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Вплив Са2+ на властивості катіонних каналів великої 
провідності ядерної оболонки нейронів мозочка

У мембранах ядерної оболонки, які містять інозитол-1,4,5-трифосфатні рецептори (IP3Rs), були 
знайдені також численні катіонні канали великої провідності (LCCC). IP3Rs та LCCC, імовірно, 
функціонально пов`язані: катіонні канали забезпечують протитечію К+, яка запобігає формуванню 
негативного потенціалу в люмені ядерної оболонки, що в свою чергу може збільшувати тривалість 
вивільнення Ca2+ через IP3Rs. LCCC раніше не були описані та їх молекулярна природа досі невідо-
ма. Ми досліджували вплив Са2+ на властивості цих каналів. Встановлено, що повна відсутність 
вільних іонів кальцію у люмені ядерної оболонки або їх висока концентрація не змінює основні біо-
фізичні характеристики катіонних каналів великої провідності. Таким чином, ступінь наповнення 
кальцієвого депо не впливає на активність LCCC. 
Ключові слова: ядерна оболонка, іонні канали, кальцієве депо. 

ВСТуп

Генетичний апарат еукаріотної клітини ото-
чений ядерною оболонкою, в мембранах якої 
знаходяться іонні канали з різними біофізич-
ними властивостями [4, 6, 10, 11]. Особливу 
увагу привертають канали, які відповідають 
за вивільнення Са2+ з ядерної оболонки всере-
дину ядра. Ми помітили, що в усіх мембранах, 
де містяться інозитол-1,4,5-трифосфатні ре-
цептори (IP3Rs), також знаходяться у великій 
кількості іонні канали з великою провідністю, 
cелективні до моновалентних та непроникні 
для бівалентних катіонів – так звані катіонні 
канали великої провідності (LCCC від англ. 
large conductance cation channels) [1–5].  

Властивості іонних каналів внутрішньої 
ядерної мембрани є  мало вивченими, і були 
нами описані тільки в загальних рисах [1-3, 
5]. Наші попередні дослідження показали, що 
LCCC нечутливі до відомих блокаторів калі-
євих каналів [2, 3, 9], зокрема до тетраети-
ламонію (10 ммоль/л) та 4-амінопіридину (2 
ммоль/л). La3+ (10–100 мкмоль/л), АТФ (0,5–5 
ммоль/л), Са2+ (0,05–50 мкмоль/л) та Mg2+ 
(1–5 ммоль/л) також не справляли ніякого 
ефекту на ці канали. Отже, за своїми власти-

востями LCCC не можуть бути віднесені до 
жодного відомого типу іонних каналів. Крім 
того, без селективного блокатора вони не 
можуть бути виділені та клоновані. Проте, 
дослідження каналів такого типу викликає 
великий інтерес, оскільки LCCC можуть 
впливати на тривалість вивільнення Са2+ з 
кальцієвого депо, що має велике значення 
для функціонування клітини [2]. 

Було зроблено припущення, що іонні ка-
нали, які знаходяться на мембранах ядерної 
оболонки, можуть відноситися до кальцій-
залежних калієвих каналів (ВК-каналів від 
внгл. big potassium channel) [13]. З літератури 
відомо, що ВК-канали мають високу чутли-
вість до Са2+ [8]. Крім того, при спустошенні 
кальцієвого депо властивості їх можуть змі-
нюватися. Тому метою нашої роботи було 
з’ясувати можливий вплив Са2+ на активність 
LCCC мембран ядерної оболонки нейронів.

МЕТОДИкА 

Отримання ізольованих ядер нейронів 
пуркіньє мозочка 
Всі експериментальні процедури проводилися 
відповідно до біоетичних норм законодавства 
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України. Для дослідів брали щурів лінії Вістар 
або Фішер віком 2–3 тиж. Після декапітації 
тварин виділяли їх мозочок, який клали у посуд 
з охолодженим (1–4°C) розчином, що містив 
(ммоль/л): глюконат-К – 150, HEPES-КОН – 5, 
рН–7,3. Мозочок нарізали на зрізи товщиною до 
300 мкм. Після цього зразки тканини гомогені-
зували пропускаючи через металеву голку діа-
метром 0,64 мм та інкубували в 1%-му розчині 
цитрату натрію[7].

Отриманий гомогенат із залишками зруй-
нованих клітин розміщували в робочій камері 
інвертованого мікроскопа. Через деякий час 
неушкоджені ядра осідали та щільно приляга-
ли до дна цієї камери. В результаті описаних 
дій, ядра нейронів ставали придатними для 
patch-clamp-реєстрації (методу локальної 
фіксації потенціалу на ізольованому фраг-
менті ядерної мембрани нейронів Пуркіньє 
мозочка щура). 
Електрофізіологічні дослідження 
Запис поодиноких іонних каналів проводили з 
використанням методу patch-clamp в конфігу-
рації “nucleus-attached” або “excised patches” в 
режимі фіксації потенціалу. Досліди проходили 
при 18–20 °C. Рatch-піпетки були виготовлені з 
боросілікатного скла, їх опір варіював від 5 до 
12 МОм. Піпетки та робоча камера  заповню-
валися розчином, що містив (ммоль/л): KCl – 
150, HEPES-KOH – 5; рH – 7,3. Індиферентний 
електрод Ag–AgCl був сполучений з робочою 
камерою через агаровий місток. 

Значення біофізичних показників тран-
смембранних струмів отримували за допо-
могою підсилювача Visual Patch VP-500. 
Сигнали з підсилювача фільтрували низько-
частотним фільтром Бесселя (2 кГц), оциф-
ровували з частотою 10 кГц. 

Статистичний аналіз 
Отримані результати були оброблені та про-
аналізовані за допомогою програмного за-
безпечення Clampfit 9.0 (“Axon Instruments”, 
США). Ймовірность відкритого стану каналу 
(Ро) вираховували за вищезазначеною про-
грамою автоматично (через функцію “single-
channel search – event analysis”), беручи до 
уваги кількість каналів, що знаходилась на 
ділянці мембрани в межах діаметру кінчика 
скляного мікроелектрода. Проміжки часу 
від початку відкриття до закриття каналу 
тривалістю менш ніж 0,5 мс не брали до ува-
ги. Для графічного зображення результатів 
використовували програму OriginPro 8 SR0 
(“OriginLab Corporation”, США). Результати 
на графіках представлені як середнє значення 
± похибка середнього. Достовірність різниці 
між точками при одному потенціалі на графі-
ку вольт-амперної характеристики оцінювали 
за допомогою критерію t Стьюдента; статис-
тично вірогідними вважали відмінності при 
Р<0,05, тобто в тих випадках, коли ймовір-
ність різниці становила понад 95 %.

РЕЗуЛьТАТИ ТА їх ОбГОВОРЕННЯ

Для дослідження активності LCCC за умов 
відсутності Са2 додавали до розчину в рatch 
-піпетці та робочій камері 1 ммоль/л EDTA. При 
високій концентрації Са2+ готували розчин з 
концентрацією вільного кальцію 1 ммоль/л. 
В обох розчинах характер роботи каналів був 
ідентичний: вони мали досить повільну кіне-
тику, тривалість їх відкритого стану сягала 
декількох секунд (рис. 1). 

Виявили, що у безкальцієвому розчині 
провідність становить 161±7 пСм (n=7), а у 
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Рис. 1. Експериментальна реєстрація активності катіонного каналу великої провідності, який знаходиться у внутрішній 
ядерній мембрані нейронів Пуркіньє мозочка щурів у розчині з 1 ммоль/л вільного Са2+ (1) та в безкальцієвому розчині 
(2). Запис проводився при потенціалі -40 мВ
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розчині з 1 ммоль/л Са2+ – 130±10 пСм (n=6; 
рис. 2). Отже, за умов відсутності вільного 
Са2+ у розчині провідність LCCC є дещо ви-
щою, проте цю різницю не можна вважати 
достовірною (Р>0,01).  

У наших попередніх дослідженнях ми 
помітили, що активність LCCC має чітко 
виражену потенціалзалежність: при пози-
тивних значеннях потенціалу ймовірність 
відкритого стану каналу (Ро) є значно ви-
щою, ніж при негативних [1, 2]. Крім того, 
при великих позитивних значеннях потен-
ціалу канал був майже весь час відкритий, 
а при потенціалі нижче за -60 мВ він повні-
стю блокувався, хоча таке блокування було 
зворотним [2].

Для того щоб дізнатися чи впливає Са2+ 

на потенціалзалежність LCCC, ми дослі-
дили їхню Ро у безкальцієвому розчині та з 
концентрацією вільного кальцію 1 ммоль/л. 
Наші дослідження показали, що наявність 
іонів кальцію не має значного впливу на ха-
рактер потенціалзалежності Ро каналів цього 
типу (рис. 3). В обох розчинах значення Ро  
достовірно не відрізнялися (Р>0,01 для всіх 
значень потенціалу).

Отже, отримані нами результати вказують 
на те, що наявність іонів кальцію у розчині 
не впливає на основні біофізичні властивості 

LCCC, які знаходяться у внутрішній мембрані 
ядерної оболонки. Ми вважаємо, що отри-
маний нами результат може свідчити про те, 
що в цих каналів відсутні сайти зв’язування 
для кальцію, хоча це твердження потребує 
перевірки із залученням молекулярно-біоло-
гічних методів.

Крім того, ми спростовуємо припущення, 
що іонні канали, які знаходяться у мембранах 
ядерної оболонки відносяться до ВК-каналів 
[13], оскільки LCCC не мають високої чут-
ливості до Са2+. Таким чином, питання про 
належність цих каналів до якогось відомого 
типу калієвих каналів залишається на цей 
час відкритим.

Іонні канали з подібними властивостями 
були описані в мембранах саркоплазматич-
ного ретикулуму [12], проте віднести їх до 
будь-якого відомого типу катіонних каналів 
також виявилося неможливим. Ми припу-
скаємо, що описані нами LCCC в мембранах 
ядерної оболонки ідентичні іонним каналам 
сарко-/ендоплазматичного ретикулуму та по-
трібні для функціонування перинуклеарного 
простору як кальцієвого депо [2]. Вивіль-
нення Са2+ із депо пов’язано з перенесенням 
досить великого електричного заряду крізь 
відповідні мембрани. Якщо перинуклеарний 
простір виконує функцію кальцієвого депо, 

Рис. 2. Вольт-амперна характеристика катіонного каналу 
великої провідності в розчині з 1 ммоль/л вільного Са2+ 
(1) та в безкальцієвому розчині (2) 

Рис. 3. Залежність ймовірності відкритого стану (Ро) 
катіонного каналу великої провідності від потенціалу 
при концентрації Са2+ 1 ммоль/л (1) та в безкальцієвому 
розчині (2). Ескпериментальні дані були апроскимовані 
за рівнянням Больцмана
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такий процес буде супроводжуватися появою 
в ньому негативного потенціалу [2, 3]. Потік 
одновалентних катіонів, спрямований в проти-
лежний бік відносно струму іонів кальцію при 
вивільненні останніх з депо, буде перешкоджати 
різкому зниженню потенціалу в перинуклеар-
ному просторі й таким чином, буде збільшу-
вати тривалість кальцієвого сигналу. Проте 
при значних негативних потенціалах у люмені 
ядерної оболонки активність LCCC значно 
знижується, що призводить до ще більшого 
зростання негативного потенціалу в перинукле-
арному просторі, та в свою чергу інгібує ІР3Rs, 
і припиняючи вивільнення Са2+ з депо [2]. 

Отже, концентрація вільного Са2+ у роз-
чині не впливає на роботу катіонних каналів 
великої провідності, які розташовані у вну-
трішній мембрані ядерної оболонки нейронів. 
Можна стверджувати, що активність LCCC не 
залежить від ступеня насиченості внутріш-
ньоклітинного кальцієвого депо.

Робота була виконана при підтримці Дер-
жавної ключової лабораторії молекулярної та 
клітинної біології (grant DFFD F 46.2/001).
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ВОЗДЕЙСТВИЕ СА2+ НА СВОЙСТВА  
кАТИОННых кАНАЛОВ бОЛьШОЙ  
пРОНИцАЕМОСТИ ЯДЕРНОЙ ОбОЛОНкИ 
НЕЙРОНОВ МОЗЖЕЧкА 

В мембранах ядерной оболочки, содержащей инози-
тол-1,4,5-трифосфатные рецепторы (IP3Rs), были найдены 
также многочисленные катионные каналы большой прово-
димости (LCCC). IP3Rs и LCCC, вероятно, функционально 
связанные: катионные каналы обеспечивают противоток 
К+, который предотвращает формирование отрицательно-
го потенциала в люменах ядерной оболочки, что в свою 
очередь может увеличивать продолжительность высво-
бождения Ca2+ через IP3Rs. LCCC ранее не были описаны 
и их молекулярная природа до сих пор неизвестна. Мы 
исследовали влияние Са2+ на свойства этих каналов. 
Установлено, что полное отсутствие свободных ионов 
кальция в люменах ядерной оболочки или их высокая 
концентрация не изменяет основные биофизические ха-
рактеристики катионных каналов большой проводимости. 
Таким образом, степень наполнения кальциевого депо не 
влияет на активность LCCC.
Ключевые слова: ядерная оболочка,ионные каналы, каль-
циевое депо
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ThE EFFEcT oF СА2+ on ThE propErTiES 
oF ThE larGE conducTancE caTion 
channElS oF ThE nuclEar EnVElopE 
oF ThE cErEbEllar nEuronS

Previously we have found the large conductance cation chan-
nels (LCCC) in the nuclear membranes, where inositol-1,4,5-
triphosphate receptors(IP3Rs) were also observed. Probably 
IP3Rs and LCCC are functionally connected: LCCC may 
provide the counterflow of K+, which prevent the formation 
of the negative potential in the lumen of the nuclear envelope 
and in such way may prolong the Ca2+ releasing by IP3Rs. 
LCCC are poorly studied and their molecular nature is still 
unknown. We investigated the effect of Са2+ on properties of 
these channels. Our results demonstrated the main biophysical 
properties of LCCC changed significantly neither in Са2+-free 
solution, nor with high concentrations of Са2+ in the nuclear 
lumen. So, the level of Са2+ repletion of the store does not 
influence the activity of LCCC. 
Key words: nuclear envelope, ion channels, calcium store.

O.O. Bogomoletz Institute of Physiology, National Academy 
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