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Фулерени: новiтнi модулятори калiєвих каналiв

нейронiв ЦНС

Дослiджено ефекти фулерену C60 на нейноральну збудливiсть, а саме вплив нанокомпо-
зиту фулерену C60 на активнiсть потенцiалкерованих натрiєвих та калiєвих каналiв
зони СА1 гiпокампа щурiв. Аплiкацiя 0,1 мг/мл нанокомпозиту протягом 15 хв зво-
ротно iнгiбувала амплiтуду сумарного потенцiалкерованого калiєвого струму, що було
спричинене iнгiбуванням струму I(A)-типу, тодi як струм I(DR)-типу був практично
не чутливим до цiєї сполуки. На противагу потенцiалкерованому калiєвому струму,
натрiєвий струм не реагував на нанокомпозит. Таким чином, нанокомпозит фулерену
C60 має рiзнi ефекти на потенцiалкерованi натрiєвi та калiєвi канали та змiнює збуд-
ливiсть нейронiв гiпокампа. Отже, фулерени можуть впливати на функцiонування
нервової системи, вiрогiднiше за все взаємодiючи з трансмембранними бiлками. Фуле-
рени формують новий клас фармакологiчно активних речовин, що є важливими для
модуляцiї функцiй нервової системи.

Останнiми роками в наукових виданнях все частiше з’являються повiдомлення про вплив
наночастинок на живi органiзми та можливе їх застосування в медицинi. Найперспектив-
нiшими наноматерiалами на сьогоднi є нанотрубки та сферичнi фулерени. Атоми вуглецю
можуть компонуватися в рiзноманiтнi структурнi композицiї, утворюючи множину стабiль-
них алотропних структур. Зокрема, такими є графiт, дiамант та фулерен. Найбiльш ста-
бiльною молекулою серед фулеренiв є молекула C60, що складається з 60 атомiв вуглецю,
iз середнiм дiаметром 0,72 нм.

Незважаючи на велику кiлькiсть проведених дослiджень iз взаємодiї карбонових нано-
стуктур з бiологiчними об’єктами [1, 2], iснує вражаюче мало даних стосовно впливу фуле-
ренiв та нанотрубок на електричну активнiсть окремих нейронiв та нейрональних мереж.
Пошук по реферативних базах даних дав лише чотири посилання на роботи, що пов’язанi
з цiєю тематикою. У той самий час поодинокi дослiдження вказують на можливiсть пев-
них змiн у розвитку нейрональних клiтин, що культивуються на пiдкладках з карбонових
нанотрубок [3, 4]. Є також данi, що за допомогою таких пiдкладок принципово можливо
створювати синаптично зв’язанi кластери нейронiв довiльної геометрiї. Бiльше того, iснує
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Рис. 1. Структура нанокомпозиту фулерену C60

можливiсть створення тривимiрних нейрональних мереж, що в перспективi дозволить одер-
жати найбiльш адекватну модель нативних мозкових структур серед iснуючих на сьогоднi.
Загальновiдомо, що фулерени є акцепторами електронiв, тобто виявляють властивостi по-
тужних антиоксидантiв, проте дослiдження їх впливу на бiлковi структури плазматичних
мембран у нервових тканинах практично не проводились.

Групою вчених з Iнституту технологiй у Нью-Джерсi було дослiджено вплив одностiнних
нанотрубок та фулерену C60 на струми через рекомбiнантнi калiєвi (KVS-1, KCNQ-1, Kv.4.4)
та хлорнi канали (ClC-3), що експресованi в лiнiї клiтин СНО, i виявлено, що нанотрубки
та фулерени певних дiаметрiв здатнi пригнiчувати струми через HERG калiєвi канали, якi
є дуже важливими канальними структурами серцевого м’яза. Наведенi данi вказують на
те, що фулерени можна використовувати як новий клас iонних блокаторiв [5].

У той самий час досi абсолютно нiчого не вiдомо про взаємодiю фулеренiв з нейро-
нальними iонними каналами. Нами вперше дослiджено вплив фулереновмiсних сполук на
потенцiалкерованi нейрональнi iоннi канали, що забезпечують генерацiю основного прояву
електричної активностi нейрональної клiтини — потенцiалу дiї.

Синтез композитiв фулерену з високодисперсних матерiалiв на основi сполук силiцiю
проводили шляхом сорбцiї з толуольних розчинiв з наступним промиванням толуолом у екс-
тракторi Сокслета. З метою зменшення кiлькостi побiчних реакцiй усi операцiї, пов’язанi
з фулереном, проводили в атмосферi аргону за методиками Шленка. Спрощену стуктурну
формулу нанокомпозиту забражено на рис. 1.

Iзольованi пiрамiднi нейрони СА1 зони гiпокампа щурiв видiляли за загальноприйнятою
методикою, що описана в роботi [6]. Нейрони iдентифiкували вiзуально за їх характерною
формою та залишками дендритного дерева. Дослiдження впливу фулеренiв на iоннi про-
вiдностi нейронiв проводили в умовах фiксацiї потенцiалу за методом patch clamp у кон-
фiгурацiї “цiла клiтина”. Сумарний калiєвий струм викликали за допомогою деполяризацiї
клiтинної мембрани вiд пiдтримуваного потенцiалу −100 мВ до потенцiалу +40 мВ, а на-
трiєвий — вiд пiдтримуваного потенцiалу −100 мВ до потенцiалу −20 мВ. Вiдокремлення
повiльної I(DR) та швидкої I(A) компонент калiєвого струму здiйснювали за експеримен-
тальними протоколами, що описанi в [7]. В усiх випадках використовували зовнiшньоклi-
тинний розчин такого складу, ммоль/л: NaCl 130, KCl 5, CaCl2 2, MgCl2 10, HEPES 10.
Для усунення впливу натрiєвого струму у випадку вимiрювання калiєвих струмiв до зовнi-
шньоклiтинного розчину додавали тетродотоксин у концентрацiї 300 нмоль/л. Внутрiшньо-
клiтинний розчин мiстив, ммоль/л: KF 90, KCl 30 (pH доведений до 7,2 за допомогою KOH)
у випадку реєстрацiї калiєвих струмiв; або CsF 100, TrisCl 20, NaCl 20 (pH доведений до
7,2–7,3 за допомогою NaOH) — для натрiєвих струмiв. Нанокомпозит фулерену C60 розчи-
няли в стандартному зовнiшьоклiтинному розчинi до концентрацiї 0,1 мг/мл за допомогою
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Рис. 2. Вплив нанокомпозиту фулерену C60 на потенцiалкерованi калiєвi канали: а — нанокомпозит C60

зворотно пригнiчує активнiсть калiєвих каналiв у нейронах гiпокампа щурiв (n = 10); б — диференцiйний
вплив нанокомпозиту на швидку (I(A)-струм, n = 5) та повiльну (I(DR)-струм, n = 5) компоненти калiєвого
струму

лабораторного ультразвукового сонiфiкатора УЗДН-А. Отриманi таким чином воднi роз-
чини нанокомпозиту зберiгали стiйкiсть протягом 6–8 год, що було цiлком достатньо для
проведення експериментiв. Усi експерименти проводили при 21–23 ◦С.

У вiдповiдь на деполяризацiю дослiджуваного нейрону вiд пiдтримуваного потенцiалу
−100 мВ до +40 мВ спостерiгалися сумарнi калiєвi струми амплiтудою 1–5 нА (рис. 2, а).
Аплiкацiю нанокомпозиту C60 та вiдмивку клiтини вiд речовини проводили протягом 30 хв.
Реєстрацiю струму здiйснювали щохвилини. Нанокомпозит фулерену C60 в концентрацiї
0,1 мг/мл спричиняв повiльне (τ = (5,2 ± 2) хв, n = 10) пригнiчення амплiтуди сумарного
калiєвого струму на (65,90± 8,1)% (n = 10). Пiсля вилучення нанокомпозиту з позаклiтин-
ного розчину вiдбулося повiльне вiдновлення струму ((86,0±2,5)%, n = 10) (див. рис. 2, а).
На пiдставi наведених даних (див. рис. 2, а) можна зробити висновок, що нанокомпозит при-
гнiчує активнiсть швидкої компоненти сумарного калiєвого струму. У нейронах гiпокампа
сумарний калiєвий струм можна роздiлити, використовуючи вiдповiднi протоколи, на двi
домiнантнi компоненти: швидку, що обумовлена активацiєю А-струму, та повiльну, що об-
умовлена активацiєю каналiв затриманого випрямлення [6]. За контрольних умов калiєвi
струми досягали стацiонарних значень протягом 5 хв. Одержанi данi (див. рис. 2, б, 3, а)
свiдчать про пригнiчувальний вплив фулерену на I(A)-струм ((50,91± 6,1)%, n = 5). Пiсля
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Рис. 3. Статистичний аналiз впливу нанокомпозиту фулерену C60 (а) та гiдрофiлiзуючого залишку нано-
композиту АПА (б ) (n = 7) на основнi пiдтипи потенцiалкерованих калiєвих каналiв нейронiв гiпокампа
щурiв

вiдмивання нанокомпозиту струм частково вiдновлювався ((87,07 ± 2,5)%, n = 5). У при-
сутностi тiєї ж концентрацiї C60 та за таких самих умов пригнiчення повiльної компоненти
калiєвого струму I(DR) не спостерiгалось (див. рис. 2, б, 3, а).

Динамiка пригнiчення та вiдновлення вiд дiї нанокомпозиту була досить повiльною, про
що свiдчать досить поганi дифузiйнi характеристики фулереновмiсних сполук. Треба заува-
жити, що в окремiй групi клiтин спостерiгалося значно слабкiше пригнiчення дослiджува-
них струмiв. Iмовiрним поясненням цього може бути: а) клiтини iз незначним пригнiченням
мали бiльшу чи меншу частку окислених зв’язкiв у зовнiшнiй частинi каналу; б) гетеро-
геннiсть експресованих каналiв. На жаль, на даному етапi дослiджень дуже складно точно
визначити механiзм взаємодiї дослiджуваних нанокомпозитiв фулеренiв з калiєвими кана-
лами. Iснують двi робочi гiпотези: 1) пряма електростатична взаємодiя iз зарядженими
амiнокислотами пори каналу; 2) вплив на редокс-сайти канального комплексу.

На наступному етапi було дослiджено вплив нанокомпозиту C60 на потенцiалкерованi
натрiєвi струми клiтин гiпокампа щурiв. За контрольних умов натрiєвi струми, так само як
i калiєвi, досягали стацiонарних значень протягом 5 хв. Аплiкацiя нанокомпозиту в концен-
трацiї 0,1 мг/мл, на вiдмiну вiд калiєвих каналiв, не спричиняла будь-яких помiтних змiн
в амплiтудних та кiнетичних характеристиках струму через потенцiалкерованi натрiєвi ка-
нали. Отже, нанокомпозит фулерену C60 дiє селективно помiж двох основних провiдностей,
що формують потенцiал дiї.

Гiдрофiлiзований нанокомпозит фулерену C60 складається з гiдрофобних фулеренiв C60

та гiдрофiльного амiнопропiлаеросильного залишку (АПА) (див. рис. 1). Таким чином,
є ймовiрнiсть того, що пригнiчення калiєвих струмiв нанокомпозитом може бути опосе-
редковане не самим фулереном, а гiдрофiлiзуючими залишками нанокомпозиту. Проведенi
нами дослiдження переконливо доводять, що пригнiчення викликане саме наявнiстю моле-
кули C60 в нанокомпозитi, оскiльки нi сам аеросил (А-300), нi АПА не справляли будь-яко-
го статистично достовiрного пригнiчення калiєвих струмiв, у той час як нанокомпозит C60

призводив до вищевказаного пригнiчення I(A)-струму (див. рис. 3, б ).
Таким чином, у результатi проведених дослiджень встановлено, що нанокомпозити фу-

леренiв можуть впливати на iоннi канали нервових клiтин. Зокрема, фулерени можуть
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виконувати роль модуляторiв струму типу I(A) калiєвих потенцiалкерованих iонних ка-
налiв гiпокампа, абсолютно не впливаючи на потенцiалкерованi натрiєвi та калiєвi I(DR)
канали. Однак отриманi результати не дають можливостi достовiрно стверджувати, що
зазначений нанокомпозит має специфiчну дiю на певнi мембраннi бiлковi структури. На
сьогоднi не можна виключити ймовiрнiсть того, що у високих концентрацiях нанокомпо-
зит може абсорбуватися клiтинною мембраною та спричиняти цiлий спектр неспецифiчних
ефектiв, що потребує ретельного додаткового вивчення. Незважаючи на це, вплив наноком-
позиту в досить низьких концентрацiях на електричну збудливiсть нервових клiтин може
стати надзвичайно важливим джерелом для генерацiї принципово нового типу регуляторiв
клiтинної активностi. Такi регулятори можуть бути використанi для генерацiї препаратiв
тривалої дiї проти великої кiлькостi неврологiчних розладiв, що важко пiддаються фар-
макологiчному впливу. Проте застосування фулереновмiсних сполук як нових лiкарських
препаратiв повинно спиратися на серйозний аналiз можливих побiчних реакцiй, якi на да-
ний час практично не дослiджувалися.
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Fullerenes as novel modulators of neuronal potassium channels in CNS

We examine possible effects of C60 fullerenes on the main mechanisms of neuronal excitabili-
ty and the influence of C60 fullerene nanocomposite on the voltage-gated sodium and potassium
channels in hippocampal CA1 pyramidal neurons of rat. Application of 0.1 mg/ml nanocomposite
for 15 min reversibly inhibited the amplitude of the whole voltage-gated potassium current (n = 10).
Further investigations revealed that the above-mentioned inhibition was due to the inhibition of
I(A) current (50.91± 6.1% (n = 5)), whereas I(DR) was practically insensitive to C60 derivati-
ves. In contrast to voltage-gated potassium currents, sodium currents were absolutely insensiti-
ve to fullerene derivatives. Our data indicate that the C60 fullerene nanocomposite has different
effects on voltage-gated sodium and potassium channels and therefore changes the excitability of hi-
ppocampal neurons. Thus, fullerenes can affect the neuronal function, most likely by the interaction
with transmembrane proteins. Fullerenes form a new class of pharmacologically active substances
important for a modulation of functions of the neuronal system.
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