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Анотацiя
В роботi представленi результати спостережень i порiвнянь просторової картини перемiщень гiппокальцiна пiд час
спонтанної синаптичної активностi при рiзних модельних умовах, а саме, в присутностi селективних блокаторiв
L- i T-типiв потенцiал-керованих кальцiєвих каналiв, а також одночасне спостереження перемiщень гiпокальцина у
вiдповiдь на активацiю потенцiал-активованих кальцiєвих каналiв.
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Вступ
Пiд час тривалої стимуляцiї потенцiалами дiї, ко-

ли швидкiсть виведення кальцiю стає порiвнянною
зi швидкiстю входу кальцiю, амплiтуда кальцiєвого
транзiєнта не вiдображає загальну кiлькiсть увiйшов-
ших в нейрон кальцiя. Крiм того, наявнiсть нелiнiй-
них кальцiєвих буферiв також може призводити до
неможливостi визначити з амплiтуди кальцiєвого
транзiєнта загальну кiлькiсть увiйшовшого у вiдпо-
вiдь на стимуляцiю кальцiю.

Гiпокальцин є не тiльки кальцiєвим сенсором, а
й основним кальцiєвим буфером в нейронах гiпо-
кампу i тому кiлькiсть активованого гiпокальцина
пов’язано в першу чергу не з концентрацiєю вiльно-
го кальцiю, а iз загальною кiлькiстю увiйшовшого в
нейрон кальцiю, особливо якщо врахувати, що вбу-
довування пов’язаного з кальцiєм гiпокальцина в
мембрану цiлком може стабiлiзувати зв’язану фор-
му [1]. Тому i необхiдно знати не тiльки як активацiя
i транслокацiї гiпокальцина пов’язанi з концентра-
цiєю вiльного кальцiю, але i як вони пов’язанi i з
загальною кiлькiстю увiйшовшого кальцiю [2, 4].

1. МЕТОДИКА ДОСЛIДЖЕНЬ

1.1. Культура нейронiв гiпокампу

Всi процедури в даному дослiдженнi були схваленi
Комiтетом захисту тварин Нацiонального Iнституту
Здоров’я. Нейрони були одержанi з новонароджених
щурiв лiнiї Вiстар вiком 0− 1 день. Суспензiя клiтин
з початковою щiльнiстю 3 − 5 × 105 клiтин на см2

була нанесена на скло для культивування, покри-
тi ламiнiном i полi-L-орнiтином (Invitrogen, США).
Середовище культури складалося з MEM (minimal
essential medium), 0.6% глюкози, 1mM амiду альфа-
амiноглутаровой кислоти, 26 мМ NaHCO3, 10 мкг/мл
iнсулiну i 10%-ої сироватки коня. Культура iнкубу-
валась при температурi 37∘C та в атмосферi 5% CO2
протягом 14− 24 днiв.

1.2. Електрофiзiологiчнi методи

Нейрони спостерiгалися в 40× об’єктив iнвер-
тованого мiкроскопа (Axiovert, Zeiss, Нiмеччина).
Для реєстрацiї струмiв методом patch-clamp в кон-
фiгурацiї whole-cell використовувалися пiдсилювач
HEKA EPC10/2 та програмний продукт PatchMaster
(HEKA, Нiмеччина). Мiкроелектроди витягувалися
з опором 3− 6 МОм зi стандартним внутриелектро-
дним KCl-KGluconate розчином. Всi експерименти
проводились за кiмнатної температури. Мембранний
потенцiал i трансмембранний струм реєструвалися з
частотою дискретизацiї 10 або 20 кГц.

1.3. Флуоресцентнi методи

Для вiзуалiзацiї молекул гiпокальцину в дендритах
використовувалася штучна експресiя бiлку з флуоре-
сцентним барвником (GFP, TFP або tagRFP). Циклi-
чнi ДНК, що кодують вiдповiднi бiлковi молекули,
доставлялися всередину клiтин шляхом лiпофекта-
мiнової трансфекцiї (Lipofectamine 2000, Invitrogen).

Покадрова вiзуалiзацiя нейронiв гiпокампу, транс-
фiкованих флуоресцентними бiлками, здiйснювалась
за допомогою системи TILL Photonics wide-field
imaging system (TILL Photonics, Нiмеччина) вста-
новленої на iнвертований мiкроскоп Olympus IX70
з масляно-iмерсiйним об’єктивом UAPO/340 (40×,
NA 1.35, Olympus, Японiя), та програмного забез-
печення TILL Photonics Live Acquisition. Рiзнi на-
бори iнтерференцiйних оптичних фiльтрiв (Chroma
69008), джерело свiтла – монохроматор Polychrome V
(FEI GmbH, TillPhotonics GmbH , Нiмеччина), CCD
камера Imago VGA (PCO GmbH, Нiмеччина).

2. РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

У дендритi гiпокампальних нейронiв, виходячи
з лiтературних даних, основний кальцiєвий струм
при деполяризацiї мембрани створюють L i T-тип

Актуальнi питання сучасної фiзики

52



Рис. 1. Транслокацiї гiпокальцина, змiна концентрацiї йонiв кальцiю i загальна кiлькiсть йонiв кальцiю якi вiйшли
в клiтину у вiдповiдь на стимуляцiю клiтини соматичними потенцiалами дiї

потенцiал-керованих кальцiєвих каналiв [3]. Особли-
востi активацiї / iнактивацiї цих двох типiв каналiв
призводять до того, що внесок T-типу в кальцiєвом
струмi превалює при транзiєнторних стимуляцiйних
протоколах, наприклад, при стимулюваннi нейрона
пачкою потенцiалiв дiї, а практично немаючий iн-
активацiї L-тип – при тривалих деполяризацiях, пiд
час яких канали T-типу виявляються iнактивованi;
зокрема, нами спостерiгалося практично повне бло-
кування мiбефрадилом, блокатором T-типу кальцiє-
вих каналiв, транслокацiй гiпокальцина, викликаних
пачкою потенцiалiв дiї, i нiмодипiном, блокатором L-
типу кальцiєвих каналiв, транслокацiй, викликаних
тривалою деполяризацiєю (не показано тут). Для
того щоб мати повну картину того, як змiна мем-
бранного потенцiалу перетворюється в концентрацiю
гiппокальцiна на мембранi, нам необхiдно отримати
залежнiсть транзiєнторного типу. У нашiй роботi ми
використовували потенцiали дiї як найбiльш фiзiоло-
гiчно часто зустрiчаємий тип транзiєторної активно-
стi в нейронi. На рис. 1А представлена отримана на-
ми залежнiсть нормованої транслокацiї гiпокальцина
вiд кiлькостi потенцiалiв дiї. Дивно, але залежнiсть
транслокацiї гiпокальцина вiд потенцiалiв дiї була
далека вiд насичення i при пачцi в 100 потенцiалiв
дiї, що бiльше, нiж будь-якi спостерiгаємi нами в
експериментах пачки пiд час спонтанної мережевої
електричної активностi в нейронах.

Для повноти картини, ми провели серiю дослiдiв з
реєстрацiями кальцiєвих транзiєнтiв пiд час подiбних
стимуляцiй пачками потенцiалiв дiї; в даному випад-
ку концентрацiя кальцiю виконує роль посередника
мiж електричною активнiстю на мембранi нейрона i
вбудовуваннi гiпокальцина в мембрану. На наш по-
див, залежнiсть амплiтуди кальцiєвого транзiєнта вiд
кiлькостi потенцiалiв дiї мала зовсiм iнший вигляд,
нiж залежнiсть сумарної транслокацiї гiпокальцина
вiд потенцiалiв дiї (рис. 1Б) При 75− 100 потенцiа-

лах дiї амплiтуда кальцiєвого транзiєнта починала
виходити в насичення, у той час як у перерозподi-
лу гiпокальцина спостерiгався ще вiдносно лiнiйна
дiлянка. Можливим поясненням такої рiзницi у ви-
глядi залежностi для транслокацiй гiпокальцiина i
амплiтуди змiни вiльної концентрацiї кальцiю в ци-
тозолi вiд кiлькостi потенцiалiв дiї може служити
те, що концентрацiя гiпокальцина в гiпокампальних
нейронах, виходячи з лiтературних даних, може ста-
новити десятки мкМ, що робить його претендентом
на роль основного кальцiєвого буфера в гiпокам-
пальних нейронах. В такому випадку, максимальна
активацiя гiпокальцина при входi кальцiю буде ви-
значатися швидше загальною кiлькiстю увiйшовших
в нейрон кальцiю, а не максимальною концентрацiєю
вiльних йонiв кальцiю. Ми побудували залежнiсть
загальної кiлькостi увiйшовшого до нейрону кальцiю
вiд кiлькостi потенцiалiв дiї (рис. 1В). В якостi за-
ходiв для загальної кiлькостi увiйшовшого кальцiю
ми використовували iнтеграл по всьому кальцiєвому
транзiєнту. Як видно з представлених графiкiв, за-
лежнiсть амплiтуди транслокацiй гiпокальцина вiд
кiлькостi потенцiалiв дiї вiдповiдає тiй ситуацiї, коли
вбудовування гiпокальцина в мембрану визначається
скорiше загальною кiлькiстю увiйшовшого на стиму-
ляцiю в клiтину кальцiю, а не концентрацiєю вiльних
йонiв кальцiю в цитозолi.

Цiкавим питанням, вiдповiдь на яке дозволяє про-
яснити особливостi функцiонування гiпокальцина
як кальцiєвого сенсора i буфера, є залежнiсть, що
спостерiгається для амплiтуди кальцiєвого транзi-
єнта i його iнтеграла вiд кiлькостi стимулiв i спiв-
вiдношення цiєї характеристики зi залежнiстю, що
спостерiгається при перерозподiлi гiпокальцина вiд
кiлькостi потенцiалiв дiї [1] [2]. Амплiтуда кальцiє-
вого транзiєнта практично досягає насичення при
50 потенцiалах дiї, але при цьому iнтеграл кальцi-
євого транзiєнта ще дуже далекий вiд насичення.
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Таким чином, додатковий вхiд кальцiю при стимуля-
цiї бiльше 50 потенцiалiв дiї швидше призводить до
подовження кальцiєвого транзiєнта, нiж до збiльшен-
ня його амплiтуди. Така дивна поведiнка кальцiєвого
транзiєнта цiлком можна пояснити, якщо згадати
що гiпокальцин є основним кальцiєвих буфером в
нейронах гiпокампу. На перший погляд, навiть при
наявностi декiлькох буферiв, концентрацiя вiльного
кальцiю в межах динамiчного дiапазону буферiв все
одно повинна бути прямо пропорцiйна загальному
ввiйшов в нейрон кальцiю:

𝐵𝑖 +Ca
Kd

𝑖

−−⇀↽−− 𝐵𝑖 Ca,

де 𝐵𝑖 – кальцiєвий буфер,
𝐵𝑖Ca – зв’язаний з кальцiєм буфер,
𝐾𝑖

𝑑 – константа зв’язування буфера з йонами
кальцiю.

Тодi при досить довгих кальцiєвих транзiєнтiв:

[𝐵𝑖 Ca]−−[𝐵𝑖] · [Ca]
𝐾𝑖

𝑑

,

де [𝐵𝑖] – концентрацiя кальцiєвого буфера,
[𝐵𝑖Ca] – концентрацiя зв’язаного з кальцiєм буфе-

ра,
[Ca] – концентрацiя вiльних йонiв кальцiя.
У межах динамiчного дiапазону буферної системи,

бiльша частина йонiв кальцiю знаходиться у зв’яза-
ному виглядi, тодi

∑︁

𝑖

[𝐵𝑖Ca] ∼ 𝐽Ca

𝑉

де 𝐽Ca – загальна кiлькiсть увiйшовших йонiв каль-
цiю, 𝑉 – загальний об’єм клiтини.

Таким чином, з написаних вище рiвнянь отримує-
мо спiввiдношення для вiльної концентрацiї кальцiю,
якiй пропорцiйний флуоресцентний сигнал кальцi-
євого барвника, який виступає в ролi додаткового
кальцiєвого буфера:

[Ca] ∼ 𝐽Ca

𝑉

(︁∑︁

𝑖

[𝐵𝑖]

𝐾𝑖
𝑑

)︁−1

.

Таким чином, для тривалих кальцiєвих транзiєн-
тiв концентрацiя вiльного кальцiю аж до насичен-
ня буферних систем лiнiйно залежить вiд загальної

кiлькостi увiйшли йонiв кальцiю. Бiльш того, при
початкову насиченнi буферних систем концентрацiя
вiльного кальцiю починає рости ще швидше.

Можливим поясненням такої поведiнки є насиче-
ння кальцiєвого барвника. Але реєстрований при
зв’язуваннi з кальцiєвим барвником флуоресцентний
сигнал вийде в насичення лише при 𝐽Ca/𝑉 порiв-
нянних з концентрацiєю кальцiєвого барвника, що
в таких дослiдах складало 200 мкМ. Не на користь
цiєї гiпотези говорить залежнiсть загальної кiлькостi
йонiв кальцiю в залежностi вiд кiлькостi потенцiа-
лiв дiї (рис. 1В). Якщо б спостерiгалося насичення
кальцiєвого барвника, то таке насичення проявилося
б не тiльки на залежностi амплiтуд флуоресцентних
транзiєнтiв вiд кiлькостi потенцiалiв дiї, але i практи-
чно в тому ж iнтервалi, що й залежнiсть загальної
кiлькостi йонiв кальцiю вiд кiлькостi потенцiалiв дiї,
чого не спостерiгалося в експерементi.

В результатi спостерiгається залежностi концен-
трацiї вiльного кальцiю (рис. 1A) це виглядає так,
нiби з пiдвищенням концентрацiї кальцiю зростає
ефективна буферна ємнiсть системи; ми бачимо не-
лiнiйне зростання амплiтуди концентрацiї вiльного
кальцiю в залежностi вiд кiлькостi потенцiалiв дiї i
вiд кiлькостi увiйшовшого кальцiю.
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