen and Mc Farland,  1973), Salmonidae  (Bridges, 1965,  Beatty,  1966;  Allen et al.,  1973)  и  Gadidae (Lota lota) (Beatty,  1969).  При сезонных изменениях пропорции пигментов чаще всего меняются от 30%  до  60%.  Тем не менее, в палочках некоторых костистых рыб летом доминирует Р в пропорции 85%,  а зимой наоборот П в том же самом соотношении (85%) (Bridges, 1965, Bridges and Yoshikami, 1970, Allen,  1971).  В очень редких случаях, сезонные изменения освещения сопровождаются  полным исчезновением одного из пигментов в смеси. 


Парные пигменты были обнаружены и у диадромно-мигрирующих рыб (из морей в реки – анадромная миграция, из рек в моря – катадромная миграция).  При анадромных миграциях в сезон нереста, доминирующий родопсин заменяется порфиропсином (Salmonidae – Beatty,  1966,  1984),  в то время, как при катадромных миграциях (из рек в моря)  был описан противоположенный процесс – доминирующий  П   переходит  в  Р  (Anguillidae – Wald, 1958, 1960;  Carlisle and Denton,  1959;  Beatty,  1975a). Относительные пропорции пигментов при этом превышают 90%.  Можно сказать, что у диадромных рыб при  миграции осуществляется практически полная смена пигментов.


У двух диадромно-мигрирующих представителей семейства Salmonidae   (Oncorinchus kisutch,  Oncorinchus tsawytcha  -  Beatty, 1966) кроме смены пигментов при миграции, описали и сезонную смену пигментов. У ювенильных  форм этих видов, которые живут в пресной воде, была замечена сезонная смена пигментов (зимой доминирует  П,  а летом  Р). Но, у взрослых рыб, которые обитают  в морях, доминирует всегда  Р, независимо от  времён года.  В конце жизненного цикла рыб,  при обратных миграциях из морей в реки в сезон нереста,  родопсин практически полностью исчезает, в то время, как пропорция  П  возрастает до 90%. 


У некоторых представителей семейства Cyprinidae  было показано, что фотопическая система проходит через пигментную трансформацию  одновременно со скотопической системой (Loew and Dartnall, 1976; Tsin et al., 1981; Whitmore and Bowmaker,  1989).  


1.2.  Электрофизиология сетчатки позвоночных

1.2. 1.  Фоторецепторы.    Фоторецепторы позвоночных,  как палочки, так и колбочки, можно морфологически и функционально разделить на 3 части: наружный сегмент,
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Рис. 3. Палочки (“rod”) и колбочки (“cone”) позвоночных. “OS” – наружный сегмент фоторецепторов; “IS” – внутренний сегмент фоторецепторов; “CB”  - тело клетки; “ST” – синаптические окончания (из Levick and Dvorak, 1986).  
внутренний сегмент и тело клетки, из которого выходит короткий аксон,   заканчивающийся синаптическим окончанием  (Рис. 3).  В темноте, катионовые каналы,  находящиеся на плазменной  оболочке наружного сегмента, открыты. Вследствие этого, плазменная оболочка внутреннего сегмента в темноте находится в состоянии гипополяризации (Vdark = -30 mV). Световой стимуляцией активируется каскад биохимических процессов (ц-ГМФ каскад) (Fesenko et al., 1985;  Lamb,  1986;  Chabre and Applebery,  1986;  Miller,  1986),  в результате которых проводимость для катионов снижается, что приводит к гиперполяризации  плазменной оболочки  при освещении клетки (Vlight = -60 mV). Иными словами, реакцией фоторецептора на свет является продолжительная  гиперполяризация (Рис. 4).  
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Рис. 4. Ответы фоторецепторов черепахи, лягушки и Сибирского осетра (Acipenser baeri Brandt) на световую стимуляцию. А) ответ колбочки черепахи на световое пятно внутреннего диаметра 0.21 мм. Б) Ответы палочки лягушки на 3 белых световых стимула различных интенсивностей; интенсивности применённых стимулов, смотря с верху в низ,  относятся как 1:3:20, соответственно. В) Ответы палочки (верхняя запись) и колбочки (нижняя запись) Сибирского осетра на монохроматические стимулы разных интенсивностей – вспышки слабой интенсивности (“-2.7”) и стимулы большой насыщающей интенсивности ( “0.0”). Длины волн монохроматических стимулов обозначены над соответствующими записями. (4А,Б из Бызов, 1992; 4В из Govardovskii et al., 1991).


Гиперполяризационные реакции фоторецепторов на свет регистрировали многие авторы (Tomita, 1965;  Werblin and Dowling,  1969;  Baylor and Fuortes, 1970; Tojoda et al.,1970;  Fain and Dowling, 1973;  Schwartz, 1973;  Brown and Pinto,  1974;  Lasanski and Marchiafava, 1974; Grabovski and Pak, 1975; Kaneko and Tachibana, 1985; Govardovskii et al.,1991; Бызов, 1992) (Рис. 4А,Б  из Бызов, 1992; Рис.4В  из Govardovskii et al.,1991).  Надо отметить, что формы гиперполяризационных реакций палочек отличаются от формы гиперполяризационных потенциалов колбочек. Во-первых, в палочках генерируются первичные фазические спайки при стимуляции  яркими вспышками света (Рис. 4Б). Первичные фазические спайки иногда присутствуют и  в реакциях колбочек на стимуляцию  ярким светом, но их амплитуды гораздо меньше палочковых (Рис. 4А). Во-вторых, в потенциалах палочек отмечается наличие следового потенциала, в виде гиперполяризационного плато, продолжающегося  несколько секунд после выключения яркого стимула  света (Рис.4В, верхняя запись). У колбочек следовой потенциал не отводится  никогда (после выключения яркого стимула потенциал клетки практически мгновенно возвращается на первоначальный уровень; Рис.4В, нижняя запись).

1.2.2. Горизонтальные клетки сетчатки позвоночных. Светом вызванный электрический ответ фоторецепторов является, собственно, и их выходным сигналом, передаваемым через синапс последующим нейронам, горизонтальным и биполярным клеткам. Тела горизонтальных клеток (ГК) выделяются самыми большими размерами во внутреннем ядерном слое сетчатки позвоночных. Эти интернейроны осуществляют отрицательную (тормозную) обратную связь с фоторецепторамы. С помощью этого механизма ГК модулируют синаптическую передачу от фоторецепторов к биполярам в наружном синаптическом слое сетчатки. О тормозной обратной связи от ГК к колбочкам будет более подробно сказано позже (смотри главу 1.3.2.). 

Вследствие световой стимуляции мембраны горизонтальных клеток генерируют продолжительные (тонические) гиперполяризационные ответы. Первые внутриклеточные отведения  с ГК были осуществлены на сетчатке рыб  (Svaetichin, 1953; Svaetichin and Mac Nichol, 1958). Электрические свойства горизонтальных клеток  в темноте и на свету были подробно исследованы в конце шестидесятых годов 20-го века. Результаты многих исследований привели к выводу, что фоторецепторы выделяют возбуждающий  аминокислотный  медиатор (Л-глютамат) в темноте, а свет тормозит его выделение (Трифонов и Бызов, 1965; Бызов, 1966; Трифонов, 1968;  Byzov and Trifonov,  1968;  Tomita, 1970).  Л-глютамат  деполяризует оболочку ГК  до уровня от -25мв  (в некоторых случаях до -40мв),  в то время как стимуляция светом провоцирует гиперполяризацию (до уровня от -60 мв,   в некоторых случаях до  -80мв) (Svaetichin and Mac Nichol, 1958; Трифонов, 1968; Byzov and Trifonov, 1968;  Dowling and Ripps, 1970;  Dowling, 1974;  Werblin and Skrzipek, 1982).


Очень важная характеристика ГК позвоночных является их взаимная электрическая связь, которая осуществляется с помощью электрических синапсов. В результате этого явления наблюдаются  очень большие размеры рецептивных полей ГК (иногда и до 5мм),  которые значительно превосходят  ширину дендритных  крон самых клеток (30 - 100μm). В сетчатках рыб и черепах были определены 2 типа L-(монофазных) реакций горизонтальных клеток (Simon,  1973;  Бызов,  1975;  Fuortes,  1976;  Leeper,  1978;  Teranishi,  1983):
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Рис. 5. Слева – доказательство электрической связи между двумя телами горизонтальных клеток, находящимися на расстоянии 80 μm друг от друга. Справа – доказательство факта, что электрическая стимуляция тел горизонтальных клеток не вызывает изменения потенцияла в их синаптических окончаниях. “Sp” – световое пятно (“light spot”) (диаметр 210 μm); “An” – световое кольцо (“light annulus”) (внутренний и наружный диаметр – 0.21 и 1.2 мм, соответственно); “c” – гиперполаризационные импульсы тока, стимулирующие тело нижней клетки (две нижних записи на Рис. 5; моменты стимуляции не отмечены на соответствующих записях). Изменения потенциала, вызванные импульсами тока, были регистрированы на теле соседней клетки, отдаленной 80 μm от места стимуляции (верхняя левая запись), в то время как в слое синаптических окончаний, окружающих горизонтальных клеток, эти изменения потенциала не были зарегистрированы (верхняя правая запись) (из Бызов, 1975). 


а) потенциалы, вознкающие от тел клеток и их дендритов;  характеризуются относительно маленькими рецептивными полями;


б) потенциалы, возникающие от аксонных терминалей (синаптических окончаний) тех же клеток; они отличаются значительно большими рецептивными полями.

Межклеточные электрические связи осуществляются только между клеточными элементами, которые отличаются одинаковыми типами реакций (либо (а), либо (б)).  Эти выводы были сделаны на основе  одновременных отведений  двумя электродами с разных частей ГК, как у черепахи (Simon, 1973;  Бызов, 1975), так и у карпа (Cyprinus carpio) (Teranishi,  1983) (обратить внимание на  Рис. 5  из Бызов, 1975).  Таким образом, был сделан вывод, что тело клетки и аксон одной и той же ГК, по крайней мере, у костистых рыб и черепах, не связаны взаимно электрически.
1.2.3. Биполярные клетки сетчатки позвоночных. Основная функция биполярных клеток (БК) состоит в том, чтобы сигнал, полученный от фоторецепторов передать нейронам последующего уровня, амакриновым и ганглиозным клеткам.  Два типа реакций БК на свет были зарегистрированы во внутренних ядерных слоях сетчаток позвоночных ещё в ранних работах Werblin  и  Dowling (1969)  и  Kaneko (1970).  Подобно фоторецепторам и горизонтальным клеткам,  реакцией БК  на свет являются тонические (продолжительные) потенциалы. Но, один тип БК реагирует на световую стимуляцию центральной зоны рецептивного поля гиперполяризацей  (“OFF”-биполярные клетки), а другой  деполяризацией (“ON”-биполярные клетки). Что касается реакции БК на освещение периферической зоны рецептивного поля,  то она качественно отличаются от аналогичной реакции горизонтальных клеток: в то время как в ГК стимуляция периферии рецептивного поля вызывает дополнительную гиперполяризацию, в БК такая стимуляция вызывает оппонентную реакцию (деполяризацию у “OFF”-биполяров и  гиперполяризацию у “ON”-биполяров). БК обоих типов были обнаружены с помощью внутриклеточных отведений от сетчатки разных  видов рыб (Cyprinidae – Kaneko, 1970, 1973; Kaneko and  Shimazaki,  1976; Siluridae – Naka,  1977, 1982;  Devis  and  Naka,  1980), земноводных (Matsumoto and Naka, 1972; Lasansky, 1978), пресмыкающихся (Richter and Simon, 1975) и  млекопитающих (Nelson et al.,  1976;  Nelson et al.,  1981;  Dacheux  and  Miller,  1981;  Kolb and Nelson,  1983).

1.2.4. Амакриновые клетки сетчатки позвоночных. По своей сложности внутренний синаптический слой, связывающий элементы проксимального отдела сетчатки, значительно превосходит наружный.  Входными элементами этого отдела являются биполярные клетки, выходными – ганглиозные клетки, посылающие свои аксоны – волокна зрительного нерва в мозг. Интернейронами в проксимальном отделе  являются амакриновые клетки (АК). Эти клетки образуют сложные синаптические связи с БК и ганглиозными клетками в отдельных подслоях внутреннего синаптического слоя. В результате этих сложный взаимодействий во внутреннем синаптическом слое образуются локальные сети по обработке сигналов. 


 АК разнообразны по своему строению. Например, было обнаружено 29 разных типов амакриновых клеток у черепахи (Kolb, 1982;  Kolb et al., 1988; Ammermueller and Weiler, 1989). У разных видов рыб так же было описано большое разнообразие в морфологии АК  (Rutilus rutilus - 43 типа;  Nannacara anomala – 32 типа;  Silurus glanis - 21 тип; Wagner, 1989). Что касается электрофизиологических  характеристик реакций АК позвоночных, их реакции разделяются на 3 основных категории: фазные, “ON-центр” и “OFF-центр” реакции. Две последних категории можно охарактеризовать как реакции тонического типа.
 Все 3 типа реакций амакриновых клеток были зарегистрированы у черепах  (Marciafava and Weiler, 1982;  Weiler and Marciafava, 1981; Kolb et al.,1988; Ammermueller and Weiler, 1989), а так же у некоторых рыб, представителей семейств Cyprinidae  и  Siluridae (Sakai and Hashimoto, 1983; Djagmoz and Ruddock, 1983; Sakuranaga and Naka, 1985a,b;  Teranishi et al.,1987).  C другой стороны,  у хрящевых рыб из рода Raja (Raja orinacea,  Raja ocellata) Dowling  и  Ripps  (1977)  обнаружили только фазные АК  “ON-OFF” типа. 


Из всего выше сказанного (главы 1.2.1. – 1.2.4.) можно сделать основной вывод, что обработка сигналов в сетчатке осуществляется на двух уровнях – в наружном и внутреннем синаптических слоях. Вследствие межклеточных взаимодействий, в наружном синаптическом слое сетчатки генерируются исключительно тонические ответы нейронов (горизонтальные, биполярные клетки). С другой стороны, в результате более сложной обработки сигналов происходящей во внутреннем синаптическом слое, выходные тонические сигналы биполяров трансформируются в разнообразные фазные и тонические ответы последующих нейронов (амакриновые, ганглиозные клетки). Многими авторами было показано, что выходные сигналы разных типов ганглиозных клеток, распространяющиеся по волокнам зрительного нерва, приносят в мозг частично обработанную информацию о размерах, формах, цвету  и движении объектов зрительной сцены (Letvin et al., 1959; Зенкин и Пигарёв, 1969; Максимова и Максимов, 1981).
 
1.2.5. Электроретинограмма (ЭРГ). Электроретинограмма является суммарным потенциалом глаза, возникающим в ответ на световую стимуляцию. Основными компонентами ЭРГ позвоночных являются:


а)  кратковременная отрицательная  “a”-волна,  за которой последует


б) “b”-волна, быстрый позитивный компонент ЭРГ значительно большей амплитуды;  этот компонент  сопровождается поздней 

в) медленной позитивной  “с”-волной, чья амплитуда иногда превышает амплитуду самой  “b”-волны.


Электроретинографическая “b”-волна только косвенно отражает активность фоторецепторов. Его в основном генерируют Мюллеровские глиальные  клетки (Miller and Dowling, 1970;  Fujimoto and Tomita, 1981;  Newman and Odette,  1984;  Wen and Oakley, 1990; Бызов, 1994). Мюллеровские клетки располагаются от наружного синаптического слоя вплоть до слоя волокон зрительного нерва.  В результате световой стимуляции активируются вторичные нейроны сетчатки, вследствие чего  происходит увеличение концентрации внеклеточного калия (К+) в наружном и внутреннем синаптических слоях. Это увеличение концентрации внеклеточного К+ на уровне синаптических слоёв провоцирует на оболочке  Мюллеровской клетки входящий ток калия (оболочка Мюллеровских клеток обладает только каналами для ионов калия). Ионы калия, вошедшие в Мюллеровские клетки на уровне наружного и внутреннего синаптических слоёв,  выходят из клетки во внеклеточное пространство на уровне слоя волокон зрительного нерва. Этот ток калия после выхода во внеклеточное пространство генерирует трансретинальный ток, направленный дистально (к наружному синаптическому слою). В последствии, генерируемый трансретинальный ток при проходе через внеклеточное пространство порождает трансретинальный потенциал, “b”-волну.  


В отличие от позитивной “b”-волны, которая возникает вследствие активности вторичных нейронов сетчатки, электроретинографическая “а”-волна является только начальной частью отрицательного фоторецепторного П-III  компонента (Rodieck,  1973).  Применением некоторых химических агентов (эфир,  йодат натрия,  аспартат натрия), можно блокировать активность вторичных нейронов и пигментного эпителия сетчатки, и таким способом устранить  и   “b”-  и   “c”-волну  ЭРГ (Granit, 1933;  Dowling and Ripps,  1972;  Rodieck,  1973;  Andjus  et al., 1983;  Andjus  et al., 1988; Damjanović  et al., 1991). Вследствие этого становится возможным отведение изолированного, чистого отрицательного медленного П-III  компонента, который часто называют поздним  рецепторным потенциалом (ПРП).  ПРП состоит из:


а) быстрого компонента,  генерируемого каналами мембраны фоторецепторов (тоническая  гиперполяризация с быстрой  константой роста потенциала во времени – “fast time constant of rise”);


б) медленного компонента, генерируемого Мюллеровскими клетками (тоническая гиперполяризация с медленной константой роста потенциала во времени – “slow time constant of rise”); в результате световой стимуляции уменьшается внеклеточная концентрация ионов калия в субретинальном пространстве, на что Мюллеровские клетки реагируют медленной гиперполяризацией (латенция до максимума амплитуды  ответа  около 4-ёх  секунд) (Newman and Odette,  1984).


Медленная позитивная  “с”-волна  генерируется клетками пигментного эпителия. На основе принятой теории (Oakley and Green, 1976;  Steinberg et al., 1980;  Steinberg, 1985) “с”-волна генерируется в результате уменьшения концентрации внеклеточного калия в субретинальном  пространстве. Апикальная оболочка клеток пигментного эпителия (оболочка повёрнута к сетчатке), проводима только для ионов калия,  реагирует на это внеклеточное изменение концентрации К+ медленной гиперполяризацией (латенция до максимума амплитуды  ответа  около 4-ёх секунд). В результате  гиперполяризации оболочки пигментного эпителия в экстраклеточном пространстве  генерируется позитивное отклонение потенциала. Таким образом, один и тот же источник К+-ионов (субретинальный) генерирует два ЭРГ-компонента,  похожих по форме, но разных по полярности: медленный отрицательный фоторецепторный компонент (ПРП) и медленный позитивный эпителиальный потенциал.  Поскольку второй, позитивный компонент больше по амплитуде,  в результате суммирования двух  субретинальных потенциалов получается медленный позитивный компонент ЭРГ относительно маленькой амплитуды  -  “с”-волна.   


1.3.  Синаптические входы и спектральная чувствительность ретинальных нейронов рыб


В то время как  в фоторецепторах генерируются только гиперполяризационые потенциалы в результате световой стимуляции, вторичные нейроны сетчатки (горизонтальные клетки, биполярные клетки) часто демонстрируют цветоопонентные свойства – на некоторые монохроматические стимулы реагируют гиперполяризацией,  а на другие деполяризацией. Это явление происходит вследствие комплексных взаимодействий фоторецепторов и нейронов сетчатки в наружном синаптическом слое.  Поскольку исследование фотопической спектральной чувствительности у угря базировалось в основном  на внутриклеточных отведениях от горизонтальных клеток, основная часть этой главы будет посвящена организации синаптических входов ГК  костистых рыб.

1.3.1.   Морфологические типы горизонтальных клеток.  В сетчатке костистых рыб ГК занимают зоны в дистальной части внутреннего ядерного слоя (ВЯС).  В своих ранних работах, Ramon Y Cajal  (1893) провёл гистологические исследования ГК,  используя метод Golgi. В сетчатке костистых рыб (Cyprinidae)  он описал 3 слоя ГК,  которые, как он считал,  относяться к настоящим нейронам, с густой сетью дендритов и горизонтальными аксонами. Он классифицировал их на 3 группы: наружные,  внутренние и промежуточные ГК. Он показал, что дендриты наружных и промежуточных  горизонтальных клеток входят в наружный синаптический слой (НСС), где заканчиваются  на двух разных уровнях. Cajal (1893) показал, что наружные ГК у   Cyprinidae   всегда связаны только с колбочками (колбочковые ГК), в то время как, дендриты промежуточных ГК осуществляют синаптические контакты только с сферуламы (синаптические окончания) палочек (палочковые ГК).  Но, автору не удалось на основе своих препаратов определить связи 3-й  групы – внутренних ГК. 



Сегодня известно, что у эвригалинных  видов из семейств  Mugilidae,  Lutjanidae  и  Geridae,  во внутреннем ядерном слое находятся 4 слоя ГК. Каждый из этих слоёв сформирован из отдельного типа горизонтальных клеток (ГК1 – ГК4),  что обозначается как регулярный порядок (Parthe,  1972,  1982;  Mitarai,  1982).  Похожая организация ГК была описана и у некоторых представителей семейств Percidae (Hassin, 1979;  Witkovsky et al.,  1979  Dowling  et al.,  1985)  и  Carangidae  (Подугольникова и Максимов,  1984).  У представителей семейства  Cyprinidae,  с другой стороны,  4 типа ГК не распределены регулярно по слоям.  У некоторых видов,  например Cyprinus carpio,   описаны только 3 слоя горизонтальных клеток  (Witkovsky and Dowling,  1969;  Mitarai et al.,  1974;  Parthe,  1982),   а   у    C.auratus  авторы определили только 2 слоя ГК  (Stell,  1975;  Stell and Lightfoot,  1975;  Parthe,  1982).  Похожий случай был и с некоторыми представителями семейства   Siluridae,  у которых были описаны только 2 слоя  ГК  (Naka and Caraway,  1977). 


В сетчатках с регулярным порядком ГК, колбочковые ГК распределены в 3-ёх слоях. В каждом из них  находится по одному типу  горизонтальных клеток.  Они называются относительно их положения во внутреннем ядерном слое: наружные, промежуточные  и  внутренние колбочковые горизонтальные клетки. С другой стороны, у рыб у которых колбочковые ГК формируют 1 или 2 слоя  (Cyprinidae,  Siluridae),  авторы определяли 3 типа горизонтальных клеток как  ГК1,  ГК2  и  ГК3.  У  семейства  Cyprinidae  было показано,  что каждая из  ГК1,  ГК2  и  ГК3  отправляет по одному аксону,  который заканчивается утолщённым аксонновым окончанием во внутреннем ядерном слое (Stell,  1975;  Weiler,  1978;  Parthe,  1982).  Но, надо подчеркнуть, что синаптические контакты этих окончаний сегодня не определены.


Палочковые ГК обычно формируют отдельный слой, размещённый под слоями колбочковых ГК (Parthe,  1972,  1982;  Mitarai et al.,  1974;  Mitarai,  1982;  Stell,  1975;  Stell and Lightfoot,  1975;  Haesendonk  and Missoten, 1979; Hassin, 1979;  Подугольникова и Максимов,  1984;  Dowling et al.,  1985).  Но, в некоторых случаях, палочковые ГК находятся смешаные  с  колбочковым ГК в совместных слоях (Parthe,  1972).


Горизонтальные клетки, которые принимают синаптические входы от колбочек и палочек одновременно,  называются смешанными горизонтальными клетками (смешанные ГК).  Надо сказать, что у рыб смешанные горизонтальные клетки никогда не были определены в гистологических исследованиях. 

1.3.2.   Хроматические типы горизонтальных клеток.  Stell  и  его  сотрудники у  C.auratus  определили с какими хроматическими   типами  колбочек  осуществляют связь  определённые  типы горизонтальных клеток  (Stell  and  Lightfoot,  1975;  Stell et al.,  1975;  Stell,  1976;  Stell and Harosi,  1976).  Подробная схема взаимных связей и влияний  колбочек и горизонтальных клеткок показана на  Рис. 6  (из  Stell et al.,  1982).  В то время  как боковые контакты в снаптических окончаниях колбочек представляют в основном тормозную (отрицательную) обратную связь от ГК к колбочкам (белые стрелки), центральные контакты представляют возбуждительную проекцию от колбочек 
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Рис. 6. Схема взаимных влияний между колбочками и колбочковыми горизонтальными клетками у рыб из семейства Cyprinidae. “R” – красно-чувствительные колбочки; “G” – зелёно-чувствительные колбочки; “B (ss)” – сине-чувствительные короткие одиночные колбочки;  “B (ms)” – сине-чувствительные миниатюрные одиночные колбочки; “H1”, “ H2”, “ H3” – разные типы колбочковых горизонтальных клеток; подробное объяснение схемы имеется в тексте (из Stell et al., 1982). 

к  ГК (чёрные стрелки). Согласно общепринятой теории, возбудительные влияния колбочек на ГК осуществляются с помощью Л-глютамата, в то время как тормозная обратная связь осуществляется выделением  гамма-аминомасляной кислоты  (ГАМК) (Lam et al., 1978;  Djamgoz and Ruddock,  1979;  Murakami et al., 1982;  Fain et al.,  1983).  Но,  Бызов А.Л.  предложил альтернативную гипотезу об «электрической обратной связи» (Бызов,  1977;  Byzov and Shura Bura,  1983,  1986;  Бызов и Полищук,  1987). По этой теории носителем сигнала отрицательной обратной связи является не химический агент (медиатор ГАМК), а синаптический ток, генерируемый горизонтальными клетками. Независимо от природы механизма обратной связи между ГК и  колбочками («химической»  или  «электрической»), диаграмма  Stell  и сотрудников, объясняющая происхождение L- (монофазных) и C- (двухфазных, трёхфазных) реакций горизонтальных клеток, является общепринятой. Цветоопонентные C-реакции характеризуются противоположными ответами ГК на стимулы различных спектральных характеристик - монохроматические стимулы из отдельной части спектра провоцируют гиперполяризацию, в то время как стимуляция в остальной части спектра вызывает деполяризационные ответы клетки. Например, цветоопонентные ГК, у которых максимум чувствительности  гиперполяризационого  компонента двухфазной реакции  находится в зелёной (G-) части, а максимум чувствительности   деполяризационного  компонента в красной (R-) части спектра, называются горизонтальные клетки “R/G” типа. Согласно модели предложенной Stell и его сотрудниками, колбочковые  горизонтальные клетки типа  ГК1  (“H1”) своими дендритами связаны со всеми 3-мя  типами колбочек:  красно- (R-), сине- (B-) и  зелёно-чувствительными  (G-) колбочками,  причём  возбуждающие (центральные)  входы эти клетки получают только от  R-колбочек. Колбочковые ГК2 (“H2”) осуществляют контакты только с G- (входящие синапсы) и B-колбочками (обратная связь), в то время, как ГК3 (“H3”) связаны  исключительно с B-колбочками (входящие синапсы) (смотри Рис. 6). В результате такой организации, у ГК1 генерируется один тип монофазных (L-)  реакций на световую стимуляцию – красночувствительная  L-реакция (“L-red”- LR) (Рис. 7B; из  Mitarai, 1982). У  ГК2,  с  другой  стороны,   генерируется  двухфазная C-реакция: “R/G” (Рис. 7c), в то время как с горизонтальных клеток типа ГК3 можно отводить двухфазные (“Y/B”) (Рис. 7d) и трёхфазные (“Y/BR”) (Рис. 7e) C-реакции. У “Y/B” и “Y/BR” реакций максимум чувствительности  деполяризационного  компонента ответа находится в жёлтой (“Y”) части спектра. Результаты многочисленных исследований хроматических характеристик  ГК  рыб  согласуются с  моделью Stell’а  и сотрудников, что максимум чувствительности  L-реакции  у  ГК1 должен быть в красной части спектра (λmax в диапазоне 600-625nm). Результаты исследований так же подтверждают предположение данной модели, что максимум чувствительности у  гиперполяризационого  компонента  двухфазной  “R/G”-реакции должен быть в зелёной части спектра (λmax в диапазоне 500-550nm). Относительно коротковолнового (“B”) гиперполяризационого компонента
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Рис. 7. Ахроматические (“L-”) и цвето-оппонентные (“C-”) ответы горизонтальных клеток у карпа (Cyprinus carpio). “А”: “L”-скотопический ответ ; “B”: “L”-фотопический ответ ; “C”: “R/G”- цвето-оппонентный ответ; “D”: “Y/B”- цвето-оппонентный ответ; “E”: “Y/BR”- цвето-оппонентный ответ. Подробное объяснение рисунка имеется в тексте (из Mitarai, 1982).
трёхфазной (“Y/BR”) реакции ГК3, в результате многих исследований было показано, что его  λmax  находится в диапазоне 440-480nm (Wagner et al., 1960; Orlov and Maksimova, 1965; Mitarai,  1965;  Mitarai et al., 1974; Naka and Rushton, 1966; Tamura and Niwa, 1967; Witkovski, 1967; Norton et al.,1968; Sperkreijse and Norton, 1970; Kaneko and Yamada, 1972; Sillman, 1990; Govardovskii et al., 1991).


В нескольких работах кроме красночувствительных входов,  были описаны и  входы из G- и B-колбочек в монофазные ГК (LG- и  LB-типы  горизонтальных клеток) (Orlov and Maksimova,  1965;  Naka and Rushton,  1966;  Laufer and Millan,  1970).  Эти интересные результаты  указали на возможное существование инверсных двухфазных (G/R; B/Y) С-реакций. Это предположение было подтверждено на сетчатке некоторых видов рыб из семейства кефалей (Mugilidae), а именно у Mugil brasiliensis и Mugil cephalus (Svaetichin and Mac Nichol, 1958; Svaetichin et al., 1961; Tamura and Niwa, 1967;  Drujan et al., 1971; Mitarai, 1982). Было показано, что некоторые С-реакции их сетчатки могут быть характеризованы как привычные R/G, Y/B и Y/BR реакции. Но кроме них у этих видов авторам удалось отвести и инверсные  С-реакции  на  свет: G/R, B/Y и BR/Y.
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Рис. 8. Происхождение ахроматических (“L-”) и цвето-оппонентных (“C-“) ответов горизонтальных клеток у семейства Mugilidae. “Cone HC” – колбочковые горизонтальные клетки; “Rod HC” – колбочковые горизонтальные клетки; “LRD” – “L”- скотопический ответ;  “LG”, “LR” – зелёно- и красно-чувствительные “L”-фотопические ответы, соответственно; “R/G”, “G/R”, “B/Y”, “Y/BR” – разные типы цвето-оппонентных ответов. Подробное объяснение рисунка имеется в тексте (из Mitarai, 1982).
В зависимости от глубины сетчатки, с которой потенциалы отводились, и, в соответствии с морфологической структурой наружного синаптического слоя M.brasiliensis, было идентифицировано 4 слоя горизонтальных клеток  (Drujan et al., 1971). Авторы сделали вывод, что инверсные С-реакции генерируют ГК помещающиеся  в 2-ом слое, в то время, как привычные С-реакции генерируются ГК-ми из 3-го слоя. Чтобы определить точную корреляцию между типами L- и C- реакций  у  Mugilidae,  Mitarai (1982) на сетчатке M.cephalus применил метод окрашивания клеток «луцифер-жёлтым».  Результаты исследований показали, что LR- и LG-реакции  отводятся от наружных ГК, инверсные С-реакции от промежуточных ГК,  привычные С-реакции от внутренних ГК, а L-скотопические потенциалы генерируются палочковыми горизонтальными клетками, помещающимися в четвёртом слое. Диаграмма, которая полностью описывает взаимные влияния колбочек и горизонтальных клеток у семейства  Mugilidae  представлена на Рис. 8 (из  Mitarai,  1982). 


В отличие от комплексной структуры наружной сетчатки  у  Cypriniformes,  а особенно у Mugiliformes, спектральная организация у Perciformes является относительно
простой. Были определенны  2  типа  колбочек: красночувствительные двойные колбочки (колбочки близнецы - “twin cones”)  и  сине-  или  зелёночувствительные  одиночные колбочки  (“single cones”) (синечувствительные, “В”-колбочки у Trachurus mediteraneus  -  Подугольникова и Максимов,  1984;  зелёночувствительные, “G”-колбочки  у  Stizostedion vitreum  -  Burkhardt and Hassin,  1978;  Witkovsky  et al.,  1979).   Как продемонстрировано на Рис. 9 (из Подугольникова и Максимов, 1984) у Perciformes 

[image: image9.png]



Рис. 9. Схема взаимных влияний между колбочками и колбочковыми горизонтальными клетками у Медитеранской ставриды (Trachurus mediteraneus). “НГК” – наружные горизонтальные клетки; “ПГК” – промежуточные горизонтальные клетки;  “ВГК” – внутренние горизонтальные клетки; “ДК ” – двойные колбочки (“колбочки близнецы”); “ОК” – одиночные колбочки. Двойные колбочки красночувствительные (“К”), а одиночные  синечувствительные (“С”) (из Подугольникова и Максимов, 1984).
наружные ГК (ГК1) связаны с красночувствительными колбочками близнецами  и  В-  (или  G-)  одиночными колбочками,  промежуточные (ГК2) только с колбочками близнецами, в то время, как внутренние ГК (ГК3) получают входы только от сине-чувствительных одиночных колбочек. В результате такой организации,  ГК1  и  ГК2   клетками генерируется   LR-реакция,  а  ГК3  клетки  можно определить как клетки  R/G 

 (или R/В)  типа.  LR-  и  R/G-реакции  горизонтальных клеток были обнаружены ещё у нескольких видов из отряда Perciformes  (Lepomis machrochirus  и Seriola quinqueradiata  -  Tamura and Niwa,  1967;  Esox lucius – Максимова и Максимов,  1969a,b). 


Что касается палочковых ГК, они были обнаружены одновременно с колбочковыми ГК у разных представителей семейств Cyprinidae (Tamura and Niwa, 1967; Kaneko, 1970; Kaneko and Yamada, 1972; Mitarai et al., 1974; Stell  et al., 1982), Mugilidae (Mitarai, 1982),  Siluridae  (Naka, 1977),  и   Percidae (Dowling  et al., 1985; Zow  et al., 1993). С другой стороны,  смешанные ГК,  которые принимают входы от колбочек и палочек одновременно, были обнаружены у многих видов позвоночных  (Chondrostei  -  Govardovskii  et al., 1991; Amphibia  -  Werblin and Dowling, 1969;  Fain, 1975; Marshall and Werblin, 1978; Hanani and Vallerga, 1980;  Hassin and Witkovsky, 1983; Reptilia – Fuortes et al., 1973;  Leeper and Copenhagen, 1979, 1982), но у костистых рыб эти клетки были описаны только у Eugerres plumieri (Laufer and Millan, 1970).

1.3.3.   Хроматические типы биполярных и амакриновых клеток.  У  биполярных клеток была показана  корреляция  между величиной самих  клеток и типами входов от фоторецепторов.  Используя  Golgi-EM  гистологическую технику,  Stell (1967)  показал, что в сетчатке  некоторых видов из семейства Cyprinidae большие БК получают входы от палочек и колбочек одновременно (смешанные  БК),  в то время как  маленькие БК связаны только с колбочками. Позже, результаты Stell (1967) были подтверждены в нескольких электрофизиологических исследованиях, проведенных на представителях семейства  Cyprinidae (Famiglietti et al.,1977; Kato and Negishi, 1979; Saito  et al., 1981; Saito and Kujiraoka, 1982;  Shimbo and Tojoda, 1990).


Исходя из модели Stell и сотрудников (Рис. 6) можно предположить, что БК, получающие входы от B и G-колбочек могут, подобно горизонтальным клеткам, генерировать цветоопонентные С-ответы различных типов. Это предположение было подтверждено результатами многочисленных исследований хроматических характеристик БК рыб. Некоторые из регистрированных биполярных клеток были определены как двухфазные С-клетки  (R/G;  G/R;  Y/B) (Кaneko,  1973;  Kaneko  et al.,  1981;  Kaneko and Tachibana,  1981,  1983;  Mitarai  et al.,  1978;  Hashimoto and Inokuchi,  1981).


Цвето-опонентные (С) свойства были обнаружены и у амакриновых клеток. Двухфазные С-АК были описаны у черепахи Pseudemys scripta elegans (Amermueller and Weiler,  1989)  и нескольких представителей семейства Cyprinidae (Kaneko,  1970;  Mitarai  et al.,  1978;  Djagmoz and Ruddock,  1983;  Djamgoz and Vallerga,  1989).


1.4.  Спектральная чувствительность сетчатки угря
1.4.1. Спектры поглощений зрительных пигментов.   Палочковые пигменты у угря на разных возрастных стадиях были определены на основе спектров поглощений пигментных экстрактов. У представителей семейства Anguillidae  парные палочковые пигменты были описаны несколькими авторами (Wald,  1958;  1960;  Carlisle and Denton,  1959;  Beatty,  1975a). У катодромного угря в течение процесса миграции из пресных вод в море в палочках происходит замена порфиропсина родопсином. С другой стороны,  в поздней фазе миграции,  когда рыбы уже находятся в море,  кроме смены пропорций в пигментной паре  Р-501/П-523,  происходит трансформация  Р-501  в другой родопсин,  с изменённой  опсиновой молекулой  и максимальной спектральной чувствительностью в фиолетовой части спектра (родопсин 482) (Wald,  1958;  1960;  Carlisle and Denton,  1959;  Beatty,  1975a). С приближением серебряных угрей к месту их нереста, Саргасовскому морю,  Р-482  постепенно  заменяет Р-501  в палочках рыб. Этот процесс заканчивается полной заменой Р-501  пигментом  Р-482.  Родопсин 482  характерен для глубинных рыб.  Несмотря на то, что все авторы подтверждают в своих работах процесс трансформации  П-523 → Р-501 → Р-482,  максимумы спектральной чувствительности у жёлтых (неполовозрелых) угрей  определены  у  Wald (1960) и Beatty (1975a) отличались друг от друга.  В то время, как у Wald   максимумы чувствительности были в диапазоне 502-510нм,  у  Beatty  они варьировали от 515 до 518нм.  В своей работе Beatty (1975a) подчеркнул эту разницу между своими данными и результатами Wald (1960), но при этом не попытался объяснить  причину этой разницы. 

1.4.2. Электроретинографический анализ спектральной чувствительности угря.  Метод квантитативной электроретинографии применялся у угря только в нескольких работах (Gordon et al., 1978;  Pankhurst and Lithgoe, 1983; Damjanović,  1990,  Damjanović  et al., 1991). Формы скотопических электроретинограм, которые регистрировали  разные авторы, качественно не отличались друг от друга. Учитывая тот факт, что в условьях темновой адаптации ЭРГ угря, вызваные световыми стимулами насыщающей интенсивности, характеризуются:

а) большой латенцией до максимальной амплитуды (“latency to peak”)  “b”-волны 
б) длительной  “с”-волной большой амплитуды    и


в)  отсутствием позитивной  “off”-реакции 
,

можно с большой уверенностью  утверждать, что в сетчатке угря преобладают палочки. Электроретинограммы, которых мы отводили в наших предыдущих работах в условьях темновой адаптации (Damjanović, 1990;  Damjanović  et al., 1991), характеризовались отрицательной  “off”-реакцией при стимуляции яркими вспышками, в то время  как в работах Gordon  et al. (1978) и  Pankhurst and Lithgoe (1983), при таких же условьях стимуляции,  “off”-реакция не была зарегистрирована. 


В условьях световой адаптации (фотопические условия), форма ЭРГ угря менялась. Gordon et al. (1978) регистрировали позитивный “off”-ответ у фотопических ЭРГ после выключения светового стимула. 


У жёлтых Американских угрей (Anguilla rostrata), Gordon et al. (1978)  применением электроретинографического метода определили скотопический максимум чувствительности (λmax) в зелёной части спектра (520нм). Работа была выполнена на изолированном глазном препарате, в условьях темновой адаптации, а спектральная чувствительность  была посчитана на основе амплитуд  “b”-волны.  Несмотря на то, что возрастная стадия угрей была определена как жёлтая,  чёткие критерии,  на основе которых возрастная стадия была определена,  не 






























































































































были приведены в этой работе. Так же, максимум чувствительности (λmax) не был определён  математическим моделированием, а просто данные о спектральной чувствительности были сопоставлены  с кривой пигмента П-520 (Ebrey and Honig,  1977;  Dawis,  1981). 


В ещё одном электроретинографическом исследовании, осуществленном на угре на основе измерений  “b”-волны,  Pankhurst  и  Lithgoe  (1983)   сделали вывод, что в процессе полового развития  у  A.anguilla  не происходят изменения в скотопической спектральной чувствительности. Но надо отметить, что авторы сделали этот вывод  для двух возрастных групп,  только на основании измерения порогов раздражений для двух длин волн  света -  480 и  520нм, а не на основании измерения кривых спектральных чувствительностей.  Этот факт делает вывод авторов неубедительным. 


Единственная информация, касающаяся пигментного состава колбочек у угря, была предоставлена в работе Gordon et al. (1978). Спектральный максимум, подсчитанный на основе амплитуд электроретинографических волн (“b”-волна, “off”-реакция), у жёлтых американских угрей был в зелёно-жёлтой части спектра (550нм). Более точная информация о типах колбочек в этом исследовании не была предоставлена.

1.4.3.  Синаптические входы и спектральная чувствительность вторичных нейронов сетчатки угря.  Надо отметить, что в литературе  предоставлено очень мало данных, касающихся  электрофизиологии отдельных категорий вторичных нейронов сетчатки  угрей (Anguillidae). Единственные, относящиеся к делу данные, касаются внутриклеточных исследований, проведенных  на  горизонтальных клетках. Результаты аналогичных исследований на фоторецепторах и других вторичных нейронах сетчатки (биполярные и амакриновые клетки) не представлены в  литературе. 


В некоторых работах авторы отводили внутриклеточно от горизонтальных клеток у представителей из семейства Anguillidae. На  Рис. 10  представлены реакции одной ГК американского угря (A.rostrata) на различные монохроматические световые стимулы (Gordon et al. 1978). Препарат  глазного бокала освещался в условьях темновой адаптации, а интенсивность трёх монохроматических стимулов была отрегулирована таким способом, чтобы вызвать реакции одинаковых амплитуд. Максимальная реакция горизонтальных клеток получена в результате освещения  яркими световыми вспышками (уровень насыщения), была 20мВ. Амплитуды реакций, представленных на Рис. 10, примерно в 3 раза меньше чем амплитуды максимальных потенциалов.  По мнению авторов,  изменение формы реакций ГК с изменением длины волны вспышек 
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Рис. 10. Ответы одной горизонтальной клетки Американского угря (Anguilla rostrata)  на три разных длины волны стимула  (λ). Значения применённых  λ обозначены над каждой из записей. Вертикальная калибровка – 5 мВ; длительность стимула – 1 сек (из Gordon et al., 1978).
света, свидетельствует о существовании двух типов синаптических входов, скорее всего с различными спектральными свойствами. Речь идёт о коротковолновых входах от палочек  и длинноволновых (красночувствительных) входах от колбочек. У всех 3-ёх реакций на монохроматические стимулы наблюдаются две временные константы спада потенциалов ГК, «быстрая»  и  «медленная». В ответах на вспышки света из коротковолновой части спектра, при падении потенциала наблюдалось повышенное влияние «медленного», скорее всего  палочкого  компонента, в то время, как в форме реакции  на длинноволновую вспышку (620нм)  ясно выражено влияние «быстрого», скорее всего колбочкового  компонента входа. Следовательно, ответы ГК угря, представленные на Рис. 10, свидетельствуют  о возможном существовании  горизонтальных клеток со смешанными входами – палочковыми и колбочковыми. Но надо подчеркнуть, что на основе этих исследований невозможно утверждать факт существования смешанных горизонтальных клеток  у угря, поскольку  подробный  анализ спектральной чувствительности ГК не был выполнен в этой работе. 


Данные о спектральных характеристиках ГК угря были представлены и в работе Niwa (1979).  В сравнительных внутриклеточных  исследованиях ГК нескольких видов костистых рыб были исследованы, хотя и не очень подробно, и фотопические спектральные характеристики горизонтальных клеток японского угря (Anguilla japonica). У фотопической L-реакции (Рис. 11, верхняя запись) максимум чувствительности был в области 548нм. Автор нашёл сходство этой  L-реакции ГК   A.japonica   со спектральной кривой йодопсина  курицы (λmax=560нм) (Wald,  1955). Но, 
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Рис. 11. Спектральный ответ одной “L” (верхняя запись) и одной “C” горизонтальной клетки (нижняя запись) Японского угря (Anguilla japonica). Длины волн монохроматических стимулов в нанометрах (“nm”) обозначены под соответствующими ответами  (из Niwa, 1979).

чтобы можно было утверждать факт существования пигмента похожего на йодопсин у ГК угрей, надо было чётко подсчитать фотопическую кривую спектральной чувствительности горизонтальных клеток, что в этой работе не было сделано. Дальше надо отметить, что в этих исследованиях впервые была зарегистрирована и двухфазная С-реакция в ГК угря (Рис. 11, нижняя запись). Чётко выделяются только 3 гиперполяризационые реакции на стимулы из синей части спектра (400-463нм).  Реакции на остальные монохроматические вспышки  были слишком низкой амплитуды, так что очень  сложно чётко определить тип С-реакции.


1.5.  Цели исследований
1.5.1. Оценка изменения скотопической спектральной чувствительности угрей разных возрастных стадий методом электроретинографии.  Электроретинографические исследования сетчатки угря были впервые включены в исследовательскую программу нашей лаборатории (Нейрофизиологическая лаборатория  Института биологии моря в г. Котор, Югославия)  10 лет назад (первые эксперименты были проведены в 1985-ом году). Выбор этой рыбы для исследований основывался, во первых, на её выносливости (большая выносливость на аноксию, низкие и высокие температуры,  низкую и высокую солёность  воды). Всё-таки главным мотивом для выбора угря  был тот факт, что у него в течение индивидуального развития происходят большие изменения зрительной системы на уровне  фоторецепторов. Как уже говорили, при катадромных миграциях из рек в моря  порфиропсин, доминирующий пигмент в палочках, трансформируется в другой пигмент - родопсин. Так же в процессе миграций постепенно исчезают колбочки, вплоть до полного исчезновения у половозрелых  рыб.  

Лабильная зрительная  скотопическая система впервые была описана у краснопёрки (Scardinius erithrophtalmus) (Dartnall et al.,1961), а потом была обнаружена у многочисленных  пресноводных и диадромных видов рыб.  Среди диадромных видов особо интересен случай  катадромного  угря. У него в процессе миграции к морю  происходит не только смена  пропорций в пигментной паре Р-501/П-523, но в поздней  фазе миграции, когда рыбы уже находятся в море,   появляется и второй родопсин, с максимальной абсорбцией в сине-фиолетовой части спектра (Р-482). С приближением серебряных угрей к Саргассовому морю (западная часть Атлантики), к месту их нереста, Р-482 постепенно заменяет Р-501 в палочках, вплоть до полной замены Р-501. В итоге, пигмент Р-482, характерный для глубинно-морских рыб, становится единственным скотопическим пигментом у половозрелых рыб.

Несмотря на чётко документированные разницы в пигментном содержании между палочковыми системами жёлтых и серебряных особей, изменение скотопической спектральной чувствительности в течение полового созревания угрей  никогда не было доказано электрофизиологическими методами. Более того, как было подчёркнуто в разделе 1.4.2., Pankhurst и Lithgoe (1983) в итоге своих электроретинографических исследований  пришли к выводу, что в течение полового созревания угря не происходит изменение скотопической спектральной чувствительности. Но здесь ещё раз надо подчеркнуть, что пороги раздражения были исследованы только при двух длинах волн стимула – 480  и  520нм, что делает вывод авторов неубедительным. 

Чтобы проверить отрицательный вывод Pankhurst и  Lithgoe  (1983) мы приняли решение использовать метод количественной in vivo элетроретинографии для построения скотопических кривых спектральной чувствительности пороговым методом, для 11-и стимулов разных длин волн в интервале 400-650нм. 
В план данной работы были включены и сравнительные исследования спектральных характеристик скотопической системы кошачьей акулы (Scyliorhinus canicula), с родопсиновой сетчаткой. С  кошачьей акулой  угря сравнивали ещё Bayliss et al. (1936) в своих ранних  сравнительных исследованиях фоторецепторных пигментов рыб. Техника электроретинографических исследований на препарате изолированного глазного бокала  S.canicula,  была подробно разработана в нашей лаборатории (Andjus et al., 1983; Andjus et al., 1988; Andjus et al., 1996). Электроретинографические данные, касающиеся ската, другого вида, с которым работали Bayliss et al. (1936), были доступны  нам из литературы (Dowling and Ripps,  1972;  Ripps and Dowling,  1991).
Поскольку предыдущие электроретинографические исследования скотопической спектральной чувствительности угря  основывалась исключительно на измерениях электроретинографической “b”-волны (жёлтые угри - Gordon et al., 1978; жёлтые и серебряные угри – Pankhurst and Lithgoe, 1983), которая только косвенно отражает активность фоторецепторов (Miller and Dowling, 1970; Fujimoto and Tomita, 1981; Newman and Odette, 1984; Wen and Oakley, 1990; Бызов, 1994), мы измеряли скотопическую спектральную чувствительность жёлтых и серебряных угрей, не только по “b”-волне, но и по изолированному химическим путём позднему рецепторному потенциалу (ПРП), непосредственно отражающему фоторецепторную активность (Brown, 1968;  Rodieck,  1973;  Newman and Odette, 1984;  Бызов,  1994).
1.5.2. Оценка фотопической спектральной чувствительности угря на основе внутриклеточного анализа синаптических входов горизонтальных клеток сетчатки.   Пигментный состав колбочек угря  до нас никто подробно не исследовал  ни спектрофотометрическим способом, ни применением электрофизиологических методов. Одним из главных вопросов который до сих пор оставался без ответа является:  проходит ли фотопическая (колбочковая) система угря через пигментную трансформацию одновременно со скотопической?  Это явление было уже описано у некоторых представителей семейства Cyprinidae (Loew and Dartnall,  1976;  Tsin et al.,  1981; Whitmore and Bowmaker, 1989). В предварительных электроретинографических исследованиях (Damjanović, 1990; Damjanović et al., 1991), нам не удалось определить спектральные характеристики фотопических элементов у A.anguilla, из-за низких амплитуд фотопической “b”-волны. Но, Gordon et al., (1978) удалось измерить фотопическую спектральную чувствительность у американского угря (A.rostrata) применением количественной электроретинографии. Световая адаптация препарата обеспечивалась предъявлением  глазному бокалу  яркого постоянно  мелькающего света (белый свет; частота мелькания – 20Hz). На основе электроретинографических измерений, авторам удалось получить суммарную фотопическую кривую спектральной чувствительности  A.rostrata.  Результаты этих интерестных исследований показали, что можно сделать вывод о существовании двух фотопических механизмов у американского угря. У одного из них максимум чувствительности должен быть в зелёной части  (λmax=550нм), а у второго в коротковолновой, сине/фиолетовой части спектра (λmax < 450нм). Более подробная информация о спектральных характеристиках колбочек угря  всё-таки не была предоставлена в этой работе.

Трудности, связаные с электроретинографическим подходом к анализу фотопической спектральной чувствительности (Gordon et al., 1978; Damjanović, 1990;  Damjanović et al., 1991), указывают на необходимость применения более точных внутриклеточных методов регистрации. Как уже было сказано в главе  1.3.,  на основе внутриклеточного анализа (фоторецепторы, горизонтальные клетки) и Golgi-EM   гистологических исследований, были определены схемы взаимных влияний фоторецепторов и горизонтальных клеток  у разных видов костистых рыб (Stell et al.,    1982;  Mitarai,  1982;  Подугольникова и Максимов,  1984).  В этих работах были чётко определены спектральные характеристики колбочек и колбочковых ГК. Иными словами, о спектральных характеристиках фоторецепторов можно косвенно судить на основе внутриклеточного анализа горизонтальных клеток. Этот факт очень важен, когда речь идёт об угре потому, что экспериментальная практика показала, что внутриклеточные отведения с его мелких фоторецепторов практически неосуществимы. С фоторецепторов угря до сих пор никто не отводил внутриклеточно. Надо подчеркнуть, что из-за маленьких размеров колбочек и палочек у угря очень сложно осуществить и микроспектрофотометрический анализ (Govardovskii, personal communication). 

Вследствие выше сказанного было принято решение о применении техники микроэлектродного внутриклеточного отведения с ГК  и вторичных нейронов сетчатки угря (особенно горизонтальных клеток как самых крупных), с целью косвенно определить спектральные характеристики колбочек и подробно изучить функциональные связи между фоторецепторами и вторичными нейронами сетчатки в наружном синаптическом слое. Эта часть работы была выполнена совместно с сотрудниками Лаборатории сенсорных систем Института проблем передачи информации РАН.

1.5.3. Оценка возрастной стадии развития угрей на основе морфологических критериев. Как уже неоднократно говорили в предыдущих главах, общеизвестен факт сложной морфологической и физиологической трансформации сетчатки угря в течение её онтогенеза. Вследствие этого, любые исследования зрительной системы Anguillidae нуждаются в чётком определении стадий развития  исследованных рыб. Это особенно касается тех исследований, которые связаны с определением физиологических характеристик рыб на разных этапах полового развития.  К сожалению, во многих предыдущих исследованиях зрительной системы угрей, стадии развития  исследованных особей не были адекватно определёны, так что нельзя с уверенностью утверждать к какой возрастной стадии относятся представленные результаты. 

При планировании исследований зрительной системы A.anguilla,  мы приняли решение определять  стадии развития исследованных рыб применением нескольких анатомических и гистологических  критериев описанных в литературе. Этими критериями являются:

1) глазной индекс по Pankhurst (1982),  базирующийся на измерениях внешних размеров глаза  и длины тела рыбы;

2) ретинальный индекс по Pankhurst (1984) и  Braekwelt (1988),  базирующийся на гистологическом определении численного соотношения  палочек и колбочек;

3) ретинальный индекс по Pankhurst (1984), базирующийся на гистологическом определении численного соотношения  палочек  и  вторичных нейронов сетчатки, находящихся во внутреннем ядерном слое.

Применение выше перечисленных критериев должно обеспечить достаточно точное определение стадий полового развития угрей, что поможет  нам избежать ошибок при интерпретации результатов планируемых исследований.

2.           М   Е   Т   О  Д   И   К   А


2.1.  Животные


В Югославии, европейских угрей (Anguilla anguilla)  ловили  летом приборами для электролова в озере Скадар (Черногория) и прибрежных водах Черногорского побережья Адриатики (устья рек Суторина и Бояна). Экспериментальных рыб  держали не менее 15-и дней до экспериментов в пресноводных аквариумах, находящихся в тёмной комнате при постоянной температуре (15°С). В России угрей ловили специальными вершами в озере Селигер (Тверская область) в конце октября 1994. года. Их держали не менее 7-и дней до экспериментов в пресноводных аквариумах при температуре 12-15°С (Рис. 12). 
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Рис. 12. Колебания температуры воды в аквариуме с угрями из озера Селигер в течение проведения исследований. Абсцисса – дни (“days”); ордината – температура воды в °С.


Кошачьих  акул (Scylliorhinus canicula; вес тела: 150-250г)  ловили тралами в водах Южной Адриатики  на глубине 100м. Рыб держали не менее месяца до начала экспериментов в аквариумной системе  с морской водой  в темноте при постоянной температуре (15°С). Акулы никогда не подвергались длительному дневному освещению, поскольку известно, что у глубинных морских хрящевых рыб  длительное освещение приводит к отмиранию фоторецепторов (палочек) (Hamasaki et al.,  1967).


2.2. Гистология


После быстрого обезглавливания рыбы и изолирования глазного яблока,  мы удаляли предретинальную часть глаза (роговица, линза),  получая таким способом препарат глазного бокала. Глазные бокалы A.anguilla, полученные таким способом, подвергались гистологической процедуре, состоявшей из 3-ёх основных  фаз:


1) фиксация  препарата в 4% растворе формалина или в  “Bouin”  растворе;

2) заливка в парафине    и    


3)  окрашивание препарата гематоксилином по методу  Erlich   и  Mallory (из  Рошкин, 1946а,б). 


Как сказано выше,  на первом этапе препараты глазного бокала угря фиксировались для дальнейшего гистологического анализа в:


а)  4% растворе нейтрального формалина; в нём препараты находились не менее 24-ёх  часов,   или  


б)  в растворе “Bouin”-a,   состоящего из:  насыщенного раствора пикриновой  кислоты,  4%  формалина  и гляциальной уксусной кислоты  в соотношениях 15:15:1, в указанном порядке;  в нём препараты, так же  как и в  4% формалине,   сохранялись не менее 24-ёх часов. 


На следующем этапе  осуществлялась заливка препаратов в парафине  по следующей процедуры:


а) обезвоживание в серии алкогольных  растворов растущих  концентраций;


б) импрегнирование  промежуточным реагентом  (бензол)  и  


в) импрегнирование парафином и окончательная заливка.

После фиксации препараты подвергались обезвоживанию в серии алкогольных растворов растущих концентраций. Концентрация применяемых алкогольных растворов постепенно увеличивалась, чтобы избежать сжатия препаратов. После удаления фиксатора и тщательного отмывания в 0.1М фосфатном буфере
 препараты  погружались сначала в 80% раствор этанола, в котором оставались в течение 6-и часов, а потом перемещались  в спиртовые растворы с более высокой  концентрацией – 96% на 2 часа и 100% на 1 час.  Во время процедуры раствор 80% этанола два раза (каждые 2 часа) заменялся  новым свежим раствором. При этом, растворы этанола 96% и 100% при данной процедуре менялись только по одному разу.  

После обезвоживания препараты погружали в промежуточную среду -  бензол. После 100% алкоголя  глазные бокалы сначала погружали  в смесь  100%-этанол/бензол (соотношение 1:1), в которой хранились в течение 30-и минут,  а потом их перемещали в чистый бензол. Препараты держали в бензоле в течение 40-а минут. Во время этой процедуры  раствор бензола один раз заменялся свежим раствором. 

До осуществления окончательной заливки препараты сначала пропитывались  парафином. Импрегнация осуществлялась в два этапа: 

а) после импрегнации бензолом препараты сначала помещали в смесь парафина и бензола (соотношение в смеси 1:1); держали их в ней в течение 30-и минут,  а потом

б) тщательно отмывали в фосфатном буфере и помещали в чистый парафин.

После 1-го часа импрегнации парафином препараты тщательно отмывали  в фосфатном буфере. На этом процедура импрегнации заканчивалась. Эффективно импрегнированные глазные бокалы снова погружали в парафин и готовили для резки. Залитые в парафин препараты потом резали на микротоме (толщина среза 8μm)   и готовили  для окраски.

Окраска препаратов осуществлялась гематоксилином по методу Erlich  и   Mallory.

По методу Erlich краска подготавливалась следующим способом: 2 грамма гематоксилина сначала растворяли в 100 мл 96% этанола; затем добавляли 4 компонента в следующем порядке: дистиллированная вода (100 мл), чистый  глицерин (100 мл),  хлористый калий (3 грамма)  и ледяная уксусная кислота (10 мл). Окраска была готова к употреблению только через 14 дней после её приготовления. Залитые в парафин срезы держали в парафине 5-10 минут, а затем препараты тщательно отмывали дистиллированной водой в течение 10-и минут. После окрашивания ядра клеток становятся синими, в то время как остальные части клеток остаются прозрачными. 

По  Mallory  препараты окрашивались следующим способом:  

а) залитые в парафин срезы сначала держали в растворе лугола в течение 3-24 часов;

б) после лугола препараты отбеливались 5% раствором гипосульфита и потом тщательно отмывались дистиллированной водой;

в) на окончательном этапе препараты окрашивались в течение 15-и минут при температуре 50(С в смеси: гематоксилин (1 грамм), 10% фосфовольфрамовая  кислота  (200 мл),  перекись водорода (2 мл) и дистиллированная вода  (900 мл) (смесь готова для употребления через 2-3 дня после приготовления).  


После окраски препараты тщательно отмывали дистиллированной водой и окончательно погружали в кедровое масло. В результате использования процедуры Mallory хроматин и отростки нейроглии  окрашивались  в тёмносиний цвет, в то время как отростки нейронов становились фиолетовыми.  


2.3. Препараты глаз исследованых рыб
2.3.1.  Препараты глазного бокала угря.  Для электроретинографических  in situ  исследований угри анестезировались (фенобарбитал) и обездвиживались (тубокурарин) по методу, описанному Hamasaki et al. (1967). Доза курарина была подобрана так, чтобы остановить дыхательные движения. Искусственное дыхание обеспечивалось постоянным током аэрированной воды через жабры (температура воды была постоянной - 15°С) (Рис. 13). Обездвиженную рыбу  помещали на пластмассовую платформу внутри клетки Фарадея. Препарат глазного бокала in situ  получали путём
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Рис. 13. Структурная схема аппаратуры для проведения квантитативной in vivo электроретинографии на рыбе. “PB” – пластмассовый шприц; “IOK” – внутриглазная канюля; “rg” – регистрирующий электрод; “re” –индифферентный электрод; “A” – предусилитель;  “DRM” – цифровой радиометр; “KPN” – компенсатор поляризационного потенциала;  “VT” – водный термостат с насосом;  “UF” – угольный фильтр для воды; “FS1,2” – фотостимуляторы; “ SP1,2” – световоды; “IFT” – лента интерференционных фильтров;  “5103 N” – осциллограф с памятью;  “MSE-3R” – электронный стимулятор; “K” – пластмассовая камера для помещения рыбы;  “FK” – клетка Фарадея.

удаления  предретинальной части глаза (роговица и линза).  После препарирования бокалы заполнялись физиологическим раствором для костистых рыб. После окончания экспериментов,  рыбы обезглавливались (декапитация).


Для внутриклеточных исследований  были использованы изолированные препараты глазного бокала. После быстрой декапитации и изолирования глазного яблока удаляли предретинальную часть глаза (роговица, линза). Глазные бокалы, препарированные таким способом, разрезали на две приблизительно одинаковых части. Каждая из частей использовалась в качестве отдельного экспериментального препарата, так что на одной рыбе можно было провести 4 эксперимента.

[image: image14.wmf].

F

S

C

I

C

E

r

g

r

e

R

b

a

l

l

C

h

F

P


Рис. 14. Схема конструкции предназначенной для фиксации и перфузии изолированного препарата глазного бокала угря (“R”) (конструкция находится внутри клетки Фарадея). Изолированный глазной препарат фиксируется на пластилиновом шарике (“ball”), помещающемся в плексигласовой камере (“Ch”). В течение проведения эксперимента осуществляется постоянная перфузия препарата физиологическим раствором (“FS”) с помощью тонкой канюли (“C”). На пути до препарата канюля проходит через охладительную камеру, содержащую смесь воды и льда (“ICE”). Избыток физиологического раствора отводится фильтровой бумажкой (“FP”). Регистрация внутриклеточных потенциалов осуществляется парой электродов - регистрирующий (“rg”) и индифферентный (“re”). 


Внутри клетки Фарадея препараты помещали склеральной стороной на пластилиновый шарик, фиксированный сверху специальной пластмассовой конструкции (Рис. 14). После растягивания препарата вокруг шарика сразу устанавливали постоянное омывание (перфузию) препарата физиологическим  раствором для костистых рыб  контролируемой температуры (10-12°С). Перфузия обеспечивалась в течение всего эксперимента. Остатки стекловидного тела препятствовали эффективному контакту перфузионой  жидкости  (физиологического раствора) с препаратом, поэтому было желательно полностью удалять corpus vitreum. Растягиванием препарата вокруг шарика не только обеспечивались условия для эффективной перфузии, но и осуществлялись и оптимальные условия для  применения   микроэлектродной техники.   

2.3.2. Изолированный препарат глазного бокала кошачьей акулы.   Изолированные глазные бокалы  S.canicula  препарировали при слабом красном освещении. После быстрой декапитации и  изолирования глазного яблока удаляли предретинальную часть глаза (роговица, линза). Препараты глазного бокала, полученные таким способом, заполняли физиологическим раствором для хрящевых рыб (Rybak, 1973) и помещали в пластмассовую камеру внутри клетки Фарадея. Необходимо подчеркнуть, что внутри пластмассовой камеры обеспечивалась постоянная температура. До начала электроретинографических исследований препараты дополнительно адаптировались к темноте в течение 30-и минут. При регистрации фотопической  “b”-волны глазные бокалы подвергались постоянному монохроматическому освещению λ=500нм,  которое уменьшало чувствительность препаратов больше чем в 3000 раз. Температура внутри глазных бокалов измерялась термоэлементами.


Препарат изолированной сетчатки кошачьей акулы был округлой формы. Его тщательно отделяли офтальмологическими инструментами от глазного бокала. Изолированная сетчатка, повёрнутая рецепторами вверх, лежала на фильтровальной бумажке, пропитанной физиологическим раствором для хрящевых рыб. 

2.3.3. Химическая обработка препаратов. В электроретинографических экспериментах с йодатом  натрия препараты заливались физиологическим раствором,  в котором определённую  пропорцию  NaCl  заменяли эквивалентной пропорцией  NaJO3  (концентрации применяемых растворов: 0.5%  у акулы и 1%  у  угря). Йодат  вводился в глазной препарат  с помощью  шприца, фиксированного на клетке Фарадея, через тонкую пластмассовую интраокулярную трубку. NaJO3 отмывался (удалялся) из препарата физиологическим раствором через 5 мин после его введения у акулы и через 20 мин после его введения у угря.


2.4. Электроретинография


Приборы для регистрации электроретинограммы были установлены в  нейрофизиологической лаборатории Института биологии моря, в г. Котор, респ. Черногория, и в биофизической лаборатории Центра мультидисциплинарных исследований Белградского Университета.


ЭРГ-потенциалы отводили парой неполяризованных  Ag/AgCl  электродов. Активный электрод помещали в середину глазного препарата, заполненного физиологическим раствором, в то время как индифферентный электрод был в контакте с задней поверхностью глазного яблока (смотри  Рис. 13). Потенциалы, зарегистрированые парой электродов, передавались на вход предусилителя постоянного тока собственного изготовления (усиление импульсов 100 раз).  Усиленные в 100 раз потенциалы потом изображались на экране осциллографа с электронной памятью (Tektronix  50103  3N) и фотографировались камерой марки “Polaroid”.


Количественная электроретинография базируется на применении фотостимуляции  с точно определёнными физическими характеристиками (интенсивность, длительность, спектральные характеристики). В нашей экспериментальной системе спектральные характеристики стимулов определялись применением интерферентных фильтров. Серия интерферентных фильтров охватывала диапазон от 400  до  650нм. Фильтры применялись в серии из 11-и стимулов, причём длины волн применяющихся фильтров с каждым разом увеличивались на 25нм (400, 425, 450,  …., 600, 625, 650нм). Фокусирование стимулов осуществлялось системой линз. Свет подводился к препарату световодами.  Длительность, форму и частоту стимулов определяли с помощью электронного стимулятора (Nihon Kohden  MSE-3R). В большинстве экспериментальных исследований  длительность стимуляции была 0.2 сек, так же как и у  Dowling  и  Ripps (1972)  в их работе на глазном бокале ската. Если в дальнейшем тексте в некоторых подписях под рисунками длительность стимуляции  не будет приведена,   это означает, что в тех случаях освещение препарата  продолжалось именно 0.2 сек.  Интервалы между последовательными стимулами были 2-3 мин.
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Рис. 15. Калибровка источников света, использованных для электро-ретинографических экспериментов. Представлены значения логарифмов интенсивностей двух световых источников  (в mW/cm2)  для всех примененных длин волн стимула (λ). Верхняя кривая – световой источник в Биофизической лаборатории Центра мультидисциплинарных исследований Белградского Университета; нижняя кривая – световой источник в Нейрофизиологической лаборатории Института биологии моря, в г. Котор, респ. Черногория.


Калибровку интенсивности световых стимулов в абсолютных единицах измерения (mw/cm2)  осуществляли с помощью радиометрических  измерений (радиометрический прибор LI-COR).  Максимальные интенсивности применяемых монохроматических стимулов представлены на  Рис. 15.  В отдельных экспериментах, интенсивность стимулов изменялась применением нейтральных  фильтров разных оптических плотностей  (Neutral Density Filter – NDF). 


2.5.  Техника внутриклеточных отведений


Прибор для внутриклеточной регистрации был изготовлен в Лаборатории сенсорных систем  Института проблем передачи информации Российской Академии Наук, в  г. Москва, Россия. 


 Для внутриклеточных отведений использовали электроды с высоким сопротивлением (100-400MOhm). Электроды (микропипетки) заполняли 2М  ацетатом калия. Связь индифферентного электрода (тонкая серебряная проволока) с препаратом осуществлялась через фильтровальную бумажку, пропитанную физиологическим  раствором (смотри Рис. 14).  Клетку Фарадея, в которой помещался препарат вместе с электродами,  подвешивали толстыми нейлоновыми верёвками на металлическую конструкцию для того, чтобы амортизировать механические вибрации. Потенциалы, зарегистрированные парой электродов, подавались на вход предусилителя  постоянного тока собственного изготовления (по образцу  Голубцов и Юсупов, 1985). В некоторых экспериментальных процедурах, таких как:  

а) маркирование регистрируемых клеток (на пр. Луцифер жёлтым), или  

б) очистка кончика микро-электрода,

на вход предусилителя подавались импульсы, чьи большие потенциалы значительно превосходили уровни, разрешённые для  “FET”-транзисторов. Следовательно, на входе нашего предусилителя вместо “FET”-транзисторов был установлен пентод EM-8 (Голубцов и Юсупов, 1985). Регистрируемые и усиленные (в 100 раз) потенциалы ретинальных  нейронов, записывали на  “X-Y “  плоттере. 


В наших экспериментах спектральные характеристики стимулов определялись применением интерферентных  фильтров.  Применяющиеся интерферентные фильтры  охватывали диапазон от 427  до 664нм, причём  в 8-и шагах (427, 470, 490, 543, 587, 620, 648 и 664нм). Максимальные квантовые интенсивности применяющихся монохроматических стимулов были одинаковы между собой - 3.2 х 103  quant x mm-2 x sec-1. Калибровка интенсивностей осуществлялась селеновым фотоэлементом,  калибрированным в Институте метрологии в Москве. В отдельных экспериментальных процедурах, интенсивность стимулов варьировалась применением нейтральных фильтров  разных оптических плотностей  (Neutral Density Filter – NDF). 


В некоторых экспериментах препараты стимулировались белым светом высокой интенсивности. Спектральный анализ применяющегося белого освещения не был осуществлён. Однако, у нескольких зарегистрированных ГК анализировалась зависимость амплитуды  реакции клетки (“V”) от логарифма интенсивности стимулов (“logI”) при разных условьях стимуляции (V/logI  зависимости):


а)  при стимуляции белым светом    и 


б) при применении монохроматических стимулов максимальной спектральной чувствительности.

На основе результатов, полученных с применением этих двух экспериментальных процедур,  был сделан вывод, что:

а) наклоны V/logI кривых, подсчитанных при белом и монохроматическом освещении практически одинаковы;

б) ГК более чувствительны к белому освещению приблизительно на 2 логарифмические единицы  (Рис. 16). 

В отдельных экспериментах, регистрирующиеся  ретинальные нейроны   стимулировались одновременно  двумя импульсами: первый был  в форме круга («световое пятно» - СП), а второй - в форме кольца («световое кольцо» - СК). Световым пятном стимулировался центр, а световым кольцом - периферия рецептивного поля клетки. «СП/СК»  процедуры применялись для определения типа регистрирующейся  клетки. Эта экспериментальная процедура нам обеспечивала:
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Рис. 16. Физиологическая калибровка белого света лампы светового источника, использованного для внутриклеточных исследований сетчатки. Представлены ответы одной смешанной горизонтальной клетки угря на инкрементную  стимуляцию монохроматическим (λ=490нм; верхняя серия записей) и белым светом (“White”; нижняя серия записей); длительность стимулов 1.3 сек. Интенсивность стимулов растёт в шагах  от 0.3 логарифмических единиц. На рисунке видно, что горизонтальная клетка более чувствительна к белому освещению приблизительно на 2 логарифмических единицы. “NDF” – цвето-нейтральные фильтры; значения, приведенные над отдельными записями, представляют оптическую плотность соответствующих цвето-нейтральных фильтров. 

а) возможность отличить ГК от  “OFF”-БК  - хотя у обоих ретинальных элементов реакцией на СП  была продолжительная гиперполяризация, ответы на стимуляцию  световым кольцом отличались у двух типов нейронов. В ответ на предъявление СК горизонтальные клетки генерировали дополнительные гиперполяризационные потенциалы,  в то время как у “OFF”-БК  стимуляция периферии рецептивного поля приводила к  деполяризации клетки;

б) возможность идентифицировать  “ON”-БК,  поскольку “ON”-БК  реакцией на СП являлась деполяризация, в то время как в результате стимуляции СК-ом  генерировалась противоположенная, гиперполяризационая реакция.

«СП/СК»  процедура использовалась и для  приблизительной оценки величин рецептивных полей горизонтальных клеток. Для осуществления таких экспериментальных задач мы использовали СП  разных диаметров: 115, 210, 270, 450, 620  и  700μm  (внутренний и наружный диаметр СК были всегда 0.25  и  2mm).

Длительность стимуляции определяли электронным стимулятором  собственного изготовления. Если в дальнейшем тексте  в некоторых подписях под рисунками длительность стимуляции не будет приведена, то это значит, что при тех внутриклеточных отведениях стимуляция продолжалась 1.3сек.

2.6.  Конструкция спектров поглощения

2.6.1.  Калькуляция  кривых спектральной чувствительности на основе электроретинографических данных.  Учитывая  факт, что монохроматические стимулы при регистрации электроретинограммы не были одинаковой квантовой интенсивности, кривые спектральной чувствительности создавались следующим способом:

а) применялась инкрементная стимуляция глаза отдельными монохроматическими стимулами. При этом использовали 11 монохроматических стимулов из диапазона от 400 до 650нм
. Для каждой из 11-и  инкрементных серий измеряли амплитуды двух компонентов ЭРГ: “b”-волны (в интактном ЭРГ) и изолированного ПРП (после химической обработки препарата). Измеренные ответы потом аппроксимировали в V/logI диаграммах с помощью формулы Naka and Rushton (1966) (V – амплитуда ответа, I – интенсивность стимула). Из V/logI кривых определяли пороговые значения  стимулов - It. На самом деле, It является интенсивностью стимула, при которой генерируется  реакция (“b”-волна  или  ПРП) по амплитуде меньше максимальной в 10 раз (Vt = 10%Vmax). Таким способом определяли  It  двух компонентов ЭРГ для каждой из 11-и применившихся  длин волн стимула; 
б) значения It, полученные выше описанным способом, использовались для определения абсолютной чувствительности (S) - S = 1/It. Квантовая чувствительность  (Sq)  для разных длин волн стимула считалась по формуле - Sq  =  S/ λ,  а относительная квантовая чувствительность (Sq (%)) выражалась в процентах и определялась по формуле:

(1)            
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причём  (S/ λ) max является максимальной квантовой чувствительностью, измеренной при λmax. Значения  Sq (%), подсчитанные для всех применённых длин волн стимула,  потом подвергались аппроксимации разными моделями кривых спектральной чувствительности  (смотри главу 2.7.). 

2.6.2.  Расчёт кривых спектральной чувствительности на основе результатов внутриклеточных отведений от сетчатки. Спектральные характеристики фоторецепторов угря определяли и на основе результатов внутриклеточных исследований. Кривые спектральной чувствительности  колбочек и палочек считались  на основе реакций горизонтальных клеток. Учитывая факт, что монохроматические стимулы в процедуре внутриклеточных отведений были одинаковой квантовой интенсивности, метод применявшийся для построения кривых спектральной чувствительности, был значительно проще способа расчёта спектральных характеристик описанного в предыдущей главе (2.6.1.). На Рис. 17 представлены два основных  теста,  необходимых  для  расчёта  относительной   квантовой   спектральной 
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Рис. 17. Расчёт кривой спектральной чувствительности на основании данных, полученных при внутриклеточных отведениях от нейронов сетчатки. А) Ответы одной колбочковой горизонтальной клетки на инкрементную стимуляцию белым светом; длительность стимулов 1.3 сек. Интенсивность первого, самого слабого стимула в инкрементной серии, была на 4.2 логарифмических единиц слабее интенсивности самой яркой вспышки (“0.0”). Интенсивность стимулов растёт в шагах  от 0.3 логарифмических единиц. Максимумы внутриклеточных ответов аппроксимированы кривой, подсчитанной компьютерной процедурой аппроксимации данных “TCWIN2” (кривая представлена сплошной линией, соединяющей максимумы внутриклеточных ответов); Б) кривая, являющаяся лучшей аппроксимацией (смотри Рис. 17А), представлена здесь в V/logI  диаграмме. Во вставке представлен спектральный ответ той же колбочковой горизонтальной клетки при максимальной интенсивности монохроматических вспышек (“0.0” обозначает отсутствие нейтральных фильтров, т. е.  максимальную интенсивность применяемых стимулов). Длины волн стимулов в нанометрах обозначены под соответствующими ответами. Подсчёт относительных спектральных чувствительностей для применившихся длин волн стимула осуществляется относительно длины волны, при которой спектральная чувствительность максимальная (в данном случае это λ=490нм). Абсцисса - относительная шкала логарифмов интенсивностей стимулов (“log IR”); ордината – амплитуды  ответов клетки в «мВ» (“V(mV)”);. Длительность стимулов во всех случаях 1.3сек. Подробное описание процедуры расчёта кривых спектральной чувствительности имеется в тексте.
чувствительности:

а)  анализ реакций клеток на монохроматические стимулы одинаковой квантовой интенсивности (спектральный ответ;  вставка  в   Рис. 17Б);

б) определение V/logI зависимости при инкрементной стимуляции  монохроматическим (фиксированная длина волны стимула)  или белым светом  (Рис. 17А);  фиксированной длины волны стимула, как правило, является та длина волны, при которой спектральная чувствительность максимальная (в наших экспериментах это чаще всего была  λ=490нм). 

После того, как  V/logI  зависимость была подсчитана,   из спектральной реакции определяли длину волны, при которой спектральная чувствительность была максимальной - λmax  (на Рис.17 это 490нм; смотри вставку на Рис.17Б), а также считали относительные квантовые  чувствительности  для применявшихся нами длин волн стимула  следующим способом:

а) в  V/logI  диаграмму вносили реакцию клетки, вызванную при λmax  (амплитуда ответа Vmax), а также реакцию, зарегистрированную при какой-нибудь из других применившихся длин волн стимула (её обозначали как λs, а амплитуду вызваного ответа - Vs);

б)  определяли  logI  при  Vs  (logIs)  и  logI  при  Vmax   (logImax) (Рис.17Б);

в) относительную квантовую спектральную чувствительность для  анализируемой   длины волны  стимула (λs) считали по формуле:

(2)          log Sq (%)= log Is – log Imax  + 2 ,    где:

Sq (%) – относительная квантовая спектральная чувствительность, выраженная в процентах от максимальной спектральной чувствительности. Максимальная спектральная чувствительность, как уже было сказано, была  при λmax - 100%.

Значения Sq (%), подсчитанные для всех применённых длин волн стимула по формуле (2), потом   вносили в  “Sq(%)/λ”-диаграмму. Учитывая   факт, что палочки угря обладают пигментной парой  Р-500/П-523,  пропорции которой меняются в течение процесса полового созревания (Wald,  1958, 1960; Carlisle and Denton, 1959; Beatty,  1975a),  значения  Sq (%) всегда представляли вместе со спектрами поглощения Р-500 и П-523, подсчитанными по формуле Максимова (Максимов, 1988). Максимов (1988) предложил относительно простую формулу для аппроксимации λmax любого зрительного пигмента, базированного  либо на ретинале, либо на  дегидроретинале. Для пигментов, базированных на ретинале (родопсины), предлагается следующая формула:

(3) 
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Sq в данной формуле является относительной квантовой спектральной чувствительностью, значения которой могут меняться в диапазоне [0, 1] (максимальная чувствительность, Sq-max = 1).  Sq   считалась для разных длин волн стимула, в то время как λmax представляет длину волны света при которой квантовая спектральная чувствительность является максимальной. Формула (3) относится и к пигментам, базированным на дегидроретинале (порфиропсины), но тогда вместо  (3b)  применялась:



(3с) 

.

Значения Sq ,  подсчитанные  для  Р-500  и  П-523 по формуле (3)  умножали на 100  и  потом вносили в  “Sq(%)/λ”-диаграмму  параллельно  со значениями Sq(%), подсчитанными  по формуле (2).

2.7. Процедуры аппроксимации спектров поглощения, подсчитанных на основе электроретинографических измерений 


Чтобы более точно определить спектральные характеристики палочек угря, спектры поглощения, подсчитанные на основе электроретинографических  измерений (формула (1)),  аппроксимировали  3-мя  математическими методами. Учитывались самые лучшие аппроксимации, полученные с применением этих 3-ёх методов.
2.7.1.  Метод первый – применение полиномиальной  модели кривых спектральной чувствительности по Dawis (1981) (Модель 1). Модель,  которую предлагает Dawis (1981) определялась формулой:


(4)  
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где  А(λ)  является логарифмом коэффициента поглощения для длины волны λ. Значения параметров  bk    (к=1,2,…..8)   брали из таблицы представленной в Dawis (1981) для 3-ёх родопсинов (значения  Lmax – 432,  502  и  562нм) и 3-ёх порфиропсинов (значения  Lmax – 438,  520  и  620нм). Для каждой пары  λmax   и    bmax      формула (4) даёт спектр поглощения с максимальным значением коэффициента поглощения А(λ)=bmax при λ=λmax. Коэффициенты поглощения, полученные с применением этой модели, при изменениях  λmax  сдвигаются  вдоль  абсциссы  частот (F=1/ λ), но  при этом, спектры поглощения, созданные из  А(λ), не  меняют свою форму. Это соответствует основной гипотезе Dartnall (1952, 1953), утверждающей, что спектры зрительных пигментов  с различными  λmax   не меняют свою форму относительно шкалы частот. Можно сказать, что формула (4) представляет математическое выражение (хотя не является доказательством) базовой гипотезы Дартнолла (Dartnall, 1952, 1953). Следовательно, мы решили построить наши электроретинографические (экспериментальные) спектры поглощения относительно шкалы частот, хотя абсциссу обозначали в единицах  λ.  Определённые автором ограничения при использовании формулы (4) (Dawis, 1981), строго учитывались. Они касаются применяемого диапазона λmax для всех 6-и  использованных  номограмм (3-х родопсиновых  и 3-х порфиропсиновых), а так же  и  максимального диапазона, в котором подсчитанные спектральные данные были достоверны. Ограничение определялось по формуле:

(4b) λi =  Lmax ∙ Lmax  ∙ λmax / (Lmax ∙ λmax  - Li ∙ λmax  +  Li ∙ Lmax),   i = 1, 2  ,

причём, значения  параметров  L1  и L2  даны в таблицах для всех номограмм  (Dawis, 1981). Спектральные данные, полученные  для  λ короче  λ1 или длиннее λ2 не учитывались. 

2.7.2.  Метод второй – применение модели кривых спектральной чувствительности по Дамяновичу и сотрудникам (Damjanović et al.,  1991) (Модель 2).  Эта процедура  аппроксимации кривых спектральной чувствительности  применялась параллельно с процедурой Dawis (1981). Она базировалась на собственной математической модели кривых спектральной чувствительности:

(5)  
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причём  Sq  является относительной спектральной чувствительностью, подсчитанной для длины волны λ. С - это константа (С=125). Значения параметров К1 - К4  определялись в течение  процедуры аппроксимации,  а  λmax    является значением    λ,  при которой спектральная чувствительность  (Sq ) была максимальная. Спектральные кривые, полученные  в результате применения этого метода аппроксимации, вносили наряду с экспериментальными спектральными данными в Sq(%)/F диаграмму относительно шкалы частот, хотя абсциссу обозначали в единицах λ. Надо подчеркнуть, что значения максимальной  Sq, посчитанные нашей моделью, иногда превышали 100%. Однако, в графиках, представленных в этой работе, значения экспериментальных спектральных данных подгоняли так, чтобы теоретический  максимум спектральной чувствительности, определённый по нашему методу,  всегда равнялся  100%. 


На  Рис.18 продемонстрировано как спектр поглощения родопсина 502 (взят из Dartnall, 1953) аппроксимировался при использовании этого математического метода (левая кривая на  Рис.18 , подсчитана по   Damjanović et al.,1991). 
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Рис. 18. Аппроксимация спектра поглощения родопсина Р-502 (Dartnall, 1953) Моделью 2 (слева) и компьютерной процедурой TCWIN2 (“Eqn 8063”) (справа). Обозначения на рисунке: “wavelength” - длина волны (в нанометрах – “nm”); “relative spectral sensitivity” – относительная  спектральная чувствительность.

Для обоих методов определения спектров поглощения (по Dawis, 1981 и по  Damjanović et al, 1991),  ошибку при аппроксимации спектральных данных  вычисляли по формуле:

            (6)             
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где  переменные  Xtheor   и   Xexp   являются  теоретическими и экспериментальными значениями  Sq, соответственно.  

2.7.3.  Метод третий  -  применение компьютерной программы “Table Curve 2D”.  Наша третья математическая процедура основана на применении компьютерной программы  “Table Curve 2D”, предназначенной для аппроксимации любых экспериментальных данных  оптимальным математическим выражением.  В дальнейшем эта процедура аппроксимации будет обозначаться как “TCWIN2”. В этой программе предлагается большое число эмпирических формул (больше 10000), из которых  выбирается оптимальная математическая модель, лучше всех аппроксимирующая экспериментальные данные (“Rank 1 Eqn”). Наряду с определением “Rank 1 Eqn”, в этой работе была проанализирована и аппроксимация спектральных данных, полученных с помощью уравнения № 8063 (в тексте обозначается как “Eqn 8063”).  Это математическое выражение  было выбрано  на основе факта, что именно оно  лучше всех остальных предложенных формул аппроксимировало спектр  поглощения родопсина 502 (взят из Dartnall, 1953;  смотри правый график на Рис.18). “Eqn 8063” является уравнением из 5-и параметров (a-e): 

(7)    
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где:

n = exp((λ+ din(e) - c) / d).
Значения параметров определялись в течение  процедуры аппроксимации. При аппроксимации спектра поглощения родопсина 502, значения параметров были:

a = 3.44258;   b = 91.545437;   c = 501.24497;   d = 33.758436;   e = 0.65969363.

Теоретический  максимум спектральной чувствительности (λmax) является значением   λ,  при которой спектральная чувствительность  (Sq ) была максимальная. Для спектра  поглощения родопсина 502 теоретический  максимум, подсчитанный этим методом, был 501.6 нм (смотри правый график на Рис.18). 

Статистические различия в значениях скотопических  λmax   между  жёлтыми и серебряными угрями, обнаруженные в результате применения всех 3-ёх математических методов, оценивали непараметрическим тестом  Mann-Whitney. 

2.8. Глазной индекс


Возрастную стадию экспериментальных угрей («жёлтая» или «серебряная»)   определяли  на основе глазного индекса  (I)   по  Pankhurst (1982):
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где A и В являются горизонтальным и вертикальным диаметром глаза, соответственно,  в то время как  переменная   L   представляет длину тела рыбы. У угрей, которые в наших исследованиях характеризовались как «жёлтые»  (неполовозрелые),  длина тела была меньше 50 см   (L < 50 сm)   и   2 <  I  <  5.5,  в то время как у «серебряных» (половозрелых) особей длина тела была больше 50 см и глазной индекс у них был значительно выше  -   6.5 <  I  <  13.

3.           Р Е З У Л Ь Т А Т Ы 


3.1. Морфология сетчатки угря

[image: image41.png]


Глазные бокалы 10-и серебряных угрей (глазные индексы больше 6.5)  из озера Селигер (Россия) были использованы для гистологического анализа
. Морфология сетчатки Селигерских угрей  в наших гистологических исследованиях сравнивалась с ретинальной структурой жёлтых угрей  (глазной индекс меньше 5) из Адриатического моря (Югославия). На радиальном срезе сетчатки серебряных особей из озера Селигер (Рис.19) отчётливо виден хорошо развитый пигментный эпителий, чьи отростки опускаются вплоть до наружной пограничной мембраны (“external limiting membrane” - ELM). В наружном ядерном слое можно чётко отличить  два типа клеточных ядер. Ядра
              ← ELM
Рис. 19. Структура дистальной сетчатки серебранного Селигерского угря: “R” – наружные сегменты палочек; “C” – колбочки; “ONL” – наружный ядерный слой; “HC” – горизонтальные клетки; “INL” – внутренний ядерный слой; “ELM” – наружная пограничная мембрана.
дистальнее  ELM  принадлежат колбочкам, в то время как проксимальнее ELM  располагается несколько слоёв ядер палочек. Уже неоднократно говорилось в предыдущих главах, что сложная морфологическая и физиологическая трансформация сетчатки угря в процессе его онтогенеза, является общепризнанным фактом. Кроме трансформации пигмента в палочках, в течение процесса полового развития  угрей дополнительно происходит деградация их колбочек. В последствии, сетчатка половозрелых  рыб остаётся практически с одними  палочками: число палочек превышает число колбочек больше чем в 100 раз (Pankhurst,  1984;  Braekewelt,  1988).  Однако, в случае с нашими угрями этого не наблюдалось. Численное  соотношение палочек и колбочек у серебряных Селигерских угрей было 40:1 (Рис.20Б). Надо отметить, что соотношение палочек к колбочкам у Селигерских угрей было только вдвое больше, чем у жёлтых Адриатических особей (20:1; Рис.20А). Наружный синаптический слой  и  слой горизонтальных клеток у Селигерских особей развиты слабо. На радиальных срезах (не показано) заметно, что горизонтальные клетки серебряного Селигерского угря не формируют компактные слои, характерные для многих видов костистых рыб (Cyprinidae  -  Ramon y Cajal,  1893, 1904;  Witkovsky and Dowling,  1969;  Stell,  1975;  Parthe,  1982;  Percidae  -  Witkovsky et al.,  1979;  Carangidae  -  Podugolnikova  and  Maksimov,  1984; Mugilidae  -  Parthe,  1972,  1982).  Однако, на косых  срезах  (не показано) заметно, что ГК угря достаточно большие (30-40μm) с хорошо развитыми  дендритными ветвлениями. К тому же, на основе нашего гистологического анализа можно утверждать о существовании второго слоя ГК у угря. К сожалению, на основе проанализированного материала трудно делать выводи о численности клеток этого слоя. Внутренний ядерный слой (ВЯС) состоит из биполярных и амакриновых клеток. Некоторые амакриновые клетки отличаются крупными размерами (Рис.20В). 


В результате наших гистологических исследований была создана чёткая схема ретинальной морфологии угря (смотри схему радиального среза сетчатки на Рис. 21). Численность клеток в ВЯС  была гораздо меньше их численности наблюдаемой в наружном ядерном слое (НЯС). Численное соотношение палочек и вторичных нейронов сетчатки у Селигерских угрей было 6:1. Похожее соотношение было раньше описано у жёлтых, неполовозрелых особей (Pankhurst, 1984). Результаты нашего гистологического [image: image42.png]relative spectral sensitivity (%)
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Рис. 20. Структура дистальной сетчатки: (А) жёлтого угря из Адриатического моря и (Б) серебряного угря из озера Селигер. (В) - структура внутреннего ядерного слоя сетчатки  Селигерского угря.  “L” – длина рыбы в «см»; “EI” – глазной индекс; “rod” – палочки;  “cone” – колбочки; “АС” – амакриновая клетка. Остальные обозначения соответствуют аналогичным обозначениям на предыдущем рисунке. 

анализа также свидетельствуют, что слой ганглиозных клеток сетчатки угря ещё хуже развит, чем внутренний ядерный слой. Такое соотношение между ретинальными слоями (большое число фоторецепторов, значительно меньше клеток в ВЯС и совсем слабо развитый слой ганглиозных клеток) указывает на высокую степень пространственной суммации фоторецепторных сигналов. Этот феномен характерен для ретинальной организации глубоководных рыб. 
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Рис. 21. Схема радиального среза сетчатки угря, созданная на основе результатов гистологических исследований. “PE” – пигментный эпителий; “ROS” – наружный сегмент палочек; “cone” – колбочки; “ELM” – наружная пограничная мембрана; “RN” – клеточные тела палочек; “OPL” – наружный синаптический слой; “INL” – внутренний ядерный слой; “IPL” -  внутренний синаптический слой; “GC” – слой ганглиозных клеток (рисунок И. А. Утиной). 
3.2.  Анализ фотореактивности глаза угря применением метода квантитативной электроретинографии

3.2.1. Форма электроретинограммы. Наши in situ скотопические электроретинограммы угря были похожи по форме на ЭРГ-мы,  описанные в работе Pankhurst  и  Lithgoe (1983),  но амплитуды компонентов наших ЭРГ (“a”-,  “b”-  и  “c”-волна) были значительно выше (Рис.22, ЭРГ-и  A.anguilla). Электроретинограммы угря,  полученные в условиях адаптации к темноте при стимуляции яркими вспышками на уровне насыщения ответов, характеризовались ясно выраженной “b”-волной,   достигающей амплитуды до 400-500μV (продолжительность стимуляции 200 мс,  температура тела рыбы 15°С). Ему предшествовала ясно выраженная, хотя и значительно меньшей амплитуды  (<100μV) негативная  “a”-волна. С другой стороны, за  “b”-волной следовал медленный отрицательный компонент, постепенно переходящий в медленную  позитивную “c”-волну, чья амплитуда никогда не достигала амплитуды  “b”-волны. Наши скотопические электроретинограммы всё-таки отличались по форме от ЭРГ, описанных в Pankhurst и Lithgoe (1983), присутствием негативной  “off”-реакции, генерируемой после выключения светового стимула. Однако, мы должны подчеркнуть, что “off”-волну мы регистрировали только при стимуляции вспышками значительно длиннее 200мс (результаты представленные  на Рис.22  были получены при стимуляции вспышками продолжительности 1с и  1.35с).      

После введения йодата натрия (NaJO3) в препарат глазного бокала, электроретинограмма угря перетерпевала значительные изменения (Рис.22, нижняя серия ЭРГ A.anguilla), которые выражались в полном исчезновении  “b”-волны и превращением ЭРГ в монофазную негативную реакцию – изолированный поздний рецепторный потенциал. Продолжительность  и уровень изменений ЭРГ зависели от концентрации йодата. При использовании 25 mM раствора реагента постепенное снижение амплитуды “b”-волны вплоть до её полного исчезновения продолжалось 25мин. Однако, при этой концентрации йодата не снижалась амплитуда медленной  “c”-волны. Похожий эффект был описан  при обработке  глазного бокала ската аспартатом (Dowling and Ripps,  1972). Но, после применения  50 mM  раствора NaJO3  (Рис.22,  
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Рис. 22. Примеры формы электроретинограммы (все калибровки – 0.1 мВ;  2сек).


Scyliorhinus canicula – верхние две записи: нормальная (интактная) ЭРГ с обозначенными “a”-, “b”- и “c”-волнами (левая запись; препарат изолированного глазного бокала) и поздний рецепторный потенциал (“late receptor potential” – LRP) (правая запись; препарат изолированной сетчатки; ответ зарегистрирован после 18-и часового старения препарата при низкой температуре); интенсивность стимулов на уровне насыщения ответов. Нижняя левая серия записей: нормальные (интактные) электроретинограммы, зарегистрированные в ответ на инкрементную стимуляцию; интенсивность стимулов растёт снизу вверх и слева направо, в шагах от 0.3 (первых 6 записей) и 0.5 логарифмических единиц (остальных 7 записей). Нижняя правая серия записей: поздние рецепторные потенциалы, зарегистрированные в ответ на инкрементную стимуляцию; изоляция ПРП-а осуществлена йодатом; интенсивность стимулов растёт сверху вниз в шагах  от 0.3 логарифмических единиц. Стимуляция во всех случаях осуществлялась монохроматическими стимулами  длины волны 500 нм; длительность стимулов 0.2 сек.  

Anguilla anguilla – in situ препараты глазного бокала; интенсивности стимулов на уровне насыщения ответов, стимуляция белым светом. Верхние две записи: нормальная ЭРГ (левая запись: длительность стимула 1.35 сек; начало “off”-ответа обозначено стрелкой) и йодатом демаскированный ПРП (правая запись; длительность стимула 0.2 сек). Нижняя серия записей: пять ответов, зарегистрированных в течение действия 50mM раствора йодата (цифры над записями обозначают минуты, прошедшие после введения йодата; длительность стимулов 1сек).

нижняя серия  ЭРГ  A.anguillа)  кроме  “b”-волны полностью исчезала и  “c”-волна (верхняя правая  ЭРГ у A.anguilla  на Рис.22). При стимуляции на уровне насыщения ответов амплитуда ПРП-а, изолированного йодатом, достигала 100μV. Несмотря на то, что эти амплитуды были значительно меньше амплитуд “b”-волн, зарегистрированных в отсутствии NaJO3, изолированный ПРП угря можно было адекватно использовать для измерения спектральной чувствительности.  

Электроретинограммы глазных бокалов S.canicula, зарегистрированные в условиях адаптации к темноте (скотопические условия) при температуре 15°С, при стимуляции на уровне насыщения ответов были похожи по форме  на ЭРГ-мы ската, описанные Dowling and Ripps (1972). Три главных компонента, характерные   преимущественно для палочковой сетчатки позвоночных, были ясно выражены: начальный быстрый негативный потенциал (“а”-волна), за ним следовал относительно узкий позитивный компонент (“b”-волна) и в конце медленный позитивный потенциал (“с”-волна) (Рис.22, электроретинограммы  S.canicula). 

После введения  25mM  раствора  NaJO3   в изолированный глазной бокал кошачьей акулы “b”-волна, вызванная яркими стимулами  на уровне насыщения, постепенно уменьшалась по амплитуде вплоть до полного исчезновения через некоторое время. Этот процесс сопровождался и постепенным исчезновением  “с”-волны, что в конечном итоге привело к полной изоляции ПРП-а. Форма изолированного йодатом ПРП-а (Рис.22, электроретинограммы  S.canicula, нижняя правая серия ЭРГ), по сути не отличалась от формы ПРП-а, изолированного вследствие старения препарата, при низких температурах  (Andjus et al.,  1983).  При низких температурах   “b”- и  “с”-компоненты  исчезали полностью, демаскируя  таким образом ПРП (химическая обработка препаратов здесь не нужна).

Электроретинограмма изолированной сетчатки кошачьей акулы при низких температурах была похожа на ЭРГ глазного бокала - “b”-компонент снижался, полностью демаскируя при этом ПРП (в ЭРГ изолированной сетчатки  “с”-волна отсуствовала). Необходимо подчеркнуть, что процесс демаскирования ПРП в изолированной сетчатке происходит быстрее, чем в препарате глазного бокала (в течение 18-и часов;    Рис.22,  верхняя правая ЭРГ у  S.canicula).

3.2.2. V/logI зависимости. Поскольку скотопическая спектральная чувствительность определялась на основе V/logI диаграмм для пороговых значений отдельных компонентов ЭРГ (смотри главу 2.6.1.), экспериментальные данные аппроксимировались с помощью общепринятой модели V/logI зависимостей, предложенной Naka  and  Rushton (1966). V/logI кривые строились исходя из базовой формулы V/I взаимоотношений:
(8)              
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Рис. 23. V/logI зависимости, подсчитанные по формуле Naka and Rushton (1966) для позднего рецепторного потенциала (“LRP”) (белые точки) и для “b”-волны (чёрные точки) у одного серебряного угря (слева) и одной кошачьей акулы (справа). Препараты: in situ  глазной бокал угря и изолированный глазной препарат акулы. В обоих случаях поздний рецепторный потенциал был изолирован с помощью йодата натрия. Длина волны стимулов – 500 нм; длительность стимулов 0.2 сек. Абсцисса – относительная шкала логарифмов интенсивностей стимулов (“log IR”); ордината – относительная шкала амплитуд ответов (“V/Vmax”).
где V0 является нормализованной амплитудой (V/Vmax) ЭРГ-сигнала (“b”-волна или ПРП),  I0  это интенсивность стимула, при которой  V = Vmax/2 (V0 = 1/2), а параметр «а» 

является константой. Если нормализованную амплитуду ответа V0 представить в функции логарифма интенсивности стимула (logI), то соответствующий график в семилогарифмической системе координат будет характерной сигмоидальной формы, симметричной относительно точки V0=1/2, logI=logI0 (смотри Рис.23). Наклоны линейных сегментов V/logI кривых определяляются значениями параметра «а». Как показано на   Рис.23, у серебряного угря  амплитуды  и  “b”-волны, и ПРП-а, измеренные при инкрементной стимуляции, хорошо аппроксимировались с помощью модели Naka и Rushton (1966) (левый график). Наклоны V/logI кривых (значения параметра «а») были практически одинаковы для обоих компонентов ЭРГ. ПРП-кривая была, однако, горизонтально сдвинута в сторону высших интенсивностей стимула. Похожие результаты были получены на основе электроретинографических данных S.canicula (Рис.23, правый график). Ни на одной из представленных  V/logI  кривых  нет признака разделения диаграмм на  две части (палочковая и колбочковая). Разделение  V/logI   диаграммы  на две части было описано для изолированной сетчатки  лягушки  (Zaret, 1973).  

Аппроксимированные  логарифмические кривые были использованы для расчёта  порогов стимулов – It. На основе значений  It, подсчитанных для различных длин волн стимула, в дальнейшем считали спектральную чувствительность (смотри главу  2.6.1.). При расчёте были использованы только те  V/logI  кривые, которые подходили  по следующим критериям: 

а) ошибка при аппроксимации была меньше  0.01∙ Vmax;

б) в диапазонах  0<V0≤ 1  и   0.9≤ V0 < 1  у кривых должно было быть не менее 3-ёх  экспериментальных точек.

Наклоны линейных сегментов сигмоидальных кривых, подобранных таким способом, были практически одинаковы. И всё-таки, у некоторых особей наклоны V/logI кривых, подсчитанных для различных длин волн стимула, незначительно варьировали. У одного жёлтого угря, например, значения параметра «а» варьировали  в диапазоне от  0.681  до  0769,  со средним значением  0.719 ± 0.014  (подсчитано для 6 монохроматических V/logI  кривых,  “b”-волна). Однако, надо отметить, что небольшие вариации параметра «а», зарегистрированные у наших угрей не коррелировали с применяемыми λ стимулов. Также необходимо подчеркнуть, что различия в значениях параметра «а» между жёлтыми и серебряными угрями были статистически недостоверные. Усреднённое значение для «а» - 0.747 ± 0.0093  было получено у угрей, из 116-и V0/logI кривых, подсчитанных для  “b”-волны при различных длинах волн стимула, независимо от возрастной стадии развития исследованных рыб.

3.3.  Анализ фотореактивности разных ретинальных нейронов угрей

3.3.1. Критерии для идентификации клеток. В наших внутриклеточных  исследованиях сетчатки угря регистрировали реакции ГК,  БК  и  АК.  К сожалению, нам не удалось зарегистрировать ни одной реакции фоторецепторов на световую стимуляцию, скорее всего, из-за слишком маленьких размеров клеточных тел колбочек и, в особенности, палочек.

Зарегистрирование гиперполяризационые  ответы относили к ответам вторичных нейронов сетчатки (ГК,  БК  и  АК), а не к ответам фоторецепторов на основе:

а) отсутствия первичного фазного гиперполяризационого спайка при больших интесивностях стимула (присутствие первичного спайка при больших интенсивностях стимула характерно для палочек);

б) глубины сетчатки, на которой находились электроды; все гиперполяризационые реакции были зарегистрированы на глубине 50-100μm  относительно витреальной стороны сетчатки (клеточные тела колбочек и палочек располагаются гораздо дистальнее). 

С другой стороны, реакции горизонтальных  клеток отличались от реакций  “OFF”-биполяров на основе следующих критериев:

а)  амплитуда спонтанного шума была значительно больше у “OFF”-биполяров;

б) стимуляция периферии рецептивного поля у ГК вызывала дополнительную гиперполяризацию, в то время  как  “OFF”-биполяры на такую стимуляцию реагировали деполяризацией;

в) глубина сетчатки (относительно витреальной стороны), на которой находились горизонтальные клетки, была 100μm, в то время как от “OFF”-биполяров  отводили на глубине 50-70μm.

При  классификации горизонтальных клеток на основе их синаптических входов, мы руководствовались следующими критериями:

а)  присутствие следового потенциала у палочковых ГК, который проявлялся  в виде гиперполяризационого плато, продолжающегося несколько секунд после выключения  ярких вспышек света (Рис.24, крайняя левая запись – “rHC”). У колбочковых ГК, однако, потенциал клетки мгновенно возвращался на первоначальный уровень (Рис.24, крайняя правая запись – “cHC”);
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Рис. 24. Ответы разных типов горизонтальных клеток угря. “rHC”  - палочковые горизонтальные клетки; “mixed” – смешанные горизонтальные клетки; “cHC” – колбочковые горизонтальные клетки. Длительность стимулов 1.3 сек.

б)  уровень насыщения; у палочковых ГК уровень насыщения достигался при значительно более низких интенсивностях стимула, чем  у колбочковых  ГК.

Наши попытки пометить регистрируемые клетки Люцифер жёлтым не увенчались успехом.

3.3.2. Реакции горизонтальных клеток. Зарегистрированные ГК классифицировали на основе их фоторецепторных входов. Из 62-ух зарегистрированных ГК, 33 были определены как палочковые, смешанные и колбочовые ГК (Таб.1). Остальные 29 горизонтальных клеток были определены в группу «неидентифицированные» (Таб.1).

Типичные  реакции палочковых ГК показаны на Рис.25 (“rod HC”) и  Рис.26А,Б. Выключение освещения при высоких интенсивностях стимула у палочковых ГК всегда сопровождалось появлением гиперполяризационого  плато – следового потенциала. 
Продолжительность медленного следового потенциала завысила от интенсивности освещения: чем  выше была интенсивность стимула, тем дольше длился следовой потенциал (Рис.25, “rod HC”). При максимальной интенсивности  (белый свет,  NDF=0.0; Рис.26А) следовой потенциал продолжался 6сек.  

При инкрементной стимуляции монохроматическим светом (λ=490нм), уровень насыщения у палочковых ГК достигался всегда на  NDF=0.9 (Рис.26Б;  Рис.27).

С другой стороны, у колбочковых ГК, потенциал мгновенно возвращался к первоначальному уровеню после выключения света (следовой потенциал не регистрировался) (Рис.25, “cone HC”;  Рис.28 А,Б). Кроме того, реакции колбочковых ГК отличались от потенциалов палочковых ГК по уровню насыщения. У колбочковых горизонтальных клеток  насыщение ответов не достигалось даже при применении белого освещения максимальной интенсивности (Рис.28Б).

У третьего, самого многочисленного типа ГК среди зарегистрированных клеток, а это были смешанные ГК,  выключение освещения сопровождалось быстрой начальной «колбочковой» реакцией, за которой следовал медленный «палочковый»  компонент реакции  (Рис.24, две средних записи – “mixed”).  У  15-и  из всех 18-и  зарегистрированных  

Таб. 1. 
В таблице показано число зарегистрированных: палочковых (“rod HC”), смешанных (“mixed”) и колбочковых горизонтальных клеток (“cone” HC) у 8-и экспериментальных угрей. В графе  “NI-HC” (“non-identified horizontal cells”) приведены горизонтальные клетки, чей тип не удалось определить. 
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смешанных ГК колбочковый компонент был доминирующим, в то время как у остальных 3-ёх клеток палочковые и колбочковые компоненты были одинаковыми по амплитуде. Когда смешанная ГК подвергалась постоянному (фоновому) монохроматическому освещению (красному или синему), форма реакции менялась. При выключении светового стимула максимальной интенсивности был зарегистрирован 
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Рис. 25. Внутриклеточные ответы (электронегативные отклонения потенциалов), зарегистрированные при инкрементной стимуляции белым светом у одной палочковой (слева; “rod HC”) и одной колбочковой горизонтальной клетки (справа; “cone HC”). “ND” – цвето-нейтральные фильтры (значения, показанные над отдельными записями, представляют оптическую плотность соответствующих цвето-нейтральных фильтров). Длительность стимулов показана под соответствующими сериями записей.
только быстрый, колбочковый компонент реакции (Рис.29; средняя запись).  Реакция заканчивалась позитивным “off”-спайком, чья амплитуда увеличивалась с увеличением интенсивности фонового освещения (Рис.29; самая правая запись). Надо подчеркнуть, всё-таки, что “off”-спайки регистрировали иногда и у палочковых ГК (смотри спектральный ответ на Рис.26А ). 
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Рис. 26. А) Представлены спектральная реакция при “ND”=-1.8 и ответ на белый стимул максимальной интенсивности (“0.0 - White”)  одной палочковой горизонтальной клетки (“rod HC”) угря. У спектральной реакции, длины волн стимулов в нанометрах обозначены под соответствующими ответами. Б) Ответы той же клетки на инкрементную стимуляцию монохроматическим светом (длина волны стимулов 490нм). При первом, самом слабом стимуле в инкрементной серии, “ND” было плотности -2.7; интенсивность стимулов растёт в шагах  от 0.3 логарифмических единиц. “ND”– цвето-нейтральные фильтры. Длительность стимулов 1.3сек.
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Рис. 27. Ответы на инкрементную стимуляцию монохроматическим светом двух палочковых горизонтальных клеток одного серебряного Селигерского угря. Длина волны стимулов в обоих случаях была 490нм; интенсивность стимулов растёт в шагах  от 0.3 логарифмических единиц; “NDF” – цвето-нейтральные фильтры (значения, приведенные над отдельными записями, представляют оптическую плотность соответствующих цвето-нейтральных фильтров). Длительность стимулов 1.3 сек.
Пространственные характеристики ГК угря не были подробно изучены в данной работе. Реакция колбочковой ГК (Рис.30Б) была вызвана ”световым пятном“ (СП) максимального диаметра (0.7мм). Несмотря на это, большая амплитуда дополнительной  гиперполяризации,  вызванной стимуляцией периферии рецептивного поля “световым кольцом” (СК), свидетельствует о том, что рецептивное поле данной клетки очень большое, гораздо больше 1мм. С другой стороны, у смешанной ГК, чьи реакции на СП  
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Рис. 28. А) Спектральная реакция одной колбочковой горизонтальной клетки угря (“cone HC”) при максимальной интенсивности монохроматических вспышек (“0.0” обозначает отсутствие нейтральных фильтров, т. е.  максимальную интенсивность применяемых стимулов). У спектральной реакции длины волн стимулов в нанометрах обозначены под соответствующими ответами. Рядом показан ответ той же клетки на белый стимул максимальной интенсивности (“0.0” - White”).  Б) Ответы той же клетки на инкрементную стимуляцию белым светом. Интенсивность первого, самого слабого стимула в инкрементной серии, была на 4.2 логарифмических единиц слабее интенсивности самой яркой вспышки (“0.0”). Интенсивность стимулов растёт в шагах  от 0.3 логарифмических единиц. Длительность стимулов 1.3 сек.
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Рис. 29. Ответ одной смешанной горизонтальной клетки угря на белый свет максимальной интенсивности  (“0.0 - White”) в отсутствии (самая левая запись) и в присутствии синего фонового освещения (“Blue BG”) разной интенсивности (две записи справа; у самой правой записи интенсивность фонового освещения была больше). Длительность стимулов 1.3 сек.
и  СК  представлены на  Рис.30А, СП гораздо меньшего размера (0.27мм) вызывало почти максимальную реакцию, так что дополнительная гиперполяризация, выявленная СК стимуляцией была еле заметна. У клетки, реакция которой представлена на  Рис.30Б, рецептивное поле было самым большим среди всех зарегистрированных ГК.  Большие рецептивные поля наблюдались только у колбочковых ГК. 
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Рис. 30. Ответы двух горизонтальных клеток угря на стимулы в виде светового пятна (“sp”) и светового кольца (“ann”): (А) клетка с маленьким рецептивным полем  и (Б) клетка с большим рецептивным полем. Длительность стимулов обозначена под соответствующими записями.  
3.3.3.  Реакции биполярных клеток. Реакции биполярных клеток обоих типов, гиперполяризационные (“OFF”) и деполяризационные  (“ON”),  были зарегистрированы у многих  представителей  костистых рыб (Cyprinidae – Kaneko,  1970,  1973;  Kaneko and Shimazaki, 1976; Siluridae – Naka,  1977,  1982;  Devis and Naka,  1980). Реакции БК у Anguillidae до этой нашей работы не были описаны. Предварительные результаты наших исследований показали, что в сетчатке угря находятся оба типа БК -  “ON”-  и  “OFF”- биполярные клетки. Освещение периферии рецептивного поля вызывало противоположенную по полярности реакцию  относительно потенциала, вызванного стимуляцией центра рецептивного поля. Это была деполяризация у “OFF”-БК (Рис.31)  и гиперполяризация у  “ON”-БК (Рис.32). К сожалению, реакции, зарегистрированные у некоторых БК были недостаточно стабильные для того, чтобы подробно изучить синаптические входы и спектральные характеристики БК угря. Однако, спектральная реакция одной БК указывала на возможное существование фотопического компонента с максимальной чувствительностью в зелёно/жёлтой части спектра (Рис.31В,Г)(это будет обсуждаться позже). 
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Рис. 31. (А) и (Б): два ответа одной “OFF”- биполярной клетки угря (“Eel OFF-bipolar”) на стимулы в виде светового пятна (“sp”) и светового кольца (“ann”); длительность стимулов обозначена под соответствующими записями. (В) и (Г): Спектральные ответы той же клетки при разных интенсивностях  стимулов;  верхняя серия:  более  низкая  интенсивность  стимулов  (“ND”=-1.8); нижняя серия: интенсивность стимулов 3.2 раза больше чем в верхней серии (“ND”=-1.2);  длины волн стимулов в нанометрах обозначены под соответствующими ответами. Длительность  стимулов в (В) и (Г) - 1.3 сек. “ND”– цвето-нейтральные фильтры.  Калибровки -  (А) и (Б): 10мВ,  1сек; (В) и (Г): 10мВ,  10сек. 
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Рис. 32. Ответы одной “ON”- биполярной клетки угря на стимулы в виде светового пятна (“sp”) и светового кольца (“ann”). Длительность стимулов обозначена под соответствующими записями.  
3.3.4.  Реакции амакриновых клеток. Реакции амакриновых клеток угря (Рис.33) обычно регистровали на глубине 20-40μm относительно витреальной стороны сетчатки. Большинство зарегистрированных ответов можно определить как «фазные». Фазные реакции были как гиперполяризационого, так и деполяризационого типа (Рис.33А,Б) с выраженными “ON”- и “OFF”-спайками, амплитуда которых достигала 5мВ. Пять зарегистрированных потенциалов АК были фазно/тонического типа (Рис.33В) с выраженным  “ON”-спайком и последующей тонической деполяризацией. Иногда у клеток этого типа после выключения стимула регистрировалась маленькая негативная реакция (Рис.33В, нижняя запись). Одна из зарегистрированных АК была цветооппонентного типа (Рис.44; будет обсуждаться позже). 
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Рис. 33. Ответы разных типов амакриновых клеток угря на прямоугольные стимулы белого света: (А) ответ  гиперполяризационной  амакриновой клетки фазного типа; (Б) фазные ответы деполяризационных амакриновых клеток; (В) тонические ответы деполяризационных амакриновых клеток.
Гистология и физиология АК костистых рыб были исследованы многими авторами. В сравнительном гистологическом исследовании Wagner (1989) описал 43 типа амакриновых клеток у Rutillus rutillus, 32 типа у Nannacara anomala (Cichlidae) и  21 тип у Silurus glanis. Что касается электрофизиологических данных то надо подчеркнуть, что все 3-типа реакций АК (смотри главу 1.2.4.) были зарегистрированы у семейств Cyprinidae и Siluridae (Sakai and Hashimoto, 1983; Djagmoz and Ruddock, 1983;  Sakuranaga and Naka, 1985a,b; Teranishi et al., 1987). C другой стороны, у чисто палочковой сетчатки ската (Raja erinacea, Raja ocellata) Dowling and Ripps (1977) обнаружили только быструю деполяризационую “ON-OFF” реакцию. Зарегистрированные нами потенциалы АК (Рис.31А,Б,В), по форме напоминали “быстрый гиперполяризационый “ON-OFF” (Рис.31А), “быстрый  деполяризационый  “ON-OFF” (Рис.31Б)  и “ON-центр” (Рис.31В) типы реакций, ранее описанные у  C.auratus (Teranishi et al., 1987) и у черепахи Pseudemys scripta elegans (Kolb et al., 1988;  Ammermueller and Weiler, 1989).

Зарегистрированные нами “ON-“ и “OFF”-спайки  потенциалов АК угря и аналогичные явления, описанные целим рядом авторов у других позвоночных (Byzov and Utina, 1971;  Dowling and Ripps,  1977;  Vallerga, 1977;  Djagmoz and Vallerga, 1989;  Ammermueller and Weiler, 1989), были приблизительно одинаковыми по амплитуде.  

3.4.  Спектральная чувствительность

3.4.1.  Скотопические спектры поглощения жёлтых и серебряных угрей; электроретинографические измерения.  На рисунках 34 и 35 показаны кривые спектральной чувствительности акулы S.canicula, подсчитанные на основе амплитуд “b”-волны и ПРП. Спектральные данные, представленные на Риc. 34,35, были получены 

на 3-х препаратах глазного бокала и одном препарате изолированной сетчатки S.canicula. Данные, касающиеся скотопической “b”-волны, были получены на всех 3-х препаратах глазного бокала. На одном из препаратов были дополнительно осуществлены измерения спектральной чувствительности фотопической “b”-волны (препарат №2; Таб 2,3). Другой глазной бокал подвергался воздействию низких температур в течение 24-часов, после чего измерялись спектральные данные скотопического ПРП (препарат №3; Таб, 2,3) (при длительном воздействии низких температур на препарат глазного бокала исчезали  “b”-  и  “c”-волна  ЭРГ, оставляя изолированный поздний рецепторный потенциал  -  Andjus et al.,  1983). Спектральные данные для изолированного ПРП были получены  так же на препарате изолированной сетчатки акулы после старения препарата в течение 18-и часов (Таб. 2,3). В пяти группах спектральных  данные (все кроме данных касающихся изолированной сетчатки) были одновременно аппроксимированы: с помощью полиномиальной процедуры Dawis (1981) (Модель 1),  (Риc. 34,35 – левая кривая,  λmax = 501.3нм), 
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Рис. 34. Кривые спектральной чувствительности изолированного глазного бокала кошачьей акулы (S.canicula). Левый спектр: аппроксимация полиномом по Dawis (1981). Спектр справа: аппроксимация Моделью №2 (модель собственной разработки). Одновременно было аппроксимировано пять групп данных: чёрные точки – усреднённые данные для спектральной чувствительности “b”-волны (три препарата, тестированные в условьях адаптации к темноте); белые точки – данные для скотопической спектральной чувствительности позднего рецептивного потенциала, изолированного вследствие старения одного препарата при низкой температуре; квадратики: данные для спектральной чувствительности “b”-волны одного препарата стимулированного в фотопических условьях (смотри текст для подробного объяснения). Обозначения на рисунке: “dogfish” – кошачья акула; “wavelength” - длина волны; “relative spectral sensitivity” – относительная  спектральная чувствительность (спектральные чувствительности для различных длин волн стимула масштабированы относительно максимальной спектральной  чувствительности измеренной в эксперименте).
с помощью нашей Модели 2 (Риc. 34, правая кривая, λmax= 502.5нм) и применением программы TCWIN2 (Риc. 35,  правая кривая,  λmax = 498.7нм). Во всех 3-х случаях процедуры аппроксимирования прошли удачно, несмотря на то, что спектральные данные были получены при разных экспериментальных условьях. Полученные значения λmax были близки к λmax измеренным раньше у крысы и жабы (500  и  502нм; Dartnall, 1953).  Спектральные данные, полученные для каждого из глазных бокалов 
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Рис. 35. Кривые спектральной чувствительности изолированного глазного бокала  S.canicula. Левый спектр: аппроксимация полиномом по Dawis (1981) (повторение левого спектра с Рис. 34). Правый спектр: аппроксимация тех же данных с помощью  EQN 8063.  Обозначения на рисунке:  “dogfish” – кошачья акула; “wavelength” - длина волны; “relative spectral sensitivity” – относительная  спектральная чувствительность.
S.canicula отдельно, дали индивидуальные значения  λmax в диапазоне от 496.4 до 503.3нм для модели Dawis (Таб. 2,3,  колонка 1 для λmax), от 491.6 до 502.9нм для процедуры TCWIN2 (уравнение №8063; Таб 3, колонка 3 для λmax) и от 499.5 до 504.5нм для Модели 2 (Таб. 2,  колонка 2 для λmax). Средние значения λmax, полученные для модели Dawis, уравнения №8063 и Модели 2 были 500.4±1.4нм, 497.8±2.5нм и 502.3±0.8нм, соотвественно. В случае, когда некоторые экспериментальные данные, которые при применении Модели 1 не учитывались в соответствии с требованиями процедуры Dawis, так же не учитывались и при применении Модели 2 (Таб. 2;  крайняя правая колонка), оценки значения λmax с помощью двух процедур  (Dawis, Модел 2)
Таб. 2.   Максимумы спектральной чувствительности глаза S.canicula, как скотопические, так и фотопические, подсчитанные для двух компонентов ЭРГ:  “b”-волны (препараты 1-4) и ПРП (препараты 5-6). Спектральные максимумы были определены на основе аппроксимации экспериментальных данных двумя математическими методами: полиномиальной  моделью кривых спектральной чувствительности по Dawis (1981) (Модель 1) и моделью кривых спектральной чувствительности по Дамяновичу и сотрудникам (Damjanović et al.,  1991) (Модель 2).
#Усреднённые максимумы спектральной чувствительности, подсчитанные на основе аппроксимации всех спектральных данных одновременно (имеются в виду данные для препарата глазного бокала, а именно для препаратов 1-5).

* В 3-ей  колоне, для подсчёта  λmax  c помощью Модели 2  учитывались только спектральные данные совместимые с полиномиальной процедурой Dawis (1983) (Модель 1); подробное объяснение в тексте.
	                             Метод аппроксимации

	
	Препарат
	Модель 1

(5021)
	Модель 2,

 все данные
	 Модель 2,

Отобранные данные*

	1
	 Глазной бокал, 
скотоп.  “b”-волна
	503.2
	503.5
	492.5

	2
	 Глазной бокал, 
скотоп.  ”b”-волна
	496.4
	504.5
	 504.5

	3
	 Глазной бокал, 
фотоп.. ”b”-волна
	497.6
	499.5
	500.5

	4
	 Глазной бокал, 
скотоп.  ”b”-волна
	503.3
	502.0
	503.5

	5
	 Глазной бокал, 
скотоп.   ПРП
	501.3
	502.0
	503.0

	
	     Среднее значение (1 to 5):
	500.4±1.4 (n=5)
	502.3±0.8 (n=5)
	500.8±2.2 (n=5)



	6
	Изолированная сетчатка,

скотоп.   ПРП
	506.1
	506.5
	506.0

	
	 Усреднённый спектр (1 to 5)#  

   
	499.2
	502.5
	502.0


Таб. 3.  Максимумы спектральной чувствительности глаза S.canicula, как скотопические, так и фотопические, подсчитанные для двух компонентов ЭРГ:  “b”-волны (препараты 1-4) и ПРП (препараты 5-6). Спектральные максимумы были определены на основе аппроксимации экспериментальных данных двумя математическими методами: полиномиальной  моделью кривых спектральной чувствительности по Dawis (1981) (Модель 1) и с помощью компьютерной программы “Table Curve 2D” ( “Rank 1 Eqn” и  “Eqn 8063”).
*Усреднённые максимумы спектральной чувствительности, подсчитаны на основе аппроксимации всех спектральных данных одновременно (имеются в виду данные для препарата глазного бокала, а именно для препаратов 1-5).

	                                    Метод аппроксимации

	
	Препарат
	Модель 1

(5021)
	Rank 1

Eqn
	 Eqn

     8063

	1
	 Глазной бокал, 
скотоп.  “b”-волна 
	503.2
	500.3
	500.4

	2
	 Глазной бокал, 
скотоп. “b”-волна 
	496.4
	499.5
	-

	3
	 Глазной бокал, 
фотоп.. “b”-волна
	497.6
	497.8
	496.2

	4
	 Глазной бокал, 
скотоп. “b”-волна
	503.3
	491.4
	491.6

	5
	 Глазной бокал, 
скотоп.   ПРП
	501.3
	503.2
	502.9

	
	     Среднее значение (1 to 5) :
	500.4±1.4 (n=5)
	498.5±2.0 (n=5)
	497.8±2.5 (n=5)



	6
	Изолированная сетчатка,

скотоп.   ПРП
	506.1
	507.9
	507.9

	
	 Усреднённый спектр (1 to 5)*  

   
	499.2
	498.8
	498.7


давали практически одинаковый результат. Спектральные данные для “b”-волны  и для ПРП, полученные на одном и том же глазном бокале в скотопических условьях, при применении модели Dawis дали практически одинаковые оценки λmax - 503.3  и  501.3нм.  В случае Модели 2 при применении процедуры для всех спектральных данных (Таб. 2; колонка №2)  были подсчитаны идентичные значения  λmax для  “b”-волны  и  ПРП – 502нм. Надо напомнить, что такую оценку λmax (502нм) получил и Dartnall для родопсина жабы (Dartnall, 1953).  Аппроксимация данных,  касающихся спектральных характеристик ПРП изолированной сетчатки, дала более высокую оценку максимальной чувствительности (506-506.5нм) относительно значений λmax, полученных для  препарата глазного бокала. 

Усреднённый спектр поглощения для 4-х серебряных угрей, базирующийся на пороговых значениях “b”-волны, статистически не отличался от спектра подсчитанного для тех же животных для ПРП (изолированного NaJO3).  Значения  λmax , полученные при применении Модели 2 были 502.5нм для “b”-волны и 503нм для ПРП. Аппроксимация спектра с применением процедуры TCWIN2  дала следующие оценки  λmax :  501.2  (“Rank 1”)  и   497нм  (уравнение № 8063)  для  “b”-волны,  а  501.7  (“Rank 1”) и 501.2нм (уравнение № 8063) для ПРП. Когда те же данные были аппроксимированы с помощью модели Dawis, то были получены практически одинаковые оценки  λmax для  “b”-волны и ПРП -  499.5  и 499.6нм, соответственно.  При одновременной аппроксимации всех групп данных (4 для “b”-волны и  4 для ПРП), был получен спектр поглощения с максимальной чувствительностью  λmax=501.4нм (Рис. 36). Следовательно, результаты показали что, спектральные данные, полученные на основе “b”-волны и ПРП совпадают. 

С другой стороны, на основе порогов чувствительности для  “b”-волны  было определено различие в спектральной чувствительности между серебряными и  жёлтыми  угрями. Индивидуальные спектры поглощения были построены на основе данных   для  “b”-волны у 9-и жёлтых и 8-и серебряных угрей. В каждом из отдельных случаев аппроксимация спектральных данных осуществлялась с применением всех 3-х моделей – полиномиальной модели Dawis (Модель 1), нашей модели (Модель 2) и процедуры TCWIN2 (процедуры аппроксимации описаны в главе  «Методика»).  Таблица 4  
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Рис. 36. Одновременная аппроксимация усреднённых данных для спектральной чувствительности b-волны (чёрные точки) и ПРП-а (белые точки), зарегистрированных у четырёх серебряных угрей (препарат глазного бокала in situ). Аппроксимация выполнена моделью Dawis (1981). Обозначения на рисунке: “wavelength” - длина волны; “relative spectral sensitivity” – относительная  спектральная чувствительность; “EEL” – угорь; “b-wave” – “b”-волна; “LRP” – поздний рецепторный потенциал (ПРП); “RE” – относительная ошибка при аппроксимации. 
(верхняя часть) даёт средние значения   λmax,   полученные с применением пяти процедур аппроксимации: Модель 2, два варианта процедуры TCWIN2 (“Rank 1”  и  “Eqn 8063”)  и два варианта полиномиальной Модели 1,  основанных на параметрах для пигментов Р-502(1)  и П-520(2). На   Рис. 37  и   Рис. 38 представлены примеры индивидуальных спектров поглощения, полученных на одном и том же угре с помощью “Eqn 8063”,  Модели 1 (Р-502)  и  Модели 2. Из Таб. 4  (верхняя часть) видно, что значения  λmax,  полученные для 9 групп данных у жёлтых угрей, варьируют  в диапазоне от 506.9 до 518.6нм  для Модели 1(Р-502(1))  и в диапазоне  503.4–519.1нм  для  Модели 1 (П-520(2)). Ни в одном случае эти данные не перекрывались  с данными, полученными у 

Таб. 4. Усреднённые значения λmax, подсчитанные 3-мя методами аппроксимации электроретинографических спектральных данных (“b”-волна) у  9 жёлтых  и  8 серебраных угрей.
* Разница в значениях SYMBOL 108 \f "Symbol" max, подсчитанных с помощью Модели 1 (5202) для жёлтых (511.7нм)  и  Модели 1 (5021) для серебряных угрей (500.6нм).

	Метод аппроксимации
	Жёлтые угри 
(n=9)
	Серебряные угри  (n=8)
	Разница и  P

	Аппроксимация данных каждого опыта 

в отдельности     
Модель 1 (5021)


	514.0±1.7 (506.9-518.6)
	500.6±1.3 (494.7-506.0)
	13.4 (P=0.0006)

	Модель 1 (5202)


	  511.7±1.9(503.4-519.1)
	497.3±1.3 (492.3-502.7)
	14.4 (P=0.0006)

11.1 (P=0.0018)*



	Модель 2

1 Rank Eqn

Eqn 8063              


	  515.0±2.6(506.0-527.0)

  508.5±1.8(502.8-516.9)

  510.4±2.4(502.7-523.7)   
	502.5±1.5 (497.0-510.5)

497.9±1.6 (491.7-504.3)

498.9±1.5 (492.5-504.5)
	12.5 (P=0.0024)

10.5 (P=0.0045)

11.5 (P=0.0045)

	Аппроксимация всех данных одновременно

Модель 1 (5021)


	513.6
	499.4
	14.2

	Модель 1 (5202)


	511.7
	498.2
	13.5

  12.3*



	 Модель 2

1 Rank Eqn

Eqn 8063


	520.0

               509.1

               508.9     


	503.5

              498.6

              498.6


	16.5

           10.5

           10.3
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Рис. 37. Спектральная чувствительность электроретинографической “b”-волны у одного серебряного угря (“Silver eel”). Препарат глазного бокала in situ. Слева: аппроксимация Моделью 5021 по Dawis (1981); справа: аппроксимация с помощью уравнения EQN 8063. Обозначения на рисунке: “wavelength” - длина волны; “relative spectral sensitivity” – относительная  спектральная чувствительность.
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Рис. 38. Спектральная чувствительность электроретинографической “b”-волны у одного серебряного угря (“Silver eel”). Препарат глазного бокала in situ. Слева: аппроксимация Моделью 5021 по Dawis (1981); справа: аппроксимация с помощью Модели 2 (те самые спектральные данные, что и на предыдущем рисунке).  Обозначения на рисунке: “wavelength” - длина волны; “relative spectral sensitivity” – относительная  спектральная чувствительность.
серебряных угрей (Р-502 -  от 494.7 до 506.0нм;  П-520 – от 492.3  до  502.7нм). Для обоих вариантов аппроксимации различия в значениях  λmax  между двумя возрастными стадиями угря были статистически значимые (р=0.0006; тест Mann-Whitney). В случае аппроксимации спектральных данных с помощью Модели 2 и процедуры TCWIN2, различия между жёлтыми и серебряными угрями в средних значениях  λmax  совпадали с различиями, полученными при применении  Модели 1 -  12.5нм для Модели 2,  а  10.5  и 11.5нм для  “Rank 1”  и  “Eqn 8063”, соответственно. Различия между индивидуальными значениями λmax во всех случаях были статистически достоверны (р=0.0024, 0.0045 и 0.0045 для Модели 2, “Rank 1”  и  “Eqn 8063”, в указанном порядке; тест Mann-Whitney). Перекрывание данных всё-таки произошло: а) в случае одного серебряного угря при применении Модели 2, и  б) в случае двух серебряных особей при применении TCWIN2. Значения  λmax,  упомянутых серебряных особей, оказались в диапазоне значений  λmax  жёлтых угрей. Следовательно, независимо от применяемого метода аппроксимации, различие в  λmax  между жёлтыми и серебряными угрями было статистически достоверным. Оно является следствием возрастного сдвига спектральной чувствительности  от относительно высоких значений  λmax  у жёлтых к относительно низким значениям  λmax  у серебряных угрей.

На Рис. 39 показаны усреднённые спектры поглощения для 8 серебряных и 9 жёлтых угрей, полученных при одновременном аппроксимировании всех спектральных данных для “b”-волны. Спектры, представленные на  Рис. 39, были получены при применении полиномиальной процедуры Dawis  (1981) (были использованы параметры для номограммы  Р-502(1)). Полученные значения  λmax    были 513.6нм для жёлтых (9 особей) и   499,4нм  для серебряных угрей (8 особей). Значения λmax,   полученные при применении Модели 2  и  процедуры TCWIN2,  немного отличались от данных, полученных с применением полиномиальной процедуры. Тем не менее, различия в  λmax  между жёлтыми и серебряными угрями практически не отличались от различий в  λmax    подсчитанных с помощью Модели 1 (смотри  Таб. 4).  

Максимумы поглощения (λmax) серебряных угрей не отличались от λmax у S.canicula,  независимо от применяемого метода аппроксимации. С другой стороны, 
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Рис. 39. Спектры действия, измеренные  для b-волны у 8 серебрянных (белые точки; левая кривая) и 9 жёлтых угрей (чёрные точки; правая кривая). Спектральные кривые были получены одновременной аппроксимацией спектральных данных для каждой из групп отдельно (белыми и чёрными точками представлены усреднённые значения спектральных данных для каждой из групп). Аппроксимация Моделью 5021 по Dawis (1981). Обозначения на рисунке: “wavelength” - длина волны; “relative spectral sensitivity” – относительная  спектральная чувствительность; “silver eels” – серебряные угри; “yellow eels” – жёлтые угри; “RE” – относительная ошибка при аппроксимации. 
различия в значениях  λmax  были  между жёлтыми угрями и кошачьими акулами: 514.7  относительно  500.4 для  Модели 1;  515.0  относительно  502.3нм для  Модели 2;  510.4  относительно  497.8нм  для  “Eqn 8063”;  508.5 относительно  498.5  для  “Rank 1”. Эти различия были статистически достоверные и очень близки к различиям между жёлтыми и серебряными угрями. 

3.4.2.  Скотопические и фотопические спектры поглощения серебряных угрей из озера Селигер; внутриклеточные исследования.  Спектральные характеристики были измерены у 9-и из всех 62-ух исследованных ГК. Два электрофизиологических теста применялось для анализа спектральной чувствительности (смотри главу “Методика”):

   а)  анализ реакций клеток на монохроматические стимулы одинаковой квантовой интенсивности (спектральная реакция);

б) определение V/logI зависимости при инкрементной стимуляции  монохроматическим (фиксированная длина волны стимула)  или белым светом.

Оба этих теста были уже представлены в случае одной палочковой ГК  (Рис. 26)  и в случае одной колбочковой ГК (Рис. 28). 

То, что максимумы поглощения палочковых и колбочковых ГК  отличались друг от друга незначительно, было очевидно даже без подсчёта спектральной чувствительности. На основе этого факта можно сделать вывод, что спектры поглощения зелёночувствительных колбочек и палочек  угря  практически совпадают. Этот вывод был подтверждён и в экспериментах со смешанными ГК (Рис. 40). При высоких интенсивностях стимула (NDF=0.0) доминировал фотопический (колбочковый) компонент. Палочковый компонент ответа смешанной ГК, представленный на  Рис. 40 (левая серия записей), был относительно маленьким, но при низких интенсивностях стимула (NDF≥1.2) скотопический компонент доминировал. Никаких изменений в спектральных ответах не было замечено при изменении интенсивности стимулов (NDF = 1.8, 1.2, 0.0). Изменение спектральной чувствительности так же не было замечено у другой смешанной ГК при применении разных монохроматических фоновых освещениях. Результаты этого эксперимента представлены на Рис. 41. Из представленных результатов видно, что в присутствии красных и синих фоновых освещений амплитуды ответов значительно уменьшаются, но при этом значения спектральных максимумов не меняются. 

Подсчитанные и усреднённые кривые спектральных чувствительностей для ГК с колбочковыми, палочковыми и смешанными входами (процедура подсчёта объяснена, в главе 2.6.2), представлены на Рис. 42 вместе со спектрами поглощения Р-500 и П-523, подсчитанными по формуле Максимова (1988). Спектры поглощения Р-500 и П-523 
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Рис. 40. Внутриклеточные ответы одной смешанной (слева) и одной колбочковой горизонтальной клетки (справа) на серии монохроматических стимулов различных длин волн (длины волн отдельных стимулов в нанометрах обозначены под соответствующими ответами). Применяемые серии монохроматических стимулов были различных интенсивностей. Рядом с каждой из серий ответов обозначены значения оптических плотностей применяемых цвето-нейтральных фильтров, с помощью которых регулировались интенсивности монохроматических вспышек (“0.0” обозначает отсутствие нейтральных фильтров, т. е.  максимальную интенсивность применяемых стимулов). Для сравнения, рядом со спектральными ответами обеих клеток показаны их реакции на стимуляцию белыми вспышками максимальной интенсивности (0.0 “White”). Длительность стимулов 1.3 сек. Калибровки ответов представлены под соответствующими записями для каждой из клеток.

Рис. 41. Влияние двух монохроматических фоновых (“background”) освещений на спектральную чувствительность одной горизонтальной клетки смешанного типа. Показаны три серии ответов на монохроматические стимулы различных длин волн: (А) - при отсутствии фонового освещения; (Б) - в присутствии константного синего фонового освещения (“blue BG”); (В) - в присутствии константного красного фонового освещения (“red BG”); (Г) – для сравнения показан и ответ той же клетки на стимуляцию белыми вспышками максимальной интенсивности (0.0 “White”) при отсутствии фонового освещения.  Все спектральные ответы (А, Б, В) сняты при максимальной интенсивности стимулов – “0.0”. Длительность стимулов 1.3 сек. 
были выбраны на основе известного факта, что в палочках угря содержится именно эта пигментная пара, в которой относительные пропорции пигментов меняются в течение процесса полового созревания (Wald, 1958, 1960; Carlisle  and Denton, 1959; Beatty, 1975a, 1984). Даже без построения кривой спектральной чувствительности, из ответов 
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Рис. 42. Спектральная характеристика горизонтальных клеток угря. Чёрные точки (“scot”) - усреднённые значения спектральных данных, полученных в скотопических условьях с 4-ёх клеток (смешанные и палочковые ГК); белые точки (“phot”) - усреднённые значения спектральных данных, полученных в фотопических условьях с 6-и клеток (смешанные и колбочковые ГК). Вместе с усреднёнными значениями спектральных данных представлены и подсчитанные стандартные отклонения. Колоколообразные кривые: спектры поглощения родопсина (Р500) и порфиропсина (П523) по Максимову (1988). Пунктированная кривая представляет ожидаемое расширение палочкового спектра поглощения жёлтого угря по Carlisle and Denton (1959) вследствие  эффекта «самоэкранирования» (“selfscreening effect”) (подробное объяснение в тексте).  Обозначения на рисунке: “wavelength” - длина волны; “relative sensitivity” – относительная  спектральная чувствительность.
на ограниченную серию стандартных спектральных стимулов было понятно, что максимумы спектральной чувствительности у исследованных ГК находятся в диапазоне между 490 и 543нм. К сожалению, у нас не было интерференционных фильтров, эффективных в этой части спектра. В графике, представленном на Рис.42, значения экспериментальных данных соотносили со стандартными кривыми спектральной чувствительности для Р-500 и П-523 следующим способом. Сначала определяли максимальную спектральную чувствительность по максимальному ответу на стандартную серию стимулов. В наших экспериментах максимальные ответы, как фотопические, так и скотопические, чаще всего регистрировались при  λ=490нм, о чём свидетельствует и Рис.42. После этого, значения экспериментальных спектральных максимумов (как фотопических, так и скотопических) соотносили со спектральной чувствительностью, подсчитанной для той же λ с помощью модели П-523. Остальные спектральные данные масштабировали потом относительно экспериментального максимума (смотри белые и чёрные точки в Рис.42, обозначающие фотопические и скотопические данные, соответственно). 
Все электрофизиологические данные были разделены на две группы: а) данные для ГК с колбочковыми входами и б) данные для ГК с палочковыми входами. Что касается ГК со смешанными входами, то подсчёты спектральных чувствительностей осуществлялись отдельно: а) для данных, полученных в фотопических условиях (при применении стимулов больших интенсивностей – NDF=0.0; использовались данные, полученные как в отсутствии, так и в присутствии монохроматических фоновых освещений), и б) для данных полученных в скотопических условиях (при применении стимулов низких интенсивностей - NDF≥1.2, в отсутствии монохроматических фоновых освещений). Фотопические спектральные кривые были подсчитаны для 6-и групп данных, а для подсчёта скотопических кривых были использованы 4 группы данных. 

Из Рис. 42 очевидно, что оба спектральных максимума находятся в диапазоне между 500 и 523нм (ближе к максимуму П-523). Так же видно, что фотопическая спектральная кривая уже скотопической. Только у одной ГК световая адаптация сопровождалась не только сужением спектральных кривых, но и небольшим сдвигом спектрального максимума к синей части спектра (Рис. 43, нижний график). Несмотря на небольшой сдвиг λmax в фотопических условьях, оба спектральных максимума этой 
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Рис. 43. Спектры действия двух смешанных горизонтальных клеток угря (А, Б) в фотопических (белые точки; интенсивность стимулов максимальная , цвето-нейтральный фильтр “ND”=0.0) и в скотопических условьях (чёрные точки; цвето-нейтральный фильтр “ND”=1.2). Вместе со спектральными данными представлены спектры поглощения родопсина (Р500) и порфиропсина (П523) по Максимову (1988). Пунктированные кривые представляют ожидаемое расширение палочкового спектра поглощения жёлтого угря по Carlisle and Denton (1959) вследствие  эффекта «самоэкранирования» (“selfscreening effect”) (подробное объяснение в тексте). Обозначения на рисунке: “wavelength” - длина волны; “relative spectral  sensitivity” – относительная  спектральная чувствительность.
клетки (скотопический и фотопический) оставались в диапазоне 500-523нм. Причина сужения фотопической спектральной кривой будет обсуждена позже.
Следовательно, спектральные данные, подсчитанные на основе ответов ГК угря, свидетельствуют о существовании похожих пигментов у палочек и зелёночувствительных колбочек. Но, надо подчеркнуть, что результаты наших исследований свидетельствуют о существовании других типов колбочек в сетчатке угря, отличающихся по своим спектральным характеристикам от  зелёночувствительных элементов. Такие сведения были получены у одной “OFF”- биполярной и одной амакриновой  клетки. 
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Рис. 44. Внутриклеточные ответы цвето–оппонентной  амакриновой клетки. Верхние две серии записей: ответы на серии монохроматических стимулов различных длин волн (427 – 648 нм) одинаковой интенсивности (оптическая плотность цвето-нейтрального фильтра “NDF” - 0.3 в верхней серии ответов и 0.0 в нижней серии). Две нижних записи: два отдельных ответа на световые стимулы различных длин волн – 543 нм (верхняя запись) и 427 нм (нижняя запись) (длительность прямоугольного стимула показана под записями). Временная калибровка – 10 сек для верхних записей и 1 сек для двух нижних записей; амплитудная калибровка 5 мВ для всех записей.
У “OFF”- биполярной клетки (её ответ на белый свет был представлен на Рис. 31а,б) максимальный ответ при слабой интенсивности стимула (NDF = 1.8) был получен при λ=543нм (Рис. 31с). Этот факт свидетельствует о существовании колбочек с максимумом спектральной чувствительности, сдвинутым к жёлто-зелёной части спектра. Похожий спектральный ответ был получен при большей интенсивности стимула  (NDF = 1.2) (Рис. 31d). 

У амакриновой клетки, чьи ответы на серию спектральных стимулов представлены на Рис. 44, форма ответа зависела от длины волны стимула. В то время как ответ на λ стимула от 490нм и выше состоял из начальной  емя























































































































фазической деполяризации и сопровождающей её тонической гиперполяризации, стимуляция с λ=427нм и  λ=470нм сопровождалась тонической деполяризацией клетки (два нижних ответа на Рис. 44). Такая зависимость формы ответа от λ стимула была выражена в двух диапазонах интенсивностей (NDF =0.3, и 0.0). Следовательно, можно сделать вывод, что данная амакриновая клетка проявила цветоопоннентные свойства. Можно предположить, что эта  цвето-оппонентная амакриновая клетка была B/Y (B/G) типа. 
4.           О Б С У Ж Д Е Н И Е

4.1.  Морфология сетчатки угря

Общеизвестен факт, что сетчатка угря в течение полового развития трансформируется из смешанной (палочки + колбочки) в чисто палочковую форму (Pankhurst, 1984; Braekewelt, 1988). Пропорция палочки/колбочки у неполовозрелых серебряных угрей (I < 6.5,  L >  50см) варьирует  от 100:1 (Braekewelt, 1988) до 250:1  (Pankhurst, 1984). Эта пропорция гораздо больше чем у стеклянных (25:1;  Braekewelt, 1985а) и жёлтых угрей (35:1 по Braekewelt, 1985а; 79:1 по Pankhurst, 1984). Увеличение пропорции палочки/колбочки является следствием большого увеличения глаза в течение трансформации угря из жёлтой в серебряную форму (Boettius and Boettius, 1967; Stramke, 1972; Pankhurst, 1982; Pankhurst and Lithgoe, 1983). Увеличение глаза сопровождается увеличением числа палочек, в то время как число колбочек остаётся неизменным (Johnes, 1981, 1982). Более того, у серебряных угрей большое число колбочек дегенерирует (Braekewelt, 1988).

У наших экспериментальных особей пропорция палочки/колбочки (40:1) была такая же как у жёлтых угрей (Pankhurst, 1984; Braekewelt, 1985а). С другой стороны, пропорция палочек относительно числа клеток во внутреннем ядерном слое (6:1) соответствовала аналогичной пропорции у неполовозрелых серебряных особей (Pankhurst, 1984), в то время как на основе третьего морфологического критерия, размера глаз, наших рыб можно было отнести к половозрелым серебряным угрям (глазной индекс; Pankhurst, 1982). Эти противоречивые данные указывают на специфику полового развития Селигерского угря, завезённого в озеро в начале 70-их годов двадцатого столетия. Дело в том, что угрей в Селигере не было вплоть до 1971 года, когда около миллиона элверов
, купленных во Франции, было выпущено в воды озера под наблюдением специалистов из рыбного хозяйства «Тверь» в городе Осташков
. С тех пор элверов выпускали в озеро ещё 4 раза. Две последних группы, купленные в Англии, были выпущены в Селигер в 1987. и 1988. годах 9. На основе официальной 
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Рис. 45. Карта озера Селигер, Тверская Область, северо-западная Россия.
информации из рыбного хозяйства «Тверь» жёлтые угри регулярно вылавливаются в озере в течение последних 25-и лет. Надо отметить, что на территории России A.anguilla обитает в основном в водоёмах бассейна Балтийского моря и, в гораздо меньшем количестве — в реках и озёрах бассейнов Азовского, Чёрного, Белого, Баренцева, Каспийского морей. Нас особенно интересует бассейн Каспийского моря, которому принадлежит и Волга, самая большая Европейская река, вытекающая из озера Селигер (смотри карту на Рис. 45). Остаётся открытый вопрос, предпринимают ли Селигерские угри миграции  вниз по течению Волги в сезон нереста. Хочется подчеркнуть, что  больших передвижений угрей в системе самой большой Европейской реки до сих пор  не было замечено. Иными словами, половой цикл  Anguillid,  исскуственным путём интродуцированных в Селигер совсем не изучен. Все противоречивые результаты, полученные в наших гистологических исследованиях, скорее всего, связанны со спецификой онтогенеза Селигерских угрей.
4.2. Форма электроретинограммы угря; анализ компонентов

Было показано, что у акул скотопические ЭРГ по форме были похожи на  электроретинограммы животных с преимущественно палочковой сетчаткой (Hamasaki et al., 1967; Dowling and Ripps, 1972). Похожий вывод можно сделать и для остальных видов хрящевых рыб, у которых были проведены электроретинографические исследования (Hamasaki et al., 1967; Dowling and Ripps, 1972; Peppeberg et al., 1978; Ripps and Dowling, 1991). Зарегистрированные нами электроретинограммы S.canicula по форме не отличались от ЭРГ-ответов, зарегистрированных у других видов хрящевых рыб. 

Наши исследования показали, что ПРП S.canicula можно демаскировать либо химическим путём (воздействие NaJO3), либо вследствие старения препарата при низких температурах (Andjus et al., 1983). Второй метод можно считать более предпочтительным. Во-первых, при его применении устраняются нежеланные эффекты от ядовитых химических веществ, к которым относится и NaJO3. Было показано, что воздействие NaJO3 на сетчатку отличается у разных видов животных (Wioland et al., 1988). Кроме того, ПРП S.canicula, полученный вследствие старения препарата, по форме очень похож на внутриклеточные потенциалы палочек жабы (Lipton et al., 1977; Capovilla et al., 1982).  Сходство форм позднего рецепторного потенциала и внутриклеточного ответа фоторецепторов может служить доказательством полного демаскирования ПРП (Borthoff and Norton, 1965). 

Выносливость глаза с удаленными передними оптическими средами обездвиженного угря была похожа на выносливость интактного глаза акул и скатов (Hamasaki et al., 1967). Стабильные ЭРГ регистрировались у обездвиженных хрящевых рыб в течение суток. Выносливость in situ глазного препарата угря позволила получить на одной и той же особи спектральные данные для двух компонентов ЭРГ – ”b”-волны и изолированного ПРП. 


В работе Gordon et al., (1978), осуществлённой на изолированном глазном препарате Американского угря (Anguilla rostrata), зарегистрированные ЭРГ были определены как ответы, типичные для сетчатки с преобладанием палочек. Такие же выводы были сделаны и для ЭРГ A.anguilla, зарегистрированных на интактном глазном препарате в работе Pankhurst and Lithgoe (1983). В отсутствии йодата, скотопические ЭРГ in situ глазного препарата наших экспериментальных рыб были схожими по форме с ответами глаза A.anguilla, представленными в работах Pankhurst and Lithgoe (1983) и Gordon et al., (1978). Однако, наши ответы отличались гораздо большими амплитудами “a”-, “b”- и “c”-волн. При длительной стимуляции в скотопических условиях (продолжительность стимулов больше 200мс) наши электроретинограммы характеризовались негативной “OFF”- компонентой, зарегистрированной после выключения стимулов. Выключение стимулов сопровождалось снижением негативного потенциала П-III компонента ЭРГ, генерируемого фоторецепторами, а также, снижением позитивного потенциала электроретинографического П-II компонента, частью которого является “b”-волна (Granit, 1933). Негативная “OFF”-реакция в скотопических условиях объясняется следствием более медленного снижения потенциала многочисленных палочек относительно потенциала П-II компонента (Brown 1968). В отличие от наших исследований, в экспериментах  Pankhurst and Lithgoe (1983) “OFF”-ответы не отводились даже при продолжительности стимулов свыше 1сек. “OFF”- ответы также не были зарегистрированы и в работе Gordon et al., (1978). В ЭРГ-потенциалах  Gordon et al., (1978) кроме “OFF”- реакции всегда отсутствовала и “поздняя негативная фаза” (“late negativity”), которая была зарегистрирована в скотопических условиях, как в наших экспериментах, так и при регистрации электороретинограмм Pankhurst and Lithgoe (1983). На основе выше сказанного можно сделать вывод, что форма ЭРГ угря, зарегистрированная в наших опытах, соответствует форме ЭРГ, характерной для сетчатки с преобладанием палочек. 


По сравнению с изолированным глазным препаратом S.canicula, in situ препарат глазного бокала угря был более выносливым, если судить по демаскирующему эффекту после обработки его NaJO3. Для полного проявления ПРП у угря необходимо было использовать более высокие концентрации NaJO3. Этот феномен можно отнести к проявлению более эффективного всасывания реагента в присутствии кровообращения у in situ препарата. Однако, нельзя оставить без внимания тот факт, что у разных видов животных были описаны различные эффекты йодата (Wioland et al., 1988).  


4.3. Смешанные горизонтальные клетки у костистых рыб?


Надо отметить, что открытие специфических горизонтальных клеток в сетчатке угря со смешанными (палочки + колбочки) синаптическими входами, было для нас большой неожиданностью. Среди костистых рыб смешанные ГК были обнаружены только у E.plumieri (Laufer and Millan, 1970). Эти клетки были описаны так же и у одной хрящевой рыбы (Dasyatis akajei, Tojoda et al., 1970) и у Сибирского осетра  (Acipenser baeri Brandt, Govardovskii et al., 1991). С другой стороны, у рыб из семейств Cyprinidae (Tamura and Niwa, 1967; Kaneko, 1970; Kaneko and Yamada, 1972; Mitarai et al., 1974; Stell, 1974, 1976; Stell et al., 1982; Parthe, 1982), Percidae (Tamura and Niwa, 1967; Burkhardt and Hassin, 1974; Witkovsky et al, 1979; Hassin, 1979; Dowling et al., 1985), Carangidae (Tamura and Niwa, 1967; Подугольникова и Максимов, 1984), Esocidae (Максимова и Максимов, 1969a; Максимова и Максимов, 1969b), Siluridae (Naka and Carraway, 1975) и Mugilidae (Svaetichin et al., 1961; Parthe, 1982; Mitarai, 1982) все описанные горизонтальные клетки получали входы только от одного типа фоторецепторов – либо от палочек, либо от колбочек. Иными словами, ГК со смешанными палочко-колбочковыми входами у упомянутых представителей костистых рыб не были обнаружены. На основе выше сказанного, а также, исходя из недавно опубликованных обзорных статьей Трифонова (1990) и Бызова (1992), можно сделать вывод, что смешанные ГК угря вместе с таковыми обнаруженными у E.plumieri, можно считать исключением среди ГК костистых рыб. 


4.4. Пространственные характеристики горизонтальных клеток


В нашей работе рецептивные поля разных размеров были измерены у горизонтальных клеток угря. В исследованиях многих авторов было показано, что ответы ГК, характеризующиеся большими рецептивными полями, происходят от аксонных терминалей клеток, в то время как ответы ГК с маленькими рецептивными полями, происходят от клеточного тела и дендритов одной и той же горизонтальной клетки  (Simon, 1973; Бызов, 1975; Fuortes, 1976; Leeper, 1978; Teranishi, 1983). Присутствие аксонов было обнаружено у всех трёх типов колбочковых ГК (ГК1, ГК2 и ГК3), описанных у представителей семейства Cyprinidae (Stell, 1974, 1975; Stell et al., 1982; Parthe, 1982), в то время как у рыб из семейства Mugilidae аксоны были обнаружены только у ГК1-типа горизонтальных клеток (Parthe, 1972).


Все ГК, описанные в нашем исследовании были монофазного (L) типа. Их рецептивные поля были различных размеров, что может говорить об их принадлежности к разным синцитиям. Поскольку мы не располагаем данными, касающимися константы длины, мы не можем разделить ГК угря на две группы, подобно горизонтальным клеткам черепахи (Emys orbicularis) и карпа (Cyprinus carpio) (Simon, 1973; Бызов, 1975; Teranishi, 1983).

4.5. Спектральная чувствительность

4.5.1. Разница в скотопической спектральной чувствительности между жёлтыми и серебряными угрями; электроретинографические измерения. Исследования зрительных пигментов хрящевых и костистых  рыб указывают, что эволюционное развитие их зрительных систем происходило под влиянием экологических факторов. У глубоководных хрящевых рыб было подтверждено присутствие скотопического пигмента хризопсина (“глубоководный родопсин”) со спектральным максимумом в диапазоне 472-484нм (Denton and Show, 1963). Похожие данные были получены и у глубоководных костистых рыб, обладающих скотопическим пигментом со спектральным максимумом в диапазоне 470-495нм (Partridge et al., 1989). Было показано, однако, что один вид хрящевых и 14 видов костистых рыб, обладают парой скотопических пигментов (Widder, 1992). С другой стороны, мелководные акулы обладают родопсином со спектральным максимумом приблизительно 500нм (Mustelus californicus и Rinobatus productus содержат родопсин с λmax=497нм; Crescitelli, 1969). Следовательно, можно было ожидать, что наша мелководная акула S.canicula будет так же обладать скотопическим пигментом со спектральным максимумом приблизительно 500нм. Надо сказать, что в литературе приведено очень мало электроретинографических спектральных данных, полученных на хрящевых рыбах. Данные, полученные на акуле Negaprion breviostris (O’Gower and Mathewson, 1967) были неубедительны из-за недостаточной точности расчёта “бимодального” спектра действия в условьях адаптации к темноте (у одной и той же рыбы были подсчитаны два скотопических максимума спектральной чувствительности на 435 и 533нм). Спектр действия сетчатки ската, представленный в работе Dowling и Ripps (1972), был подсчитан исходя из порогов ПРП –а, изолированного аспартатом (Raja erinacea, Raja ocellata). Спектральный максимум, определённый авторами был λmax=500нм. Однако, надо напомнить, что при определении λmax авторы не прибегли к процедуре математической аппроксимации спектра действия. Они просто сделали вывод, что полученные ими спектральные данные могут хорошо аппроксимироваться кривой родопсина 500. Мы подвергли их спектральные данные нашим трём процедурам аппроксимации и получили следующие значения λmax: а) Модель 1 – 502.1нм; б) Модель 2 – 503.5нм; в) применение компьютерной программы “Table Curve 2D”: “Rank 1  Eqn” – 490.8нм; “Eqn 8063” – 491нм. На основе полученных нами значений λmax, можно сделать вывод, что электроретинографические спектральные максимумы ската и кошачьей акулы (S.canicula) были блиски друг другу.


Как и ожидалось, спектры действия серебряных угрей, посчитанные по порогам ”b”-волн, а также, полученные с помощью ПРП-а, демаскированного йодатом, были очень похожи по форме и значениям их λmax, и схожи  со спектром действия кошачьей акулы. Следовательно, более ранние данные Bayliss et al., (1936), утверждающие присутствие похожих палочковых пигментов у серебряных угрей и двух видов мелководных хрящевых рыб, подтвердились результатами наших исследований. 


Общеизвестно, что скотопическая система Европейского угря, проходит через уникальный процесс трансформации в течение процесса полового развития. Кроме присутствия “парной системы пигментов” (родопсин/порфиропсин) на ранних этапах полового развития угря на более поздних этапах матурации появляется ещё один родопсин (иногда обозначаемый как “хризопсин”), обладающий “опсиновой” компонентой, которая отличается от опсина, входящего в состав родопсина Р-501. Постепенная смена опсина в наружном сегменте палочек Американского угря  (Anguilla rostrata), близкого родственника Европейского вида, была описана в работах Bridges (1972) и Beatty (1975a). В результате этого процесса происходит полная замена родопсина  Р-501 на Р-482 в палочках. Учитывая факт, что в течение процесса полового созревания увеличивается совокупное число фоторецепторов, некоторые авторы  предполагают, что на поздних этапах полового созревания происходит формирование нового вида палочек с λmax=482нм (Pankhurst, 1982). 


Конечно, различие в спектральной чувствительности между рыбами, находящимися на разных стадиях полового развития, будет зависеть от этапа, на котором находится процесс пигментной трансформации. Различие в значениях λmax между жёлтыми и серебряными угрями, определенное в наших исследованиях методом электроретинографии, было значительно меньше различия (33нм) полученного в работе Carlisle и Denton, где анализировались спектральные характеристики пигментных экстрактов (Carlisle and Denton, 1959). Однако, результаты, подобные нашим, были получены и другими авторами. Различия между значениями λmax жёлтых и серебряных угрей у Wald (1960) варьировали минимально от 2нм и максимально до 23 нм, в то время как у Beatty (1975a) различия находились в диапазоне от 15 до 25нм (измеренные спектральные максимумы палочковых пигментов у жёлтых угрей варьировали в диапазоне 515-518нм, а у серебряных особей - в диапазоне 493-500нм). Значительно более выраженное различие  (33нм), выявленное в ранней работы Carlisle и Denton, является скорее всего результатом факта, что серебряные угри, использованые в их экспериментах были на более поздних этапах полового развития, чем серебряные особи у Wald и Beatty. Серебряные угри,   использованные в наших опытах, скорее всего также были на более ранних этапах матурации, ещё не готовые к миграции. Этот вывод может быть подкреплён тем фактом, что наши экспериментальные рыбы были выловлены в пресных водоёмах (Скадарское озеро, прибрежные воды южной Адриатики), а трансформация Р-501 в Р-482 осуществляется исключительно в морской воде. 

В экспериментах Wood и Partridge (Wood and Partridge, 1993) отслеживалась  метаморфоза Европейского угря при обработке половыми гормонами. Было показано, что максимумы спектральной чувствительности, варьирующие у контрольных животных от 495 до 516нм, у рыб, подвергнутых гормональной обработке, сдвигались к коротковолновой (сине/фиолетовой) части спектра. Только на 50-ом дне эксперимента λmax гормонально обработанных рыб стабилизировался на уровне 482нм.  Между тем, в течение этих 50-и дней   авторы  наблюдали за постепенным сдвигом значений  λmax из сине/зеленой (503нм) в сине/фиолетовую (482нм) часть спектра. Можно предположить, что наши серебрянные угри, пойманные в пресной воде, находились на разных этапах полового развития, чем и объясняются различия между значениями λmax 9-и жёлтых и 8-и серебрянных угрей,  варьировавших от минимального 0.9нм, до максимального 23.9нм. 

Как уже было подчёркнуто, электроретинографические исследования спектральной чувствительности A.anguilla, выполненные Английскими авторами (Pankhurst and Lithgoe, 1983), дали отрицательный результат относительно различий спектральной чувствительности у жёлтых и серебряных стадий полового развития. Однако надо отметить, что свои выводы относительно отсутствия спектральных разнличий, Английские авторы базируют на измерениях пороговых чувствительностей только двух длин волн стимула (480 и 520нм), без чёткого определения спектральных максимумов. С другой стороны, различие в усреднённых значениях λmax между двумя возрастными стадиями угря, установленное нашими электроретинографическими измерениями, было статистически достоверным, независимо от применённой процедуры аппроксимации результатов. Учитывая факт, что измеренные спектральные различия были не только статистически достоверными, но и сходны с уровнем различий полученных спектральным анализом пигментных экстрактов угрей, находящихся на различных стадиях полового развития (Wald, 1960; Beatty, 1975a), можно сделать вывод, что изменения в спектральной чувствительности угря, происходящие в течение полового развития, можно успешно отслеживать электроретинографическим методом, несмотря на отрицательные выводи Pankhurst и Lithgoe (Pankhurst and Lithgoe, 1983). 

В первоначальных исследованиях Granit (1941), спектральный максимум Европейского угря неизвестной стадии развития, определялся на основе электрофизиологических измерений. Полученное λmax значение 500нм соответствовало результатам, полученным у наших серебряных угрей. С другой стороны, в исследованиях Gordon et al. (1978), проведенных на жёлтых Американских угрях, λmax, определённая электроретинографическим методом была равна 520нм. Надо напомнить, что авторами был использован изолированный препарат глазного бокала, спектральная чувствительность которого измерялась на основе амплитуд ”b”-волны  в условиях адаптации к темноте. Следовательно, измерялась спектральная чувствительность палочек. Несмотря на то, что половая стадия развития исследуемых угрей была описана как жёлтая, значение λmax не определялось с помощью математической аппроксимации, а просто был сделан вывод, что полученные спектральные данные хорошо аппроксимируются со спектральной кривой порфиропсина 520 (П-520). Это может являться причиной того, что спектральные максимумы, полученные этими авторами (Gordon et al. 1978) немножко отличались от усреднённых значений λmax, определённых у наших жёлтых угрей в скотопических условиях. Надо напомнить все-таки, что самые большие значения λmax, полученные нами среди отдельных жёлтых особей были равны 518.6, 527, 516.9 и 523.7нм, в зависимости от того какой из методов аппроксимации был применен – Модель 1, Модель 2, “Rank 1”  или “уравнение № 8063”, соответственно. Все эти значения были близки к спектральному максимуму  (520нм), определённому у жёлтых угрей в работе Gordon et al.(1978). 

Результаты Gordon et al.(1978) так же как и наши результаты соответствуют спектральным данным, полученным на основе анализа пигментных экстрактов жёлтых Американских угрей (Beatty, 1975a). В этой работе был сделан вывод, что в палочках жёлтых угрей содержится смесь родопсина Р-501 и порфиропсина П-523 (П-523 доминировал в смеси). Автором этой статьи были так же сделаны выводы, что в палочках серебряных Американских угрей на ранних стадиях полового развития содержится смесь двух родопсинов (Р-482 и Р-501) и одного порфиропсина (П-523), в то время как на более поздних этапах матурации в палочках присутствует смесь, состоящая из двух родопсинов (при доминировании Р-482). Надо ещё раз напомнить, что в цитируемой работе Beatty (1975a) был сделан вывод о полном соответствии скотопических пигментов  Американского и Европейского угрей.
4.5.2.  Колбочковые синаптические входы вторичных нейронов сетчатки угря; анализ спектральных характеристик. У карпообразной рыбы Carassius auratus (золотая рыбка) Stell и сотрудники описали несколько типов колбочек, осуществляющих синаптические контакты с дендритами горизонтальных клеток (Stell and Lightfoot, 1975; Stell et al., 1975; Stell, 1976; Stell and Harosi, 1976). По предложенной модели, монофазные ответы L-ГК вызываются исключительно синаптическими входами от красночувствительных колбочек. Вместе с тем зелёночувствительные монофазные ответы, все-таки, были описаны у нескольких видов костистых рыб (Cyprinus carpio – Orlov and Maximova, 1965; Naka and Rushton, 1966; Eugerres plumieri – Laufer and Millan, 1970; Mugil cephalus, Mugil brasiliensis – Svaetichin and Mac Nichol, 1958; Svaetichin et al., 1961; Mitarai, 1982).  У двух представителей семейства Mugilidae зелёночувствительные  L-ГК были обнаружены параллельно с красночувствительными монохроматическими ГК и разными типами цвето-оппонентных ГК (R/G; G/R; Y/B/; D/Y). У Eugerres plumieri, с другой стороны, были зарегистрированы только зелёночувствительные и красночувствительные  L-ГК; цвето-оппонентные ГК не были обнаружены. Несколько зелёночувствительных L-ГК были обнаружены и у Американского судака (Stizostedion vitreum, Stizostedion canadense) (Burkhardt and Hassin, 1978), но авторы сделали вывод, что зелёночувствительные монофазные ГК, зарегистрированные у судака, на самом деле цвето-оппонентные R/G горизонтальные клетки со слабо чувствительным “красным механизмом”. 

В наших экспериментах зелёночувствительные монофазные ГК являлись единственным хроматический типом ГК. Ни монофазные красночувствительные ГК, ни какой либо тип цвето-оппонентных ГК не был обнаружен в сетчатке угря. Однако, спектральные ответы одной OFF-БК, а так же одной амакриновой клетки наводят на мысль, что  в сетчатке угря кроме зелёночувствительных существуют и другие хроматические типы колбочек. Спектральный ответ OFF-БК (Рис.31c,d) указывает на возможное существование колбочек с масимумом чувствительности в зелёно/жёлтой части спектра (543нм<λmax<587нм). С другой стороны, реакция упомянутой амакриновой клетки была цвето-оппонентного типа. Kaneko (1973), Mitarai et al. (1978), Djamgoz and Ruddock (1983), Djamgoz and Vallerga (1989) и Ammermueller and Weiler (1989) показали, что у рыб и черепах цвето-оппонентные ответы можно отводить и с амакриновых клеток. В нашем случае, цвето-оппонентная АК угря реагировала на коротковолновые стимулы (420нм<λ<470нм) деполаризацией, в то время как ответ на более длинноволновые стимулы (490нм<λ<645нм) состоял из двух компонентов: первоначального фазического деполаризационного спайка и следующей за ним тонической гиперполаризации (Рис.44). Максимальный ответ в гиперполаризационой части спектрального ответа был при λ стимула равным 543нм. Этот факт наводит на мысль, что регистрируемая АК была B/Y (B/G) типа (намёк на существование коротковолнового, синечувствительного приёмника). Надо напомнить, что у Американского угря (Anguilla rostrata) эволюционно близкого вида Европейскому угрю, электроретинографическим методом были описаны синечувствительные и жёлточувствительные фотопические единицы (Gordon et al., 1978). В будущих исследованиях необходимо будет ответить на два вопроса, возникших при выполнении данной работы: а) существуют ли  кроме зелёночувствительных другие хроматические типы колбочек и б) отличаются ли между собой фотопические системы двух эволюционно близких видов угрей (A.anguilla, A.rostrata)? 

4.5.3.  Существует ли у зелёночувствительних колбочек угря пигментная смесь Р-501 и П-523 подобная той существующей у её палочек? У серебряных угрей из озера Селигер палочковые ГК и зелёночувствительные колбочковые ГК характеризовались похожими спектральными ответами, хотя фотопические (колбочковые) спектральные кривые были более узкой формы. В своей ранней работе, Carlisle и Denton (Carlisle and Denton, 1959) описали скотопические спектральные кривые жёлтых угрей, которые  характеризовались более широкой формой относительно соответствующих спектров поглощения построенных на основе номограммы Дартнола (Dartnall, 1953). Авторы объяснили этот феномен как следствие эффекта “самоэкранирования” (“self-screening effect”) в толстом слое палочек угря. Как уже было сказано (Глава 3.1.), наружный ядерный слой сетчатки угря состоит из 9-10 подслоев “плотно упакованных”  палочек (подобная структура наружной сетчатки наблюдается у глубоководных рыб). Поскольку длины волн света близкие к λmax палочек практически полностью поглощаются уже в проксимальной части толстого наружного сегментного слоя, то до более дистальных частей слоя доходят только те длины волн стимула, которые поглощаются палочками менее эффективно. Иными словами, спектральный состав света, проходящего через более дистальные части наружного сегментного слоя палочек, меняется. Этот свет практически полностью лишен длин волн стимула близких к λmax. Вследствие этого, скотопическая спектральная кривая расширяется (эффект “ самоэкранирования”). Следовательно, различие в ширине между скотопической и фотопической спектральными кривыми нельзя объяснить различием пигментного состава палочек и колбочек угря.  Исходя из практически идентичных значений λmax, можно сделать вывод, что палочки и зелёночувствительные колбочки угря обладают одинаковыми или очень похожими пигментами. Надо подчеркнуть, что многие авторы (Loew and Lithgoe, 1978; Levin and Mac Nichol, 1979; Bowmaker, 1984) установили, что палоки и G-колбочки большого числа костистых рыб обладают пигментами с практически идентичными спектральными характеристиками. 

  У краснопёрки (Scardinius erritrophtalmus) были описаны одновременные сезонные трансформации пигментов в палочках и колбочках (Loew and Dartnall, 1976). Пигментная смесь палочек Р-501/П-523 была ранее описана в работе Dartnall et al., (1961), а так же в работе Bridges and Yoshikami (1970b). Подобно палочкам колбочки краснопёрки содержат смеси пигментов, основанных на витаминах А1 и А2. Длинные одиночные колбочки, а так же более длинные члены двойных колбочек обладают А1 и А2 пигментами со значениями λmax равными 562 и 620нм, соответственно. С другой стороны, более короткие члены двойных колбочек содержат смесь зелёночувствительных пигментов со спектральными максимумами 500 и 523нм. Следовательно, палочки и зелёночувствительные колбочки краснопёрки содержат пигменты с практически идентичными спектральными характеристиками. Поскольку скотопическая система угря проходит через комплексную родопсин/порфиропсин трансформацию (Wald, 1959, 1960; Carlisle and Denton, 1959; Beatty, 1975a) и так как максимумы спектральной чувствительности палочек и зелёночувствительных колбочек A.anguilla практически идентичны, пигментную трансформацию, описанную у средневолновых колбочек S.erritrophtalmus, можно было бы ожидать и у зелёночувствительных колбочек угря. Однако, надо подчеркнуть, что механизмы пигментной трансформации у краснопёрки и угря разные. У S.erritrophtalmus Р/П-смена происходит вследствие сезонных изменений в пресноводной световой среде, в то время как у A.anguilla пигментная трансформация возникает при миграции рыб из “зелёных” пресных вод в “синюю” морскую среду. Напрашивается логический вопрос, касающийся биологического смысла трансформации пигментов в колбочках угря, если известен факт, что колбочки практически исчезают при миграции, идущей вниз по течению к морю. 

С другой стороны, необходимо подчеркнуть, что до сих пор никто не исследовал экологию скотопической и фотопической систем угря в течение его долгой жизни в пресноводных водоёмах. Здесь надо напомнить, что у двух диадромных представителей семейства Salmonidae   (Oncorinchus kisutch,  Oncorinchus tsawytcha  -  Beatty, 1966), кроме смены пигментов при миграциях была описана и сезонная смена пигментов на ранних стадиях онтогенеза этих рыб в пресной воде (смотри Главу 1.1). Сезонная смена пигментов у юных лососей была похожа на смену пигментов, описанную у краснопёрки, в то время как трансформации пигментов, описанные у взрослых особей при анадромных и катадромных мигрирациях были подобны пигментным сменам, характерным для мигрирующих рыб (смотри Главу 1.1). Вполне возможно, что сезонная смена пигментов, характерная для мигрирующих лососеобразных на ранних стадиях их онтогенеза, могла бы происходить и у пресноводных жёлтых угрей. Напомним, что набор зрительных пигментов угря подробно изучался только в четырёх давних исследованиях (Wald, 1959, 1960; Carlisle and Denton, 1959; Beatty, 1975a), причём значения λmax пигментных экстрактов жёлтых угрей у Wald (1960) варьировали в диапазоне 502-510нм, в то время как спектральные максимумы, описанные другими авторамы (Carlisle and Denton, 1959; Beatty, 1975a), были сдвинуты к зелёной части спектра (515нм<λmax<518нм). Одним из объяснений этих различий могла бы быть сезонная смена пигментов у жёлтых угрей. Иными словами, различия в скотопических λmax, измеренных разными авторами, можно было бы объяснить тем, что рыбы, использованные в работах Wald (1960) и Beatty (1975a), были выловлены в разное время года. У наших экспериментальных рыб из озера Селигер, выловленных поздней осенью, как скотопический, так и фотопический спектральные максимумы были ближе к порфиропсиновому максимуму (П-523). Это находится в соответствии с теорией о присутствии парных пигментов в палочках пресноводных рыб (Dartnall et al., 1961; Munz and Mc Farland, 1977; Beatty, 1984; Lithgoe and Partridge, 1989). Предположение, что лабильные скотопические (а, возможно и фотопические) системы пигментов могут присутствовать у пресноводных угрей, необходимо будет проверить в последующих исследованиях. 

5.           В Ы В О Д Ы

С помощью электроретинографического анализа, при регистрации ЭРГ глазных препаратов Европейского угря (Anguilla anguilla L.) из прибрежных вод Южной Адриатики и при внутриклеточных электрофизиологических исследованиях вторичных нейронов сетчатки того же вида (особи из озера Селигер, Россия) были получены новые данные о физиологических характеристиках глаза угря. Особенно надо подчеркнуть, что были подробно изучены спектральные характеристики глаза A.anguilla как в скотопических, так и в фотопических условиях. Европейский угорь известен по целому ряду экофизиологических особенностей, по своей катадромной миграции, а так же по специфическому онтогенетическому развитию и процессу полового развития, в течение которого A.anguilla проходит через сложную и уникальную физиологическую метаморфозу. Все выше перечисленные особенности угря делают эту рыбу хорошей моделью для изучения различных механизмов экофизиологических адаптаций, и в особенности адаптации касающейся органа зрения, как на морфологическом и физиологическом, так и на молекулярном уровне.

5.1. На угре, обездвиженном введением тубокурарина, был изготовлен препарат глазного бокала in situ, годный для многочасовых электрофизиологических исследований in vivo.  Доза курарина подбиралась так, чтобы остановить  дыхательные движения, а искусственное дыхание обеспечивалось с помощью непрерывного тока аэрированной воды с постоянной температурой через жабры. 

Препараты глазного бокала угря in situ отличаются большой выносливостью, которая характеризуется длительной стабильностью функционального состояния препарата в течение эксперимента. Эта выносливость была схожа с исключительной выносливостью интактного глаза крупных эласмобранхий, обездвиженных похожим способом и подвергнутых похожим электрофизиологическим манипуляциям в экспериментах Японских авторов (Hamasaki et al., 1967). Электроретинографические характеристики глазного бокала угря оставались стабилными в течение целых суток. 

Исключительная выносливость глазного препарата угря сделала возможным впервые осуществить на одном и том же препарате большое число многочасовых опытов в различных экспериментальных условиях.

5.2. Некоторые из результатов, полученных на глазном препарате угря, сравнивались с результатами, полученными при аналогичных экспериментальных процедурах  на глазных препаратах кошачьей акулы Scylliorhinus canicula. В наших исследованиях были использованы два глазных препарата акулы: изолированный глазной бокал и изолированная сетчатка. Среди результатов электроретинографического анализа препарата S.canicula, представленных в этой работе,  имеются как данные, полученные нами в недавних исследованиях, так и результаты, полученные ранее в течение многолетних электроретинографических исследованиях глазного препарата этой акулы в нашем институте. Оказалось, что эти результаты, а так же и выбор S.canicula в качестве референтного вида, в значительной мере способствовали объяснению некоторых электроретинографических данных, полученых на угре. 

5.3. Скотопические электроретинограммы угря, зарегистрированные в наших опытах, были по форме похожи на аналогичные записи, полученнные на той же рыбе другими авторами (Gordon et al., 1978; Pahkhurst and Lithgoe, 1983). Однако, надо подчеркнуть, что  электроретинографические волны (“а”-, “b ”-, “c”-) были у нас гораздо больших амплитуд. Амплитуда позитивных “b”-волн иногда превосходила 1mV, в то время как предшествующая ему отрицательная “а-“волна была гораздо меньше амплитуды (до 100μV). С другой стороны, за “b”-волной регулярно следовало небольшое медленное отрицательное отклонение потенциала, ранее не отмеченое в электроретинографических записях угря другими авторами. В итоге, электроретинограмма A.anguilla  заканчивалась  медленной положительной  “c”-волной, никогда не превышающей “b”-волну по амплитуде (в отличие от других рыб и в особенности S.canicula, у которых при высоких интенсивностях стимула амплитуды “c”-волн были значительно выше, чем у  “b”-волн). Формы скотопичских ЭРГ угря отличались от аналогичных записей других авторов (Gordon et al., 1978; Pahkhurst and Lithgoe, 1983) только по присутствию отрицательного “off”-ответа, зарегистрированного в наших опытах непосредственно после выключения достаточно продолжительного стимула (≥ 1сек). У других авторов “off”-реакция всегда отсутствовала, независимо от длительности фотостимуляции. 

5.4. Электроретинографические поздние рецепторные потенциалы (ПРП), являющиеся прямым следствием фотоактивности палочек, был удачно демаскирован (выделен) введением 1% раствора NaJO3 в препарат глазного бокала угря in situ.  Было установлено, что глазной бокал in situ обездвиженного угря оказался значительно более выносливым при демаскирующем воздействии NaJO3, чем изолированный препарат глазного бокала S.canicula. 

5.5. С помощью стеклянных микроэлектродов высокого сопротивления (100-400MOhm) были осуществлены внутриклеточные отведения от вторичных нейронов сетчатки угря. Отведения осуществлялись на изолированных препаратах глазного бокала рыбы. На основе типа электрофизиологического ответа клетки на фотостимуляцию, а так же на основе местоположения регистрируемой клетки в препарате (размещение относительно глубины сетчатки) были  идентифицированы три категории вторичных нейронов: горизонтальные, биполярные и амакриновые клетки. Самые многочисленные среди них были относительно крупные горизонтальные клетки (30-40μm). Амплитуды их гиперполяризационых ответов на световую стимуляцию превышали иногда  30mV. 

5.6. Было твёрдо установлено, впервые, что сетчатка A.anguilla содержит многочисленные горизонтальные клетки со смешанными входами, как от палочек, так и от колбочковых фоторецепторов. Такие (“смешанные”) горизонтальные клетки были ранее описаны только у трёх видов рыб, среди которых только одна принадлежит костистым рыбам (Laufer and Millan, 1970). Присутствие многочисленных горизонтальных клеток смешанного типа в сетчатке угря можно считать исключительным явлением среди костистых рыб. Горизонтальные клетки чисто палочкового и чисто колбочкового типа были так же обнаружены в наших препаратах, но надо отметить, что их количество относительно ГК смешанного типа было гораздо меньше. 

5.7. Оценивая размеры рецептивных полей ГК  с помощью применения двух форм стимула - “светового пятна” и “светового кольца” был сделан вывод, что горизонтальные клетки сильно варьируют относительно размера их рецептивных полей. Исходя из этого факта, появляется необходимость более подробного исследования пространственных характеристик горизонтальных клеток угря.

5.8. Электрофизиологические ответы биполярных клеток, зарегистрированных при фотостимуляции “световым пятном” и “световым кольцом”, свидетельствуют о присутствии как “ON”-, так и “OFF”-БК в сетчатке угря. Самая большая амплитуда ответа была зарегистрирована у одной “OFF”-БК, чья гиперполяризационная реакция достигала 8mV. 

5.9. Зарегистрированные ответы амакриновых клеток сетчатки угря можно разделить на три категории: а) быстрые гиперполяризационные “ON- OFF”; б) быстрые деполаризационые “ON- OFF”; в) деполаризационые “ON”-центр ответы. Амплитуды “ON ” и “OFF” фазических ответов достигали 5mV. 

5.10. Данные, касающиеся спектральной чувствительности глаза угря, были получены с помощью двух методов: а) при помощи электроретинографического метода спектральная чувствительность определялась на основе скотопических порогов ”b”-волны и/или химическим путём (NaJO3) изолированного ПРП при стимуляции монохроматическими стимулами различных длин волн; серия примененных λ охватывала диапазон от 400 до 650нм, причём значения длин волн стимулов, меняющихся в серии из 11-и стимуляцией с каждым шагом увеличивались на 25нм (400, 425, 450,  …., 600, 625, 650нм) (стимулы различных длин волн были одинаковых интенсивностей); б) при помощи внутриклеточных исследований вторичных нейронов сетчатки спектральная чувствительность рассчитывалась на основе спектральных ответов горизонтальных клеток, полученных при стимуляции монохроматическими стимулами в диапазоне от 427  до 664нм (значения длин волн стимулов менялись в 8-и шагах - 427, 470, 490, 543, 587, 620, 648 и 664нм); стимулы различных длин волн были одинаковыми по интенсивности. Спектральные ответы измерялись как при скотопических, так и при фотопических условиях. Оба подхода сделали возможным построение спектров действия, дающих представление о кривых спектральной чувствительности фоторецепторов.
5.11. Усреднённый скотопический спектр действия особей, находящихся на серебряной стадии развития, полученный из пороговых значений ”b”-волны, статистически не отличался от усреднённого скотопического спектра, полученного на основе пороговых значений ПРП-а, изолированного с помощью NaJO3. Таким образом, было показано, что ”b”-волна ЭРГ, являющаяся только косвенным показателем возбуждения фоторецепторов, вместе с тем является достоверным индикатором спектральной  чувствительности палочек угря, также как и ПРП, который являяется прямим результатом фоторецепторной активности. Этот методически важный факт можно было доказать благодаря исключительной выносливости нашего препарата (смотри вывод 5.1.). 
 5.12. Спектры действия серебряных угрей, полученные на основе пороговых значений ”b”-волны  и ПРП-а изолированного химическим путём, по форме своих спектральных профилей и положении их спектральных максимумов, были очень похожи на спектры действия, полученные в сравнительных опытах на хрящевой рыбе Scylliorhinus canicula, вида с сетчаткой обладающей родопсином. Таким образом, в сравнительных электрофизиологических исследованиях было подтверждено сходство палочковых пигментов сетчатки серебряных угрей и морских эласмобранхий, которое отмечалось в ранних исследованиях Bayliss et al. (1936). 
5.13. На основе электроретинографических данных (пороговые значения ”b”-волны при различных длинах волн стимула) были построены 9 отдельных  спектров действия жёлтых угрей и 8 соответственных спектров для рыб, находящихся на серебряной стадии развития. Спектральные кривые были созданы с помощью компьютерной аппроксимации данных, осуществлённой при использовании 3-ёх математических моделей колоколообразных спектральных профилей (две существующие и одна модель собственной концепции). Усреднённые значения спектральных максимумов (λmax) жёлтых угрей, определённых компьютерным путём, статистически достоверно отличались от усреднённых значений λmax серебряных особей, для каждого из 3-ёх применённых математических методов аппроксимации. Надо подчеркнуть, что для определения статистически достоверного различия в значениях λmax между двумя возрастными стадиями угрей был использован непараметрический статистический тест  “ Mann-Whitney ”. Эти различия были идентичны по направлению, а по размеру очень близки к различиям между спектрами поглощения ретинальных экстрактов жёлтых и серебряных угрей (Wald, 1960; Beatty, 1975a). Иными словами, результаты наших исследований подтверждают факт сдвига спектральных характеристик к более низким длинам волн в течение полового созревания угря. 

Таким образом, было окончательно доказано, что различия в спектральной чувствительности между различными половыми стадиями угря могут быть установлены с помощью применения электроретинографии, а более ранние выводы Английских авторов (Pankhurst and Lithgoe, 1983), утверждающих отсутствие этих различий на электроретинографическом уровне, были опровергнуты.

5.14.  Скотопические и фотопические колоколообразные кривые спектральной чувствительности горизонтальных клеток серебряных угрей, построенные на основе внутриклеточно зарегистрированных ответов этих клеток на фотостимуляцию сетчатки различными длинами волн, демонстрировали спектральные максимумы в сине-зелёной части спектра (500нм<λmax<523нм, ближе максимуму П-523). На основе этих результатов можно сделать вывод, что колбочки угря на серебряной стадии развития содержат такой же гарнитур зрительных пигментов как и палочки (смесь А1  и А2 пигментов). Это предположение надо будет проверить в последующих исследованиях.

5.15.  Скотопические кривые спектральной чувствительности, полученные на основе внутриклеточных отведений от горизонтальных клеток сетчатки угря, отличались от соответствующих фотопических кривых более широкой формой, хотя спектральные максимумы, измеренные при условиях адаптации к темноте и свету, практически не отличались. Эти различия в ширине спектральных профилей, скорее всего, не отражают разницу в химической природе скотопических и фотопических (палочковых и колбочковых) пигментов, а могут являться следствием эффекта самоэкранирования (“self-screening”; Carlisle and Denton, 1959). По нашим гистологическим данным наружный ядерный слой (НЯС) сетчатки угря отличается относительно большой толщиной и состоит из большого числа рядов (9-10) густо наслоенных палочек, подобно организации НЯС глубинных рыб. Вследствие такого строения НЯС длины волн стимулов, находящиеся ближе к спектральному максимуму палочек, поглощаются уже в проксимальной части толстого наружного сегментного слоя, в то время как поглощение остальных длин волн менее эффективно. Следовательно, в спектральном составе света, проходящем через более дистальные подслои наружного сегментного слоя, практически отсутствуют длины волн стимула близкие λmax, что, скорее всего, и является причиной расширения формы скотопической кривой. 

5.16.  Было установлено, что у серебряных Европейских угрей (Anguilla anguilla) зелёночувствительные горизонтальные клетки представляют единственный тип L-ГК. Ни красночувствительный L-ответ, ни любой из 3-ёх типов цвето-оппонентных  ответов не были зарегистрированы при отведении от ГК сетчатки угря. Всё-таки, были получены результаты на одной из исследованных OFF-БК, указывающие, что в сетчатке угря кроме зелёночувствительных, могут существовать и другие типы колбочек. Спектральная реакция этой биполярной клетки указывала на присутствие колбочек со спектральным максимумом в жёлто-зелёной части спектра (543нм<λmax<587нм). Также была обнаружена и одна цвето-оппонентная амакриновая клетка предположительно B/Y (B/G) типа (намёк на существование коротковолнового, синечувствительного приёмника). Предположения, выдвинутые на основе этих предварительных результатов, будут проверяться в последующих исследованиях. 

5.17.  В озере Селигер (Тверская Область, Россия) Европейский угорь (Anguilla anguilla) не представляет автохтонный вид. Европейский угорь был внедрён в озеро путём исскуственного переселения элверов из пресных водоёмов Англии и Франции. Переселение было осуществлено в пять этапов в период между 1971 и 1988 годом. Миграционные передвижения этих угрей, а также и динамика их метаморфоз в течение полового развития, неизвестны. Наши морфологические исследования глазных размеров, а также гистологический анализ строения сетчатки угря, указывают на особенности онтогенетического развития Селигерских угрей.

Селигерские угри, использованные в наших электрофизиологических исследованиях сетчатки, на основе значения их глазного индекса  (I>6.5), их длины тела (>50см) и цвета кожи должны были находиться на поздней серебряной стадии развития (по Pankhurst, 1982). В то же время, отношение числа палочек к числу клеток во внутреннем ядерном слое (6:1), было как у неполовозрелых серебряных особей (Pankhurst, 1984). Однако, пропорция палочки/колбочки (40:1) соответствовала пропорции, характерной для гораздо более ранней, жёлтой стадии развития (Pankhurst, 1984; Braekewelt, 1988). По результатам наших электрофизиологических исследований скотопические спектральные максимумы Селигерских угрей, подсчитанные на основе реакций горизонтальных клеток сетчатки, были сдвинуты ближе к максимуму П-523, что характерно для особей находящихся на жёлтой стадии развития. 
Всё выше сказанное говорит о том, что процессы морфологических и физиологических трансформаций глаз Селигерских угрей в течение полового созревания особей отличаются от процессов трансформации глаза угря описанных другими авторами  (Wald, 1960; Beatty, 1975a; Pankhurst, 1982, 1984; Braekewelt, 1988). Приведённые данные указывают на специфику онтогенеза угрей, исскуственным путём интродуцированных в Селигер. Требуются дальнейшие исследования, включающие более подробное изучение динамики полового цикла этих рыб. Особенность онтогенеза  Селигерских угрей заставляет нас быть более осторожными при обобщении данных, полученных в результате электрофизиологических исследований сетчатки этих рыб. 
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�  λ – длина волны света; λmax является значением λ при которой спектральная чувствительность  максимальная.


� АК фазного типа – клетки, реагирующие короткими деполяризационными или гиперполяризационными пиками на включение и/или выключение  света. АК “ON-центр”-типа – тонические клетки, реагирующие на свет продолжительной деполяризацией. АК “OFF-центр”-типа – тонические клетки, реагирующие на свет продолжительной гиперполяризацией.


� Надо отметить, что данная работа проводилась с целью оценки спектральной чувствительности фоторецепторов и изучения функциональных связей между фоторецепторами и вторичными нейронами в наружном синаптическом слое сетчатки угря (смотри 1.5. Цели исследований). Обработка информации во внутреннем синаптическом слое, с другой стороны, не являлась целью наших исследований, так что в дальнейшем к этой проблеме возвращаться не будем.  


� “оff”-реакция электроретинограммы возникает в ответ на выключение светового стимула (от английского наречия “off” - указывает на прекращение, перерыв, окончание действия).


�    200 ml 0.1 M фосфатного буфера состоит из:


	 а) раствор:  NaH2PO4 ( 2H2O – 30мл;


	 б) раствор:  Na2HPO4 ( 2H2O – 30мл - 70мл   и


	 в) дистиллированная  вода - 100 мл.


	До перемещения в новый раствор препараты  глазного бокала всегда отмывались  в 0.1М  фосфатном  буфере.





� Инкрементная стимуляция – глаз освещается серией вспышек растущих интенсивностей. В данном случае в инкрементных сериях были использованы монохроматические  стимулы из диапазона от 400 до 650нм. Было применено 11 монохроматических инкрементных серий, причём λ стимулов с каждой серией увеличивалась на 25нм (400, 425, 450,  …., 600, 625, 650нм).





� Гистологические исследования сетчатки угря были осуществлены совместно с И.А. Утиной, старшим научным сотрудником Лаборатории сенсорных систем Института проблем передачи информации Российской Академии Наук.


� Элверы – молодь угря, пигментированная форма.


� Благодарность за эту информации выражаем профессору Павлову А.С. и др Касумяну А.О.
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