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Ïåðìåàá³ë³çîâàí³ êë³òèíè ñëèííèõ çàëîç ÿê ìîäåëü
äëÿ âèâ÷åííÿ êàëüö³éòðàíñïîðòíèõ ñèñòåì ìåìáðàíè
åíäîïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìà

Ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà ïîëó÷åíèÿ õèìè÷åñêè ïåðìåàáèëèçèðîâàííûõ àöèíàðíûõ êëåòîê
ïîä÷åëþñòíîé ñëþííîé æåëåçû êðûñ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ýôôåêòû èñïîëüçîâàííîãî äëÿ ïåð-
ìåàáèëèçàöèè äèãèòîíèíà íà ñîäåðæàíèå îáùåãî êàëüöèÿ â ïåðìåàáèëèçèðîâàííûõ êëåò-
êàõ è áåëêà â èíêóáàöèîííîé ñðåäå íàõîäÿòñÿ â ïðÿìîé çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè
äåòåðãåíòà è âðåìåíè åãî äåéñòâèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïåðìåàáèëèçèðîâàííûå äèãèòîíèíîì
àöèíàðíûå êëåòêè îñóùåñòâëÿþò êàëüöèéçàâèñèìóþ ñåêðåöèþ îáùåãî áåëêà, óðîâåíü êîòî-
ðîé çàâèñèò îò âðåìåíè èíêóáàöèè êëåòîê. Áèîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè, à òàêæå ñ ïîìî-
ùüþ ìîíèòîðèíãà êîíöåíòðàöèè Ñà2+ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóðàõ ñ èñïîëüçûâàíèåì
êðàñèòåëÿ mag-fura 2 ïîêàçàíî ñïîñîáíîñòü ïåðìåàáèëèçèðîâàííûõ êëåòîê ê òàïñèãàðãèí-
èíãèáèðóåìîìó ÀÒÔ-çàâèñèìîìó íàêîïëåíèþ Ñà2+ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Êðîìå òîãî,
óñòàíîâëåíî íàëè÷èå â ïåðìåàáèëèçèðîâàííûõ êëåòêàõ ñëþííûõ æåëåç òàïñèãàðãèííå÷óâ-
ñòâèòåëüíûõ äåïî Ñà2+. Òàêèì îáðàçîì, ïåðìåàáèëèçèðîâàííûå äèãèòîíèíîì ñåêðåòîðíûå
êëåòêè ñëþííûõ æåëåç êðûñ ÿâëÿþòñÿ àäåêâàòíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ êàëü-
öèéçàâèñèìîé ðåãóëÿöèè ýêçîöèòîçà è êàëüöèéòðàíñïîðòíûõ ñèñòåì ìåìáðàí âíóòðèêëå-
òî÷íûõ äåïî êàëüöèÿ.

ÂÑÒÓÏ

Ðåãóëþâàííÿ îñíîâíî¿ ôóíêö³¿ åêçîêðèí-
íèõ ñåêðåòîðíèõ êë³òèí � åêçîöèòîçó òðàâ-
íèõ ôåðìåíò³â � çàáåçïå÷óºòüñÿ çì³íàìè
êîíöåíòðàö³¿ ³îí³çîâàíîãî êàëüö³þ ó öè-
òîïëàçì³. Â³äîìî [18], ùî ä³ÿ ãîðìîí³â ÷è
ìåä³àòîð³â íà ìåìáðàíó ñåêðåòîðíèõ êë³-
òèí, ó ïåðøó ÷åðãó, ïðèçâîäèòü äî àêòè-
âàö³¿ âèâ³ëüíåííÿ Ca2+ ç âíóòð³øíüîêë³-
òèííèõ äåïî, çîêðåìà ç åíäîïëàçìàòè÷-
íîãî ðåòèêóëóìà (ÅÏÐ). Ïîêàçàíî, ùî çà
ô³ç³îëîã³÷íèõ óìîâ ³íòðàëþìåíàëüíà êîí-
öåíòðàö³ÿ Ñà2+ â ÅÏÐ ([Ca2+]

ÅÏÐ
) ñåêðåòîð-

íèõ êë³òèí ñêëàäàº ñîòí³ ì³êðîìîëü íà
1 ë (çîêðåìà ó êë³òèíàõ ï³äøëóíêîâî¿ çà-
ëîçè áëèçüêî 150 ìêìîëü/ë [19], ãåïàòîöè-
òàõ � 630 ìêìîëü/ë [3], ãîíàäîòðîôàõ �
60 � 200 ìêìîëü/ë [29]), òîä³ ÿê ó öèòîï-

ëàçì³ êîíöåíòðàö³ÿ â³ëüíîãî Ñà2+ ([Ca2+]
³
)

º íà òðè ïîðÿäêè íèæ÷îþ (íàïðèêëàä ó
êë³òèíàõ ï³äùåëåïíî¿ ñëèííî¿ çàëîçè áëèçü-
êî 100 íìîëü/ë [5]). Ï³äòðèìàííÿ â³äíîñ-
íî âèñîêî¿ [Ca2+]

ÅÏÐ
 º íåîáõ³äíîþ óìîâîþ

äëÿ ïåðåá³ãó âíóòð³øíüîêë³òèííî¿ êàëüö-
³ºâî¿ ñèãíàë³çàö³¿, çä³éñíåííÿ ô³ç³îëîã³÷-
íèõ ôóíêö³é ³ çàëåæèòü â³ä ôóíêö³îíóâàí-
íÿ åíåðãîçàëåæíî¿ êàëüö³ºâî¿ ïîìïè ÅÏÐ
(SERCA). Ï³ñëÿ êîæíîãî ï³äâèùåííÿ [Ca2+]

³
,

³îíè êàëüö³þ ç öèòîçîëþ àáî âèêà÷óþòü-
ñÿ íàçîâí³, àáî çíîâó ïîâåðòàþòüñÿ ó
ÅÏÐ, ïåðåíàïîâíþþ÷è éîãî ÷åðåç ðîáî-
òó SERCA. Ïîðóøåííÿ âíóòð³øíüîðåòè-
êóëÿðíîãî êàëüö³ºâîãî ãîìåîñòàçó ïðè-
çâîäèòü äî �ÅÏÐ-ñòðåñó � òà çì³í ôóíê-
ö³îíóâàííÿ ö³ëî¿ êë³òèíè [17]. Çà óìîâ
ñòðåñó ïîðóøóºòüñÿ ôîðìóâàííÿ ÷åòâåð-
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òèííî¿ ñòðóêòóðè íîâîñèíòåçîâàíèõ á³ë-
êîâèõ ìîëåêóë, ùî ïðèçâîäèòü äî íàêî-
ïè÷åííÿ �íåïîâíîö³ííèõ� á³ëê³â ó öèñòåð-
íàõ ÅÏÐ ³ çàãèáåë³ êë³òèí [17].

Ìåõàí³çìè ï³äòðèìàííÿ [Ca2+]
ÅÏÐ

 ³ ðå-
ãóëÿö³¿ åêçîöèòîçó â êë³òèíàõ ñëèííèõ çà-
ëîç âèâ÷åíî íåäîñòàòíüî, îñê³ëüêè äîñòóï
á³ëüøîñò³ ðå÷îâèí äî âíóòð³øíüîêë³òèí-
íèõ îðãàíåë ³ ñåêðåòîðíîãî àïàðàòó ³çî-
ëüîâàíèõ êë³òèí çàòðóäíåíèé. Äëÿ çàáåç-
ïå÷åííÿ äîñòóïó äî âíóòð³øíüîêë³òèííèõ
ñòðóêòóð âèêîðèñòîâóþòü ð³çí³ ìåòîäè÷í³
ï³äõîäè. Ìåòîä ô³êñàö³¿ ïîòåíö³àëó íà
ä³ëÿíö³ ìåìáðàíè �patch clamð� äîçâîëÿº
âèâ÷àòè ìåìáðàíí³ êàëüö³éòðàíñïîðòí³
ñèñòåìè òà ïðîöåñè åêçîöèòîçó çà äîïî-
ìîãîþ ðåºñòðàö³¿ çì³í ºìíîñò³ ìåìáðàíè,
ïðîòå éîãî çàñòîñóâàííÿ îáìåæóºòüñÿ îä-
í³ºþ êë³òèíîþ ³ çàãàëîì íå äàº çìîãè çì³-
íþâàòè ñêëàä âíóòð³øíüîêë³òèííîãî ñå-
ðåäîâèùà. Îäåðæàííÿ æ êë³òèííèõ ãîìî-
ãåíàò³â ñïðÿæåíå ç ïîðóøåííÿì ñòðóêòóð-
íî¿ ³íòåãðàö³¿ âíóòð³øíüîêë³òèííèõ ôóí-
êö³îíàëüíèõ áëîê³â ³ ðóéíóâàííÿì îðãà-
íåë, íåîáõ³äíèõ äëÿ çä³éñíåííÿ ô³ç³îëî-
ã³÷íèõ ôóíêö³é.

Ïðîâîäèòè âèâ÷åííÿ ïðîöåñ³â âñåðå-
äèí³ êë³òèí äàº çìîãó ¿õ ïåðìåàá³ë³çàö³ÿ,
ÿêà çàáåçïå÷óº äîñòóï äî âíóòð³øíüîêë³-
òèííèõ îðãàíåë. Íàé÷àñò³øå ç ö³ºþ ìåòîþ
âèêîðèñòîâóþòü åëåêòðîïåðìåàá³ë³çàö³þ,
ïåðìåàá³ë³çàö³þ ç âèêîðèñòàííÿì òàêèõ
íå³îííèõ äåòåðãåíò³â, ÿê ñàïîí³í ÷è äèã³-
òîí³í, àáî ïîðîôîðìóâàëüí³ òîêñèíè
(α-òîêñèí ÷è ñòðåïòîë³çèí Î). Åëåêòðî-
ïåðìåàá³ë³çàö³ÿ ÷è α-òîêñèí ôîðìóþòü ó ìåì-
áðàí³ ïîðè íåâåëèêèõ ðîçì³ð³â (ó ñåðåä-
íüîìó îäèíèö³ íàíîìåòð³â [13]), òîä³ ÿê
äèã³òîí³í, ñàïîí³í ³ ñòðåïòîë³çèí Î äåñò-
ðóêòóðèçóþòü ïëàçìàòè÷íó ìåìáðàíó, óò-
âîðþþ÷è â í³é îòâîðè, ïðîíèêí³ äëÿ ìî-
ëåêóë âåëèêèõ ðîçì³ð³â, íàïðèêëàä ôåð-
ìåíò³â ÷è ³ìóíîãëîáóë³í³â [23].

Äèã³òîí³í ñåëåêòèâíî ïåðìåàá³ë³çóº
ìåìáðàíí³ ñòðóêòóðè ç âèñîêèì âì³ñòîì
õîëåñòåðîëó [16], ùî äàº çìîãó âèêîðèñ-

òîâóâàòè éîãî äëÿ ñåëåêòèâíîãî ïîðó-
øåííÿ ö³ë³ñíîñò³ ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè
áàãàòüîõ òèï³â êë³òèí. Ïðè öüîìó â³í çà
â³äïîâ³äíèõ óìîâ íå çì³íþº ñòðóêòóðó òà
ôóíêö³¿ êàëüö³éñåêâåñòðóâàëüíèõ îðãà-
íåë, çîêðåìà ÅÏÐ ³ ì³òîõîíäð³¿, ìåìáðà-
íà ÿêèõ õàðàêòåðèçóºòüñÿ â³äíîñíî íèçü-
êèì âì³ñòîì õîëåñòåðîëó. Çàâäÿêè öèì
éîãî âëàñòèâîñòÿì îáðîáêó êë³òèí äèã³-
òîí³íîì âèêîðèñòîâóþòü äëÿ âèâ÷åííÿ
êàëüö³ºâîãî ãîìåîñòàçó ó âíóòð³øíüîêë-
³òèííèõ îðãàíåëàõ ³ êàëüö³éçàëåæíîãî åê-
çîöèòîçó. Òàê, êàëüö³éðåãóëüîâàíèé åê-
çîöèòîç âèâ÷àþòü íà ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ
õðîìàô³ííèõ êë³òèíàõ [21], êë³òèíàõ ìî-
ëî÷íèõ çàëîç [11] òà ã³ïîô³çà [15].

Äëÿ äîñë³äæåííÿ ôóíêö³îíóâàííÿ
âíóòð³øíüîêë³òèííèõ êàëüö³ºâèõ äåïî ó
ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ êë³òèíàõ âèêîðèñòîâó-
þòü ìåòîä ôëóîðåñöåíòíî¿ ì³êðîñêîï³¿,
çàñòîñîâóþ÷è íèçüêîàô³íí³ êàëüö³ºâ³ ³í-
äèêàòîðè:  mag-fura 2, fura 2FF, BTC, Rhod 2,
Rhodamine 123 òîùî [12]. Òàê³ äîñë³äæåí-
íÿ ïðîâåäåíî íà ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ íåéðî-
íàõ ïåðèôåðè÷íî¿ íåðâîâî¿ ñèñòåìè [25],
ãåïàòîöèòàõ [27], ïàíêðåàöèòàõ [30], êë³-
òèíàõ êðèøòàëèêà îêà [4], åï³òåë³àëüíèõ
êë³òèíàõ øëóíêà [10], êë³òèíàõ ëåãåíü
[33]. Îäíàê ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî â³äîìîñòåé
ñòîñîâíî ìåòîäè÷íîãî ï³äõîäó äëÿ äîñë³ä-
æåííÿ âíóòð³øíüîêë³òèííèõ êàëüö³éçà-
ëåæíèõ ìåõàí³çì³â ðåãóëþâàííÿ åêçîöè-
òîçó òà ðîçïîä³ëó Ñà2+ â êë³òèíàõ ñëèííèõ
çàëîç ññàâö³â íåìàº, ùî ³ çóìîâèëî ìåòó
ö³º¿ ðîáîòè.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

²çîëþâàííÿ àöèíóñ³â ï³äùåëåïíî¿ ñëèííî¿
çàëîçè ùóð³â. Åêñïåðèìåíòè ïðîâîäèëè íà
³çîëüîâàíèõ àöèíóñàõ ï³äùåëåïíî¿ ñëèí-
íî¿ çàëîçè ñàìö³â ùóð³â ë³í³¿ Â³ñòàð â³êîì
1,5 ì³ñ. Àöèíóñè ³çîëþâàëè ç òêàíèíè çà-
ëîçè ï³ñëÿ ¿¿ ôåðìåíòàòèâíî¿ îáðîáêè ó
áàçîâîìó çîâí³øíüîêë³òèííîìó ðîç÷èí³,
ÿêèé ì³ñòèâ êîëàãåíàçó (òèï ², 320 mU/mg),

Ïåðìåàá³ë³çîâàí³ êë³òèíè ñëèííèõ çàëîç
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ïðîòÿãîì 30 õâ ïðè 35îÑ [32]. Áàçîâèé
çîâí³øíüîêë³òèííèé ðîç÷èí ñêëàäàâñÿ
(ììîëü/ë): NaCl � 140, KCl � 4,7, CaCl

2
 �

1,3, MgCl
2
  � 1,0, ã³äðîêñèåòèëï³ïåðàçèí-N-

2-åòàíñóëüôîíîâà êèñëîòà (HEPES) � 10,
ãëþêîçà � 10; ðÍ 7,4.

Õ³ì³÷íà ïåðìåàá³ë³çàö³ÿ àöèíàðíèõ êë³-
òèí. Äëÿ ïîðóøåííÿ ö³ë³ñíîñò³ ïëàçìàòè÷-
íî¿ ìåìáðàíè òà îäåðæàííÿ ñê³íîâàíèõ
(ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ) ñåêðåòîðíèõ êë³òèí
ï³äùåëåïíî¿ ñëèííî¿ çàëîçè ùóð³â âèêîðè-
ñòîâóâàëè íå³îííèé äåòåðãåíò äèã³òîí³í.
Îñòàíí³é âíîñèëè äî ðîç÷èíó, çà ñêëàäîì
íàáëèæåíîãî äî âíóòð³øíüîêë³òèííîãî
(ÍÄÂ), ÿêèé ì³ñòèâ (ììîëü/ë): KCl  � 120,
NaCl � 20, MgSO

4
  � 2, HEPES � 10, ÀÒÔ �

3, EGTA � 1, CaCl
2
 � 0,75; ðÍ 7,2. Êîí-

öåíòðàö³ÿ â³ëüíîãî ³îí³çîâàíîãî êàëüö³þ
â äàíîìó ðîç÷èí³, ðîçðàõîâàíà çà äîïîìî-
ãîþ ïðîãðàìè �WinMAXC v2.10, Chris
Patton, Stanford University�, ñòàíîâèëà
áëèçüêî 300 íìîëü/ë. ²íêóáàö³ÿ ç äèã³òîí-
³íîì òðèâàëà 2,5 õâ ó âñ³õ åêñïåðèìåíòàõ
çà âèíÿòêîì îêðåìî çãàäóâàíèõ. Ï³ñëÿ
çàâåðøåííÿ ³íêóáàö³¿ ç äèã³òîí³íîì êë³òè-
íè øâèäêî îñàäæóâàëè öåíòðèôóãóâàí-
íÿì (5 ñ, 150 g) òà ïðîìèâàëè â³ä äåòåð-
ãåíòà çà äîïîìîãîþ ðîç÷èíó ÍÄÂ. Ïåð-
ìåàá³ë³çàö³þ êë³òèí ³çîëüîâàíèõ àöèíóñ³â
êîíòðîëþâàëè â³çóàëüíî ç âèêîðèñòàííÿì
òðèïàíîâîãî ñèíüîãî (0,4 %) ï³ä á³íîêó-
ëÿðíèì ñâ³òëîâèì ì³êðîñêîïîì ÌÐ�3 [27].

Âèì³ðþâàííÿ âì³ñòó âíóòð³øíüîêë³-
òèííîãî Ñà2+ òà ñåêðåö³¿. Ïî çàê³í÷åíí³ ³í-
êóáàö³¿ àöèíàðíèõ êë³òèí âì³ñò ïðîá³ðîê
â³äöåíòðèôóãîâóâàëè (5 õâ, 1500 g). Îñàä
ãîìîãåí³çóâàëè ï³ñëÿ äîäàâàííÿ äî íüîãî
á³äèñòèëüîâàíî¿ âîäè òà îäåðæàíèé ãî-
ìîãåíàò öåíòðèôóãóâàëè ïðîòÿãîì 10 õâ
ïðè 1500 g. Âì³ñò Ñà2+ ó òêàíèí³ ³çîëüî-
âàíèõ àöèíàðíèõ êë³òèí âèçíà÷àëè ñïåê-
òðîôîòîìåòðè÷íî ç âèêîðèñòàííÿì ìåòà-
ëîõðîìíîãî áàðâíèêà àðñåíàçî ²²². ²íòåí-
ñèâí³ñòü ïîãëèíàííÿ êîìïëåêñó êàëüö³é-
àðñåíàçî âèì³ðþâàëè ïðè äîâæèí³ õâèë³
650 íì. Ñåêðåö³þ çàãàëüíîãî á³ëêà âèðà-

æàëè ó â³äñîòêàõ â³ä ñóìàðíîãî âì³ñòó
á³ëêà ó ãîìîãåíàò³ òà ³íêóáàò³ àöèíóñ³â
ï³ñëÿ â³äí³ìàííÿ çíà÷åííÿ òàêîãî ñàìîãî
ïîêàçíèêà áåç ³íêóáàö³¿. Âì³ñò á³ëêà âèç-
íà÷àëè çà ìåòîäîì Ëîóð³.

Âèì³ðþâàííÿ êîíöåíòðàö³¿ âíóòð³øíüî-
êë³òèííîãî ³îí³çîâàíîãî êàëüö³þ ([Ca2+]

i
).

Àöèíàðí³ êë³òèíè çàáàðâëþâàëè ç âèêî-
ðèñòàííÿì ìåìáðàííî-ïðîíèêíî¿ ôîðìè
áàðâíèêà fura 2/ÀÌ (10 ìêìîëü/ë) çà íà-
ÿâíîñò³ äåòåðãåíòà plurîn³c F-127 (0,02 %)
ïðîòÿãîì 35 õâ ïðè 33°Ñ. Âèì³ðþâàííÿ
[Ca2+]

i
 ïðîâîäèëè â åêñïåðèìåíòàëüí³é êà-

ìåð³, çìîíòîâàí³é íà ì³êðîñêîï³ �Axio-
lab�, (�Zeiss�, Í³ìå÷÷èíà). Çà êë³òèíàìè
ñïîñòåð³ãàëè çà äîïîìîãîþ äîâãîôîêóñ-
íîãî, âîäî³ìåðñ³éíîãî îá�ºêòèâà (63õ, ×.À.
0,9). Äëÿ çáóäæåííÿ ôëóîðåñöåíö³¿, çà-
ôàðáîâàí³ fura 2/ÀÌ àöèíàðí³ êë³òèíè
ïî÷åðãîâî îïðîì³íþâàëè ñâ³òëîì äîâæè-
íîþ õâèëü 360±5 òà 390 íì ± 5 íì. Ôëóî-
ðåñöåíòíèé ñèãíàë ðåºñòðóâàâñÿ íà äîâ-
æèí³ õâèë³ 510 íì ± 10 íì. Ñèãíàëè, ÿê³
â³äïîâ³äàþòü äâîì äîâæèíàì õâèëü çáóä-
æåííÿ, ðåºñòðóâàëè çà äîïîìîãîþ IBM-
ñóì³ñíîãî êîìï�þòåðà ç ïðîãðàìíî-àïà-
ðàòíèì êîìïëåêñîì Tida (�Batelle�, Í³-
ìå÷÷èíà). Âì³ñò â³ëüíîãî öèòîïëàçìàòè÷-
íîãî êàëüö³þ â àöèíàðíèõ ñåêðåòîðíèõ
êë³òèíàõ ðîçðàõîâóâàëè çà ôîðìóëîþ Ãð³í-
êåâè÷à [8].

Ìîí³òîðèíã êîíöåíòðàö³¿ êàëüö³þ
â ÅÏÐ ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ ñåêðåòîðíèõ
êë³òèí ([Ca2+]

ÅÏÐ
). Àöèíàðí³ êë³òèíè çà-

áàðâëþâàëè ó çîâí³øíüîêë³òèííîìó ðîç-
÷èí³ Ò³ðîäå ç âèêîðèñòàííÿì ìåìá-
ðàííî-ïðîíèêíî¿ ôîðìè áàðâíèêà mag-fu-
ra 2/ÀÌ (6 ìêìîëü/ë) çà íàÿâíîñò³ äåòåð-
ãåíòà flurîn³c F-127 (0,02 %) ïðîòÿãîì
60 õâ ïðè 37°Ñ. Òàê³ óìîâè çàáåçïå÷óþòü
êîìïàðòìåíòàë³çàö³þ áàðâíèêà ó âíóòð-
³øíüîêë³òèííèõ îðãàíåëàõ [9]. Ï³ñëÿ öüî-
ãî êë³òèíè äâ³÷³ ïðîìèâàëè, 20 õâ ³íêóáó-
âàëè ó çîâí³øíüîêë³òèííîìó ðîç÷èí³ äëÿ
ïîâíî¿ äååòåðèô³êàö³¿ áàðâíèêà òà ïåðå-
íîñèëè íà ïîêðèâí³ ñêåëüöÿ, ÿê³ ïîì³ùà-
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ëè â ïåðôóçîâàíó åêñïåðèìåíòàëüíó êà-
ìåðó. Â³çóàë³çàö³þ âíóòð³øíüîðåòèêó-
ëÿðíî¿ êîíöåíòðàö³¿ êàëüö³þ çä³éñíþâà-
ëè çà àíàëîã³÷íèõ óìîâ òà îáëàäíàííÿ,
ÿê³ çàñòîñîâóâàëè äëÿ áàðâíèêà fura 2.
Ïåðìåàá³ë³çàö³þ êë³òèí çä³éñíþâàëè ó
ÍÄÂ ðîç÷èí³, ÿêèé ì³ñòèâ äèã³òîí³í
(20 ìêã/ìë) òà íå ì³ñòèâ ÀÒÔ. Âñ³ åêñïå-
ðèìåíòè ïðîâîäèëè ùîíàéìåíøå òðè÷³,
ïðîòå ó á³ëüøîñò³ âèïàäê³â ¿õ ê³ëüê³ñòü
áóëà á³ëüøå ï�ÿòè.

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü ï³ääàâàëè âà-
ð³àö³éíî-ñòàòèñòè÷í³é îáðîáö³ çà Ñòüþ-
äåíòîì ç âèêîðèñòàííÿì ïðîãðàìíîãî ïà-
êåòó Microsoft Excel.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Ó ïåðø³é ãðóï³ åêñïåðèìåíò³â ìè äîñë³ä-
æóâàëè çàëåæí³ñòü âì³ñòó á³ëêà ó ñåðåäî-
âèù³ ³íêóáóâàííÿ êë³òèí (ÿê ³íòåãðàëüíî-
ãî ïîêàçíèêà ñåêðåö³¿) â³ä êîíöåíòðàö³¿
äåòåðãåíòà äèã³òîí³íó òà ÷àñó ³íêóáàö³¿
àöèíàðíèõ êë³òèí ç íèì (ðèñ. 1, 2).

ßê âèäíî ç ðèñ.1, çà óìîâ ³íêóáóâàííÿ
àöèíàðíèõ êë³òèí ó ñåðåäîâèù³, ÿêå ì³ñòè-
ëî äèã³òîí³í, ñïîñòåð³ãàëèñÿ êîíöåíòðà-
ö³éíîçàëåæí³ çì³íè âì³ñòó çàãàëüíîãî á³ë-
êà ó ñåðåäîâèù³ ³íêóáàö³¿. Çîêðåìà, âæå
ïðè ä³¿ äèã³òîí³íó ó êîíöåíòðàö³¿ 20 ìêã/ìë
âì³ñò á³ëêà ó ñåðåäîâèù³ ³íêóáàö³¿ íåçíà÷-
íî, ïðîòå ñòàòèñòè÷íî äîñòîâ³ðíî, ïåðå-
âèùóâàâ êîíòðîëüíå çíà÷åííÿ â ñåðåäíü-
îìó íà 10,2 % ± 1,3 % (n = 7; Ð < 0,05) ³
ïðè êîíöåíòðàö³¿ äåòåðãåíòà 50 ³ 80 ìêã/ìë
íàäàë³ íå çá³ëüøóâàâñÿ. Íàñòóïíèé åòàï
ï³äâèùåííÿ âì³ñòó á³ëêà â ñåðåäîâèù³
ñïîñòåð³ãàâñÿ ïðè êîíöåíòðàö³¿ äèã³òîí³-
íó 100 ìêã/ìë (äî 17,1 % ± 2,1 %, n = 7;
Ð < 0,01) ³ â³äñîòîê çá³ëüøåííÿ íàäàë³ äî-
ñòîâ³ðíî íå çì³íþâàâñÿ çà íàÿâíîñò³ 150
òà 200 ìêã/ìë äåòåðãåíòà.

Íàìè òàêîæ ïîêàçàíî, ùî áåç íàÿâ-
íîñò³ ÀÒÔ ó ðîç÷èí³ ÍÄÂ çàëåæí³ñòü âì³ñ-
òó çàãàëüíîãî á³ëêà ó ñåðåäîâèù³ â³ä êîí-
öåíòðàö³¿ äèã³òîí³íó äîñòîâ³ðíî íå çì³íþ-

âàëàñÿ ïîð³âíÿíî ç éîãî åôåêòàìè ó ÀÒÔ-
âì³ñíîìó ðîç÷èí³ (äèâ. ðèñ. 1). Âîäíî÷àñ,
ï³ñëÿ ïðå³íêóáàö³¿ ³íòàêòíèõ àöèíàðíèõ
êë³òèí ç òàïñèãàðã³íîì (1 ìêìîëü/ë), äè-
ã³òîí³í ó ìàëèõ (20 � 80 ìêã/ìë) êîíöåíò-
ðàö³ÿõ íå âèêëèêàâ äîñòîâ³ðíîãî ï³äâè-
ùåííÿ âì³ñòó á³ëêà ó ñåðåäîâèù³ ³íêó-
áàö³¿, òîä³ ÿê ó âèñîêèõ (100 � 200 ìêã/ìë)
âèêëèêàí³ íèì çì³íè áóëè ³äåíòè÷íèìè äî
éîãî åôåêò³â ó ðîç÷èí³ ÍÄÂ (äèâ.ðèñ. 1).

Òàêèì ÷èíîì, ï³äâèùåíèé ïîð³âíÿíî ç
êîíòðîëåì âì³ñò á³ëêà â ñåðåäîâèù³ âíàñ-
ë³äîê ³íêóáóâàííÿ êë³òèí ç äèã³òîí³íîì ó
íèçüêèõ êîíöåíòðàö³ÿõ âèêëèêàíèé, íà íà-
øó äóìêó, ïîðóøåííÿì ö³ë³ñíîñò³ ïëàç-
ìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè òà âèâ³ëüíåííÿì âì³ñ-
òó ñåêðåòîðíèõ ãðàíóë ³/àáî á³ëê³â öèòî-
çîëþ ó çîâí³øíüîêë³òèííèé ïðîñò³ð. Íà
êîðèñòü òîãî, ùî ïåðìåàá³ë³çàö³ÿ ñåêðå-
òîðíèõ êë³òèí âèêëèêàº âèâ³ëüíåííÿ âì³ñ-
òó ñåêðåòîðíèõ ãðàíóë, à íå á³ëê³â öèòî-
çîëþ, ñòàëè ðåçóëüòàòè, îäåðæàí³ ç âèêî-
ðèñòàííÿì òàïñèãàðã³íó. Â³äîìî, ùî éîãî
ä³ÿ íà ñåêðåòîðí³ êë³òèíè ïðèçâîäèòü äî
âèâ³ëüíåííÿ Ñà2+ ç äåïî ÅÏÐ ó öèòîïëàç-
ìó [1, 14] òà àêòèâàö³¿ âíàñë³äîê öüîãî
ñåêðåö³¿ [2]. Âðàõîâóþ÷è öå, â³äñóòí³ñòü
ï³äâèùåííÿ ñåêðåö³¿ ï³ñëÿ ïðå³íêóáàö³¿ ³í-
òàêòíèõ êë³òèí ç òàïñèãàðã³íîì çóìîâëå-
íà, íàéá³ëüø â³ðîã³äíî, ñïóñòîøåííÿì ïðè
öüîìó çàïàñó ñåêðåòîðíèõ âåçèêóë. Ï³ä-
âèùåííÿ ð³âíÿ ñåêðåö³¿ ïðîëàêòèíó òà
ïðîòåîãë³êàíó âíàñë³äîê ä³¿ äèã³òîí³íó
ïîêàçàíî äëÿ êë³òèí ã³ïîô³çà [15]. Àíà-
ëîã³÷í³ äàí³ áóëè îäåðæàí³ ïðè äîñë³ä-
æåíí³ ñåêðåö³¿ íîðàäðåíàë³íó äèã³òîí³í-
ïåðìåàá³ë³çîâàíèìè ÐÑ12 êë³òèíàìè [22].
Ï³äòâåðäæåííÿ òîãî, ùî âèâ³ëüíåííÿ ñåê-
ðåòîðíèõ ïðîäóêò³â ïåðìåàá³ë³çîâàíèìè
êë³òèíàìè â³äáóâàºòüñÿ çà äîïîìîãîþ åê-
çîöèòîçó, áóëè îäåðæàí³ íà åëåêòðîííî-
ì³êðîñêîï³÷íîìó ð³âí³ ç âèêîðèñòàííÿì
àíòèãåí³â äî ìåìáðàíè õðîìàô³ííèõ ãðà-
íóë, ÿê³ ââîäèëè â ïëàçìàòè÷íó ìåìáðà-
íó ï³ñëÿ ñòèìóëÿö³¿ êë³òèí [22]. Òîìó, íà
äóìêó àâòîð³â [22], ïåðìåàá³ë³çàö³ÿ êë³òèí
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äèã³òîí³íîì º àäåêâàòíîþ ìîäåëëþ äëÿ in
vitro äîñë³äæåíü êàëüö³éçàëåæíîãî åêçî-
öèòîçó, à òàêîæ çàáåçïå÷óº çáåðåæåííÿ
óëüòðàñòðóêòóðè òà ôóíêö³¿ âíóòð³øíü-
îêë³òèííèõ îðãàíåë.

Íàñòóïíå çá³ëüøåííÿ âì³ñòó á³ëêà ó
ñåðåäîâèù³ ³íêóáóâàííÿ àöèíàðíèõ êë³-
òèí âèíèêàº ïðè ïîäàëüøîìó ï³äâèùåíí³
êîíöåíòðàö³¿ äèã³òîí³íó äî 100 � 200 ìêã/ìë
³ çóìîâëåíå, â³ðîã³äíî, ïîðóøåííÿì ö³ë³ñ-
íîñò³ ìåìáðàíè âíóòð³øíüîêë³òèííèõ îð-
ãàíåë ³ âèâ³ëüíåííÿì ðîçòàøîâàíèõ ó íèõ
á³ëêîâèõ ìîëåêóë. Ï³äòâåðäæåííÿì º òîé
ôàêò, ùî â öüîìó ä³àïàçîí³ êîíöåíòðàö³é
äèã³òîí³í âèêëèêàº ï³äâèùåííÿ âì³ñòó á³ë-
êà ó ñåðåäîâèù³ ³íêóáàö³¿ íàâ³òü ï³ñëÿ ñïóñ-
òîøåííÿ öèòîïëàçìàòè÷íîãî ïóëó òàïñè-
ãàðã³íîì.

Òàêèì ÷èíîì, íàìè âñòàíîâëåíî, ùî
íàéìåíø ³íâàçèâíîþ äëÿ àöèíàðíèõ êë³-
òèí ñëèííî¿ çàëîçè, ïðîòå çäàòíîþ ïåðìå-
àá³ë³çóâàòè ¿õ òà âèêëèêàòè äîñòîâ³ðíå
ïîñèëåííÿ ñåêðåö³¿ á³ëêà, º êîíöåíòðàö³ÿ
äèã³òîí³íó 20 ìêã/ìë. Âðàõîâóþ÷è
öå, ìè ïðîâåëè äîñë³äæåííÿ çàëåæíîñò³
åôåêò³â äèã³òîí³íó òàêî¿ êîíöåíòðàö³¿ â³ä
÷àñó (¿õ äèíàì³êè) íà âì³ñò çàãàëüíîãî
á³ëêà ó ñåðåäîâèù³ ³íêóáóâàííÿ àöèíàð-
íèõ êë³òèí. Çîêðåìà ïîêàçàíî (äèâ. ðèñ. 2),
ùî çàëåæí³ñòü âì³ñòó á³ëêà ó ñåðåäîâèù³
³íêóáóâàííÿ ñåêðåòîðíèõ êë³òèí â³ä ÷àñó
³íêóáóâàííÿ ç äåòåðãåíòîì ìàëà �bell-sha-
ped� ôîðìó, ñÿãàþ÷è ìàêñèìàëüíîãî çíà-
÷åííÿ íà 2,5 õâ (21 % ± 0,21 %; n = 6;
Ð < 0,001).

Çã³äíî ç äàíèìè ë³òåðàòóðè, òàêå ñïî-
â³ëüíåííÿ ñåêðåö³¿ ïðè òðèâàë³é (á³ëüøå
í³æ 5 õâ) ³íêóáàö³¿ ìîæå áóòè âèêëèêàíå
÷àñòêîâîþ âòðàòîþ ñåêðåòîðíèìè êë³òè-
íàìè íåîáõ³äíèõ äëÿ êàëüö³éðåãóëüîâàíî¿

Ðèñ. 1. Çì³íè âì³ñòó çàãàëüíîãî á³ëêà ó ñåðåäîâèù³
³íêóáóâàííÿ (ÿê ³íòåãðàëüíîãî ïîêàçíèêà ñåêðåö³¿)
àöèíàðíèõ êë³òèí ï³äùåëåïíî¿ ñëèííî¿ çàëîçè ùóð³â
âíàñë³äîê ä³¿ äèã³òîí³íó ó ð³çíèõ êîíöåíòðàö³ÿõ. Çà
â³ññþ îðäèíàò - íîðìàë³çîâàíèé äî êîíðîëþ âì³ñò
á³ëêà ó ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ êë³òèíàõ ñëèííèõ çàëîç; çà
â³ññþ àáñöèñ � êîíöåíòðàö³ÿ äèã³òîí³íó: 1 � ³íêóáó-
âàííÿ êë³òèí ó ðîç÷èí³, íàáëèæåíîìó äî âíóòð³øíüî-
êë³òèííîãî, ùî ì³ñòèâ 3 ììîëü/ë ÀÒÔ; 2 � ïðå³íêóáàö³ÿ
ïðîòÿãîì 20 õâ ç 1 ìêìîëü/ë òàïñèãàðã³íó; 3 � ³íêó-
áóâàííÿ êë³òèí ó ðîç÷èí³, ÿêèé íå ì³ñòèâ ÀÒÔ.*
Ð < 0,05 ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì, ** Ð < 0,05 ïîð³âíÿíî
ç åôåêòàìè 20 ìêã/ìë äèã³òîí³íó

Ðèñ. 2. Çàëåæí³ñòü ñóìàðíîãî âì³ñòó êàëüö³þ ó ñåêðå-
òîðíèõ êë³òèíàõ ñëèííèõ çàëîç ³ âì³ñòó á³ëêà ó ñåðå-
äîâèù³ ¿õ ³íêóáóâàííÿ â³ä òðèâàëîñò³ ä³¿ äèã³òîí³íó.
Çà â³ññþ îðäèíàò - íîðìàë³çîâàíèé äî ïî÷àòêîâîãî
ìîìåíòó ÷àñó âì³ñò êàëüö³þ (1) òà âì³ñò á³ëêà ó ñåðå-
äîâèù³ (2), çà â³ññþ àáñöèñ � òðèâàë³ñòü ³íêóáóâàííÿ
àöèíàðíèõ êë³òèí ç äèã³òîí³íîì. * Ð < 0,05 ïîð³âíÿíî
ç ïî÷àòêîì âèì³ðþâàííÿ
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ñåêðåö³¿ öèòîïëàçìàòè÷íèõ á³ëê³â. Çîêðå-
ìà, íà ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ äèã³òîí³íîì  êë³òè-
íàõ ë³í³¿ PC12 ïîêàçàíî ïðèãí³÷åííÿ êàëü-
ö³éàêòèâîâàíîãî âèâ³ëüíåííÿ êàòåõîëà-
ì³í³â ïðè çá³ëüøåíí³ ÷àñó ³íêóáóâàííÿ,
çóìîâëåíå âòðàòîþ íåîáõ³äíîãî äëÿ åê-
çîöèòîçó öèòîçîëüíîãî ôàêòîðà [20] ³ éîãî
â³äíîâëåííÿ ïðè äîäàâàíí³ äî ñåðåäîâè-
ùà íåä³àë³çîâàíîãî ìàòåð³àëó [21]. Îäíàê
ïëàçìàòè÷íà ìåìáðàíà ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ
äèã³òîí³íîì  êë³òèí ì³ñòèòü ïîðè, ÿê³ íå
ïðîïóñêàþòü ìîëåêóëè ìàñîþ ïîíàä 200 �
350 êÄà, ùî ñïîâ³ëüíþº âòðàòó íèìè öè-
òîçîëüíîãî ñåêðåòîðíîãî ôàêòîðà [15]. Êð³ì
òîãî, îñòàíí³é, íàéá³ëüø ³ìîâ³ðíî, çíàõî-
äèòüñÿ ó çâ�ÿçàíîìó ç âíóòð³øíüîêë³òèí-
íèìè ä³ëÿíêàìè ñòàí³ òà íå âèìèâàºòüñÿ
ç êë³òèí ïðè ¿õ ïåðìåàá³ë³çàö³¿ [21].

Âðàõîâóþ÷è êàëüö³ºâó çàëåæí³ñòü
ïðîöåñó åêçîöèòîçó, âàæëèâèì º âèâ÷åí-
íÿ ãîìåîñòàçó Ñà2+ ó âíóòð³øíüîêë³òèí-
íèõ ñòðóêòóðàõ ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ àöè-
íàðíèõ êë³òèí ñëèííèõ çàëîç. Íà ãðàô³êó
çàëåæíîñò³ âì³ñòó êàëüö³þ â ñåêðåòîðíèõ
êë³òèíàõ â³ä ÷àñó ³íêóáàö³¿ ç äåòåðãåíòîì
ïðîñòåæóþòüñÿ âèñõ³äíà òà íèçõ³äíà ÷àñ-
òèíè (äèâ. ðèñ. 2). Ìàêñèìàëüíîãî çíà÷åí-
íÿ âì³ñò êàëüö³þ ó ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ àöè-
íàðíèõ êë³òèíàõ ñÿãàâ ï³ñëÿ 5 õâ ¿õ ³í-
êóáóâàííÿ ç äåòåðãåíòîì ³ ñòàíîâèâ (0,23 ±
0,4) ìêìîëü Ñà2+/ìêã á³ëêà, ùî â ñåðåäíü-
îìó íà 163 % ± 29 % âèùå â³ä êîíòðîëüíèõ
çíà÷åíü (n = 8; Ð < 0,05). Âíàñë³äîê çá³ëü-
øåííÿ ÷àñó ³íêóáàö³¿ äî 10 � 15 õâ ï³äâè-
ùåííÿ âì³ñòó êàëüö³þ ó êë³òèíàõ ñòàëî
ìåíø âèðàæåíèì. Âèñõ³äíà ã³ëêà îäåðæà-
íî¿ íàìè åêñïåðèìåíòàëüíî¿ êðèâî¿ çóìîâ-
ëåíà, íàéá³ëüø ³ìîâ³ðíî, ³íäóêîâàíèì äè-
ã³òîí³íîì ïîðóøåííÿì áàð�ºðíî¿ ôóíêö³¿
ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè òà íàêîïè÷åííÿì
êàëüö³þ âñåðåäèí³ ÅÏÐ àöèíàðíèõ êë³òèí
âíàñë³äîê ðîáîòè Ñà2+-ÀÒÔàçè. Çìåíøåí-
íÿ âì³ñòó êàëüö³þ ó êë³òèíàõ ïðè á³ëüø
òðèâàë³é ³íêóáàö³¿ ç äåòåðãåíòîì, ÿê ³ ó
âèïàäêó ³ç ñåêðåö³ºþ á³ëêà, ìîæå áóòè
ñïðè÷èíåíå ïîðóøåííÿì ö³ë³ñíîñò³ ìåì-

áðàíè âíóòð³øíüîêë³òèííèõ îðãàíåë ³ âòðà-
òîþ íèìè Ñà2+.

Âñòàíîâëåíî, ùî çàëåæí³ñòü ñóìàðíî-
ãî âì³ñòó êàëüö³þ ó ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ
àöèíàðíèõ êë³òèíàõ â³ä êîíöåíòðàö³¿ äè-
ã³òîí³íó òàêîæ ìàº �bell-shaped� ôîðìó.
Çîêðåìà, âì³ñò êàëüö³þ â àöèíàðíèõ êë³-
òèíàõ ï³ñëÿ ¿õ ³íêóáóâàííÿ ïðîòÿãîì
2,5 õâ ó ñåðåäîâèù³ áåç äèã³òîí³íó ñòàíî-
âèâ ó ñåðåäíüîìó (0,11 ± 0,02) ìêìîëü
Ñà2+/ìêã á³ëêà (n = 6), à éîãî ìàêñèìàëü-
íå çá³ëüøåííÿ áóëî 124,3 % ± 17,2 % (n = 6;
Ð < 0,01; ðèñ. 3) ïðè êîíöåíòðàö³¿ äèã³òî-
í³íó 50 ìã/ìë. ²íêóáóâàííÿ ïåðìåàá³ë³çî-
âàíèõ êë³òèí ó ñåðåäîâèù³, ÿêå íå ì³ñòè-
ëî ÀÒÔ, íå ñóïðîâîäæóâàëîñÿ äîñòî-
â³ðíèìè çì³íàìè â íèõ âì³ñòó Ñà2+ ïðè
ï³äâèùåíí³ êîíöåíòðàö³¿ äèã³òîí³íó (äèâ.
ðèñ. 2). Êð³ì òîãî, ï³ñëÿ ïðå³íêóáàö³¿ êë³-
òèí ç òàïñèãàðã³íîì (1 ìêìîëü/ë) ä³ÿ äèã³-
òîí³íó íå ïðèçâîäèëà äî çá³ëüøåííÿ âì³ñ-

Ðèñ. 3. Âèêëèêàí³ äèã³òîí³íîì çì³íè ñóìàðíîãî âì³ñòó
êàëüö³þ ó àöèíàðíèõ ñåêðåòîðíèõ êë³òèíàõ ï³äùå-
ëåïíî¿ ñëèííî¿ çàëîçè ùóð³â. Çà â³ññþ îðäèíàò - íîð-
ìàë³çîâàíèé äî êîíðîëþ âì³ñò êàëüö³þ ó êë³òèíàõ
ñëèííèõ çàëîç, çà â³ññþ àáñöèñ � êîíöåíòðàö³ÿ äèã³-
òîí³íó: 1 � ³íêóáóâàííÿ êë³òèí ïðîòÿãîì 2,5 õâ ó
ðîç÷èí³, íàáëèæåíîìó äî âíóòð³øíüîêë³òèííîãî, ùî
ì³ñòèâ 3 ììîëü/ë ÀÒÔ; 2 � ïðå³íêóáàö³ÿ ïðîòÿãîì 20
õâ ç 1 ìêìîëü/ë òàïñèãàðã³íó; 3 � ³íêóáóâàííÿ êë³òèí ó
ðîç÷èí³, ÿêèé íå ì³ñòèâ ÀÒÔ. * Ð < 0,05 ïîð³âíÿíî ç
êîíòðîëåì

Ïåðìåàá³ë³çîâàí³ êë³òèíè ñëèííèõ çàëîç
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òó êàëüö³þ. Îäåðæàí³ ðåçóëüòàòè ï³ä-
òâåðäæóþòü âèñëîâëåíå íàìè ïðèïóùåí-
íÿ ïðî ðîëü Ñà2+-ÀÒÔàçè ìåìáðàíè ÅÏÐ
ó çá³ëüøåíí³ âì³ñòó êàëüö³þ â ïåðìåàá³ë-
³çîâàíèõ àöèíàðíèõ êë³òèíàõ ³ âêàçóþòü
íà ôóíêö³îíàëüíó ö³ë³ñí³ñòü ìåìáðàíè ÅÏÐ
ó õ³ì³÷íî ñê³íîâàíèõ êë³òèíàõ ñëèííèõ çà-
ëîç. Ïîä³áíó êîíöåíòðàö³éíó çàëåæí³ñòü
åôåêò³â äèã³òîí³íó áóëî âèÿâëåíî ó äîñ-
ë³äæåííÿõ, ïðîâåäåíèõ íà êë³òèíàõ ãëàäåíü-
êèõ ì�ÿç³â ì³îìåòð³ÿ [24].

Òàêèì ÷èíîì, íàìè âñòàíîâëåíî, ùî
êîðîòêî÷àñíà ³íêóáàö³ÿ àöèíàðíèõ ñåêðå-
òîðíèõ êë³òèí ï³äùåëåïíî¿ ñëèííî¿ çàëî-
çè çà íàÿâíîñò³ íå³îííîãî äåòåðãåíòà äè-
ã³òîí³íó ïðèçâîäèòü äî äîñòîâ³ðíèõ çì³í
âèâ³ëüíåííÿ íèìè çàãàëüíîãî á³ëêà, ÿê³
ò³ñíî êîðåëþþòü ç³ çì³íàìè ó íèõ âì³ñòó
êàëüö³þ. Ó ðåçóëüòàò³ ïðîâåäåíèõ íàìè
á³îõ³ì³÷íèõ åêñïåðèìåíò³â áóëî äîâåäåíî,
ùî íàéá³ëüø îïòèìàëüíèìè óìîâàìè äëÿ
ïåðìåàá³ë³çàö³¿ àöèíàðíèõ êë³òèí ñëèííèõ
çàëîç º ¿õ îáðîáêà äèã³òîí³íîì ó êîíöåí-
òðàö³¿ 20 ìêã/ìë ïðîòÿãîì 2,5 õâ. Íà íàøó
äóìêó, çà òàêèõ óìîâ çáåð³ãàºòüñÿ ö³ë³ñ-
í³ñòü ìåìáðàíè âíóòð³øíüîêë³òèííèõ îð-
ãàíåë â àöèíàðíèõ êë³òèíàõ ³ âîäíî÷àñ
çàáåçïå÷óºòüñÿ äîñòóï äî âíóòð³øíüîãî
ñåðåäîâèùà êë³òèí. Ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî
çã³äíî ç äàíèìè ë³òåðàòóðè, äëÿ õ³ì³÷íî¿
ïåðìåàá³ë³çàö³¿ êë³òèí âèêîðèñòîâóþòü ïî-
ä³áí³ êîíöåíòðàö³¿ òà ÷àñ ä³¿ äåòåðãåíòà:
äëÿ ãåïàòîöèò³â � 20 � 40 ìêã/ìë ïðîòÿ-
ãîì 6 õâ [27], äëÿ êë³òèí êðèøòàëèêà îêà �
10 � 15 ìêã/ìë ïðîòÿãîì 9 õâ [4], äëÿ PC12
êë³òèíè � 10 ìêã/ìë [22].

Ïðîòå, âèêîðèñòîâóþ÷è á³îõ³ì³÷í³ ìå-
òîäè, ìîæíà âèÿâèòè çì³íè ò³ëüêè ñóìàð-
íîãî êàëüö³þ ó êë³òèíàõ (³îí³çîâàíîãî öè-
òîïëàçìàòè÷íîãî òà äåïîíîâàíîãî, à òà-
êîæ çâ�ÿçàíîãî ³ç á³ëêàìè), òîä³ ÿê ó çà-
ïóñêó ñåêðåö³¿ âèð³øàëüíó ðîëü â³ä³ãðàº
³îí³çîâàíèé êàëüö³é. Òîìó íàñòóïíèì êðî-
êîì íàøèõ äîñë³äæåíü áóëî ïåðåâ³ðèòè
íàä³éí³ñòü ðîçðîáëåíî¿ ìåòîäèêè ïåðìåà-
á³ë³çàö³¿ òà ïðîâåñòè ïðÿìó ðåºñòðàö³þ

çì³í êîíöåíòðàö³¿ öèòîçîëüíîãî òà äåïî-
íîâàíîãî êàëüö³þ ó ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ
ñåêðåòîðíèõ êë³òèíàõ. Ç ö³ºþ ìåòîþ ìè
âèêîðèñòîâóâàëè âèñîêîàô³ííèé òà íèçü-
êîàô³ííèé êàëüö³ºâ³ ³íäèêàòîðè fura 2/AM
òà mag-fura 2/ÀÌ â³äïîâ³äíî.

Çã³äíî ç òåìïåðàòóðîþ òà ÷àñîì çà-
ôàðáîâóâàííÿ àöèíàðíèõ êë³òèí âèñîêî-
àô³ííèì êàëüö³ºâèì ³íäèêàòîðîì fura 2/ÀÌ,
â³í ëîêàë³çóºòüñÿ â îñíîâíîìó â ¿õ öèòîï-
ëàçì³. Òîìó çà óìîâ ïåðìåàá³ë³çàö³¿ çà-
ôàðáîâàíèõ êë³òèí ñë³ä î÷³êóâàòè çìåí-
øåííÿ ³íòåíñèâíîñò³ ôëóîðåñöåíòíîãî ñèã-
íàëó âíàñë³äîê âèìèâàííÿ áàðâíèêà ç
öèòîïëàçìè. Äëÿ çàôàðáîâóâàííÿ êë³òèí
áàðâíèêîì mag-fura 2/ÀÌ âèêîðèñòîâó-
þòü âèùó òåìïåðàòóðó òà á³ëüø òðèâà-
ëèé ÷àñ ³íêóáàö³¿, ùî çàáåçïå÷óº éîãî ïðî-
íèêíåííÿ äî âíóòð³øíüîêë³òèííèõ îðãà-
íåë. Â³äïîâ³äíî, ï³ñëÿ ïåðìåàá³ë³çàö³¿ êë³-
òèí, çàôàðáîâàíèõ mag-fura 2/ÀÌ, ñë³ä
î÷³êóâàòè ëèøå ÷àñòêîâå çìåíøåííÿ ³í-
òåíñèâíîñò³ ôëóîðåñöåíö³¿, ÿêå ïîâ�ÿçàíå
ç âèìèâàííÿì öèòîïëàçìàòè÷íî¿ ÷àñòêè
áàðâíèêà. Cë³ä ï³äêðåñëèòè, ùî â åêñïå-
ðèìåíòàõ ç âèêîðèñòàííÿì mag-fura 2/ÀÌ
çì³íè êîíöåíòðàö³¿ êàëüö³þ âèðàæàëè íå
ÿê ¿¿ àáñîëþòí³ çíà÷åííÿ, à ÿê ñï³ââ³äíî-
øåííÿ ³íòåíñèâíîñò³ ôëóîðåñöåíö³¿ áàðâ-
íèêà íà äîâæèí³ õâèë³ çáóäæåííÿ 360 íì
äî òàêî¿ íà 390 íì. Çóìîâëåíî öå òèì, ùî
ê³ëüê³ñòü ³îí³â Mg2+, ÿê³ çâ�ÿçàí³ ç mag-fura
2/ÀÌ, íåâ³äîìà, ùî ðîáèòü îö³íêó êîí-
öåíòðàö³¿ ³îí³çîâàíîãî êàëüö³þ ïîòåíö³é-
íî íåòî÷íîþ [10]. Îäíàê çì³íè êîíöåíò-
ðàö³¿ ³îí³çîâàíîãî êàëüö³þ â³äîáðàæà-
þòüñÿ ó ñï³ââ³äíîøåíí³ ³íòåíñèâíîñò³
ôëóîðåñöåíö³¿ íà äîâæèí³ õâèë³ 360 íì äî
òàêî¿ íà äîâæèí³ õâèë³ 390 íì, ÿêå ïðÿìî
ïðîïîðö³éíî êîíöåíòðàö³¿ ³îí³çîâàíîãî êàëü-
ö³þ (êîíñòàíòà äèñîö³àö³¿ ñòàíîâèòü
53 ìêìîëü/ë).

Íàìè áóëî ïîêàçàíî, ùî ï³ñëÿ çàôàð-
áîâóâàííÿ ÿê fura 2/ÀÌ, òàê ³ mag-fura 2/
ÀÌ ³ äî ïî÷àòêó ïåðìåàá³ë³çàö³¿ àöèíàðí³
êë³òèíè õàðàêòåðèçóþòüñÿ âèñîêîþ ³í-

Î.Â. Êîïà÷, ².À. Êðóãëèêîâ, Í.Â. Âîéòåíêî, Ï.Ã. Êîñòþê, Í.Â. Ôåä³ðêî
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òåíñèâí³ñòþ ôëóîðåñöåíö³¿, ùî ñâ³ä÷èòü
ïðî åôåêòèâíå çàôàðáîâóâàííÿ òà äååòå-
ðèô³êàö³þ ³íäèêàòîð³â. Ïåðåä ïî÷àòêîì
ïåðìåàá³ë³çàö³¿ êë³òèíè ïåðôóçóâàëè ïðî-
òÿãîì 1 õâ ðîç÷èíîì ÍÄÂ ç êîíöåíòðàö³ºþ
â³ëüíîãî êàëüö³þ áëèçüêî 300 íìîëü/ë, ÿêèé
íå ì³ñòèòü ÀÒÔ. Ï³ñëÿ ³íêóáóâàííÿ àöè-
íàðíèõ êë³òèí ïðîòÿãîì 2 � 5 õâ ó ðîç-
÷èí³ ÍÄÂ áåç ÀÒÔ, ÿêèé ì³ñòèâ äèã³òîí³í
(20 ìêã/ìë), â³äáóâàëîñÿ âèðàæåíå çìåí-
øåííÿ ³íòåíñèâíîñò³ ôëóîðåñöåíòíîãî ñèã-
íàëó ÿê ïðè ôàðáóâàíí³ êë³òèí fura 2/AM,
òàê ³ mag-fura 2/ÀÌ íà îáîõ äîâæèíàõ
õâèëü îïðîì³íþâàííÿ (360 ³ 390 íì; ðèñ. 4).

ßê ³ î÷³êóâàëîñü, ó ðàç³ çàôàðáîâóâàí-
íÿ êë³òèí fura 2/ÀÌ, âíàñë³äîê ä³¿ äèã³òî-
í³íó ñïîñòåð³ãàëîñÿ ð³çêå çíèæåííÿ ³íòåí-
ñèâíîñò³ ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëó ïðàê-
òè÷íî äî ôîíîâîãî ð³âíÿ òà âèð³âíþâàí-
íÿ çîâí³øíüîêë³òèííî¿ òà öèòîïëàçìàòè÷-
íî¿ êîíöåíòðàö³¿ ³îí³çîâàíîãî êàëüö³þ
(äèâ. ðèñ. 4,à). Öå ï³äòâåðäæóº ïîïåðåäí³é

âèñíîâîê ïðî òå, ùî äèã³òîí³í ó êîíöåíò-
ðàö³¿ 20 ìêã/ìë ïðèçâîäèòü äî åôåêòèâ-
íî¿ ïåðìåàá³ë³çàö³¿ ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðà-
íè àöèíàðíèõ êë³òèí.

Ó àöèíàðíèõ êë³òèíàõ, çàôàðáîâàíèõ
mag-fura 2/ÀÌ, àïë³êàö³ÿ äèã³òîí³íó ó
ðîç÷èí³ ÍÄÂ ç [Ñà2+] áëèçüêî 300 íìîëü/ë,
ÿêèé íå ì³ñòèâ ÀÒÔ, ñóïðîâîäæóâàëàñÿ
âèðàæåíèì çìåíøåíííÿì ³íòåíñèâíîñò³
ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëó, ùî ñòàíîâèëî
â ñåðåäíüîìó 60 � 80 % â³ä ïî÷àòêîâîãî
(äèâ. ðèñ. 4,á). Çóìîâëåíî öå, î÷åâèäíî,
âèìèâàííÿì öèòîïëàçìàòè÷íî¿ ÷àñòêè
áàðâíèêà ³ç ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ àöèíàðíèõ
êë³òèí. Ðåøòà (40 � 20 %) ôëóîðåñöåíò-
íîãî ñèãíàëó â³äîáðàæàº ñâ³÷åííÿ ³íäèêà-
òîðà, ðîçòàøîâàíîãî âñåðåäèí³ âíóòð³ø-
íüîêë³òèííèõ îðãàíåë ó ñåêðåòîðíèõ êë³-
òèíàõ. Ñë³ä â³äçíà÷èòè, ùî ä³ÿ äèã³òîí³-
íó íå âèêëèêàëà çì³í [Ñà2+]

ÅÏÐ
, ùî ñâ³ä-

÷èòü ïðî çáåðåæåííÿ ö³ë³ñíîñò³ ìåìáðàíè
ÅÏÐ çà äàíèõ óìîâ ïåðìåàá³ë³çàö³¿.

Ðèñ. 4. Ïåðìåàá³ë³çàö³ÿ àöèíàðíèõ êë³òèí ñëèííèõ çàëîç çàôàðáîâàíèõ fura 2/AM (à) òà mag-fura 2/AM (á). Íà
âåðõí³é ÷àñòèí³ ðèñóíêó ïîêàçàíà ³íòåíñèâí³ñòü ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëó (à, á), íà íèæí³é ÷àñòèí³ � âíóò-
ð³øíüîêë³òèííà êîíöåíòðàö³ÿ ³îí³çîâàíîãî êàëüö³þ (à) àáî ñï³ââ³äíîøåííÿ ì³æ ³íòåíñèâí³ñòþ ôëóîðåñöåíö³¿
360/390 íì (á) çàðåºñòðîâàí³ îäíî÷àñíî. Äèã³òîí³í (20 ìêã/ìë) òà ÀÒÔ (3 ììîëü/ë) äîäàâàëè â³äïîâ³äíî äî òîãî,
ÿê âêàçàíî íà ðèñóíêó, äåòåðãåíò âèäàëÿëè ç êàìåðè â³äðàçó æ ï³ñëÿ âèðàæåíîãî ïàä³ííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ íà 360 òà
390 íì
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Äëÿ ïåðåâ³ðêè ôóíêö³îíàëüíî¿ ö³ë³ñ-
íîñò³ âíóòð³øíüîêë³òèííèõ äåïî åíäîï-
ëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìà ï³ñëÿ îáðîáêè
äèã³òîí³íîì, ìè ïåðôóçóâàëè àöèíàðí³
êë³òèíè ðîç÷èíîì ÍÄÂ. Âíàñë³äîê äîäà-
âàííÿ äî íüîãî ÀÒÔ ñïîñòåð³ãàëîñü ³íòåí-
ñèâíå ï³äâèùåííÿ ñï³ââ³äíîøåííÿ ³íòåí-
ñèâíîñò³ ôëóîðåñöåíö³¿ íà äîâæèí³ õâèë³
360 íì äî òàêî¿ íà äîâæèí³ õâèë³ 390, ùî
â³äïîâ³äàº çá³ëüøåííþ êîíöåíòðàö³¿ êàëü-
ö³þ âñåðåäèí³ åíäîïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêó-
ëóìà (ðèñ. 5,à). Òàêå ï³äâèùåííÿ õàðàê-
òåðèçóâàëîñÿ ð³çíîþ ê³íåòèêîþ. Çîêðåìà,
íàéá³ëüø ³íòåíñèâíèì âîíî áóëî ïðîòÿ-
ãîì ïåðøèõ 5 õâ ïåðôóç³¿ êë³òèí ÀÒÔ-
âì³ñíèì ðîç÷èíîì ³ ñïîâ³ëüíþâàëîñÿ ïðî-
òÿãîì íàñòóïíèõ 10 õâ. Òàêå ï³äâèùåííÿ
êîíöåíòðàö³¿ êàëüö³þ âñåðåäèí³ ÅÏÐ, íàé-

á³ëüø ³ìîâ³ðíî, âèêëèêàíå ÀÒÔ-çàëåæíèì
òðàíñïîðòîì êàëüö³þ äî ÅÏÐ çà ðàõóíîê
ðîáîòè SERCA. Âíàñë³äîê çàì³íè ðîç÷è-
íó òà òàêèé, ùî íå ì³ñòèòü ÀÒÔ, ñïîñòå-
ð³ãàëîñÿ ïîâ³ëüíå çìåíøåííÿ âì³ñòó êàëü-
ö³þ â ÅÏÐ (äèâ. ðèñ. 5,à). Íà íàøó äóìêó,
öå çóìîâëåíî íåìîæëèâ³ñòþ çà äàíèõ óìîâ
ÀÒÔ-çàëåæíîãî òðàíñïîðòó êàëüö³þ äî
ÅÏÐ íà ôîí³ éîãî ñòàö³îíàðíîãî âèòîêó
÷åðåç êàëüö³éïðîíèêí³ êàíàëè ìåìá-
ðàíè ÅÏÐ (íàïðèêëàä IP

3
-÷óòëèâ³). Ïî-

ä³áíå ÀÒÔ-çàëåæíå çàõîïëåííÿ Ñà2+ âíóò-
ð³øíüîêë³òèííèìè äåïî áóëî ïðîäåìîí-
ñòðîâàíî íà êë³òèíàõ êðèøòàëèêà îêà [4],
ïàíêðåàöèòàõ [26, 28], ãåïàòîöèòàõ [27]
òîùî.

Ï³äòâåðäæåííÿì ðîë³ SERCA ó çàáåç-
ïå÷åíí³ íàêîïè÷åííÿ êàëüö³þ âñåðåäèí³ ÅÏÐ

Ðèñ. 5. Ïåðìåàá³ë³çàö³ÿ òà ÀÒÔ-çàëåæíå íàêîïè÷åííÿ Ñà2+ ó âíóòð³øíüîêë³òèííèõ ñòðóêòóðàõ àöèíàðíèõ êë³òèí
ñëèííèõ çàëîç çàôàðáîâàíèõ mag-fura 2/AM. Çì³íè ñï³ââ³äíîøåííÿ ³íòåíñèâíîñò³ ôëóîðåñöåíö³¿ mag-fura 2/AM
(360/390) âíàñë³äîê ïåðôóç³¿ ðîç÷èíîì íàáëèæåíèì äî âíóòð³øíüîêë³òèííîãî, ùî ì³ñòèâ 3 ììîëü/ë ÀÒÔ òà áåç
ÀÒÔ (à). Âïëèâ òàïñèãàðã³íó òà ³îíîì³öèíó íà êîíöåíòðàö³þ Ñà2+ ó âíóòð³øíüîêë³òèííèõ ñòðóêòóðàõ äèã³òî-
í³íïåðìåàá³ë³çîâàíèõ êë³òèí (á). Àïë³êàö³þ òàïñèãàðã³íó (1 ìêìîëü/ë) òà ³îíîì³öèíó (10 ìêìîëü/ë) çä³éñíþâàëè
â ðîç÷èí³, íàáëèæåíîìó äî âíóòð³øíüîêë³òèííîãî, ÿêèé ì³ñòèâ 3 ììîëü/ë ÀÒÔ
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º çìåíøåííÿ âíóòð³øíüîðåòèêóëÿðíî¿
êîíöåíòðàö³¿ êàëüö³þ ï³ñëÿ äîäàâàííÿ äî
ÀÒÔ-âì³ñíîãî ðîç÷èíó ÍÄÂ 1 ìêìîëü/ë
òàïñèãàðã³íó (äèâ. ðèñ. 5,á). Öå çìåíøåí-
íÿ òàêîæ õàðàêòåðèçóâàëîñÿ ð³çíîþ ê³íå-
òèêîþ: íàÿâí³ñòþ øâèäêî¿ (äî 5 õâ) òà
íàñòóïíî¿ ïîâ³ëüíî¿ ôàç ³ òðèâàëî ïðîòÿ-
ãîì 20 õâ. Íàñòóïíà àïë³êàö³ÿ 10 ìêìîëü/ë
³îíîì³öèíó (êàëüö³ºâîãî ³îíîôîðó, ÿêèé
ïðèçâîäèòü äî âèâ³ëüíåííÿ Ñà2+ ³ç ÅÏÐ
ó ðåöåïòîð- òà åíåðãîíåçàëåæíèé ñïîñ³á)
ñóïðîâîäæóâàëàñü ïîäàëüøèì çìåíøåí-
íÿì êîíöåíòðàö³¿ äåïîíîâàíîãî êàëüö³þ
(äèâ. ðèñ. 5,á).

Îòæå, ³ç îäåðæàíèõ ðåçóëüòàò³â ìîæ-
íà çðîáèòè âèñíîâîê ïðî çäàòí³ñòü ïåðìå-
àá³ë³çîâàíèõ ñåêðåòîðíèõ êë³òèí ñëèí-
íèõ çàëîç çä³éñíþâàòè òàïñèãàðã³í-
³íã³áîâàíå ÀÒÔ-çàëåæíå íàêîïè÷åííÿ Ñà2+

ó äåïî ÅÏÐ. Íàÿâí³ñòü òàêîãî äåïî òà
éîãî ôóíêö³îíàëüíà àêòèâí³ñòü çà óìîâ
ïåðìåàá³ë³çàö³¿ êë³òèí ïîêàçàíà íà êë³òè-
íàõ êðèøòàëèêà îêà [4] òà ï³äøëóíêîâî¿
çàëîçè [6, 31], åï³òåë³àëüíèõ êë³òèí øëóí-
êà [10], íåéðîíàõ ïåðèôåðè÷íî¿ íåðâîâî¿
ñèñòåìè [25] òà àñòðîöèòàõ [7]. Åôåêò ³î-
íîì³öèíó çóìîâëåíèé âèâ³ëüíåííÿì êàëü-
ö³þ ³ç íå÷óòëèâèõ äî òàïñèãàðã³íó äåïî,
ÿê³ ìîæóòü áóòè ðîçòàøîâàí³ ó ì³òîõîí-
äð³ÿõ ÷è àïàðàò³ Ãîëüäæ³, àáî, ìåíø ³ìî-
â³ðíî, ó ÅÏÐ. Òàêå òàïñèãàðã³ííå÷óòëè-
âå âèâ³ëüíåííÿ êàëüö³þ áóëî ïîêàçàíî íà
ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ êë³òèíàõ êðèøòàëèêà
îêà [4], åï³òåë³àëüíèõ êë³òèí øëóíêà [10]
³ êë³òèíàõ ëåãåíü [33].

Òàêèì ÷èíîì, ïåðìåàá³ë³çîâàí³ ñåêðå-
òîðí³ êë³òèíè ñëèííèõ çàëîç çä³éñíþþòü
êàëüö³éçàëåæíó ñåêðåö³þ çàãàëüíîãî á³ë-
êà, ð³âåíü ÿêî¿ çàëåæèòü â³ä ÷àñó ³íêóáàö³¿
êë³òèí. Çà äîïîìîãîþ á³îõ³ì³÷íèõ ìåòî-
ä³â, à òàêîæ ìîí³òîðèíãó âíóòð³øíüîðå-
òèêóëÿðíî¿ êîíöåíòðàö³¿ êàëüö³þ ç âè-
êîðèñòàííÿì áàðâíèêà mag-fura 2/ÀÌ ïîêà-
çàíî çäàòí³ñòü ïåðìåàá³ë³çîâàíèõ êë³òèí
äî òàïñèãàðã³í³íã³áîâàíîãî ÀÒÔ-çàëåæ-
íîãî íàêîïè÷åííÿ Ñà2+ ó âíóòð³øíüîêë³-

òèííèõ äåïî. Îòæå, ïåðìåàá³ë³çîâàí³ ç âè-
êîðèñòàííÿì äèã³òîí³íó ñåêðåòîðí³ êë³òè-
íè ñëèííèõ çàëîç º çðó÷íîþ òà àäåêâàò-
íîþ ìîäåëëþ äëÿ âèâ÷åííÿ âíóòð³øíüîê-
ë³òèííèõ êàëüö³éçàëåæíèõ ìåõàí³çì³â ðå-
ãóëþâàííÿ åêçîöèòîçó òà êàëüö³ºâîãî ãî-
ìåîñòàçó.

Ðîáîòà âèêîíàíà çà ï³äòðèìêè Çàõ³äíî-óê-
ðà¿íñüêîãî ôîíäó á³îìåäè÷íèõ äîñë³äæåíü

Î.V. Êîpach, ².À. Kruglikov, N.V. Voitenko,
P.G. Kostyuk, N.V. Fedirko

PERMEABILIZED SALIVARY GLAND CELLS, AS
A MODEL FOR TO STUDY CALCIUM-TRANS-
PORTING SYSTEMS OF ENDOPLASMIC
RETICULUM MEMBRANE

A method for chemical permeabilization of secretory cells of
rat submandibular salivary gland has been elaborated. It was
shown that the effects of digitonin on total calcium content in
permeabilized acinar cells and protein content in their incuba-
tion medium correlated with concentration and duration of the
detergent treatment. Digitonin-permeabilized acinar cells per-
form Ñà2+-dependent protein secretion, which level de-
pends on the duration of cell incubation in an intracellu-
lar buffer solution. The ability of permeabilized acinar
cells to perform thapsigargin-sensitive ATP-dependent
Ñà2+ transport was established by using biochemical appro-
aches and  monitoring of the intrareticular calcium con-
centration with mag-fura 2 dye. Thapsigargin-insensi-
tive Ñà2+ store in the permeabilized acinar cells of the salivary
gland was shown to be also available. Thus, these data give
evidence to conclude that digitonin-permeabilized secre-
tory cells of the submandibular salivary gland are an
adequate model to study the mechanisms of Ñà2+-depen-
dent control of the exocytosis and membrane Ñà2+-trans-
porting systems of the intracellular calcium stores.

Ivan Franko National University of Lviv;
A.A. Bogomoletz Institute of Physiology, NASU
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