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У своїх попередніх дослідженнях ми продемонстрували наявність інозитолтрифосфат-
них рецепторів у внутрішній мембрані ядерної оболонки пірамідних нейронів ділянки 
СА1 гіпокампа щурів. У даній роботі ми провели більш детальний аналіз кінетичних 
властивостей каналів цих рецепторів, який показав залежність вірогідності їх відкри-
того стану (Ро) від потенціалу всередині люмену ядерної оболонки. При позитивних 
потенціалах активність каналів зазначеного типу була значно інтенсивнішою, ніж при 
негативних. У разі позитивних значень потенціалу Ро каналів інозитолтрифосфатних 
рецепторів підвищувалася за рахунок збільшення як частоти їх спрацьовування, так і 
тривалості відкритого стану. Ми вважаємо, що потенціалзалежність активності інози-
толтрифосфатних рецепторів у внутрішній ядерній мембрані є істотним фактором ре-
гуляції кальцієвих сигналів в ядрі, і це впливає на функціонування пірамідних клітин 
гіппокампа.
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ВСТУП

Інозитолтрифосфатні рецептори (ІР3R) – це родина 
кальційвивільнюючих рецептор-канальних ком
плексів, котрі розташовані в мембранах внутрішньо
клітинних кальцієвих депо. Дані рецептори відігра-
ють істотну роль у регуляції кальцієвої сигналізації 
в клітинах усіх типів [1–3]. Вони необхідні для ви-
вільнення Са2+ із клітинних депо у відповідь на під-
вищення концентрації інозитолтрифосфату в ре-
зультаті дії різноманітних стимулів [4]. Активація 
ІР3R призводить до генерації локальних (так звані 
бліпи або пафи) або глобальних (кальцієві хвилі) 
кальцієвих сигналів [5, 6], які регулюють числен-
ні клітинні фізіологічні процеси, включаючи ген-
ну транскрипцію [7–9], регуляцію клітинного цик
лу [10–12], запуск механізмів апоптозу [13–16], 
синаптичну пластичність [17, 18] тощо. 

Порушення IP3R-опосередкованої кальцієвої сиг-
налізації спостерігаються при хворобах Альцгей-
мера [19] і Хантінгтона [20]. У разі апоптотичних 
змін білки IP3R1 “розрізаються” каспазою-3, що 

призводить до IP3-незалежного вивільнення Са2+ з 
кальцієвих депо [16]. Щури з нокаутом гена IP3R1 
є маложиттєздатними; якщо такі тварини і вижива-
ють, то страждають на серйозні неврологічні роз-
лади [20]. Очевидно, що вивчення функціональних 
властивостей ІР3R є дуже актуальним та перспек-
тивним напрямком досліджень.

В експериментах з вивчення ІР3R були вико-
ристані різноманітні підходи. Вже відомі молеку-
лярна будова протеїну даних рецепторів [1, 20] та 
механізми активації таких рецепторів їх агоніста-
ми, іонами Са2+ та інозитолтрифосфатом [21, 22]. 
Були з’ясовані впливи ендогенних модуляторів на 
ІР3R [23] тощо. Проте багато аспектів структури 
та функції згаданих рецепторів ще потребують де-
тального дослідження.

У своїй попередній роботі ми показали, що ІР3R 
наявні у внутрішніх мембранах ядер пірамідних 
нейронів ділянки СА1 гіпокампа щурів [24]. У за-
значених електрофізіологічних дослідженнях ми 
використовували ізольовані ядра нейронів цього 
типу. Подібний підхід дозволяє вивчати властивос-
ті ІР3R в їх нативному оточенні та є більш адекват-
ним, ніж використання протеоліпосом [25] чи плас-
ких ліпідних бішарів [23, 26, 27] із вбудованими в 
них ділянками ядерних мембран.
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З урахуванням отриманої інформації ми спряму-
вали свої зусилля на детальніше вивчення біофі-
зичних властивостей ІР3R ядерних мембран нейро-
нів ділянки СА1 гіпокампа; зокрема, ми звернули 
увагу на залежність активності каналів ІР3R від 
змін потенціалу на мембрані. 

МЕТОДИКА 

Отримання доступу до внутрішньої мембрани ізольо-
ваних ядер пірамідних нейронів гіпокампа. Всі експе-
риментальні процедури проводилися відповідно до біо
етичних норм законодавства України. Ізольовані ядра 
пірамідних нейронів ділянки СА1 гіпокампа отримува-
ли так само, як описано в наших попередніх роботах [24, 
28]. З великих півкуль головного мозку самців щурів лі-
ній Вістар та Фішер віком два-три тижні швидко виді-
ляли гіпокамп та нарізали його на тонкі зрізи завтовшки 
до 400 мкм. Отримані зрізи поміщали в базовий розчин, 
що вміщував (у мілімолях на 1 л): глюконат калію – 150, 
HEPES – 2.5, HEPES-К – 2.5 (рН 7.3). До розчину до-
давали “коктейль” протеїнових інгібіторів (“Roche Dia
gnostics”, Велика Британія) у концентраціях, зазначених 
виробником. Шар, в якому знаходилися тіла пірамідних 
нейронів гіпокампа, обережно відокремлювали під бі-
нокуляром з використанням мікрохірургічної техніки.

Ізольовані ядра отримували після гомогенізації (про-
пускання через металеву голку діаметром 0.64 мм) та ін-
кубації протягом 20–30 хв у 1 %-вому розчині цитра-
ту натрію з повільним перемішуванням. Оброблені 
цитратом ядра втрачали свою зовнішню мембрану 
[29]; таким чином, внутрішня мембрана ставала до-
сяжною для петч-піпетки. Отриманий гомогенат роз-
міщували в робочій камері під інвертованим мікроско-
пом. Після відмивання залишків ушкоджених органел 
базовим розчином ядра ставали придатними для петч-
клемп-відведень. 

Реєстрація активності інозитолтрифосфатних 
рецепторів. Дослідження струмів через поодино-
кі кальцієві канали ІР3R проводили з використаням 
методу петч-клемп у конфігурації “nucleus-attach-
ed” або “excised patches” у режимі фіксації потен-
ціалу. Досліди виконували при температурі 18–20 
°C. Петч-піпетки виготовляли з боросилікатного 
скла (“Sutter Instruments”, США); їх опір варіював від 
5 до 12 МОм. Піпетки заповнювали базовим розчи-
ном. Референтний електрод (Ag-AgCl) був сполу-
чений з робочою камерою через агаровий місток; 
камеру заповнювали базовим розчином. 

Сигнали з виходу підсилювача Visual Patch VP-

500 (“Bio-Logic”, Франція) пропускали через низь-
кочастотний фільтр Бессела (частота зрізу 2 кГц), 
оцифровували з частотою 104 с–1 і зберігали на 
жорсткому диску комп’ютера. Аналіз отриманих 
результатів проводили з використанням програми 
“pClamp 9.0” (“Axon Instruments”, США). На ри-
сунках у всіх випадках вказано електричний потен-
ціал петч-піпетки; потенціал розчину в робочій ка-
мері приймали за 0 мВ.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

З літературних джерел відомо, що ІР3-індуковані 
сигнали складаються з елементарних подій: так зва-
них бліпів (blip) у тих випадках, коли спрацьoвує 
один IP3R, або пафів (puff) при одночасному відкри-
ванні групи близько розташованих IP3R [5, 6]. Ме-
ханізми активації ІР3-рецепторів їх агоністами (ІР3 
та Са2+) досліджені добре, проте механізми термі-
нації відповідних кальцієвих сигналів залишають-
ся не до кінця з’ясованими. Є декілька гіпотез щодо 
припинення процесу вивільнення Са2+ із внутріш-
ньоклітинних депо. По-перше, блокування руху іо-
нів Са2+ може відбуватися внаслідок зменшення 
електрохімічного градієнта щодо Са2+ за рахунок 
спустошення кальцієвого депо. По-друге, в опублі-
кованих роботах наявні припущення, що інгібуван-
ня IP3R відбувається через підвищення концентра-
ції Са2+ біля зовнішньої частини рецептора; там, як 
вважають, знаходиться його інгібуючий центр [1]. 
Не відкидаючи можливості того, що ці явища дій-
сно є факторами, істотно впливаючими на регуля-
цію кальцієвого сигналу, ми пропонуємо ще один 
можливий механізм термінації вивільнення Са2+.

Результати детального дослідження біофізичних 
властивостей ІР3R у внутрішній мембрані ядер пі-
рамідних нейронів гіпокампа показали, що актив-
ність каналів зазначених рецепторів у значній мірі 
залежить від мембранного потенціалу (рис. 1). 

Вірогідність відкритого стану (Po) IP3R при по-
зитивних потенціалах на мембрані була набагато 
вищою, ніж при негативних (рис. 2). Апроксимація 
залежності Ро від потенціалу виконувалася згідно з 
рівнянням Больцмана; ефективний заряд для IP3R 
нейронів гіпокампа становив 0.75 мВ (рис. 2).

Зміни середнього значення Ро були спричине-
ні змінами як частоти спрацьовувань рецептор-ка-
нального комплексу, так і тривалості відкритого 
стану каналу. Значення часу відкритого стану ка-
налу були помітно більшими в умовах позитивних 
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потенціалів, ніж в умовах негативних (рис. 3). Так, 
наприклад, при потенціалі на мембрані +20 мВ час 
відкритого стану поодинокого каналу ІР3R стано-
вив у середньому приблизно 1.13 мс, а при потен-
ціалі –20 мВ – лише 0.95 мс, тобто був на 16 % 
меншим. Отже, цілком логічно припустити, що по-
тенціалзалежне інгібування ІР3-рецепторів може 
бути одним з істотних механізмів регуляції трива-
лості кальцієвих сигналів у ядрі. 

Відомо, що вивільнення Са2+ із внутрішньоклі-
тинних депо (наприклад, ядерної оболонки) сполу-
чено з перенесенням великого електричного заряду 
крізь відповідну мембрану; це спричиняє появу не-
гативного потенціалу в перинуклеарному просторі 
[30]. Така “негативізація”, зменшуючи тривалість 

відкритого стану відповідних каналів та частоту їх 
спрацьовування, може бути досить важливим фак-
тором, що задіяний у термінацію кальцієвих тран-
зієнтів у ядрі. 

На жаль, поки що відсутні достовірні дані щодо 
змін потенціалу в люменах внутрішньоклітинних 
депо під час вивільнення з них Са2+. Були спро-
би виміряти такі коливання потенціалу в люмені 
ядерної оболонки клітин сітківки ембріонів кур-
чат [30, 31]. Результати цих дослідів показали, що 
коливання потенціалу можуть відбуватись у межах  
~45 мВ. Проте адекватність наведених даних викли-
кає певні сумніви, адже у вказаних експериментах 
не вдалося відокремити мембрани ядерної оболон-
ки від сітки мембран ендоплазматичного ретикулу-
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Р и с. 1. Струми через канали інозитолтрифосфатних рецепторів, 
наявних в ядерній мембрані пірамідних нейронів ділянки СА1 
гіпокампа щура, при різних потенціалах на мембрані (вказані 
над записами, мВ).
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Р и с. 2. Залежність вірогідності відкритого стану (Ро) каналів 
інозитолтрифосфатних рецепторів ядерної оболонки пірамідних 
нейронів від мембранного потенціалу (мВ). 
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Р и с. 3. Залежність середньої тривалості (мс) відкритого стану 
поодинокого каналу IP3R ядерної оболонки пірамідних нейронів 
ділянки СА1 гіпокампа від мембранного потенціалу (мВ). 
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ма. Останній, у свою чергу, є дуже гетерогенною 
структурою; принаймнi, на одних його ділянках 
можуть знаходитися великі скупчення кальцієвих 
каналів, тоді як в інших локусах такі канали взага-
лі можуть бути відсутніми. Згадані дослідники ви-
мірювали середнє значення коливань потенціалу в 
люмені всього ендоплазматичного ретикулума, а на 
окремих його ділянках це значення може бути знач
но більшим. Отже, питання про можливі межі ко-
ливання потенціалу в люмені кальцієвих депо на 
сьогодні залишається відкритим.
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