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У�роботі�обґр�нтовано�ви�ористання�рівняння�Хілла�та�підібрані� �ритерії

для��інетично�о�аналіз��ф�н�ціон�вання�Са2+-транспорт�вальних�систем�плазма-

тичної�мембрани�се�реторних��літин�слинних�залоз�личин�и��омара-дер��на.

Розрах�но��параметрів�рівняння�Хілла�проводили�з�ви�ористанням�модифі�ованих

�оординат�Іді-Хофсті.�Жодно�о�застереження�не�ви�ли�ає�застос�вання�рівняння

Хілла�для�опис��залежності�ампліт�ди�трансмембранно�о�стр�м��Na+–Ca2+-обмін�

від��онцентрації�відповідно�о�лі�анд�.�Але�значення��оефіцієнта�Хілла�n�>�1�залеж-

ності�вхідно�о�стр�м��Na+–Ca2+-обмін��від�[Ca2+]
e
�свідчить�не�про��ооперативність

транспортованих��атіонів,�а�про�алостеричн��ре��ляцію�обмінни�а�цитозольним

Са2+.�Пост�люється�та�ож,�що�рівняння�Хілла�можна�ви�ористов�вати�і�для�та�ої

�етеро�енної�системи,�я�ою�є�лі�андінд��овані�зміни�вміст��Са2+���т�анині�залоз.

У�цьом��випад���слід�абстра��ватися�від�властивостей��он�ретних�Са2+-транспор-

т�вальних�систем;�я�що�n�=�1,�то�це�є�свідченням�специфічності�зв’яз�вання�лі�анд�

лише� з� однією� Са2+-транспорт�вальною� системою� в� заданом�� діапазоні

�онцентрацій�(напри�лад,�еозин��Y�з�Са2+-помпою�плазматичної�мембрани).�За

n�>�1�можна�прип�стити,�що��іль�а�Са2+-транспорт�вальних�систем�є�задіяні�в

односпрямованих�змінах�вміст��Са2+�(напри�лад,�а�тивація�ф�н�ціон�вання�Na+–

Ca2+-обмінни�а� �� зворотном�� режимі� і� при�нічення�Са2+-помпи� плазматичної

мембрани)�за��мови,�що�ч�тливість�цих�систем�до�лі�анд��лежить�в�одном��і�том�

ж�самом��діапазоні.�І,�навпа�и,�те,�що�n�<�1,�є�наслід�ом�односпрямованих�змін

різноспрямованих� Са2+-транспорт�вальних� систем� (напри�лад,� при�нічення

потенціало�ерованих�Са2+-�аналів�і�Са2+-помпи�плазматичної�мембрани).

Ключові� слова:�се�реторні��літини,�Na+–Ca2+-обмінни�,�Са2+-помпа,�по-

тенціал�еровані�Са2+-�анали,�рівняння�Хілла,��оординати

Іді-Хофсті,��інети�а.
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USE�OF�HILL�EQUATION�FOR�KINETIC�ANALYSIS�OF�Ca2+-TRANSPORTING

SYSTEMS�OF�CHIRONOMUS�PLUMOSUS�LARVAE�SECRETORY�CELLS

V.V.Manko
Ivan�Franko�National�University�of�Lviv

4,� Hrushevskyi� St.,� Lviv� 79005,� Ukraine

Hill�equation�was�used� for�kinetic�analysis�of� functioning�plasma�membrane

Ca2+-transporting�systems�in�salivary�gland’s�secretory�cells�of�Chironomus�plumosus

larvae.�For�the�calculation�of�Hill�equation�parameters,�modified�Eadie-Hofstee�plot

was� used.�Hill� equation�was� applied� for� description� of�Na+-Ca2+� exchange� trans-

membrane�current�dependence�on�appropriate�ligand�concentration.�However,�when

the�value�of�Hill�coefficient�n�>�1�for�Na+-Ca2+�exchange,�inward�current�dependence

on�[Ca2+]
e
�was�found.�It�testifies�to�exchanger�allosteric�regulation�by�cytosolic�Ca2+

but�not�to�transported�cations�cooperativity.�It�is�also�postulated�that�Hill�equation

may�be�used�to�describe�such�heterogenic�system�as�ligand-inducted�changing�of

Ca2+� content� in� the�gland� tissue.� In� this� case� it� should� be� abstracted� away� from

specific�Ca2+-transporting�systems�properties;� in�case�of� �n� =�1� it� specific� ligand

linking�to�only�one�Ca2+-transporting�system�is�evident�at�given�concentration�mag-

nitude�(for�example,�eosin�Y�with�plasma�membrane�Ca2+-pump).�In�case�of�n�>�1,�one

can�propose�several�Ca2+-transporting�systems�to�take�part�in�single-directed�Ca2+

content�changes�(for�example,�Na+-Ca2+�exchanger�activation�in�reverse�mode�and

plasma�membrane�Ca2+-pump� inhibition)� under� the� condition,� when� the� system

sensitivity�to�ligand�is�in�the�same�range.�Vice�versa,�if�n�<�1,�single-directed�changes

in�different-directed�Ca2+-transporting�systems�can�be�observed��(for�example,�voltage

operated�Ca2+-channels�and�Ca2+-pump�of�plasma�membrane�inhibition).

Key�words:�secretory�cells,�Na+-Ca2+�exchanger,�Ca2+-pump,�voltage�operated

Ca2+-channels,�Hill�equation,�Eadie-Hofstee�plot,�kinetics.

ВСТУП

Метод�аналіз�е�спериментальних�даних,�я�ий�запропонвав��1910�р.�ан-

�лійсь�ий�фізіоло��Арчібальд�Вівіан�Хілл�[18],�і�сьо�одні�досить�часто�ви�орис-

товють�в�еле�трофізіоло�ічних�дослідженнях.�Це�пояснюється�тим,�що��оефіцієнт

Хілла� (n)� є� визначальним� параметром� � з’ясванні� стпеня� �ооперативності

зв’язвання� лі�андів� з� протеїнами.� За� наявності� позитивної� �ооперативності

�оефіцієнт�n�відображає�мінімальн��іль�ість�взаємодіючих�сайтів�протеїн�[25,

26].�Розробляються�й�емпіричні�принципи�інтерпретації��оефіцієнта�n�за�не�а-

тивної��ооперативності�зв’язвання�лі�андів�[11].

Відомі�та�ож�і�обмеження�ви�ористання�цьо�о�метод.�Особливо�обережно

слід�застосоввати�йо�о�під� час�аналіз�параметрів� �етеро�енних�систем� [3].

Тим�не�менше,��оординати�Хілла�широ�о�ви�ористовють�для�з’ясвання�особ-

ливостей�фн�ціонвання�різних�іонтранспортвальних�систем�[17,�21,�27].�Перед

нами�стояло�завдання�підібрати��ритерії�та�проаналізвати,�ви�ористовючи�рів-

няння�Хілла,�фн�ціонвання�Са2+-транспортвальних�систем�се�реторних��літин

слинних�залоз�личин�и�Chironomus� plumosus.
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МАТЕРІАЛИ
 І
 МЕТОДИ
 ДОСЛІДЖЕНЬ

У�роботі�проаналізовано�е�спериментальні�дані,�отримані�раніше�з�метою

ідентифі�ації� та� встановлення� властивостей�Na+–Ca2+-обмінни�а� [5,� 14],�Са2+-

помпи� [9]� та� потенціало�ерованих� Са2+-�аналів� [6]� плазматичної� мембрани

се�реторних��літин�слинних�залоз�личин�и�Chironomus� plumosus.�Стр м�Na+–

Ca2+-обмін �реєстр вали� �відповідь�на�раптов �"іперполяризацію�плазматичної

мембрани�(детальніше�див.�[8]);�властивості�Na+–Ca2+-обмінни�а�дослідж вали

та�ож,�аналіз ючи�зміни�вміст �Са2+� �т�анині�залоз�після�їхньо"о�ін� б вання� 

"іпонатрієвих� середовищах� [8].� Потенціало�еровані� Са2+-�анали� а�тив вали

"іпер�алієвою�деполяризацією� плазматичної�мембрани� [4].� Са2+-помп � плаз-

матичної�мембрани�[9]�дослідж вали,�додаючи�до�середовища�ін� б вання�залоз

її�бло�атор�еозин�Y.

Усі� розрах н�и� проводили� за� допомо"ою� стандартно"о� па�ета� Microsoft

Excel.�Рівняння�прямої�лінії,�що�най�раще�апро�сим є�е�спериментальні�дані,

розрахов вали�із�застос ванням�метод �найменших��вадратів�[1].�Для�цьо"о� 

Microsoft� Excel� передбачено� ви�ористання� �оефіцієнта�детермінованості�R2� –

нормований�по�азни��с ми� �вадратів� відхилень�е�спериментальних� точо�� від

розрахованих�за�відповідним�рівнянням.�Чим�ближчий�він�до�одиниці,�тим��ращою

є� �ореляція�між�моделлю� і�фа�тичними� даними.�Достовірність� розрахованих

параметрів�прямої�перевіряли�за�F-�ритерієм�Фішера;�достовірною�вважали�та� 

апро�симацію,�за�я�ої��P�≤�0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ
 ДОСЛІДЖЕННЯ
 ТА
 ЇХНЄ
 ОБГОВОРЕННЯ

Теоретичні�перед�мови

Взаємодія�рецептора�(R)�з�n�моле� лами�лі"андів�(L)�опис ється�рівнянням:

�

�

��

�

���
←

→
+ . (1)

Я�що�реа�ція�(1)�приводить�до�а�тивації�певно"о�процес ,�то�рівняння�Хілла

відображає� відношення� �іль�ості� рецепторів,�що�провзаємодіяли� з� лі"андами

(B),�до�за"альної��іль�ості�рецепторів�цих�лі"андів�(T):
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, (5)

де�[L]�–��онцентрація�лі"анд ;�К
0,5
�–��онцентрація�лі"анд ,�за�я�ої�B� =

�

� �T;�n�–

�оефіцієнт�Хілла.

Дію�лі"андів-анта"оністів�можна�охара�териз вати�част�ою�рецепторів,�не

зв’язаних�з�ними:
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або nn

n
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5,0
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=
, (7)

де�N�=�T�–�B�–�значення�поазниа�дослідж�вано�о�процес��за�дії�блоатора��
відповідній�онцентрації� ([L]);�T�–�значення�поазниа�до�дії�блоатора;�К

0,5
�–

онстанта,�що�дорівнює�онцентрації�блоатора,�за�яої�значення�поазниа�змен-
ш�ється�наполовин�;�n�–�оефіцієнт�Хілла.

Що�рах�вати?

У�ферментативній�інетиці�швидість�біохімічної�реації�(V)�за�відповідної
онцентрації� лі�анд�� є� тим� параметром,� за� яим�можна� оцінити� (з� деяими
застереженнями�[3])�ільість�зв’язаних�лі�андів�(B).�Відповідно,�за�масимальною
швидістю�реації�(V

max
)�можна�оцінити�за�альн��ільість�лі�андів�(T).�Том��рів-

няння�(5)�т�т�матиме�таий�ви�ляд:

nn

n

LK

L

V

V

][

][

5,0max
+

=

. (8)

В� елетрофізіоло�ії� швидість� транспорт�вання� іонів� харатериз�ється
ампліт�дою� трансмембранно�о� стр�м�� (ільість� перенесено�о� заряд�� за
одиницю�час�).�Том��рівняння�Хілла�за�дії�лі�андів-а�оністів�можна�записати�та:

nn

n

LK

L

I

I

][

][

5,0max
+

=

, (9)

де� І� –� ампліт�да� стр�м�� за� дії� а�оніста� �� відповідній� онцентрації� ([L]);� I
max

� –
розраховане�масимальне�значення�дослідж�ваної� величини;� онстанта�К

0,5
�–

онцентрація�а�оніста,�за�яої�І�= �

�

�І
max

;�n�–�розрахований�оефіцієнт�Хілла.
Наба�ато�сладніше�опер�вати�іншими�поазниами,�яі�не�харатериз�ють

швидість�перебі���процес�.�У�цьом��випад��величина�B�(і,�відповідно,�T)�–�це
лі�андінд�ована� � зміна� встановлено�о�поазниа.� Та,� виористов�ючи�вміст
Са2+���танині�залоз�я�поазни�ф�нціон�вання�тієї�чи�іншої�Са2+-транспорт�-
вальної�системи,�слід�піддавати�аналізові�не�сам�вміст�Са2+,�а�йо�о�зміни,�спри-
чинені�відповідним�а�оністом.

Я�рах�вати?

Спочат��роз�лянемо�підходи�аналіз��а�оністінд�ованих�змін�дослідж�ваних
поазниів.

У�більшості�випадів�еспериментаторові�є�дост�пним�із�рівняння�(5)�лише
значення� величини� B� за� відповідної� онцентрації� лі�анд�� L.� Таим� чином,
невідомими�є�аж�три�величини�–�T,�K

0,5
�і�n.�Їх�можна�лише�розрах�вати.

Традиційним� способом� розрах�н�� параметрів� рівняння� Хілла� �� цьом�
випад��є�трансформація�рівняння�(5)�до�вираз�

�����������������������������������������. (10)

Залежність�����������������від�lg[L] за�правильно�підібрано�о�значення�Т�–�це�пряма

лінія�з�нахилом�n�[3].

= n lg[L] – lgK

n

0,5

lg

B

T  –  B

lg

B

T  –  B
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Ми� ви�ористали� для� розрах�н��� параметрів� рівняння� Хілла� видозмінені

�оординати�Іді-Хофсті.

Метод�Іді-Хофсті�застосов�ють�для�лінеаризації�рівняння�Міхаеліса-Ментен

та�визначення,�відповідно,�V
max
�і�K

m
�цієї�залежності�[3].�Для�цьо"о�б�д�ють�"рафі�

���оординатах�V�від�
][S

V

�та�лінеариз�ють�йо"о,�ви�ористов�ючи�метод�найменших

�вадратів.�Причом��метод�Іді-Хофсті�є�більш�точним,�ніж�метод�Лайн�івера-Бер�а,

ос�іль�и�V�входить���величини,�що�від�ладаються�на�обох�осях�[3].

Подібний�підхід�ми�ви�ористали�для�лінеаризації�рівняння�Хілла.�Для�цьо"о

рівняння�(5)�трансформ�вали�та�:
nnn

LTLBKB ][][
5,0

⋅=⋅+⋅ ; (11)

nnn

KBLTLB
5,0

][][ ⋅−⋅=⋅ ; (12)

T

L

B

KB
n

n

+⋅−=

][
5,0

. (13)

Залежність�B� від� n

L

B

][
за� точно�підібрано"о�значення� �оефіцієнта�n� –�це

пряма,�що�перетинає�обидві�осі�в�ділянці�позитивних�значень;�вісь�ординат�пряма

перетинає���точці,�рівній�T,�а�вісь�абсцис�–���точці� n

K

T

5,0

.

При�ладом�застос�вання�рівняння�(13)�є�дослідження�залежності�ампліт�ди

вхідно"о�стр�м��Na+–Ca2+-обмін��се�реторних��літин�слинних�залоз�від�[Са2+]
e

(рис.�1).

Рис.�1.	Залежність	ампліт�ди	вхідно�о	стр�м�	Na+–Ca2+-обмін�	від	[Ca2+]
e
:

А	–	�онцентраційна	залежність	�	напівло�арифмічних	�оординатах,	описана	рівнянням	Хілла
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рівнянню	 max25,0
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e
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і
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e
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Особливо	зр�чно	ви�ористов�вати	рівняння	(13)	тоді,	�оли	величина	Т	справді
є	невідомою	і	її	необхідно	розрах�вати.	Власне,	�	фізіоло�ії,	�оли	встановлюється
а�тивність	не	очищено�о	фермент�,	а	ферментно�о	�омпле�с�	в	�омо�енаті	т�анин
чи	в	інта�тних	�літинах,	майже	завжди	доцільнішим	є	розрахов�вати	цей	параметр,
а	не	встановлювати	йо�о	е�спериментальним	шляхом.	Це	на�лядно	проілюстровано
на	рис.	2,	де	представлено	аналіз	ефе�т�	еозин�	Y	на	вміст	Са2+	�	т�анині	залоз.
У	цьом�	випад��	еозин	Y	є	а�оністом,	ос�іль�и	він	спричиняє,	бло��ючи	Са2+-помп�
плазматичної	мембрани,	збільшення	вміст�	Са2+	�	т�анині.	Я�	видно,	цей	процес
(висхідна	 частина	 залежності)	 досить	добре	опис�ється	рівнянням	Хілла,	 хоча
ма�симальне	лі�андінд��оване	збільшення	вміст�	Са2+	(за	�онцентрації	5	м�моль/л)
лежить	досить-та�и	дале�о	від	теоретично	розраховано�о	значення	T.	Це	з�мовлено,
маб�ть,	 тим,	що	еозин	Y	 �	 вищих	 �онцентраціях	при�ніч�є	Са2+-помп�	не	лише
плазматичної	 мембрани,	 але	 й	 ендоплазматично�о	 рети��л�м�.	 Я�	 наслідо�,

спостері�ається	відносне	зменшення	вміст�	Са2+	�	т�анині.

У	дея�их	випад�ах	зр�чніше	аналіз�вати	не	абсолютні	значення	відповідних
по�азни�ів,	а	нормалізовані.	На	рис.	3	представлена	залежність	між	[Ca2+]

e
	та

спричиненими	�іпонатрієвим	середовищем	змінами	вміст�	Са2+	�	т�анині	залози,
я�і	б�ли	нормалізовані	до	змін	вміст�	Са2+	�	т�анині	за	фізіоло�ічно�о	значення
[Ca2+]

e
	(1,76	ммоль/л).
Анало�ічно,	для	лінеаризації	рівняння	(7),	що	опис�є	лі�андінд��оване	змен-

шення	відповідно�о	по�азни�а,	ми	йо�о	трансформ�вали	до	вираз�

T

K

LN

N
n

n

+

⋅

−=

5,0

][

. (14)

Рис.�2.	Вплив	еозин�	Y	на	се�рецію	за�ально�о	біл�а	і	вміст	Са2+	�	т�анині	залоз:

А	 –	 залежність	 се�реції	 (1)	 і	 вміст�	Са2+	 �	 т�анині	 (2)	 від	 �онцентрації	 еозин�	Y	 �	 напів-

ло�арифмічних	 �оординатах;	 висхідна	 частина	 �ривої	 2	 опис�ється	 рівнянням	 Хілла

nn
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;	Б	–	залежність	висхідної	 частини	зміни	вміст�	Са2+��	 т�анині	 від

�онцентрації	 еозин�	 Y	 �	 видозмінених	 �оординатах	 Іді-Хофсті,	 я�а	 відповідає	 рівнянню
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з	P	<	0,01;		n	=	8
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У�цьом��випад���пряма�повинна�опис�вати�е�спериментальні�дані�в��оор-

динатах�{N;�N·[L]n}.�Тим�не�менше,���ба�атьох�випад�ах�ви�ористов�вати�рівняння

(14)�недоцільно,�ос�іль�и�Т�–�значення�дослідж�вано�о�параметра�за�відс�тності

бло�атора�(���онтролі),�і�немає�потреби�її�розрахов�вати.�Рівняння�(14)��раще

представити���ви�ляді

1

][1

5,0

+

⋅

⋅−=

T

LN

KT

N

n

n . (15)

Відповідно�е�спериментальні�дані�слід�апро�сим�вати�прямою�в��оординатах

⎭

⎬

⎫

⎩
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⎧ ⋅

T

LN
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N

n

][

; �за��мови,�що�вона�перетинає�вісь�ординат���точці�1.�Досить�по�азовим

�� цьом�� випад��� є� рис.� 4,� на� я�ом�� наведено� зменшення� ампліт�ди� вхідно�о

стр�м��Na+–Са2+-обмін��під�впливом��атіонів�La3+�за�фізіоло�ічної�(1,76�ммоль/л)

та� підвищеної� до� 10� ммоль/л� [Ca2+]
e
.� Ампліт�да� стр�м�� �� �онтролі� (до� дії

бло�атора)�в�обох�випад�ах�відома.�Крім�то�о,�це�дві�різні�серії�дослідів,�том�

ампліт�да� стр�м�� в� �онтролі� може� відрізнятися,� але� це� не� має� впливати� на

інтерпретацію�рез�льтатів�досліджень.

Ще�один�випадо��ви�ористання�рівняння�(15)�продемонстровано�на�рис.�5.

У�цьом��випад���рівняння�Хілла�задовільно�опис�є�при�нічення��атіонами�La3+

стим�льоване��іпер�алієвою�деполяризацією�збільшення�вміст��Са2+���т�анині

залоз,� опосеред�оване� а�тивацією� потенціало�ерованих� Са2+-�аналів� плазма-

тичної�мембрани.
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Рис.�3.	Залежність	 нормалізованих	 змін	 вміст�	Са2+	 �	 т�анині	 залоз,	 інд��ованих	 �іпонатрієвим

середовищем	(35	ммоль/л),	від	[Сa2+]
e
:

А	–	залежність	�	напівло�арифмічних	�оординатах,	описана	рівнянням	
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K ,	де	ΔСа2+	–	різниця	між	вмістом	Са2+	�	т�анині	за	відповідної	[Са2+]
e

та	за	[Са2+]
e
	=	0	ммоль/л;	дані	нормаліз�вали	до	змін	вміст�	Са2+	за	[Са2+]

e
	=	1,76	ммоль/л

(до	�онтролю);	*	–	зміна	достовірна	відносно	�онтролю		з	P	<	0,05,	**	–	з	P	<	0,01;	n	=	7
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Інтерпретація�отриманих�параметрів

Коли�трансмембранний�іонний�стр�м�з�мовлений�ф�н�ціон�ванням�лише

однієї� іонтранспорт�вальної�системи,�що�транспорт�є�лише�один�тип�іонів,�то

ви�ористання�рівняння�Хілла�для�опис��цьо о�процес��є�повністю�виправдане.

Я�що�не�зважати,�звичайно,�на�можливість�реалізації�лі андінд��овано о�ефе�т�

цитоплазматичними�ре �ляторними�шляхами.�Дещо�с�ладнішою�є�система�Na+–

Ca2+-обмін��через�плазматичн��мембран�,�ос�іль�и�нею�одночасно�транспор-

т�ються�два�типи��атіонів.�Крім�то о,�і��атіони�Ca2+,�і��атіони�Na+�опосеред�овано

через�вн�трішньо�літинн��ре �ляторн��петлю�обмінни�а�мож�ть�змінювати�йо о

а�тивність� [12].� Ділян�а� вн�трішньо�літинної� петлі� між� аміно�ислотними� за-

лиш�ами�371�і�508�обмінни�а��ардіоміоцитів�ідентифі�ована�я��висо�оафінний

Са2+-зв’яз�ючий�се мент�[20].

Том�,�на�наш��д�м��,�висо�е�значення��оефіцієнта�n,�отримане�в�ході�дослід-

ження�залежності�ампліт�ди�вхідно о�стр�м��Na+–Ca2+-обмін��(див.�рис.�1),�з�мовлене

не�стіль�и�здатністю�обмінни�а�одночасно�транспорт�вати�вели����іль�ість��атіонів

Са2+,�с�іль�и�йо о�а�тивацією�цими�іонами.�Цей�висново��баз�ється�на�та�их�фа�тах.

Вхідний�стр�м�Na+–Ca2+-обмін�,�зареєстрований�за�фізіоло ічно о�натрієво о

 радієнта,�відображає� +

e
Na -залежне�виведення�з��літини�цитозольно о�Са2+.�У�зв’яз��

з�цим�йо о�ампліт�да�мала�би�прямо�залежати�від�[Сa2+]
і
�і�обернено�–�від�[Сa2+]

е�
при

тестованом��потенціалі.
�
Встановлена�ж�залежність�задовільно�опис�ється�рівнянням

Хілла.�Це�можна�пояснити,�виходячи�з�твердження,�що�за�тривало о�фі�с�вання

мембранно о� потенціал�� внаслідо��ф�н�ціон�вання�Na+–Ca+-обмінни�а� вста-

новлюється� термодинамічна�рівнова а�між�еле�трор�шійною�силою��атіонів�Na+
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Рис.�4.	Зменшення	ампліт�ди	вхідно�о	стр�м�	Na+–Са2+-обмін�	 за	фізіоло�ічної	 (1,76	ммоль/л)	 та

підвищеної	до	10	ммоль/л	[Ca2+]
e
	під	впливом	"атіонів	La3+:

А� –	 "онцентраційна	 залежність	 ефе"т�	 La3+	 в	 напівло�арифмічних	 "оординатах,	 в	 обох

випад"ах	опис�ється	рівнянням	Хілла	
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і�Са2+�–�Δμ
Na
�і�Δμ

Сa
.�Я�що�припстити,�що�Δμ

Na�
в�мовах�поза-�і�внтрішньо�літинної

перфзії�є�досить�стабільною�величиною,�то�внаслідо��збільшення�[Сa2+]
е
�збільшиться

і�[Сa2+]
і
.�Том�встановлена�залежність�вхідно#о�стрм�Na+–Ca2+-обмін�від�поза-

�літинно#о�Са2+�відображає,�по�сті,�йо#о�залежність�від�[Сa2+]
і
.

Для�Na+–Ca2+-обмін�через�плазматичн�мембран�збдливих��літин��зво-

ротном�режимі�( +

i
Na -залежно#о�вход� 2+

e
Ca

���літин)�хара�терною�є�виражена

залежність� від� цитозольної� [Са2+].� Зо�рема,� вихідний� стрм�Na+–Ca2+-обмін

�ардіоміоцитів�шлноч�ів� підсилюється� цитозольним�Са2+� з� К
0,5
� 22� нмоль/л

і��оефіцієнтом�Хілла�n�3,7�[21].�Ос�іль�и�фн�ціонвання�обмінни�а�підсилюють

ті��атіони�Са2+,�я�і�не�транспортються,�то�та�ий�їхній�ефе�т�Бластейн�і�Ледерер

назвали��аталітичним�[12].�Інші�дослідни�и�та�ий�ефе�т��атіонів�Са2+�називають

алостеричним�[22].

Існють� та�ож�достатні� до�ази,�що�цитозольний�Са2+� може� підвищвати

а�тивність�Na+–Ca2+-обмінни�а� � прямом� режимі� [17,� 21].� Цей� ефе�т� цито-

зольно#о�Са2+�можна�сплтати�з�а�тивацією�Na+–Ca2+-обмін�внаслідо��зміщення

термодинамічної�рівнова#и�між�еле�трохімічними�#радієнтами�Na+�і�Са2+,�ос�іль�и

Δμ
Сa
� внаслідо�� зростання� [Сa2+]

і
� зменшється.� Відо�ремити� ці� два� ефе�ти

е�спериментально�досить�важ�о,�я��і�точно�встановити�рівень�цитозольно#о�Са2+,

необхідно#о�для��аталітичної�а�тивації�обмінни�а��прямом�режимі�[12].

Зростання�[Сa2+]
е
�спричинює�збільшення�Δμ

Сa
.�Том�отримана�нами�залежність

між�амплітдою�вхідно#о�стрм�Na+–Ca2+-обмін� через�плазматичн�мембран
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Рис.�5.	Вплив	La3+	на	вміст	біл�а	�	середовищі	ін��б�вання	і	K+-стим�льоване	збільшення	вміст�	Са2+

�	т�анині	залози:

А	–	залежність	вміст�	за�ально�о	біл�а		�	середовищі	(1)	та	K+-стим�льовано�о	збільшення	Са2+	�

т�анині	(2)	від	[La3+]	в	напівло�арифмічних	�оординатах;	залежність	K+-стим�льовано�о	збільшення

Са2+	опис�ється	рівнянням	Хілла	 nn
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се�реторних��літин�і�[Сa2+]
е
�пере�онливо�свідчить�про�здатність�цитозольно�о

Сa2+��аталітично�а�тив�вати�ф�н�ціон�вання�обмінни�а���прямом��режимі.

З’яс�валося�та�ож,�що�при�е�вімолярній�заміні��атіонів�Са2+���поза�літинном�

середовищі�на��атіони�Sr2+�і�Ва2+���відповідь�на�раптов���іперполяризацію�мемб-

рани� реєстр�ється� вхідний� стр�м,� за� �інети�ою�досить� близь�ий� до� вхідно�о

стр�м��Na+–Ca2+-обмін�.�Том��ми�прип�стили,�що��атіони�Sr2+�і�Ва2+�мож�ть�транс-

порт�ватися�Na+–Ca2+-обмінни�ом�се�реторних� �літин� і,� відповідно,� ці� стр�ми

відображають�Na+–Sr2+-�чи�Na+–Ва2+-обмін�через�плазматичн��мембран�.

Відомо,�що�Na+–Cа2+-обмінни�� зб�дливих� �літин�може� транспорт�вати

�атіони�Sr2+�та,�меншою�мірою,�Ba2+,�хоча�ма�симальна�швид�ість�транспорт�-

вання�обмінни�ом�цих�іонів�менша,�ніж�транспорт�вання�Са2+�(див.�[12]).�Крім

то�о,�і�Sr2+,�і�Ba2+�переш�оджають�транспорт�ванню�обмінни�ом�Са2+�[24].

Катіони�Ba2+�мож�ть�замінювати��атіони�Ca2+�я��транспортний�с�бстрат�Na+–

Cа2+-обмінни�а��ардіоміоцитів,�причом�� +

i
Na -залежний�вхід�Ba2+�в��літини�підси-

люється�низь�ими��онцентраціями�цитозольно�о�Ca2+�[13].�А�про�здатність�Ва2+

замінювати�Са2+����аталітичній�а�тивації�обмінни�а�даних�немає.

Нами�встановлено,�що�залежність�ампліт�ди�стр�м��Na+–Sr2+-обмін��від�[Sr2+]
е
,

я��і�залежність�ампліт�ди�стр�м��Na+–Ca2+-обмін��від�[Ca2+]
е
,�задовільно�опис�ється

рівнянням�Хілла,�але��оефіцієнт�n���цьом��випад���є�с�ттєво�менший.�Параметри

рівняння�Хілла�залежності�ампліт�ди�стр�м��Na+–Ba2+-обмін��від�[Ba2+]
е
,�зо�рема,

�оефіцієнт�n,�ще�с�ттєвіше�відрізняються.�В�ході�порівняння�параметрів�рівняння

Хілла,�розрахованих�для�залежності�ампліт�ди�вхідних�стр�мів�Na+–Me2+-обмінів�від

[Me2+]
е
�(див.�таблицю),�напрош�ються�досить�ці�аві�виснов�и.�Перш�за�все,�розра-

ховане�значення�І
max
�зростає�в�послідовності�Ca2+�→ Sr2+�→�Ba2+.�А�значення��ое-

фіцієнта�n�і�K
0,5
,�навпа�и,���названій�послідовності�с�ттєво�зменш�ються.�Ос�іль�и

здатність�до��омпле�со�творення�в�названій�послідовності�теж�зменш�ється�[2],�то

зменшення��оефіцієнта�n,�на�наш��д�м��,�з�мовлене�пор�шенням�процесів��ата-

літичної� а�тивації� обмінни�а.�Хоча�повністю�від�идати�особливості� підтримання

�онцентрацій�двовалентних�металів���цитозолі�(що�теж�визначається�здатністю�до

�омпле�со�творення)�повністю�не�можна.�Відомо,�що�вн�трішньо�літинні�ор�анели

�ардіоміоцитів,�напри�лад,�не�а��м�люють�цитозольний�Ва2+�[13].

Отже,�аналіз�ючи�залежність�ампліт�ди�вхідно�о�стр�м��Na+–Me2+-обмін�

від�[Me2+]
е
,�висо�е�значення��оефіцієнта�Хілла�n�слід�роз�лядати�не�я��доведення

висо�о�о�ст�пеня��ооперативності�транспортованих�двовалентних��атіонів,�а�я�

свідчення�алостеричної�ре��ляції�обмінни�а.

Висо�ою�здатністю�до��омпле�со�творення�хара�териз�ються��атіони�La3+,

я�і�є�ефе�тивними�бло�аторами�чи�не�всіх�Са2+-транспорт�вальних�систем.�Але,

я��б�ло�по�азано�для��ардіоміоцитів�і��ладень�ом’язових��літин,�поза�літинний

Параметри	 рівняння	 Хілла	 залежності	 ампліт�ди	 стр�мів	 Na+–Me2+-обмінів

від	 поза�літинної	 �онцентрації	 відповідно�о	 двовалентно�о	 �атіона

Тип Na
+

– 
+2

Me
e

-обміну Коефіцієнт n Imax K0,5 

Na
+

–Ca
2+

-обмін 3,41 0,81 0,75 

Na
+

–Sr
2+

-обмін 1,48 0,90 0,27 

Na
+

–Ba
2+

-обмін 0,51 2,00 0,20 
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La3+�має�відносно�низь���афінність�до�Na+–Ca2+-обмінни�а� [19,�23].�Здатність

La3+�ін�іб�вати�Na+–Ca2+-обмінни��плазматичної�мембрани�зб�дливих��літин�оці-

нюється�K
0,5
,�не�меншим�ніж�0,5�ммоль/л�(див.�[12]).

Я�� свідчать� отримані� нами�дані� (див.� рис.� 4),� �атіони� La3+� є� �он��рентні

бло�атори�Na+–Cа2+-обмінни�а� плазматичної� мембрани� се�реторних� �літин,

ос�іль�и�збільшення�[Са2+]���середовищі�від�1,76�до�10�ммоль/л�зміщ�вало�К
0,5

від�0,28�до�2,40�ммоль/л.

Значення��оефіцієнта�n�цієї�залежності�свідчить,�що�La3+�не�лише�витісняє

Са2+� з� �атіонтранспорт�вально�о� сайт�� обмінни�а.� Ціл�ом� можливо,� що

La3+�взаємодіє�з�Са2+-зв’яз�ючою�ділян�ою�ре��ляторної�петлі�обмінни�а.�Внаслі-

до��та�о�о�зв’яз�вання�ф�н�ціональна�а�тивність�Na+–Cа2+-обмінни�а�повинна�б�ла

б�зрости,�але�в�поєднанні�з�витісненням�Са2+�з��атіонтранспорт�вально�о�центр�

це�спричиняє�лише�низь�е�(<�1)�значення��оефіцієнта�n�рівняння�Хілла.�Відповідно,

за� підвищеної� [Ca2+]
е
� �оефіцієнт�n� є� дещо�більший,�що�підтвердж�є�наявність

�он��ренції�La3+�з�Са2+�за�Са2+-зв’яз�юч��ділян���ре��ляторної�петлі�обмінни�а.

Отже,�ви�ористання�параметрів�рівняння�Хілла�для�аналіз��властивостей

Na+–Cа2+-обмінни�а�плазматичної�мембрани�є�не�лише�ціл�ом�оправданим,�але

й�дає�змо���отримати�нові�дані.�Дещо�важче�застос�вати�рівняння�Хілла�для

дослідження�с�ладніших�процесів,� я�ими�є�лі�андінд��овані� зміни�вміст��Са2+

��т�анині�залоз.�Це�досить-та�и��етеро�енна�система,�ос�іль�и�зміни�вміст��Са2+

визначаються�ф�н�ціональною�а�тивністю�пра�тично�всіх�Са2+-транспорт�вальних

систем� плазматичної�мембрани� та� вн�трішньо�літинних� ор�анел.�Навіть� тоді,

�оли� аналіз�ються� зміни,� спричинені� специфічним� а�оністом� чи� анта�оністом

певної� Са2+-транспорт�вальної� системи,� –� пор�шення�ф�н�ціон�вання� однієї

системи�немин�че�призводить�до�зміни�ф�н�ціон�вання�іншої.

Ви�ористов�вати� рівняння� Хілла,� на� наш�� д�м��,� для� дослідження� та�ої

�етеро�енної�системи�можна,�абстра��вавшись�від�властивостей��он�ретних�Са2+-

транспорт�вальних� систем.� У� цьом�� випад��� �оефіцієнт� Хілла� за� наявності

позитивної��ооперативності�фа�тично�відображає�нижню��раницю��іль�ості��сіх

Са2+-транспорт�вальних� систем,� задіяних� �� відповідних� лі�андінд��ованих

односпрямованих� змінах� вміст�� Са2+� (тобто� тих� процесів,� я�і� приводять� до

збільшення�чи�зменшення�вміст��Са2+).�Менше�від�одиниці�значення��оефіцієнта

Хілла�є�наслід�ом,�маб�ть,�анта�оністично�спрямованих�змін���ф�н�ціон�ванні

різних�односпрямованих�Са2+-транспорт�вальних�систем�або�наслід�ом�одно-

спрямованих� змін� різноспрямованих� Са2+-транспорт�вальних� систем.� У� всіх

випад�ах,�за��мови,�що�ч�тливість�Са2+-транспорт�вальних�систем�до�лі�анд�

лежить�в�одном��і�том��ж�самом��діапазоні��онцентрацій.

По�азовим���цьом��випад���є�вплив�еозин��Y�на�вміст�Са2+���т�анині�залоз

(див.�рис.�2).�Еозин�Y�–�тетрабромфл�оресцеїн�–�є�бло�атором�Са2+-помпи�плаз-

матичної�мембрани�еритроцитів�[15,�16]�та�ендоплазматично�о�рети��л�м���літин

міометрію� [7]� і� пра�тично� не� впливає� на�ф�н�ціон�вання� інших� іонтранспор-

т�вальних�систем�[10].

Ф�н�ціон�вання�Са2+-помпи�плазматичної�мембрани�і�Са2+-помпи�ендоплаз-

матично�о�рети��л�м��протилежно�спрямоване�–�при�нічення�першої�с�провод-

ж�ється�збільшенням�вміст��Са2+����літинах,�а�при�нічення�др��ої�–�зменшенням

здатності� �літин� а��м�лювати�Са2+.� Висхідна� частина� залежності� вміст��Са2+

��т�анині�від��онцентрації�цьо�о�бло�атора���середовищі�задовільно�опис�ється

рівнянням�Хілла.�Коефіцієнт�Хілла�дорівнює�одиниці,�що�пере�онливо�свідчить

про�вплив�еозин��Y���цьом��діапазоні��онцентрацій�лише�на�Са2+-помп��плазма-

тичної�мембрани.
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Висо�е�значення��оефіцієнта�Хілла�залежності�змін�вміст��Са2+���т�анині

залоз,�спричинених��іпонатрієвим�середовищем,�від�[Ca2+]
e

�(див.�рис.�3)�аж�нія�

не�можна�розцінювати�я��доведення�здатності�Na+–Ca2+-обмінни�а�плазматичної

мембрани� транспорт�вати� 2� �атіони�Са2+� �� �літин�� взамін� виведення� �іль�ох

(с�іль�ох?)��атіонів�Na+.�Швидше�за�все,�зміни�вміст��Са2+���т�анині�залоз���цій

серії� дослідів� спричинені� не� лише�ф�н�ціон�ванням� обмінни�а� �� зворотном�

режимі,�а�й�зміною�ф�н�ціональної�а�тивності�Са2+-помпи�плазматичної�мембрани.

Збільшення�поза�літинно�о�Са2+�має,�теоретично,�зменш�вати�швид�ість�транс-

порт�вання�Са2+� помпою� і� навпа�и.�Це� пов’язано� не� з� афінністю�Са2+-помпи

плазматичної�мембрани�до�цитозольно�о�Са2+,�я�а�є�наба�ато�вищою�за�афінність

Na+–Ca2+-обмінни�а�[12],�а�лише�з�термодинамічним�зміщенням.�Саме�том��це

відобразилося�на�параметрах�рівняння�Хілла�дослідж�ваної�залежності.

Зовсім�інше�спостері�ається�за�дії�La3+�на�K+-стим�льоване�збільшення�вміст�

Са2+���т�анині�залози�–��оефіцієнт�Хілла�менший�одиниці�(див.�рис.�5).�Це�свідчить

про�те,�що��атіони�La3+�діють�не�на�одн�,�а,�принаймні,�на�дві�різноспрямовані

Са2+-транспорт�вальні�системи.�Ос�іль�и�К
0,5
�ін�іб�вання�K+-стим�льованих�змін

вміст��Са2+���т�анині�залоз�с�ттєво�менша,�ніж�К
0,5
�ін�іб�вання�стр�м��Na+–Ca2+-

обмін��(див.�рис.�4),�то,�найімовірніше,��атіони�La3+�при�ніч�ють�і�потенціало�е-

ровані�Са2+-�анали,�і�Са2+-помп��плазматичної�мембрани.�Відомо,�що�Са2+-помп�

плазматичної�мембрани�міоцитів�артерій��атіони�La3+����онцентрації�0,01�ммоль/л

бло��ють�на�50�%�[23].�Внаслідо��при�нічення�потенціало�ерованих�Са2+-�аналів

вміст�Са2+� �� т�анині� залоз� зменш�ється,� а� внаслідо�� при�нічення�Са2+-помпи

плазматичної�мембрани,�навпа�и,�–�зростає.

Перева�и	і	обмеження

Застос�вання�рівняння�Хілла�для�встановлення��інети�и�Са2+-транспорт�-

вальних�систем�має�ряд�перева��і�недолі�ів.

Основною�перева�ою�ви�ористання�рівняння�Хілла�є� те,�що�аналіз�йо�о

параметрів�(К
0,5
,�n,�де�оли�Т)�досить�часто�дозволяє�виявити�нові�властивості

системи�і�тим�самим�поле�шити�інтерпретацію�отриманих�даних.�Навіть���випад��,

�оли� система� є� �етеро�енною.� Тим� не�менше,� отримані� параметри� не� слід

Рис.�6. Порівняння	�ривих	Хілла	для	залежності	ампліт�д	стр�мів	Na+–Са2+-,	Na+–Sr2+-,	Na+–Ba2+-об-

мін�	від	[Ca2+]
е
,	[Sr2+]
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роз�лядати� я� абсолютне� свідчення� наявності� �� системи� певної� властивості.

Досить�часто�певне�значення,�наприлад,�оефіцієнта�n�є�наслідом:�а)�оопе-

ративних�(позитивних�чи�не�ативних)�взаємодій�між�лі�андами�або�відс�тністю

їх�(див.�рис.�2);�б)�алостеричної�ре��ляції�системи,�тобто�наявності�двох�різних

центрів� зв’яз�вання� лі�андів,� яі� вион�ють� різні�ф�нції� (див.� рис.� 1,� 4,� 6);

в)��етеро�енності�системи�(див.�рис.�3,�5),�навіть�тоді,�оли�внаслідо�взаємодії

з� іншими� лі�андами� система� поводить� себе� я� �омо�енна.� Том�� правильно

інтерпрет�вати�параметри�рівняння�Хілла,�спираючись�на�рез�льтати�лише�однієї

(описаної�цим�рівнянням)�серії�дослідів,�не�можна.

Порівняно�з�традиційним�методом�виористання�модифіованих�оординат

Іді-Хофсті�для�розрах�н��параметрів�рівняння�Хілла�має�свої�перева�и:

а)�зменш�ється�похиба�розрах�н�,�осільи�залежна�величина�B�(і�тим

самим�похиба�вимірювання)�відладається�на�обох�осях;

б)�з’являється�можливість�застос�вати�модифіовані�оординати�для�точо,

яі�лежать�поза�середньою�частиною��рафіа�Хілла�(див.�рис.�1),�зорема,�для

масимально�наближених�до�T�(за�B�=�T�виористов�вати�рівняння�(10)�зі�зроз�-

мілих�причин�не�можна);

в)��рафі���оординатах�Іді-Хофсті�перетинає�обидві�осі�в�області�позитивних

значень,�а�це�поле�ш�є�ітераційн��апросимацію�даних;

�)� ящо� дія� лі�анд��має� виражений� двофазний� ефет� (див.� рис.� 2),� то

зр�чніше�проводити�ітерацію�оефіцієнта�Хілла,�а�не�T.

�Розрахований�таим�чином�оефіцієнт�Хілла�є��середнений.�Але���більшості

випадів�неможливо�і�немає�потреби�точно�встановлювати�масимальне�значення

n,� осільи� �� реальном��фізіоло�ічном�� есперименті� похиба� вимірювання� є

досить�значною.
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