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Внаслідок додавання АТФ і АДФ до номінально безкальцієвого сере-
довища інкубації вміст мембранозв’язаного Ca2+ у тканині слинних залоз 
личинки Chironomus plumosus L. зменшується, а до гіперкальцієвого середо-
вища – навпаки, збільшується. Причому АДФ-індуковані зміни в обох випа-
дках є суттєвішими, ніж АТФ-індуковані. Додавання нуклеотидів до середо-
вища з фізіологічною концентрацію Са2+ не спричиняє змін вмісту мембра-
нозв’язаного Са2+. При додаванні до номінально безкальцієвого середовища 
сураміну стимульоване аденіловими нуклеотидами зменшення вмісту мем-
бранозв’язаного Са2+ було відсутнім, тому це зменшення справді опосеред-
ковується активацією P2Y-рецепторів. Аналогічно, сурамін у гіперкальціє-
вому середовищі запобігає АТФ- і АДФ-індукованому збільшенню вмісту 
мембранозв’язаного Ca2+, що розцінюється як доведення наявності Р2Х-
рецепторів. Крім того, сурамін сам по собі спричиняє певне збільшення вмі-
сту мембранозв’язаного Са2+, яке залежить від позаклітинної концентрації 
цього катіона і зумовлене, мабуть, пригніченням ектонуклеотидази. 

Ключові слова: АТФ, АДФ, сурамін, Р2Х-рецептори, P2Y-рецептори, слин-

ні залози. 

Значна кількість фізіологічних процесів різних типів клітин регулюється за участю 

катіонів Са2+ [4, 5, 8, 9, 12, 17]. У тому числі транспортування Са2+ через плазматичну і 

внутрішньоклітинні мембрани є надзвичайно важливим для перебігу секреторного проце-

су [1–3, 13, 24, 30, 31]. Але послідовність процесів, що призводять до активації катіонами 

Са2+ секреторного процесу, зокрема його завершального етапу – екзоцитозу, ще не до 

кінця досліджена. Причиною цього є різноманітність травних залоз і труднощі, пов’язані з 

реєструванням функціонування Са2+-транспортувальних систем клітинних мембран.  

Травні залози поділяють на одно-, мало- та багатоклітинні. Досить детально є ви-

вченими Са2+-транспортувальні системи секреторних клітин багатоклітинних залоз ссав-

ців, зокрема таких, як великі слинні [11, 25, 26, 38] та підшлункова [16, 29, 31] залози. На 

відміну від цього, Са2+-транспортувальні системи секреторних клітин малоклітинних за-

лоз двокрилих, які здатні секретувати декілька речовин, вивчені недостатньо. 

Вагомі здобутки у дослідженні Са2+-сигналізації були отримані на слинних зало-

зах мухи Calliphora [39, 40, 41]. Зокрема, встановлено, що Са2+-осциляції у цих секрето-

рних клітинах запускаються серотоніном. Ще одним об’єктом, який здавна використо-

вують у фізіологічних дослідженнях, є слинні залози личинок комарів-дергунів Chirono-

mus [3, 10, 19, 27]. У секреторних клітинах цих залоз ідентифіковано і досліджено влас-

тивості потенціалкерованих Са2+-каналів, Na+–Ca2+-обмінника, Са2+-помпи плазматич-

ної мембрани і ендоплазматичного ретикулуму, Са2+-уніпортера мітохондрій, ІФ3-

чутливих та ріанодинчутливих Са2+-каналів (детальніше див. [7]). Постулюється також, 

що роль первинного посередника у малоклітинних залозах може відігравати АТФ, оскі-
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льки в їхній тканині під впливом аденілових нуклеотидів зареєстровано зміни вмісту 

Са2+, які свідчать про наявність P2X- та P2Y-рецепторів [6]. 

У сучасній науковій літературі є велика кількість даних, які свідчать про важли-

вість пуринових рецепторів у функціонуванні різних типів клітин. Численні біологічні 

ефекти, спричинені дією пуринів і піримідинів, було показано на різних рівнях організа-

ції – від клітин до цілісного організму: скорочення скелетних м’язів [32], вивільнення 

нейротрансміттерів і синаптична передача у нервовій системі [15, 23], агрегація тромбо-

цитів, модуляція імунних відповідей і запалення [33, 34], болю [15], серцево-судинних 

функцій [14], а також посилення екзокринної та ендокринної секреції [18].  

У теперішній час постала проблема відсутності специфічних блокаторів для іден-

тифікації підтипів пуринових рецепторів. Ускладнюється це тим, що тримерні Р2Х-

рецептори ссавців характеризуються значною гетерогенністю. Тим не менше, дослі-

дження впливу різних блокаторів може надати корисну інформацію про специфічний 

внесок різних субодиниць у фармакологічні властивості рецепторного гетеромера. Відо-

мим блокатором Р2-рецепторів є похідне трипанового синього сурамін, 8-(3-бензамідо-

4-метилбензамідо)-нафтален-1,3,5-трисульфонова кислота, який однаково діє на обидва 

типи рецепторів [21, 32]. Блокування є концентраційно-залежним [28, 35] і зворотним 

[37]. Тому нашою метою було дослідження властивостей Р2-рецепторів плазматичної 

мембрани секреторних клітин слинних залоз личинки комара-дергуна на основі чутли-

вості до агоністів (АТФ, АДФ) і цього блокатора. 

Дослідження проведені на інтактних секреторних клітинах слинних залоз личин-

ки Chironomus plumosus L. Про функціонування Са2+-транспортувальних систем секре-

торних клітин судили за зміною вмісту мембранозв’язаного Са2+. Вміст Са2+ у клітинних 

мембранах залежить від їхньої концентрації у середовищах, що контактують з цими 

мембранами. Оскільки вміст цитозольного Са2+ значно нижчий, ніж депонованого Са2+, 

то можна вважати, що зміни вмісту мембранозв’язаного Са2+ відображають, перш за все, 

його зміни у внутрішньоклітинних депо. 

      Залози препарували за допомогою мік-

рохірургічних інструментів під бінокуляр-

ним мікроскопом МБС-1 у краплині вихід-

ного позаклітинного розчину й інкубували 

протягом 15 хв у відповідному дослідному 

розчині. Після цього залози 15 хв фарбува-

ли хлортетрацикліном (10 мкмоль/л), який 

додавали до розчину інкубації. 

      Після відмивання залоз від барвника 

вихідним позаклітинним розчином визнача-

ли інтенсивність флуоресценції за довжини 

збуджуючого світла (λзбуд.) 380 нм. Флуоре-

сценцію реєстрували за λф. 480–530 нм, ви-

користовуючи мікроскоп ЛЮМАМ-И 1 

(Росія), при збільшенні 10×15 з діаметром 

щілини 0,1 мм (рис. 1). 

       Вихідний позаклітинний розчин мав 

такий склад, ммоль/л: NaCl – 136,90, KCl – 

5,36, CaCl2 – 1,76, Na2HPO4 – 0,35, KH2PO4 – 

Рис. 1. Фотографія нижньої частки слинної 
залози личинки комара-дергуна, 
обробленої хлортетрацикліном, за 
λзбуд. = 380 нм.  
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0,44, MgCl2 – 0,88, глюкоза – 5,55; рН 7,2. Для дослідження впливу АТФ і АДФ на вміст мем-

бранозв’язаного Са2+ ми додавали їх до позаклітинного розчину в концентрації 100 мкмоль/л. 

Концентрація антагоніста Р2-рецепторів, сураміну, становила 100 мкмоль/л. Залежно від за-

вдання, ми модифікували позаклітинний розчин: недодавали Са2+, створюючи номінально 

безкальцієве середовище, або збільшували його концентрацію до 10 ммоль/л. Необхідні 

статистичні обрахунки проводили з використанням програмного пакету для персональних 

комп’ютерів Microsoft Office Excel, достовірність різниці між двома статистичними група-

ми встановлювали за Стьюдентом. 

У результаті проведених досліджень ми встановили (рис. 2), що внаслідок додаван-

ня до номінально безкальцієвого середовища інкубації АТФ і АДФ вміст мембранозв’яза-

ного Ca2+ зменшився на 23,85 та 47,05% відповідно. І, навпаки, дія АТФ і АДФ на плазма-

тичну мембрану досліджуваних клітин, інкубованих у гіперкальцієвому середовищі, 

спричиняє збільшення вмісту мембранозв’язаного Ca2+ на 46,30 та 57,61%. Таким чином, 

АДФ-індуковані зміни в обох випадках є суттєвішими, ніж АТФ-індуковані. Додавання ж 

нуклеотидів до середовища з фізіологічною концентрацію Са2+ (1,76 ммоль/л) статистич-

но достовірних змін вмісту мембранозв’язаного Са2+ не спричиняє.  

Отримані результати ми пояснюємо, виходячи з того, що активація P2Y-

рецепторів у більшості випадків спричиняє активацію фосфоліпази С і, відтак, утворен-

ня ІФ3 та діацилгліцеролу [36]. ІФ3, у свою чергу, активує внутрішньоклітинні ІФ3-

чутливі Ca2+-канали. Завдяки цьому відбувається вивільнення цих іонів із внутрішньо-

клітинних депо у цитоплазму. Діацилгліцерол змінює, очевидно, проникність плазмати-

чної мембрани для катіонів Ca2+. Активація Р2Х-рецепторів теж приводить до різкого 

підвищення вмісту Са2+ у цитоплазмі клітини, але внаслідок надходження з позаклітин-

ного середовища за градієнтом його концентрації [22]. 

Надходженням позаклітинного Са2+ у секреторні клітини, інкубовані у номіналь-

но безкальцієвому середовищі, можна знехтувати. Тому у цьому випадку зменшення 

вмісту мембранозв’язаного Са2+, як і сумарного вмісту Са2+ у тканині залоз [6], зумовле-
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Рис. 2. Зміни вмісту мембранозв’язаного Са2+ під впливом АТФ і АДФ за інкубування в номіналь-
но безкальцієвому середовищі: [Na+]=136,9 ммоль/л, [АТФ]=100 мкмоль/л, [АДФ]=100 
мкмоль/л; тут і надалі * – різниця статистично достовірна щодо контролю Р≤0,05, ** – 
Р≤0,01, *** – Р≤0,001; n=7–8. 
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не активацією P2Y-рецепторів і, відповідно, ІФ3-чутливих Са2+-каналів. Підвищення 

[Са2+]і сприяє активації Na+–Ca2+-обмінника і Са2+-помпи плазматичної мембрани – сис-

тем, які забезпечують виведення Са2+ у позаклітинне середовище.  

Збільшення вмісту мембранозв’язаного Са2+ у секреторних клітинах слинних за-

лоз, які інкубували у гіперкальцієвому середовищі, спричинене його надходженням у 

цитоплазму P2X-рецепторами та депонуванням. За цих умов активуються, зазвичай, і 

P2Y-рецептори, але оскільки кальцієвий концентраційний градієнт є значним, рівновага 

зміщена у бік депонування, а не вивільнення із депо. 

За фізіологічного кальцієвого градієнта між надходженням позаклітинного Са2+ 

(активацією P2X-рецепторів) та його вивільненням із внутрішньоклітинного депо 

(активацією P2Y-рецепторів) встановлюється динамічна рівновага, тому жодних статис-

тично-достовірних змін ми не зареєстрували. Аналогічні дані були отримані нами і у по-

передніх дослідженнях, проведених з вимірюванням сумарного вмісту Са2+ у тканині [6]. 

Після дії сураміну на мембрану секреторних клітин, інкубованих у номінально 

безкальцієвому середовищі, стимульоване аденіловими нуклеотидами зменшення вміс-

ту мембранозв’язаного Са2+ було відсутнім (рис. 3). Отже, це зменшення справді опосе-

редковане активацією P2Y-рецепторів. Чим зумовлене певне збільшення вмісту мембра-

нозв’язаного Са2+, спричинене АТФ за таких умов, ми наразі відповісти не можемо. 

Аналогічно, додавання сураміну до гіперкальцієвого середовища запобігає АТФ- і 

АДФ-індукованому збільшенню вмісту мембранозв’язаного Ca2+ (рис. 4). Ми розцінюємо це 

як доведення наявності Р2Х-рецепторів на плазматичній мембрані досліджуваних клітин. 

Слід також зазначити, що додавання сураміну до номінально безкальцієвого се-

редовища само по собі спричиняє статистично достовірне (Р0,05) збільшення вмісту 

мембранозв’язаного Са2+ на 5,44% (див. рис. 3). За збільшеної до 10 ммоль/л [Ca2+] це 

збільшення становило 16,82% (Р0,001; див. рис. 4). Отже, ефект сураміну залежить від 

позаклітинної [Са2+]. Відомо, що ця речовина не лише пригнічує P2-рецептори, але і є 

Рис. 3. Залежність АТФ- і АДФ-індукованих змін вмісту мембранозв’язаного Са2+ від наявності 
сураміну в номінально безкальцієвому середовищі: [Ca2+]=0 ммоль/л, [Na+]=136,9 ммоль/
л, [АТФ]=100 мкмоль/л, [АДФ]=100 мкмоль/л, [сурамін]=100 мкмоль/л; n=11–29. 
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інгібітором ектонуклеотидази [32]. Пригнічення ектонуклеотидази повинно спричинити 

збільшення концентрації ендогенних три- і динуклеотидів, які можуть потрапляти у 

позаклітинне середовище з нервових закінчень чи внаслідок деградації клітин [32], і, 

тим самим, призвести до активації Р2-рецепторів. 

Таким чином, у результаті проведених досліджень ми отримали переконливі до-

кази наявності Р2Х- та Р2Y-рецепторів на плазматичній мембрані секреторних клітин 

слинних залоз личинки Chironomus plumosus. 
____________________ 
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CHANGES OF MEMBRANEBOUND СА
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As a result of ATP and ADP adding to nominal Ca2+-free incubatory me-
dium membranebound Ca2+ content in Chironomus plumosus salivary glands tis-
sue decreased, in case of hypercalcium medium effect was alternate. Moreover, 
ADP-induced changing is more marked, than ATP-induced in both cases. Nucleo-
tide application into medium with physiological Ca2+-concentration doesn’t cause 
membranebound Са2+ content changes. After suramin application into nominal 
Ca2+-free medium decreasing of adenil nucleotides stimulated membranebound 
Са2+-content was absent, therefore that changes actually mediated with P2Y-
receptors activation. In a similar manner, suramin in hypercalcium medium pre-
vents ATP- and ADP-induced membranebound Ca2+ content increasing, which 
regarding as Р2Х-receptors availability. Beside that, suramin in itself causes some 
membranebound Са2+-content increasing, which depends on extracellular concen-
tration of that cation and caused, perhaps, with ecto-nucleotidase inhibition. 

Key words: ATP, ADP, suramin, Р2Х, P2Y, salivary glands. 
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