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Ó÷àñòü Cà2+-ÀÒÔàçè â êàëüö³ºâîìó ãîìåîñòàç³
íåéðîí³â ìîçî÷êà êàðàñÿ

Â íàøèõ äîñë³äæåííÿõ áóëà âèâ÷åíà ó÷àñòü Cà2+-ÀÒÔàçè åíäîïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìà
(SERCA, â³ä àíãë. sarco-endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase), ÿê îêðåìîãî âíóòð³øíüîêë³òèííîãî
êîìïîíåíòà-ó÷àñíèêà êàëüö³ºâîãî ãîìåîñòàçó íåéðîí³â ìîçî÷êà ã³ïîêñ³º-òîëåðàíòíîãî âèäó
ðèáè � êàðàñÿ Carassius gibelio. Äëÿ öüîãî âèêîðèñòîâóâàëèñÿ â³äïîâ³äí³ ôàðìàêîëîã³÷í³
³íñòðóìåíòè � áëîêàòîðè öüîãî êîìïîíåíòà � öèêëîï³àçîíîâà êèñëîòà òà òàïñèãàðã³í.
Âíóòð³øíüîêë³òèííó êîíöåíòðàö³þ Ca2+ ([Ca2+]

³
) âèçíà÷àëè çà äîïîìîãîþ êàëüö³é÷óòëèâîãî

áàðâíèêà fura-2/AM òà ì³êðîôëþîðåñöåíòíîãî ìåòîäó âèì³ðþâàííÿ êîíöåíòðàö³¿ â³ëüíîãî
Ca2+. Íàìè âñòàíîâëåíî, ùî íåéðîíè ìîçî÷êà êàðàñÿ ìàþòü äîáðå ðîçâèíåíó ñèñòåìó î÷èùåííÿ
öèòîïëàçìè â³ä íàäëèøêîâîãî Ca2+, â ÿê³é áåðå ó÷àñòü SERCA. Òàê, ïðè ïðèïèíåííí³ ðîáîòè
îñòàííüî¿ çà äîïîìîãîþ ¿¿ ñåëåêòèâíèõ áëîêàòîð³â, àìïë³òóäà êàëüö³ºâèõ òðàíç³ºíò³â ³ âõ³ä
Ca2+ â êë³òèíó çá³ëüøóþòüñÿ íà 20�100 % â³äíîñíî êîíòðîëþ çàëåæíî â³ä òðèâàëîñò³
äåïîëÿðèçàö³¿. Ïðèïóñêàºòüñÿ, ùî SERCA íåéðîí³â êàðàñ³â ïîä³áíî äî òàêî¿ ó ññàâö³â ñóòòºâî
âïëèâàº íà ÷àñîâ³ òà àìïë³òóäí³ õàðàêòåðèñòèêè êàëüö³ºâèõ ñèãíàë³â ó íåéðîíàõ ³ â³ä³ãðàº
çíà÷íó ðîëü â î÷èùåííÿ öèòîïëàçìè â³ä íàäëèøêîâîãî Ca2+ ï³ä ÷àñ ôóíêö³îíàëüíî¿ àêòèâíîñò³
êë³òèíè.
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: êàëüö³ºâà ÀÒÔàçà � (SERCA) � åíäîïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìà, ã³ïîêñ³º-
òîëåðàíòíèé âèä, êàðàñü, êàëüö³é, íåéðîíè, ìîçî÷îê.

ÂÑÒÓÏ

Îäíèì ³ç íàïðÿìê³â ñó÷àñíèõ íàóêîâèõ
ïîøóê³â åôåêòèâíèõ çàñîá³â ë³êóâàííÿ
ïàòîëîã³÷íèõ ñòàí³â, âèêëèêàíèõ ³øåì³ºþ�
ã³ïîêñ³ºþ, º âèâ÷åííÿ ñòðàòåã³¿ âèæèâàííÿ
íåéðîí³â ã³ïîêñ³º-òîëåðàíòíèõ òâàðèí [1, 2].
Àäàïòàö³ÿ äî ã³ïîêñè÷íèõ óìîâ ïðîÿâ-
ëÿºòüñÿ ó êîíñòèòóö³éí³é âëàñòèâîñò³ íåé-
ðîí³â ó àíîêñ³º-òîëåðàíòíèõ ÷åðåïàõ, æàá ³
ðèá, âëàñòèâîñò³ âíóòð³øíüîóòðîáíîãî òà
ðàííüîãî ïîñòíàòàëüíîãî ðîçâèòêó ññàâö³â,
à òàêîæ ïîâ³ëüíèõ àäàïòèâíèõ ïðîöåñàõ, ÿê³
ñïîñòåð³ãàþòüñÿ ïðè àêë³ìàòèçàö³¿ îðãàí³ç-
ìó äî âèñîêîã³ð�ÿ. Òîìó âàæëèâîþ ÷àñòè-
íîþ ïîøóêó ìåõàí³çì³â àäàïòàö³¿ äî ã³ïîêñ³¿
º âèâ÷åííÿ îñîáëèâîñòåé âíóòð³øíüîêë³-
òèííîãî ãîìåîñòàçó íåéðîí³â ã³ïîêñ³º-òî-
ëåðàíòíèõ òâàðèí.

Ó êë³òèííîìó ãîìåîñòàç³ ³îíè êàëüö³þ

â³ä³ãðàþòü ïîäâ³éíó ðîëü ó ôóíêö³îíóâàíí³
íåéðîí³â � ç îäíîãî áîêó, Ca2+ � âíóòð³øíüî-
êë³òèííèì ïîñåðåäíèêîì (ìåñåíäæåð), ÿêèé
ðåãóëþº çáóäëèâ³ñòü íåéðîí³â òà êîíòðîëþº
ôóíêö³îíóâàííÿ ñèíàïñ³â. Ç ³íøîãî áîêó, çà
ïåâíèõ óìîâ, Ca2+ ìîæå âèêëèêàòè ðåàêö³¿,
ÿê³ çàïóñêàþòü êë³òèííó ñìåðòü. Âñòàíîâ-
ëåíî, ùî îäíèì ³ç òàêèõ ðóéíóþ÷èõ ôàêòîð³â
ìîæå áóòè çíèæåííÿ ïàðö³àëüíîãî òèñêó
êèñíþ â êðîâ³ � ã³ïîêñ³ÿ�³øåì³ÿ. Çá³ëü-
øåíèé âì³ñò Ca2+ ó êë³òèí³, âèêëèêàíèé
ã³ïîêñ³ºþ, ñïðè÷èíþº àêòèâàö³þ ïðîòå¿í-
ê³íàç, ôîñôàòàç ³ ïðîòåàç, ÿê³ ïîðóøóþòü
âíóòð³øíüîêë³òèííèé ãîìåîñòàç, êë³òèííó
ö³ë³ñí³ñòü, ùî ïðèçâîäèòü äî àïîïòîçó àáî
íåêðîçó.

Â³äîìî, ùî â öèòîïëàçì³ êë³òèíè â ñòàí³
ñïîêîþ êîíöåíòðàö³ÿ Ca2+ ñòàíîâèòü óñüîãî
50�100 íìîëü/ë, òîä³ ÿê ó ïîçàêë³òèííîìó
ñåðåäîâèù³ �áëèçüêî 2 ììîëü/ë. Îäí³ºþ ³ç
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âàæëèâèõ êë³òèííèõ ñòðóêòóð ó ï³äòðèìàíí³
êàëüö³ºâîãî ãîìåîñòàçó º åíäîïëàçìàòè÷-
íèé ðåòèêóëóì (ÅÐ). Ïîãëèíàííÿ êàëüö³þ ç
öèòîïëàçìè ÅÐ ³ ï³äòðèìàííÿ äóæå âèñî-
êîãî ãðàä³ºíòà êîíöåíòðàö³é Ñà2+ ì³æ ëþ-
ìåíàìè ÅÐ [Ca2+]

L
 ³ öèòîïëàçìîþ çàáåçïå-

÷óºòüñÿ ðîáîòîþ â³äïîâ³äíî¿ åíåðãîçàëåæ-
íî¿ ñàðêîåíäîïëàçìàòè÷íî¿ òðàíñïîðòíî¿
ÀÒÔàçè (ïîìïè) � SERCA (â³ä àíãë. sarco-
endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase). Âàæëè-
âîþ îñîáëèâ³ñòþ SERCA º âèñîêà çàëåæ-
í³ñòü øâèäêîñò³ òðàíñïîðòó ³îí³â êàëüö³þ
â³ä ¿õ êîíöåíòðàö³¿ â ÅÐ: çíèæåííÿ [Ñà2+]

L

ð³çêî ï³äâèùóº øâèäê³ñòü íàêîïè÷åííÿ
êàëüö³þ â ÅÐ.

Çàâäÿêè ñâî¿ì âëàñòèâîñòÿì ÅÐ ñóò-
òºâî âïëèâàº íà ÷àñîâ³ òà àìïë³òóäí³ õà-
ðàêòåðèñòèêè êàëüö³ºâèõ ñèãíàë³â ó íåé-
ðîíàõ [7, 20]. Òàê, áóëî âñòàíîâëåíî ðîëü
ÅÐ ÿê êîîðäèíàòîðà ì³æ- ³ âíóòð³øíüî-
êë³òèííèõ ñèãíàë³â  ç  äîâãîòðèâàëèìè
àäàïòèâíèìè â³äïîâ³äÿìè. ÅÐ òàêîæ áóëî
³äåíòèô³êîâàíî ÿê äæåðåëà øâèäêî¿ ô³ç³î-
ëîã³÷íî¿ ñèãíàë³çàö³¿ � äèíàì³÷íå êàëüö³ºâå
äåïî, ÿêå àêòèâóºòüñÿ â ðåçóëüòàò³ åëåêò-
ðè÷íî¿ [5] àáî õ³ì³÷íî¿ [14] ñòèìóëÿö³¿
êë³òèíè. Âñòàíîâëåíî òàêîæ, ùî ÅÐ ìàº
âàæëèâå çíà÷åííÿ â ðîçïîâñþäæåíí³ öèòî-
çîëüíèõ êàëüö³ºâèõ õâèëü [4], à òàêîæ â éîãî
çäàòíîñò³  ôóíêö³îíóâàòè ÿê  âíóòð³ø-
íüîêë³òèííèé êàëüö³ºâèé òóíåëü [13]. ²îíè
êàëüö³þ º ìîëåêóëàìè-ïîñåðåäíèêàìè, ÿê³
³íòåãðóþòü ð³çíîìàí³òí³ ñèãíàëè â ÅÐ. Ó
ìåæàõ ñòðóêòóðè êàëüö³ºâîãî êàñêàäó ÅÐ
º øâèäêèì îáì³ííèêîì çàïàñó ³îí³â êàëü-
ö³þ, ùî çäàòåí âèâ³ëüíèòè ¿õ ïðè â³äïîâ³äí³é
ô³ç³îëîã³÷í³é ñòèìóëÿö³¿. Äëÿ òîãî ùîá ÅÐ
ïðàöþâàâ ÿê äèíàì³÷íå êàëüö³ºâå äåïî,
íåîáõ³äíå ï³äòðèìàííÿ âèñîêî¿ êîíöåíòðàö³¿
Ca 2+ [Ñà2+]

L
 ó  ìåæàõ 0,2�2 ììîëü/ë.  Ó

ïåðâèííèõ ñåíñîðíèõ íåéðîíàõ ÅÐ çáåð³ãàº
ó ñòàí³ ñïîêîþ çíà÷íó ê³ëüê³ñòü Ca2+, ÿêèé
ìîæå áóòè â³äðàçó âèâ³ëüíåíèé ó ðàç³
àêòèâàö³ ¿  éîãî  êàëüö³ºâèõ êàíàë³â .  Ó
á³ëüøîñò³ öåíòðàëüíèõ íåéðîí³â ÅÐ ïîñò³éíî
íå óòðèìóº âåëèêó ê³ëüê³ñòü ³îí³â êàëüö³þ,
òîìó äëÿ ¿õ âèâ³ëüíåííÿ ³ç äåïî ïîòð³áí³

ïîïåðåäíÿ àêòèâàö³ÿ êë³òèíè òà ïåðåçà-
ïîâíåííÿ äåïî [18].

Ñïåöèô³÷íèì áëîêàòîðîì êàëüö³ºâîãî
òðàíñïîðòó SERCA º àëêàëî¿ä òàïñèãàðã³í,
ÿêèé ïðîõîäèòü êð³çü êë³òèííó ìåìáðàíó ³
ä³º â íàíîìîëÿðíèõ êîíöåíòðàö³ÿõ. ²íø³
ñïåöèô³÷í³ áëîêàòîðè Ca2+-ÀÒÔàç � öå
öèêëîï³àçîíîâà êèñëîòà (â ì³êðîìîëÿðíèõ
êîíöåíòðàö³ÿõ) ³ BHQ (2,5-di-(tert-butil)-1,4-
benzohidroquinalone). Çâ�ÿçóþ÷èñü ç ìîëå-
êóëîþ Ca2+-ÀÒÔàçè, ïðîìîòîð ïóõëèííîãî
ðîñòó òàïñèãàðã³í âèêëèêàº íåçâîðîòíó
áëîêàäó ôåðìåíòó. Öèêëîï³àçîíîâà êèñ-
ëîòà ³ BHQ ìàþòü òîé ñàìèé ìåõàí³çì
áëîêóâàííÿ, ³ º òàêîæ ñïåöèô³÷íèìè ñàìå
äëÿ SERCA ³ íå âïëèâàþòü íà ³íø³ ÀÒÔàçè.
Íåñïåöèô³÷íî SERCA òàêîæ áëîêóºòüñÿ
îðòîâàíàäàòîì òà ³îíàìè ôòîðó.

Ìåòîþ íàøî¿ ðîáîòè áóëî âèâ÷åííÿ
îñîáëèâîñòåé ôóíêö³îíóâàííÿ ÅÐ òà éîãî
ñòðóêòóðíîãî êîìïîíåíòà SERCA â êàëüö³º-
âîìó ãîìåîñòàç³ íåéðîí³â ìîçî÷êà ã³ïîêñ³º-
òîëåðàíòíîãî âèäó ðèá ³ âèâ÷åííÿ ïîâ�ÿ-
çàíèõ ç öèì îñîáëèâîñòåé âíóòð³øíüî-
êë³òèííîãî êàëüö³ºâîãî îáì³íó.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Äîñë³äè âèêîíàíî íà ³çîëüîâàíèõ íåéðîíàõ
ìîçî÷êà ñð³áíîãî êàðàñÿ Carassius gibelio,
âèä³ëåíèõ ç ìîçêó 3-ð³÷íèõ ðèá ñåðåäíüîþ
ìàñîþ 70 ã. Äëÿ íàðêîòèçàö³¿ ðèá âèêîðèñ-
òàëè ìåòîä ïðèðîäíîãî ãàçîâîãî íàðêîçó,
çàïðîïîíîâàíèé À.². Êàðàìÿíîì (1949) äëÿ
îïåðàö³é íà ãîëîâíîìó ìîçêó ðèá. Âèòÿã-
íóòà ç âîäè ðèáà ÷åðåç äåê³ëüêà õâèëèí
âïàäàº â íàðêîòè÷íèé ñòàí.  Ìè ìîäè-
ô³êóâàëè öåé ìåòîä, ³ ðèáó, ï³äãîòîâëåíó
âèùåâêàçàíèì ñïîñîáîì,  ïîì³ùàëè  â
ìîðîçèëüíó êàìåðó ïðè -19 Ñ° â ñïåö³àëüí³é
ºìêîñò³ íà 5�10 õâ. Ï³ñëÿ òàêî¿ ïðîöåäóðè
ðèáà ãîòîâà äî îïåðàö³¿ ³ íå ðîáèòü çàéâèõ
ðóõ³â. Âèäàëåíèé ìîçî÷îê îäðàçó çàíóðþ-
âàëè â îõîëîäæåíèé äî +5 Ñ° ðîç÷èí DMEM
(�Sigma Aldrich�, ÑØÀ) íà 7 õâ. Äàë³ éîãî
ðîçä³ëèëè íà ÷àñòèíè, ÿê³ âèòðèìóâàëèñÿ 10
õâ ó ðîç÷èí³ DMEM íà ëüîäó. ×àñòèíè
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ìîçî÷êà ï³ääàâàëè ôåðìåíòàòèâí³é îáðîáö³
ðîç÷èíîì, ÿêèé ì³ñòèâ 0,1% ïðîòåàçè (�Sig-
ma Aldrich�, ÑØÀ) òà 0,1% òðèïñèíó (�Sig-
ma Aldrich�, ÑØÀ) â ïðè +30 Ñ° ïðîòÿãîì
30 õâ. Ï³ñëÿ ôåðìåíòíî¿ îáðîáêè ÷àñòèíè
ìîçî÷êà â³äìèâàëè ðîç÷èíîì DMEM ³
ïîäð³áíþâàëè íà ìåíø³ ôðàãìåíòè äëÿ
ïîäàëüøîãî ï³ïåòóâàííÿ. Îòðèìàí³ îêðåì³
êë³òèíè ïîì³ùàëè íà ïîêðèâí³ ñêåëüöÿ. Äëÿ
çàâàíòàæåííÿ êë³òèí êàëüö³é÷óòëèâèì
áàðâíèêîì ¿õ âèòðèìóâàëè â ðîç÷èí³ Ò³ðîäå,
äî ñêëàäó ÿêîãî âõîäèâ ôëþîðåñöåíòíèé
áàðâíèê fura-2/AM (�Molecular Probes�,
ÑØÀ) â êîíöåíòðàö³¿ 5 ìêìîëü/ë, ðîç÷è-
íåíèé â äèìåòèëñóëüôîêñèä³ (DMSO) ç
äîäàâàííÿì äåòåðãåíòó ïëþðîí³ê F-127
(0,02 %). Çàâàíòàæåííÿ êë³òèí áàðâíèêîì
çä³éñíþâàëè ïðîòÿãîì 30 õâ ïðè ê³ìíàòí³é
òåìïåðàòóð³ (+22 Ñ°) áåç ñâ³òëà. Ï³ñëÿ ö³º¿
ïðîöåäóðè êë³òèíè ³íêóáóâàëè 30�40 õâ ó
ðîç÷èí³ Ò³ðîäå äëÿ çàáåçïå÷åííÿ ïîâíî¿
äååñòåðèô³êàö³¿ áàðâíèêà.

[Ca 2+]
³
 âèì³ðþâàëè ìåòîäîì ì³êðî-

ôëþîðåñöåíòíîãî àíàë³çó ç çàñòîñóâàííÿì
ôëþîðåñöåíòíîãî çîíäà furà-2/ÀÌ. Öåé
áàðâíèê ïîïåðåì³ííî çáóäæóâàëè óëüòðà-
ô³îëåòîâèìè õâèëÿìè ñâ³òëà äâîõ äîâæèí:
360 òà 390 íì çà äîïîìîãîþ ìîíîõðîìà-
òîðà. Äëÿ ðåºñòðàö³¿ êàëüö³ºâèõ òðàíç³ºíò³â
ï³ä ÷àñ åêñïåðèìåíòó âèêîðèñòîâóâàëè
CCD-êàìåðó Imago-QE (�Till Photonics�,
ÔÐÍ). Ñèãíàëè ç CCD-êàìåðè ïîäàâàëè íà
êîìï�þòåð, çà äîïîìîãîþ ÿêîãî âèì³ðþâàëè
â³äíîøåííÿ ôëþîðåñöåíòíèõ ñèãíàë³â íà
äâîõ äîâæèíàõ õâèëü R=λ

1
/λ

2
 (öå â³äíîøåí-

íÿ àäåêâàòíî â³äîáðàæàº çì³íè [Ca2+]
³
. Äëÿ

çàïèñó òà îáðîáêè ðåçóëüòàò³â âèêîðèñòî-
âóâàëè ïðîãðàìó �TillVision�, ÔÐÍ. Âñ³ ÷è-
ñåëüí³ çíà÷åííÿ íàâåäåíî ó âèãëÿä³ ñåðåä-
íüîãî çíà÷åííÿ ± ñòàíäàðòíà ïîõèáêà (SE).

Ñêëàä ðîç÷èííèê³â DMEM òà T³ðîäe
áóâ òàêèì (ììîëü/ë): NaCl � 125, CaCl � 2,
KCl � 2,5, MgCl � 1, HEPES � 20, ãëþêîçè �
10 (pH 7,4).  ßê ñïåöèô³÷íèé áëîêàòîð
êàëüö³ºâîãî òðàíñïîðòó äëÿ Ca2+-ÀÒÔàç
âèêîðèñòîâóâàëè öèêëîï³àçîíîâó êèñëîòó

(�Sigma-Aldrich�, ÑØÀ) â êîíöåíòðàö³¿ 20
ìêìîëü/ë  òà  10  íìîëü/ë  òàïñèãàðã ³íó
(�Sigma-Aldrich�, ÑØÀ). Âñ³ äîñë³äè ïðî-
âîäèëè ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³. Ñòàòèñ-
òè÷íó îáðîáêó âèêîíóâàëè âèêîðèñòîâóþ÷è
ïðîãðàìíå çàáåçïå÷åííÿ OriginPro 8.0.
Ð³âåíü äîñòîâ³ðíîñò³ âèçíà÷àëè çà äîïî-
ìîãîþ îäíîôàêòîðíîãî äèñïåðñ³éíîãî
àíàë³çó (one-way ANOVA), â³äì³ííîñò³
ââàæàëèñÿ äîñòîâ³ðíèìè ïðè Ð < 0,05.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ

Äëÿ âèâ÷åííÿ ðîë³ SERCA äîñë³äæóâàëèñÿ
êàëüö³ºâ³ òðàíç³ºíòè, âèêëèêàí³ äåïîëÿ-
ðèçàö³ºþ ìåìáðàíè íåéðîí³â ìîçî÷êà.
Âèêîðèñòîâóâàëèñÿ êë³òèíè ³ç ÷³òêî îêðåñ-
ëåíîþ ìåìáðàíîþ,  áå ç  ïîøêîäæåíü  ³
âèäèìèõ âíóòð³øíüîêë³òèííèõ êîìïîíåíò³â.
Äåïîëÿðèçàö³ÿ ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè
âèêëèêàëàñü àïë³êàö³ºþ ðîç÷èíó ç ï³äâè-
ùåíîþ êîíöåíòðàö³ºþ Ê+ (50 ììîëü/ë). Ó
â³äïîâ³äü íà äåïîëÿðèçàö³þ ìåìáðàíè
íåéðîí³â ìîçî÷êà êàðàñÿ ã³ïåðêàë³ºâèì
ðîç÷èíîì øâèäêî ï³äâèùóâàëîñÿ çíà÷åííÿ
[Ca2+]

i
,  ï³ñëÿ ÷îãî â³äáóâàëîñÿ øâèäêå

åêñïîíåíö³àëüíå éîãî çíèæåííÿ äî íîðìè.
Äëÿ òåñòóâàííÿ æèòòºçäàòíîñò³ êë³òèí ³
â³äòâîðþâàíîñò³ â³äïîâ³äåé ìè âèêîðèñòî-
âóâàëè âïëèâ ã³ïåðêàë³ºâîãî ðîç÷èíó ïðîòÿ-
ãîì 5 ñ. Àìïë³òóäà êàëüö³ºâèõ òðàíç³ºíò³â
ó â³äïîâ³äü íà äåïîëÿðèçàö³þ ìåìáðàíè
áóëà ñòàá³ëüíîþ òà ñò³éêîþ óïðîäîâæ
óñüîãî ïåð³îäó åêñïåðèìåíòó (25�30 õâ).
Ïðè öüîìó àìïë³òóäè òà ê³íåòè÷í³ ïîêàç-
íèêè êàëüö³ºâèõ òðàíç³ºíò³â íà ïî÷àòêó
åêñïåðèìåíòó òà íà éîãî 25-é õâèëèí³ ìàëè
ïîä³áí³ çíà÷åííÿ, ùî âêàçóâàëî íà íîð-
ìàëüíó æèòòºä³ÿëüí³ñòü êë³òèíè ï³ä ÷àñ
äîñë³äæåííÿ.

Ó ïîäàëüøèõ äîñë³äàõ ìè âèì³ðþâàëè
àìïë³òóäó ³ ôîðìó êàëüö³ºâèõ òðàíç³ºíò³â ó
êîíòðîëüíèõ óìîâàõ, â ÿêèõ âèêëèêàëè
äåïîëÿðèçàö³þ ìåìáðàíè, âèêîðèñòîâóþ÷è
ð³çí³ ÷àñîâ³ â³äð³çêè âïëèâó ã³ïåðêàë³ºâîãî
ðîç÷èíó ï³ä ÷àñ êîæíî¿ àïë³êàö³¿ òðèâàë³ñòþ

Ó÷àñòü Cà2+-ÀÒÔàçè â êàëüö³ºâîìó ãîìåîñòàç³
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1, 3, 5 òà 10 ñ (ðèñ. 1, ë³âîðó÷). ßê ïîêàçàëè
âèì³ðþâàííÿ, àìïë³òóäà êàëüö³ºâèõ òðàí-
ç³ºíò³â ïðè âñ³õ çíà÷åííÿõ ÷àñîâèõ ³íòåð-
âàë³â ñòèìóëÿö³¿ â êîíòðîë³ áóëà îäíàêîâîþ
àáî òðîõè çá³ëüøóâàëàñÿ ïðè òðèâàëèõ
äåïîëÿðèçàö³ÿõ. Ïðîòå ÷àñ  ïîâåðíåííÿ
êîíöåíòðàö³¿ Ca2+ äî áàçàëüíîãî ð³âíÿ òà
â³äíîñíà ê³ëüê³ñòü Ca2+, ùî âõîäèâ ó êë³òèíó
ï³ä ÷àñ äåïîëÿðèçàö³¿, çðîñòàëè ç³ çá³ëü-
øåííÿì òðèâàëîñò³ àïë³êàö³¿ ã³ïåðêàë³ºâîãî
ðîç÷èíó (äèâ. ðèñ. 1).

Äëÿ âèâ÷åííÿ âíåñêó Ca2+-ÀÒÔàçè â
î÷èùåííÿ öèòîçîëþ â³ä íàäëèøê³â ³îí³â
êàëüö³þ ìè âèêîðèñòàëè öèêëîï³àçîíîâó
êèñëîòó â êîíöåíòðàö³¿ 20ìêìîëü/ë, ÿêà
âèêëèêàº çâîðîòíó áëîêàäó àêòèâíîñò³
SERCA. Äëÿ âèâ÷åííÿ ä³¿ öèêëîï³àçîíîâî¿
êèñëîòè áóâ çàñòîñîâàíèé òàêèé ñàìèé ÿê ³
â êîíòðîë³ ïðîòîêîë ç âèêîðèñòàííÿì ð³çíèõ
³íòåðâàë³â ÷àñó ä³¿ ã³ïåðêàë³ºâîãî ðîç÷èíó �
1, 3, 5 òà 10, ñ â³äïîâ³äíî, àëå çà íàÿâíîñò³
ó çîâí³øíüîìó ðîç÷èí³ áëîêàòîðà (äèâ.
ðèñ.1, ïðàâîðó÷). ßê ïîêàçàëè âèì³ðþâàííÿ,
àìïë³òóäà êàëüö³ºâèõ òðàíç³ºíò³â ï³ñëÿ
áëîêóâàííÿ ðîáîòè SERCA çíà÷íî ï³äâè-
ùóâàëàñÿ äëÿ êîæíîãî ³íòåðâàëó ÷àñó.

Êîíöåíòðàö³ÿ Ca2+ âèì³ðþâàëàñÿ ÿê R=λ
1
/

λ
2
 (äèâ. Ìåòîäèêà). Ó íàñòóïíèõ åêñïåðè-

ìåíòàõ ìè âèêîðèñòîâóâàëè ïðîòîêîë, â
ÿêîìó àïë³êàö³þ KCl çä³éñíþâàëè ðîç÷è-
íîì, ùî ì³ñòèâ öèêëîï³àçîíîâó êèñëîòó, ³
ï³ñëÿ çàê³í÷åííÿ àïë³êàö³¿ â³äìèâêó ïðîâî-
äèëè êîíòðîëüíèì ðîç÷èíîì.  Öå áóëî
çðîáëåíî äëÿ óñóíåííÿ çàãèáåë³ êë³òèí
âíàñë³äîê ¿õ ïåðåâàíòàæåííÿ Ca2+. Ê³ëü-
ê³ñí³ âèì³ðþâàííÿ êàëüö³ºâèõ òðàíç³ºíò³â
âèêëèêàíèõ 3 òà 5-ñåêóíäàìè äåïîëÿðèçà-
ö³ÿìè ïîêàçàëè, ùî çà íàÿâíîñò³ öèêëîï³à-
çîíîâî¿ êèñëîòè, ¿õ àìïë³òóäà çá³ëüøóâàëà-
ñÿ â³äíîñíî êîíòðîëüíèõ çíà÷åíü íà 96,1 % ±
0,09 % (Ð<0,01) ïðè 3-ñåêóíäí³é ñòèìóëÿö³¿
òà íà 79,7 % ± 0,12 % (Ð<0,05) ïðè 5-ñå-
êóíäí³é (ðèñ. 2,à,á). Òàêîæ ï³äâèùóâàëàñÿ
³ â³äíîñíà ê³ëüê³ñòü Ca2+, ùî âõîäèòü äî
êë³òèíè ï³ä ÷àñ äåïîëÿðèçàö³¿ äëÿ êîæíîãî
âèïàäêó ³ êîòðó âèçíà÷àëè ÿê ³íòåãðàëüíå
çíà÷åííÿ ïëîù³ ï³ä êîæíèì òðàíç³ºíòîì,
îòðèìàíèì â åêñïåðèìåíò³. Ïëîùà òàêîæ
çá³ëüøóâàëàñÿ â³äíîñíî êîíòðîëüíèõ çíà÷åíü,
àëå çíà÷íî ìåíøå � íà 47,4 % ± 0,05 % (Ð<0,01)
ïðè 3 ñ ñòèìóëÿö³¿ òà íà 23,1 % ± 0,04 %
(Ð<0,05) ïðè 5 ñ ñòèìóëÿö³¿ (äèâ. ðèñ. 2,â,ã).

².Î. Ëóê�ÿíåöü, Ï.Ã. Êîñòþê, Î.Î. Ëóê�ÿíåöü

Ðèñ. 1. Çì³íà àìïë³òóäè ³ ôîðìè êàëüö³ºâèõ òðàíç³ºíò³â, âèêëèêàíèõ àïë³êàö³ÿìè 50 ììîëü/ë ÊCl ð³çíî¿ òðèâàëîñò³
1, 3, 5, 10 ñ (ïîçíà÷åíî á³ëÿ ï³ê³â). Âèì³ðþâàííÿ ïðîâåäåí³ ó êîíòðîë³ ³ çà íàÿâíîñò³ â îìèâàþ÷îìó ðîç÷ìí³
áëîêàòîðà SERCA (20 ìêìîëü/ë öèêëîï³àçîíîâî¿ êèñëîòè)
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²íøèì øëÿõîì âèçíà÷åííÿ ó÷àñò³ SERCA
áóëî çàñòîñóâàííÿ ñåëåêòèâíîãî áëîêàòîðà
öüîãî ôåðìåíòó. Â íàøèõ åêñïåðèìåíòàõ
ìè âèêîðèñòîâóâàëè ñïåöèô³÷íèé áëîêàòîð
êàëüö³ºâî¿ SERCA � òàïñèãàðã³í ó êîíöåíò-
ðàö³¿ 20 íìîëü/ë, ÿêèé âèêëèêàº íåçâîðîòíó
áëîêàäó SERCA. Äëÿ âèâ÷åííÿ ä³¿ òàïñè-
ãàðã³íó áóâ çàñòîñîâàíèé òàêèé ñàìèé ÿê ³
â ïîïåðåäíüîìó âèïàäêó ïðîòîêîë åêñïå-
ðèìåíòó ç âèêîðèñòàííÿì äâîõ ³íòåðâàë³â
÷àñó ä³¿ äåïîëÿðèçàö³¿ ìåìáðàíè çà äîïî-
ìîãîþ ã³ïåðêàë³ºâîãî ðîç÷èíó � 3 òà 5 ñ
â³äïîâ³äíî (ðèñ. 3). Àìïë³òóäà êàëüö³ºâèõ
òðàíç³ºíò³â çá³ëüøóâàëàñÿ â³äíîñíî êîíò-
ðîëüíèõ çíà÷åíü íà 71,4 % ± 0,09 % (Ð<0,01)
ïðè 3 ñ ñòèìóëÿö³¿ òà íà 56,3 % ± 0,1 %
(Ð<0,05) ïðè 5 ñ ñòèìóëÿö³¿ (äèâ. ðèñ. 3,à,á).
Íà ðèñ. 3,â,ã ïðåäñòàâëåí³ çíà÷åííÿ ïëîù³
ï³ä êîæíèì òðàíç³ºíòîì, îòðèìàíèì â
åêñïåðèìåíò³.  Âèäíî, ùî ïëîùà òàêîæ

çá³ëüøóâàëàñÿ â³äíîñíî êîíòðîëüíèõ çíà-
÷åíü, ÿê ³ â ïåðøîìó âèïàäêó, çíà÷íî ìåíøå �
íà 33,6 % ± 0,11 % (Ð<0,05) ïðè 3 ñ ñòè-
ìóëÿö³¿ òà íà 28,3 % ± 0,04 % (Ð<0,05) ïðè
5 ñ ñòèìóëÿö³¿.

Òàêèì ÷èíîì, îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè âêà-
çóþòü íà àêòèâí³ñòü SERCA â íåéðîíàõ
êàðàñÿ òà ¿¿ ñóòòºâèé âíåñîê â êàëüö³ºâî-
ñèãíàëüíó ñèñòåìó íåéðîí³â öèõ òâàðèí.

ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Ó õðåáåòíèõ òâàðèí íàéá³ëüø ÷óòëèâîþ òà
âðàçëèâîþ äî ä³¿ ³øåì³¿�ã³ïîêñ³¿ º íåðâîâà
ñèñòåìà òà ¿¿ îñíîâí³ êîìïîíåíòè � íåéðîíè.
Â³äîìî, ùî â ïðèðîä³ ³ñíóº áàãàòî âèä³â
õðåáåòíèõ òâàðèí, ïðèñòîñîâàíèõ âèæèâàòè
â åêñòðåìàëüíèõ óìîâàõ, ó òîìó ÷èñë³ ïðè
íåñòà÷³ êèñíþ � ã³ïîêñ³¿. Ó òâàðèí òàê³
ïðåäñòàâíèêè çóñòð³÷àþòüñÿ ñåðåä òåïëî-

Ó÷àñòü Cà2+-ÀÒÔàçè â êàëüö³ºâîìó ãîìåîñòàç³

Ðèñ. 2. Ê³ëüê³ñíà îö³íêà âïëèâó öèêëîï³àçîíîâî¿ êèñëîòè íà êàëüö³ºâ³ òðàíç³ºíòè âèêëèêàí³ äåïîëÿðèçàö³ºþ ìåìáðàíè.
Â³äíîñí³ çì³íè àìïë³òóäè êàëüö³ºâèõ òðàíç³ºíò³â (À/À

0
) âèêëèêàíèõ àïë³êàö³ºþ KCl òðèâàë³ñòþ 3 ñ (à) òà 5 ñ (á).

Çì³íè ê³ëüêîñò³ Ca2+, ùî âõîäèòü â êë³òèíó ï³ä ÷àñ äåïîëÿðèçàö³¿, ïðåäñòàâëåí³ ÿê ïëîùà êàëüö³ºâîãî òðàíç³ºíòà (S/S
0
)

ïðè àïë³êàö³¿ KCl òðèâàë³ñòþ 3 ñ (â) òà 5 ñ (ã). Ïðåäñòàâëåí³ çíà÷åííÿ â êîíòðîë³ (1) òà çà íàÿâíîñò³ 20 ìêìîëü/ë
öèêëîï³àçîíîâî¿ êèñëîòè. *P<0,05, **P<0,01 ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì
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³ õîëîäíîêðîâíèõ âèä³â. Äåÿê³ âèäè ïð³ñíî-
âîäíèõ ÷åðåïàõ,  æàá òà ðèá çäàòí³  äî
âèæèâàííÿ ïðîòÿãîì òðèâàëî¿ àíîêñ³¿ àáî
ã³ïîêñ³¿ [1, 2, 6, 12]. Ïîì³æ òîëåðàíòíèõ äî
ã³ïîêñ³¿ òâàðèí â³äîì³ ÷èñëåíí³ âèäè ðèá. Ó
âîäîéìàõ Óêðà¿íè ìåøêàº øèðîêî ðîçïîâ-
ñþäæåíèé âèä, ïðåäñòàâíèê ðîäèíè êîðî-
ïîâèõ ðèá � êàðàñü ñð³áíèé (Carassius gibe-
lio). Â³í â³äîìèé ñâîºþ íàäçâè÷àéíî âèñî-
êîþ æèòòºñò³éê³ñòþ [15]; çà íàÿâíîñò³ íåñ-
ïðèÿòëèâèõ óìîâ íåñòà÷³ êèñíþ (ã³ïîêñ³¿)
çäàòåí âèæèâàòè, òîä³ ÿê ïåðåâàæíà ê³ëü-
ê³ñòü ³íøèõ âèä³â ðèá ïðè òàêèõ óìîâàõ ãèíå.

Òîëåðàíòí³ñòü äî ã³ïîêñ³¿ ïðîÿâëÿþòü
äåÿê³ âèäè êàðàñ³â. Çîëîòèé êàðàñü Caras-
sius carassius (â àíãë³éñüê³é òðàíñêðèïö³¿ �
crucian carp) º âèäîì, ÿêèé ìîæå âèæèâàòè
ïðè ã³ïîêñ³¿ ïðîòÿãîì ì³ñÿöÿ ïðè íèçüê³é
òåìïåðàòóð³ ³ º áëèçüêèì çà ö³ºþ âëàñòè-
â³ñòþ äî ï³âí³÷íîàìåðèêàíñüêèõ ÷åðåïàõ

[16] .  Íåéðîíè ññàâö³â  òèïîâî  º  äóæå
÷óòëèâèìè äî àíîêñè÷íèõ�ã³ïîêñè÷íèõ
ñòàí³â, ³ êîðîòê³ ïåð³îäè àíîêñ³¿�ã³ïîêñ³¿ àáî
³øåì³¿ ïðèçâîäÿòü äî íåéðîíàëüíî¿ ñìåðò³,
ÿêà ÷àñòî àñîö³þºòüñÿ ç³ çíà÷íèì çá³ëü-
øåííÿì [Ca2+]

i
 [8�11, 17].

Äîáðå â³äîìî, ùî çàãàëüíà êîíöåíòðàö³ÿ
öèòîïëàçìàòè÷íîãî êàëüö³þ ïîòðîþºòüñÿ
ï³ñëÿ 4 ä³á àíîêñ³¿ â íåéðîíàõ æàá Rana ca-
tesbeiana ³ Rana pipiens [19]. Ó äîñë³äæåí-
íÿõ íà íåéðîíàõ ññàâö³â ïîêàçàíî, ùî íåç-
íà÷íå ï³äâèùåííÿ [Ca2+]

i
 íà 50�200 íìîëü/ë

â³ä³ãðàº íåéðîïðîòåêòèâíó ðîëü ïðè ã³ïîêñ³¿
òà âòðàò³ ãëþêîçè [3]. Ó äîñë³äæåííÿõ íà
ã³ïîêñ³º-òîëåðàíòíèõ òâàðèíàõ, áóëî çðîá-
ëåíî ïðèïóùåííÿ, ùî ï³äâèùåííÿ [Ca2+]

i
 â

êë³òèíàõ ìîæå áóòè ÿê âíóòð³øíüîêë³òèííèì
ñèãíàëüíèì ìåõàí³çì â óìîâàõ àíîêñ³¿�ã³-
ïîêñ³¿. Ïðîòå ìåõàí³çìè ôóíêö³îíóâàííÿ, ðîëü
³ âíåñîê îêðåìèõ êîìïîíåíò³â ö³º¿ êàëüö³ºâî¿

².Î. Ëóê�ÿíåöü, Ï.Ã. Êîñòþê, Î.Î. Ëóê�ÿíåöü

Ðèñ. 3. Ä³ÿ òàïñèãàðã³íó íà êàëüö³ºâ³ òðàíç³ºíòè, âèêëèêàí³ äåïîëÿðèçàö³ºþ ìåìáðàíè. Â³äíîñí³ çì³íè àìïë³òóäè
êàëüö³ºâèõ òðàíç³ºíò³â (À/À

0
), âèêëèêàíèõ àïë³êàö³ºþ KCl òðèâàë³ñòþ 3 ñ (à) òà 5 ñ (á) òà çì³íè ê³ëüêîñò³ Ca2+, ùî

âõîäèòü â êë³òèíó ï³ä ÷àñ äåïîëÿðèçàö³¿, ïðåäñòàâëåí³ ÿê ïëîùà êàëüö³ºâîãî òðàíç³ºíòà (S/S
0
) ïðè àïë³êàö³¿ KCl

òðèâàë³ñòþ 3 ñ (â) òà 5 ñ (ã). Ïðåäñòàâëåí³ çíà÷åííÿ â êîíòðîë³ (1) òà çà íàÿâíîñò³ 20 íìîëü/ë òàïñèãàðã³íó. *P<0,05,
**P<0,01 ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì

1,0

1,5

0,5

0,0

2,0

2,5

à

A/A
0

1
n=21

n=21

2
*

1,0

1,5

0,5

0,0

2,0

2,5

â

S/S0

1
n=20

n=21

2
*

1,0

1,5

0,5

0,0

2,0

2,5

á

A/A0

1
n=12

n=13

2
**

1,0

1,5

0,5

0,0

2,0

2,5

ã

S/S0

1
n=13

n=12

2
*



ISSN 0201-8489    Ô³ç³îë. æóðí., 2009, Ò. 55, ¹ 430

ñèãíàëüíî¿ ñèñòåìè â àíîêñ³º�ã³ïîêñ³º-
òîëåðàíòíèõ òâàðèíàõ âèâ÷åíî äîñèòü ìàëî.

Ìè äîñë³äæóâàëè îñîáëèâîñò³ ôóíêö³î-
íóâàííÿ SERCA â êàëüö³ºâîìó ãîìåîñòàç³
íåéðîí³â ìîçî÷êà ã³ïîêñ³º-òîëåðàíòíîãî âè-
äó � êàðàñÿ Carassius gibelio. Êàëüö³ºâ³ ÀÒÔàçè,
ùî âõîäÿòü äî ñêëàäó öèòîïëàçìàòè÷íî¿
àáî âíóòð³øíüîêë³òèííèõ ìåìáðàí ÿâëÿþòü
ñîáîþ ìîíîìåðí³ á³ëêè ³ ñêëàäàþòüñÿ ç
îäíîãî ïîë³ïåïòèäíîãî ëàíöþãà, õî÷à â³ä-
ð³çíÿþòüñÿ çà ìîëåêóëÿðíîþ ìàñîþ. Òàê,
SERCA ìàº ìîëåêóëÿðíó ìàñó 108 êÄà, à
Ca2+-ÀÒÔàçà ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè � 120
êÄà. Âîíè áëèçüê³ çà ôóíêö³îíàëüíèìè
âëàñòèâîñòÿìè òà ìàþòü âèçíà÷åíó ãîìî-
ëîã³þ â ñòðóêòóð³, ïðîòå óòâîðþþòüñÿ ïðè
ó÷àñò³ ð³çíèõ ãåí³â. Íàéêðàùå âèâ÷åíà
SERCA ïîïåðå÷íî-ñìóãàñòèõ ì�ÿç³â. Ó
çàãàëüíèõ ðèñàõ âñòàíîâëåíà ïîñë³äîâí³ñòü
ñòàä³é ðîáîòè Ca2+-ÀÒÔàçè. Äëÿ ðîáîòè
ïîìïè õàðàêòåðíî òå, ùî ñòàä³¿ ã³äðîë³çó
ÀÒÔ ÷åðãóþòüñÿ ç³ ñòàä³ÿìè ïåðåíîñó Ca2+.
Íà ïåðø³é ñòàä³¿ â³äáóâàºòüñÿ çâ�ÿçóâàííÿ
äâîõ ³îí³â êàëüö³þ íà ïîâåðõí³ ÀÒÔàçè, ÿêà
ïîâåðíåíà äî öèòîïëàçìè; íà ò³é æå ïîâåðõ-
í³ çâ�ÿçóþòüñÿ ìîëåêóëè ÀÒÔ. Ï³ä ÷àñ
íàñòóïíî¿ ñòàä³¿ â³äáóâàºòüñÿ ôîñôîðè-
ëþâàííÿ á³ëêà ³ âèâ³ëüíåííÿ ÀÄÔ, à òàêîæ
âèâ³ëüíåííÿ ³îí³â  êàëüö³þ ç  ïîâåðõí³
ÀÒÔàçè ó âíóòð³øíþ ïîðîæíèíó ÑÐ. Ï³ñëÿ
ã³äðîë³çó ôîñôàòíîãî çâ�ÿçêó ìîëåêóëà
ôåðìåíòó ïåðåõîäèòü â ïî÷àòêîâèé ñòàí
(öåíòðè çâ�ÿçóâàííÿ êàëüö³þ îïèíÿþòüñÿ
çíîâó íà öèòîïëàçìàòè÷íîìó áîö³ ÑÐ).

Ìè âñòàíîâèëè, ùî âñ³ ïðîòåñòîâàí³
íåéðîíè ìîçî÷êà êàðàñÿ ïðè ä³¿ íà íèõ
öèêëîï³àçîíîâî¿ êèñëîòè òà òàïñèãàðã³íó
â³äïîâ³äàëè çíà÷íèì ï³äâèùåííÿì [Ca2+]i �
àìïë³òóäà çá³ëüøóâàëàñÿ âäâ³÷³. Öåé ôàêò
ï³äòâåðäæóº íàÿâí³ñòü êàëüö³ºâèõ äåïî ÅÐ
ó  íåéðîíàõ  ìîçî÷êà  êàðàñÿ .  Âêàçàíà
ñèñòåìà çàáåçïå÷óº î÷èùåííÿ öèòîïëàçìè
â³ä íàäëèøêîâîãî Ca2+, îñê³ëüêè ïðè âèêëþ-
÷åíí³ ðîáîòè SERCA çà äîïîìîãîþ ñåëåê-
òèâíèõ áëîêàòîð³â àìïë³òóäà êàëüö³ºâèõ
òðàíç³ºíò³â çá³ëüøóºòüñÿ ïðèáëèçíî íà 50�

100 % â³äíîñíî çàãàëüíî¿ ê³ëüêîñò³ Ca2+, ùî
âõîäèòü â êë³òèíó ï³ä ÷àñ ¿¿ ñòèìóëþâàííÿ
KCl ³ çàëåæèòü â³ä òðèâàëîñò³ äåïîëÿðèçàö³¿.
Ï³äâèùåííÿ àìïë³òóäè êàëüö³ºâîãî òðàí-
ç³ºíòà º ñóòòºâ³øèì, í³æ çá³ëüøåííÿ éîãî
ïëîù³ ï³ä âïëèâîì áëîêàòîð³â, � öå ìîæå
âêàçóâàòè íà òå, ùî SERCA àêòèâóºòüñÿ
ìèòòºâî ï³ñëÿ âõîäó â êë³òèíó Ca2+, òîä³ ÿê
âîíà ìåíøå âïëèâàº íà á³ëüø â³ääàëåí³
ï³ñëÿ ñòèìóëÿö³¿ ÷àñîâ³ ïîä³¿. Ïðî öå æ
ãîâîðèòü ³ ìåíøà åôåêòèâí³ñòü áëîêàòîð³â
ïðè á³ëüø äîâãèõ ñòèìóëÿö³ÿ êë³òèíè.
Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü, ùî â íåéðî-
íàõ ðèáè SERCA çàëó÷åíà â î÷èùåííÿ
öèòîïëàçìè â³ä íàäëèøêîâîãî Ca2+ ï³ä ÷àñ
ñòèìóëÿö³¿ êë³òèíè ³ â³ä³ãðàº ³ñòîòíó ðîëü ó
êîðîòêî÷àñîâ³é ìîäóëÿö³ ¿  êàëüö³ºâîãî
ñèãíàëó.

È.À. Ëóêüÿíåö, Ï.Ã. Êîñòþê, Å.À. Ëóêüÿíåö

Ó×ÀÑÒÈÅ Cà2+-ÀÒÔàçû Â ÊÀËÜÖÈÅÂÎÌ
ÃÎÌÅÎÑÒÀÇÅ  ÍÅÉÐÎÍÎÂ  ÌÎÇÆÅ×ÊÀ
ÊÀÐÀÑß

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ èññëåäîâàëîñü ó÷àñòèå Cà2+-
ÀÒÔàçû ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (SERCA) êàê
îòäåëüíîãî âíóòðèêëåòî÷íîãî êîìïîíåíòà-ó÷àñòíèêà
êàëüöèåâîãî ãîìåîñòàçà íåéðîíîâ ìîçæå÷êà ãèïîêñèå-
òîëåðàíòíîãî âèäà ðûáû � êàðàñÿ Carassius gibelio. Äëÿ
ýòîãî èñïîëüçîâàëèñü ñîîòâåòñòâóþùèå ôàðìàêîëî-
ãè÷åñêèå áëîêàòîðû ýòîãî êîìïîíåíòà � öèêëîïèàçîíîâàÿ
êèñëîòà è òàïñèãàðãèí. Âíóòðèêëåòî÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ
Cà2+ ([Cà2+]³) èçìåðÿëàñü ñ ïîìîùüþ êàëüöèé÷óâñò-
âèòåëüíîãî êðàñèòåëÿ fura-2/AM è ìèêðîôëþîðåñöåíòíîãî
ìåòîäà èçìåðåíèÿ êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî Cà2+. Íàìè
óñòàíîâëåíî, ÷òî íåéðîíû ìîçæå÷êà êàðàñÿ èìåþò õîðîøî
âûðàæåííóþ ñèñòåìó î÷èñòêè öèòîïëàçìû îò èçáûòî÷íîãî
Cà2+ ïðåäñòàâëåííóþ SERCA. Òàê, ïðè èñêëþ÷åíèè ðàáîòû
SERCA ïîñðåäñòâîì åå ñåëåêòèâíûõ áëîêàòîðîâ, àìïëèòóäà
êàëüöèåâûõ òðàíçèåíòîâ è âõîä Cà2+ â êëåòêó óâåëè-
÷èâàþòñÿ ïðèáëèçèòåëüíî íà 20-100 % ïî îòíîøåíèþ ê
êîíòðîëþ â çàâèñèìîñòè îò äëèòåëüíîñòè äåïîëÿðèçàöèè.
Äîïóñêàåòñÿ, ÷òî SERCA íåéðîíîâ êàðàñåé ïîäîáíî ê òàêîé
ó ìëåêîïèòàþùèõ ñóùåñòâåííî âëèÿåò íà ÷àñîâûå è
àìïëèòóäíûå õàðàêòåðèñòèêè êàëüöèåâûõ ñèãíàëîâ â
íåéðîíàõ è èãðàåò çíà÷èòåëüíóþ ðîëü â î÷èñòêå öèòîïëàçìû
îò èçáûòî÷íîãî Cà2+ âî âðåìÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè
êëåòêè.
Êëþ÷åâûå ñëîâà: êàëüöèåâàÿ ÀÒÔàçà � SERCA, ãèïîêñèå-
òîëåðàíòíûé âèä, êàðàñü, êàëüöèé, íåéðîíû, ìîçæå÷îê.

Ó÷àñòü Cà2+-ÀÒÔàçè â êàëüö³ºâîìó ãîìåîñòàç³
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I.A. Lukyanets, P.G. Kostyuk, E.A. Lukyanetz

PARTICIPATION OF CA2+-ATPASE
IN CALCIUM HOMEOSTASIS
OF CEREBELLAR NEURONS IN CRUCIAN

In our experiments the participation of endoplasmic reticulum
Ca2+-ATPase (SERCA) was studied as a separate intracellular
participant of calcium homeostasis in neurons of cerebellum
from hypoxia-tolerant fish species � crucian Carassius gibelio.
The SERCA�s blockers cyclopiazonic acid and tapsigargin were
used. Intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]

i
) was measured

by Ca2+-sensitive dye Fura-2AM and microfluorescent method
for measuring free Ca2+ concentration. We established that
cerebellar neurons of crucian have a well expressed system to
clean the cytoplasm from Ca2+ overflow that is presented by
SERCA-pump of endoplasmic reticulum. The switching off a
SERCA-pump by means of its selective blockers results in
increase of the Ca2+-transient amplitude and Ca2+ entrance in
the cell approximately by 20% -100 % in comparison to con-
trol depending on duration of depolarization. It is assumed,
that SERCA-pump of crucian neurons like in mammals sub-
stantially affects temporary and amplitude characteristics of
calcium signals in neurons and plays a considerable role in
cleaning of cytoplasm from Ca2+ during functional activity of
the cell.
Key words: calcium ATPase - SERCA- pump, hypoxia-tole-
rant species, European carp, calcium, neurons, cerebellum.

O.O.Bogomoletz Institute of Physiology, National Academy
of Sciences of Ukraine, Kyiv
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