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Ó÷àñòü ñèíàïòîòàãì³í³â ó âèâ³ëüíåíí³ êàòåõîëàì³í³â
õðîìàô³ííèìè êë³òèíàìè íàäíèðêîâî¿ çàëîçè ùóðà

Â³äîìî, ùî åêçîöèòîç çàáåçïå÷óº òàê³ æèòòºâîâàæëèâ³ ïðîöåñè, ÿê âèâ³ëüíåííÿ
íåéðîìåä³àòîð³â ïðè ñèíàïòè÷í³é ïåðåäà÷³ àáî ãîðìîí³â ï³ä ÷àñ ñåêðåö³¿. Ãîëîâíèé ìåõàí³çì
çä³éñíåííÿ åêçîöèòîçó â³äáóâàºòüñÿ çà äîïîìîãîþ ñïåö³àë³çîâàíîãî á³ëêîâîãî êîìïëåêñó, ÿêèé
íàçèâàºòüñÿ SNARE-êîìïëåêñ. Ñàìå çàâäÿêè éîãî àêòèâíîñò³ çëèâàþòüñÿ âåçèêóëÿðíà òà
ïëàçìàòè÷íà ìåìáðàíè òà ôîðìóºòüñÿ ôóç³éíà ïîðà, ÷åðåç ÿêó âì³ñò âåçèêóë âèâ³ëüíÿºòüñÿ
íàçîâí³. Ââàæàºòüñÿ, ùî ñàìå ñèíàïòîòàãì³íè, ÿê³ º êàëüö³éçàëåæíèìè á³ëêàìè, â³äïîâ³äàëüí³
çà ³í³ö³àö³þ êàëüö³éçàëåæíîãî åêçîöèòîçó. Ñèíàïòîòàãì³íè ðîçòàøîâàí³ íà ìåìáðàí³ âåçèêóë
³ çäàòí³ çâ�ÿçóâàòè äâà àáî òðè ³îíè êàëüö³þ. Âèâ÷àëàñÿ ðîëü îäí³º¿ ç íàéá³ëüø ðîçïîâñþäæåíèõ
¿õ ³çîôîðì � ñèíàïòîòàãì³íó-1 ó ïðîöåñ³ åêçîöèòîçó. Ùîá ïðèãí³òèòè ôóíêö³þ öüîãî ïðîòå¿íó,
âèêîðèñòîâóâàëè ³í�ºêö³þ àíòèò³ë äî ñèíàïòîòàãì³íó-1 â ³çîëüîâàí³ õðîìàô³íí³ êë³òèíè
íàäíèðíèêîâî¿ çàëîçè ùóðà. Ñåêðåö³þ êàòåõîëàì³í³â âèì³ðþâàëè çà äîïîìîãîþ àìïåðî-
ìåòðè÷íîãî ìåòîäó. Íàø³ ðåçóëüòàòè ïîêàçàëè, ùî ïðèãí³÷åííÿ ôóíêö³¿ ñèíàïòîòàãì³íó-1 ó
äîñë³äæóâàíèõ êë³òèí ïðèçâîäèëî äî çíà÷íîãî çìåíøåííÿ ñåêðåö³¿. Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè
äàþòü çìîãó çðîáèòè âèñíîâîê, ùî ñèíàïòîòàãì³í-1 º îäíèì ³ç êëþ÷îâèõ ïðîòå¿í³â, íåîáõ³äíèõ
äëÿ çàáåçïå÷åííÿ êàëüö³éçàëåæíîãî åêçîöèòîçó ó õðîìàô³ííèõ êë³òèí.
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: õðîìàô³íí³ êë³òèíè, êàëüö³é, ñèíàïòîòàãì³í, SNARE-êîìïëåêñ, åêçîöèòîç,
ñåêðåö³ÿ, êàòåõîëàì³íè.
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ÂÑÒÓÏ

Â³äîìî, ùî ïåðåäà÷à ³íôîðìàö³¿ â íåðâîâ³é
ñèñòåì³ çä³éñíþºòüñÿ çàâäÿêè ñèíàïòè÷-
íîìó ïðîöåñó, ïðè ÿêîìó çà äîïîìîãîþ
ñïåö³àë³çîâàíèõ ñèíàïòè÷íèõ âåçèêóë
âèâ³ëüíþºòüñÿ  ñåêðåòîâàíà  ñïîëóêà  ç
êë³òèíè íàçîâí³. Òàêèé ñàìèé ìåõàí³çì
çàä³ÿíèé ó íåéðîåíäîêðèííèõ êë³òèíàõ, â
òîìó ÷èñë³ õðîìàô³ííèõ êë³òèíàõ íàäíèðíè-
êîâî¿ çàëîçè. Â³äîìî ùî âèâ³ëüíåííÿ, àáî
åêçîöèòîç, ìàº äóæå ñêëàäíèé ìåõàí³çì, â
ÿêîìó çàëó÷åí³ ÷èñëåíí³ ñèíàïòè÷í³ ïðîòå¿-
íè [4, 12, 13]. Íàéãîëîâí³øèé ñèãíàë, ùî
çàïóñêàº åêçîöèòîç � çá³ëüøåííÿ êîíöåíò-
ðàö³¿ â³ëüíîãî êàëüö³þ â öèòîçîë³ ([Ca2+]

i
)

[1, 5, 17, 19], à óí³âåðñàëüíîþ ëàíêîþ, ùî
çä³éñíþº çëèòòÿ âåçèêóëè ³ç ïëàçìàòè÷íîþ
ìåìáðàíîþ º á³ëêîâèé SNARE-êîìïëåêñ

(â³ä àíãë. soluble N-ethylmaleimide sensitive
factor attachment receptor). SNARE-êîìï-
ëåêñ áóâ âïåðøå ³çîëüîâàíèé ³ç åêñòðàêò³â
íåðâîâèõ êë³òèí [20], â³í òàêîæ ìîæå áóòè
ðåêîíñòðóéîâàíèì ³ç ðåêîìá³íàíòíî åêñïðå-
ñîâàíèõ òà î÷èùåíèõ á³ëê³â in vitro [7, 8].
Öå âåëèêà ãðóïà á³ëê³â, ùî çä³éñíþº çëèòòÿ
âíóòð³øíüîêë³òèííèõ òðàíñïîðòíèõ âåçèêóë
ç êë³òèííîþ ìåìáðàíîþ (åêçîöèòîç) àáî
îðãàíåëàìè-ì³øåíÿìè.  Íèí³  âèÿâëåíî
áëèçüêî 60 á³ëê³â SNARE, êîòð³ ðîçä³ëÿþòü
íà äâ³ ôóíêö³îíàëüí³ ãðóïè: âåçèêóëÿðí³
á³ëêè (v-SNARE) ³ á³ëêè îðãàíåë-ì³øåíåé
àáî ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè (t-SNARE). Äî
v-SNARE â³äíîñÿòüñÿ ãîìîëîãè ñèíàïòî-
áðåâ³íó, äî t-SNARE � ñèíòàêñèíó-1 òà
SNAP-25. Çã³äíî ç íîâîþ ñòðóêòóðíîþ
êëàñèô³êàö³ºþ, ÿêà áàçóºòüñÿ íà âíåñêó ó
íóëüîâèé ³îííèé øàð â ç³áðàíîìó SNARE-
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êîìïëåêñ³, ö³ ãðóïè ï³äðîçä³ëÿþòüñÿ íà R-
SNARE ³ Q-SNARE. R-SNARE çàáåçïå÷óº
àðã³í³íîì (R) öåé ³îííèé øàð, òîä³ ÿê Q-
SNARE çàáåçïå÷óº éîãî êîìïëåìåíòàðíè-
ìè ãëóòàì³íàìè (Q) [9].

Ç ³áðàííÿ á³ëê³â  SNARE â  �òðàíñ�-
êîìïëåêñ, ³ìîâ³ðíî, çìèêàº ïðîòèëåæí³
ë³ï³äí³ á³øàðè ìåìáðàí, ùî íàëåæàòü äî
ìåìáðàíè êë³òèíè òà ñåêðåòîðíèõ ãðàíóë,
âíàñë³äîê ÷îãî ¿õ íàáëèæåííÿ çóìîâëþº
çëèòòÿ, à òàêîæ ôîðìóâàííÿ ôóç³éíî¿ ïîðè.
Íàäõîäæåííÿ êàëüö³þ â êë³òèíó çàâåðøóº
ðåàêö³þ çáèðàííÿ â êîìïëåêñ, ÿêà â³äáó-
âàºòüñÿ  çà  ïîñåðåäíèöòâîì âçàºìîä³ ¿
ñåíñîðà êàëüö³þ, ñèíàïòîòàãì³íó ç ìåìá-
ðàííèìè ë³ï³äàìè ³/àáî ÷àñòêîâî ç³áðàíèì
SNARE-êîìïëåêñîì. Çã³äíî ç îäí³ºþ ³ç
òåîð³é � «çì³éêè» (çàñò³áêè,  â³ä àíãë.
zipping),  SNARE-êîìïëåêñ ôîðìóºòüñÿ
ïîñë³äîâíî, ïî÷èíàþ÷è ³ç äèñòàëüíîãî â³ä
ìåìáðàíè ðåã³îíó.

ßê óæå âêàçóâàëîñÿ âèùå, êëþ÷îâîþ
ëàíêîþ äëÿ çàïóñêó åêçîöèòîçó º êàëüö³é-
çàëåæíèé ïðîöåñ, äëÿ ÿêîãî êðèòè÷íèìè º
ó÷àñòü ñèíàïòîòàãì³íó-1 òà êîìïëåêñèí³â.
Ñèíàïòîòàãì³í-1 � ñèíàïòè÷íèé âåçèêóëÿð-
íèé á³ëîê ç äâîìà Ñ2-äîìåíàìè (Ñ2À òà
Ñ2Â), ÿê³ ïðèéìàþòü ïîä³áí³ β-ñåíäâ³÷-
ñòðóêòóðè òà çâ�ÿçóþòü òðè òà äâà ³îíè
êàëüö³þ â³äïîâ³äíî çà äîïîìîãîþ ïåòåëü ó
âåðõí³é ÷àñòèí³ ñåíäâ³÷à [26, 30]. Ñèíàïòî-
òàãì³í º êàëüö³ºâèì ñåíñîðîì, ÿêèé áåðå
ó÷àñòü â îñòàíí³õ ñòàä³ÿõ âèêèäó íåéðîìå-
ä³àòîðà â ñèíàïòè÷íó ù³ëèíó. Â³í çâ�ÿçó-
ºòüñÿ ç íåéðåêñèíîì ³ SNAP-25, óòðèìóþ÷è
ñåêðåòîðíó âåçèêóëó á³ëÿ ïðåñèíàïòè÷íî¿
ìåìáðàíè, ³ áåðå ó÷àñòü ó âèêèä³ íåéðîìå-
ä³àòîðà âíàñë³äîê ðåãóëÿö³¿ SNARE-êîìï-
ëåêñó ïðè ï³äâèùåíí³ âì³ñòó êàëüö³þ â
öèòîçîë³.  Ñèíàïòîòàãì³í-1 çâ�ÿçóºòüñÿ
îäíî÷àñíî äî ìåìáðàíè ³  ä³þ SNARE-
êîìïëåêñ³â, ÿêùî âîíè çàêð³ïëÿþòüñÿ íà
ïëàçìàòè÷í³é ìåìáðàí³, â ðåçóëüòàò³ ÷îãî
ôîðìóºòüñÿ ÷åòâåðòèííèé SNARE-ñèíàï-
òîòàãì³í-1-Ca2+-ôîñôîë³ï³äíèé êîìïëåêñ
(SSCAP) [2, 6].

Ìåòà íàøî¿ ðîáîòè � äîñë³äæåííÿ ó÷àñ-
ò³ ñèíàïòîòàãì³íó-1 ó ïðîöåñ³ âèâ³ëüíåííÿ
êàòåõîëàì³í³â ³ç õðîìàô³ííèõ êë³òèí íàä-
íèðêîâèõ çàëîç ïðè ñòèìóëÿö³¿ ñåêðåö³¿
äåïîëÿðèçàö³ºþ ìåìáðàíè àáî àêòèâàö³ºþ
àöåòèëõîë³íîâèõ ðåöåïòîð³â ïëàçìàòè÷íî¿
ìåìáðàíè öèõ êë³òèí.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Äîñë³äè ïðîâîäèëè íà ñâ³æî³çîëüîâàíèõ
õðîìàô³ííèõ êë³òèíàõ íàäíèðíèêîâèõ çàëîç
äîðîñëèõ (5�6 ì³ñ) ñàìèöü á³ëèõ ùóð³â ë³í³¿
Â³ñòàð ìàñîþ 18�230 ã (ÿê áóëî îïèñàíî
ðàí³øå [14, 16, 22, 24, 31�34]). Êë³òèíè
ìåäóëè íàäíèðíèêîâî¿ çàëîçè îòðèìóâàëè çà
ñòàíäàðòíîþ ïðîöåäóðîþ ôåðìåíòàòèâíî¿
³çîëÿö³¿. Ùóðà àíåñòåçóâàëè çà äîïîìîãîþ
åô³ðó, äåêàï³òóâàëè, âèä³ëÿëè íàäíèðêîâ³
çàëîçè, ÿê³ ïðîìèâàëè ó ðîç÷èí³ DPBS
(ôîñôàòíèé áóôåð Äóëüáåêêî). Äàë³ ÷åðåç
óñòÿ âåíè çàëîçó ïðîìèâàëè ñòàíäàðòíèì
ðîç÷èíîì DPBS, ùî ì³ñòèâ êîëàãåíàçó òèïó
²À («Sigma-Aldrich», ÑØÀ) â êîíöåíòðàö³¿
0 ,5  ìã /ìë .  Ï³ä  á ³íîêóëÿðîì âèä³ëÿëè
ìåäóëÿðíó ÷àñòèíó çàëîçè, ðîçä³ëÿëè íà
òîíê³ ñìóæêè òîâùèíîþ 300�500 ìêì.
Îòðèìàí³ çð³çè ³íêóáóâàëè â ðîç÷èí³ DPBS,
ùî ì³ñòèâ êîëàãåíàçó â êîíöåíòðàö³¿ 0,3 ìã/
ìë ïðîòÿãîì 50�60 õâ ïðè 37 °Ñ. Îêðåì³
õðîìàô³íí³ êë³òèíè îòðèìóâàëè çà äîïî-
ìîãîþ ïîâ³ëüíîãî ï³ïåòóâàííÿ. Îòðèìàíó
ñóñïåíç³þ êë³òèí ³çîëþâàëè íà ïîêðèâíå
ñêëî, ðîçòàøîâàíå â ðîáî÷³é êàìåð³, â ÿêó
ï³ñëÿ ïðèêð³ïëåííÿ êë³òèí äî ïîâåðõí³
ïîêðèâíîãî ñêëà äîäàâàëè çîâí³øíüî-
êë³òèííèé ðîç÷èí.

Äëÿ ðåºñòðàö³¿ âèâ³ëüíåííÿ êàòåõîëà-
ì³í³â âèêîðèñòîâóâàëè åëåêòðîõ³ì³÷íèé
ìåòîä ,  ÿêèé  áàçóºòüñÿ  íà  îêèñíåíí³ -
â³äíîâëåíí³ ñïåöèô³÷íèõ õ³ì³÷íèõ ñïîëóê.
Êîëè ìîëåêóëè, ùî ëåãêî îêèñíþþòüñÿ (àáî
â³äíîâëþþòüñÿ) äèôóíäóþòü äî ïîâåðõí³
åëåêòðîäà,  âèíèêàº õ³ì³÷íà ðåàêö³ÿ,  â
ðåçóëüòàò³ ÿêî¿ óòâîðåí³ åëåêòðîíè ðåà-
ãóþòü ³ç ïîâåðõíåþ åëåêòðîäà, âèêëèêàþ÷è

Ó÷àñòü ñèíàïòîòàãì³í³â ó âèâ³ëüíåíí³ êàòåõîëàì³í³â
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åëåêòðè÷íèé ñòðóì. Â íàøèõ åêñïåðè-
ìåíòàõ âèêîðèñòàí³ åëåêòðîäè ç êàðáîíî-
âèìè âîëîêíàìè, îñê³ëüêè âîíè ìàþòü
á³ëüø ñòàá³ëüí³ åëåêòðîõ³ì³÷í³ âëàñòèâîñò³.
Ìè âèãîòîâëÿëè âóã³ëüí³ åëåêòðîäè, â ÿêèõ
îêðåìå êàðáîíîâå  âîëîêíî ä ³àìåòðîì
10 ìêì ³ äîâæèíîþ 6�8 ñì ðîçì³ùóâàëè
âñåðåäèí³ ïîë³åòèëåíîâî¿  òðóáêè.  Äëÿ
ðåºñòðàö³¿ êâàíòîâîãî ïðîöåñó âèâ³ëüíåííÿ
âèêîðèñòîâóâàëè òàê³ ðîç÷èíè (ììîëü/ë):
êîíòðîëüíèé � NaCl � 130, KCl � 5, CaCl

2 
 �

2, MgCl
2
 � 2, HEPES � 10, ãëþêîçà � 10; ðH

7,3; äåïîëÿðèçóþ÷èé ðîç÷èí � NaCl � 85,
KCl � 50, CaCl

2
 � 2, MgCl

2
 � 2, HEPES � 10,

ãëþêîçà  �  10 ;  ðH 7 ,3 .  ×àøêó Ïåòð³  ç
êë³òèíàìè ðîçòàøîâó âàëè â  ïîë³  çîðó
³íâåðòîâàíîãî ì³êðîñêîïà «Olympus IX70»
(ßïîí³ÿ) ç êîðîòêîôîêóñíèì îá�ºêòèâîì ç³
çá³ëüøåííÿì ó 40 êðàò. Åëåêòðîä ç êàðáîíî-
âèì âîëîêíîì çà äîïîìîãîþ ì³êðîìàí³-
ïóëÿòîðà ï³äâîäèëè ÿêíàéáëèæ÷å äî äîñë³ä-
æóâàíî¿ êë³òèíè. Äëÿ ðåºñòðàö³¿ ³íäóêîâàíèõ
åëåêòðè÷íèõ ñòðóì³â (²

å
) âèêîðèñòîâóâàëè

ï³äñèëþâà÷ ÅÐÑ-9 («ÍÅÊÀ», Í³ìå÷÷èíà).
Îêðåì³ ñåêðåòîðí³ ï³êè ðåºñòðóâàëè â
êîíô³ãóðàö³ ¿  �àìïåðîìåòð³ÿ� ,  êîëè íà
åëåêòðîä ïðèêëàäàâñÿ ïîñò³éíèé ïîòåíö³àë
+600 ìÂ. Êàðáîíîâ³ åëåêòðîäè õàðàêòåðè-
çóâàëè çà  íàÿâíîñò³  â  ðîáî÷³é  êàìåð³
êàòåõîëàì³í³â («Sigma-Aldrich», ÑØÀ) â
êîíöåíòðàö³¿ 1 ììîëü/ë. Âèõ³äíèé ñèãíàë
ï³äñèëþâà÷à  ô³ëüòðó âàëè ïðè ÷àñòîò ³
ïðîïóñêàííÿ 3 êÃö çà äîïîìîãîþ òðèïî-
ëþñíîãî ô³ëüòðà Áåññåëÿ òà öèôðîâîãî
ô³ëüòðà (10 ìÃö).

Àíòèò³ëà ââîäèëè ï³ä òèñêîì çà äîïî-
ìîãîþ ñèñòåìè ì³êðî³í�ºêö³¿ Picospritzer III
(«Parker Instruments», ÑØÀ) òà ì³êðîìàí³-
ïóëÿòîðà ç ì³êðîåëåêòðîäîì, ùî ì³ñòèâ ñóì³ø
àíòèò³ë òà ôëóîðåñöåíòíîãî äåêñòðàíó,
êîí�þãîâàíîãî ³ç FITC (ôëóîðîñöå¿í ³çîò³î-
ö³àíàò), («Sigma-Aldrich», ÑØA). ²íòåíñèâ-
í³ñòü ôëóîðåñöåíö³¿ âèì³ðþâàëè çà äîïîìî-
ãîþ ì³êðîñêîïà «Olympus IX70» (ßïîí³ÿ).

Âèì³ðþâàííÿ  òà  çàïèñ  ðåçóëüòàò ³â
êîíòðîëþâàëè çà äîïîìîãîþ êîìï�þòåðíèõ

ïðîãðàì �Pulse�òà �õChart� («ÍÅÊÀ», Í³ìå÷-
÷èíà). Äëÿ çì³íè çîâí³øíüîêë³òèííèõ ðîç÷èí³â
íàâêîëî äîñë³äæóâàíî¿ êë³òèíè áóëà çàñ-
òîñîâàíà ñèñòåìà ëîêàëüíî¿ àïë³êàö³¿. Øâèä-
ê³ñòü çì³íè ðîç÷èíó ñòàíîâèëà 0,3 ìë/õâ.

Àíàë³ç  ðåçóëüòàò ³â  çä ³éñíþâàëè çà
äîïîìîãîþ ïðîãðàìè �MicrocalTMOriginTM�,
âåðñ³ÿ 5.0 («Microcal Software Inc.», ÑØÀ).
Âñ³ ÷èñåëüí³ çíà÷åííÿ ðåçóëüòàò³â äîñë³ä-
æåííÿ îáðàõîâàíî ó âèãëÿä³ ñåðåäíüîãî
çíà÷åííÿ ± ñòàíäàðòíà ïîõèáêà (SEM).
Äîñòîâ³ðí³ñòü âèçíà÷àëè çà äîïîìîãîþ
îäíîôàêòîðíîãî äèñïåðñ³éíîãî àíàë³çó
(ANOVA). Â³ðîã³äíèìè ââàæàëè ðîçá³æ-
íîñò³ ïðè Ð<0,05. Äîñë³äè ïðîâîäèëè ïðè
ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³ (23�25°Ñ).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ

Ó õðîìàô³ííèõ êë³òèíàõ ñåêðåö³ÿ êàòåõî-
ëàì³í³â � º êàëüö³éçàëåæíîþ ³ òîìó ìîæå
áóòè ³íäóêîâàíà ïðîöåñàìè, ùî âèêëèêàþòü
ï³äâèùåííÿ êîíöåíòðàö³¿ âíóòð³øíüîêë³-
òèííîãî êàëüö³þ ([Ca2+]

i
) .  Ñåðåä òàêèõ

ìîæëèâèõ øëÿõ³â âèêîðèñòîâóºòüñÿ äåïîëÿ-
ðèçàö³ÿ ìåìáðàíè êë³òèíè, ï³ä ÷àñ ÿêî¿
â³äêðèâàþòüñÿ ¿¿ ïîòåíö³àëçàëåæí³ êàëüö³ºâ³
êàíàëè, òà àêòèâàö³ÿ àöåòèëõîë³íîâèõ ðåöåï-
òîð³â, ï³ñëÿ ÿêî¿ ï³äâèùóºòüñÿ êîíöåíòðàö³ÿ
[Ca2+]

i
 âíàñë³äîê íàäõîäæåííÿ Ca2+ ÷åðåç

³îíîòðîïí³ í³êîòèíîâ³ ðåöåïòîðè, àáî âèâ³ëü-
íåííÿ ³ç âíóòð³øíüîêë³òèííèõ êàëüö³ºâèõ
äåïî, çóìîâëåíå ôóíêö³îíóâàííÿì ìåòàáî-
òðîïíèõ ìóñêàðèíîâèõ ðåöåïòîð³â.

Äëÿ  âñòàíîâëåííÿ  ðîë³  êàëüö³ºâèõ
êàíàë³â ìè âèâ÷àëè ñåêðåö³þ êàòåõîëàì³í³â,
âèêëèêàíó  äåïîëÿðèçàö ³ºþ ìåìáðàíè
ðîç÷èíîì, ùî ì³ñòèâ 50 ììîëü/ë KCl. ßê
ìîæíà áà÷èòè íà ðèñ. 1, ² àïë³êàö³ÿ 2,5 ñ
äåïîëÿðèçóþ÷èì ðîç÷èíîì âèêëèêàëà çíà÷íó
ê³ëüê³ñòü ñåêðåòîðíèõ ïîä³é, ÿê³ ðåºñòðóâàëè
âèì³ðþâàëüíèì êàðáîíîâèì åëåêòðîäîì ó
âèãëÿä³ ñåêðåòîðíèõ òðàíç³ºíò³â.

Ïðè öüîìó ìîæíà áóëî âèä³ëèòè 2 ôàçè
åêçîöèòîçó: �øâèäêó�, ùî òðèâàëà áëèçüêî
5 ñ ï³ñëÿ ïî÷àòêó ñòèìóëÿö³¿, òà �ïîâ³ëüíó�,
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òðèâàë³ñòü ÿêî¿ áóëà âäâ³÷³ äîâøîþ. Ïåðøà
ôàçà õàðàêòåðèçóâàëàñü á³ëüø ³íòåíñèâíîþ
ñåêðåö³ºþ. Äëÿ âèçíà÷åííÿ ðîë³ ñèíàïòî-
òàãì³íó-1 ó ñåêðåö³¿ ìè âèêîðèñòîâóâàëè
àíòèò³ëà äî ñèíàïòîòàãì³íó-1 ó ðîçâåäåí³
1:100. Äëÿ öüîãî ðîáèëè ³í�ºêö³þ ÷åðåç
ì³êðîåëåêòðîä, ùî ââîäèâñÿ ó êë³òèíó,
àíòèò³ë  äî ñèíàïòîòàãì³íó-1 ðàçîì ³ç
ôëóîðåñöåíòíèì äåêñòðàíîì (äåêñòðàí-
FITC), ÿêèé ìàâ ïîä³áíó äî àíòèò³ë ìîëåêó-
ëÿðíó ìàñó. Âèêîðèñòàííÿ äåêñòðàíó-FITC
äàâàëî çìîãó êîíòðîëþâàòè çà äîïîìîãîþ
ôëóîðåñöåíòíîãî ì³êðîñêîïà ïîòðàïëÿííÿ
àíòèò³ë âñåðåäèíó êë³òèíè.

ßê ïîêàçàëè íàø³ åêñïåðèìåíòè, ³í�ºêö³ÿ
àíòèò³ë äî ñèíàïòîòàãì³íó-1 ó êë³òèíó,
ìàéæå ïîâí³ñòþ ïðèãí³÷óâàëà ñåêðåòîðí³
ïîä³¿, âèêëèêàí³ äåïîëÿðèçàö³ºþ êë³òèíè, ó
ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì. Òàê ÷àñòîòà ïîÿâè
ñåêðåòîðíèõ ïîä³é çìåíøèëàñü íà 84 % ±
3% (n=11; äèâ. ðèñ.1, ²²).

Ó íàñòóïíèõ åêñïåðèìåíòàõ ìè ñòèìó-
ëþâàëè ñåêðåö³þ çà äîïîìîãîþ àãîí³ñòà
àöåòèëõîë³íîâèõ ðåöåïòîð³â � àöåòèëõîë³íó,
ÿêèé äîäàâàëè ó çîâí³øíüîêë³òèííèé ðîç÷èí
ó êîíöåíòðàö³¿ 1 ììîëü/ë. ² òàêîæ ñïîñòå-

ð³ãàëè ïîÿâó ñåêðåòîðíèõ òðàíç³ºíò³â ó
â³äïîâ³äü íà àïë³êàö³þ àãîí³ñòà (äèâ. ðèñ.
1, ²²²). Ñë³ä â³äì³òèòè, ùî ó öüîìó ðàç³
òàêèé ñàìèé äâîôàçíèé õàðàêòåð ñåêðåö³¿
áóâ ³  ïðè ñòèìóëÿö³¿  ñåêðåö³¿  KCl.  Íà
â³äì³íó â³ä ñåêðåòîðíèõ ï³ê³â ³íäóêîâàíèõ
KCl, ïðè àïë³êàö³¿ àöåòèëõîë³íó àìïë³òóäà
ñåêðåòîðíèõ â³äïîâ³äåé áóëà â 2�3 ðàçè
á³ëüøîþ.

Ó íàñòóïíèõ åêñïåðèìåíòàõ ìè âèâ÷àëè
ó÷àñòü ñèíàïòîòàãì³íó-1 ó âèíèêíåíí³
ñåêðåòîðíèõ â³äïîâ³äåé â ³çîëüîâàíèõ
õðîìàô³ííèõ êë³òèíàõ ùóðà. Ââåäåííÿ
àíòèò³ë äî ñèíàïòîòàãì³íó-1 ó òó ñàìó
êë³òèíó, ÿêó äîñë³äæóâàëè áåç àíòèò³ë,
ñóòòºâî ïðèãí³÷óâàëî ñåêðåòîðíó àêòèâ-
í³ñòü êë³òèí (äèâ. ðèñ. 1, IV). ×àñòîòà ïîÿâè
ñåêðåòîðíèõ ïîä³é çìåíøóâàëàñÿ ó ïîð³â-
íÿíí³ ³ç êîíòðîëüíèìè âèì³ðþâàííÿìè íà
81,5 % ± 5 % (n=9).

Äëÿ òîãî ùîá îö³íèòè ìîæëèâ³ çì³íè
ê³íåòè÷íèõ ïîêàçíèê³â ñåêðåòîðíèõ ï³ê³â ïðè
ïðèãí³÷åíí³ ôóíêö³¿ ñèíàïòîòàãì³íó-1, ìè
ïðîàíàë³çóâàëè àìïë³òóäó, ÷àñ íàðîñòàííÿ òà
ñïàäó, øèðèíó ñåêðåòîðíîãî ï³êó (çà ñïà-
äàííÿì àìïë³òóäè äî 5 % â³ä ìàêñèìàëüíîãî

Ðèñ. 1. Âèâ³ëüíåííÿ êàòåõîëàì³í³â â³ä îêðåìî¿ õðîìàô³ííî¿ êë³òèíè ïðè àïë³êàö³¿ ðîç÷èíó, ùî ì³ñòèâ 50 ììîëü/ë
KCl (à) òà 1 ììîëü/ë àöåòèëõîë³íó (á) â êîíòðîë³ (²) òà ï³ñëÿ ³í�ºêö³¿ â êë³òèíó àíòèò³ë äî ñèíàïòîòàãì³íó-1  (²²). ×àñ
àïë³êàö³¿ îäíàêîâèé äëÿ îáîõ âèïàäê³â, ïîêàçàíî ïðÿìîþ ë³í³ºþ

à á

I

I I

ñ ñ

àíòèò³ëà äî
ñèíàïòîòàãì³íó-1

àíòèò³ëà äî
ñèíàïòîòàãì³íó-1

Ó÷àñòü ñèíàïòîòàãì³í³â ó âèâ³ëüíåíí³ êàòåõîëàì³í³â
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çíà÷åííÿ, Ò
95

) ,  íàï³âøèðèíó (çà 50%-ì
ñïàäàííÿì, Ò

50
),  òà éîãî ïëîùà (ðèñ. 2).

Ïðè îáîõ âèùåîïèñàíèõ òèïàõ ñòèìó-
ëÿö³¿ ã³ñòîãðàìè ðîçïîä³ëó çíà÷åíü ÷àñîâèõ
òà àìïë³òóäíèõ õàðàêòåðèñòèê ñåêðåòîðíèõ
ïîä³é ïðîÿâëÿëè ïîä³áí³ äî íîðìàëüíîãî
ðîçïîä³ëó îçíàêè. Çíà÷åííÿ äîñë³äæóâàíèõ
ïàðàìåòð³â ïðè ïðèãí³÷åíí³ ôóíêö³¿ ñèíàïòî-
òàãì³íó-1 ïðàêòè÷íî ìàëî â³äð³çíÿëèñÿ â³ä
îòðèìàíèõ ó êîíòðîëüíèõ óìîâàõ (òàáëèöÿ).

ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Ñèíàïòîòàãì³íè öå � êàëüö³éçâ�ÿçóâàëüí³
á³ëêè ñèíàïòè÷íèõ âåçèêóë, ÿê³ áåðóòü
ó÷àñòü ó  øâèäêîìó êàëüö³éçàëåæíîìó
âèâ³ëüíåíí³  íåéðîòðàíñì³òåðà ï³ä ÷àñ
ñèíàïòè÷íî¿ ïåðåäà÷³. Äî ðîäèíè ñèíàïòî-
òàãì³í³â â³äíîñÿòüñÿ ïðèíàéìí³ 13 á³ëê³â,
ÿê³ çàëó÷åí³ â ìåìáðàííèé òðàíñïîðò [15,

18 ,  25 ,  28] .  ßê áóëî âñòàíîâëåíî,  âñ ³
ñèíàïòîòàãì³íè ìàþòü çàãàëüíó äîìåííó
ñòðóêòóðó, ÿêà ñëàäàºòüñÿ ³ç òðàíñìåìá-
ðàííîãî N-çàê³í÷åííÿ, êîðîòêî¿ çâ�ÿçó-
âàëüíî¿ ïîñë³äîâíîñò³ òà ç äâîõ äîìåí³â Ñ-
òåðì³íàë³ (Ñ

2
À òà Ñ

2
Â). Ñ

2
-äîìåíè á³ëü-

øîñò³ ñèíàïòîòàãì³í³â çâ�ÿçóþòü äâà àáî
òðè ³îíè êàëüö³þ, òîìó ¿õ â³äíîñÿòü äî
êàëüö³ºâèõ ñåíñîð³â ñèíàïòîòàãì³íó [23].
Âñòàíîâëåíî, ùî âñ³ ñèíàïòîòàãì³íè ãîëîâ-
íèì ÷èíîì åêñïðåñóþòüñÿ â íåðâîâ³é òà
åíäîêðèíí³é  ñèñòåìàõ ,  ñàìå  òàì,  äå
â³äáóâàºòüñÿ ñèíàïòè÷íà ïåðåäà÷à àáî
ñåêðåö³ÿ ãîðìîí³â. Íàéá³ëüø ðîçïîâñþä-
æåíèìè º ñèíàïòîòàãì³íè-1 òà 2, òàêîæ
ðîçïîâñþäæåíèì º ñèíàïòîòàãì³í-7, òîä³ ÿê
³íø³ ³çîôîðìè çóñòð³÷àþòüñÿ çíà÷íî ð³äøå.
Ñèíàïòîòàãì³íè-1 òà 2 º äóæå ñïîð³äíåíèìè
³çîôîðìàìè ³ íàéá³ëüø äåòàëüíî îõàðàêòå-
ðèçîâàí³. Áóëî ïðèïóùåíî, ùî âîíè ðîçòà-
øîâàí³  íà  ñèíàïòè÷íèõ  âå çèêóëàõ  ÿê
êàëüö³ºâî¿ ñåíñîðè ï³ä ÷àñ åêçîöèòîçó [3,
21]. Öþ ³äåþ ï³äòâåðäèëè åêñïåðèìåíòè ³ç
âèêîðèñòàííÿì ìóòàíòíèõ ìèøåé [11]. Êð³ì
òîãî, äîñë³äæåííÿ íà ãåíåòè÷íî ìîäèô³-
êîâàíèõ knock-in ìèøàõ ïîêàçàëè,  ùî
ìóòàö³ ¿  Ñ

2
À-äîìåíó ñèíàïòîòàãì³íó-1

çìåíøóâàëè êàëüö³ºâó ÷óòëèâ³ñòü åêçîöè-
òîçó [10]. Àëå ³ñíóþòü òàêîæ äîñë³äæåííÿ,
ÿê³ âêàçóþòü, ùî íå ò³ëüêè ñèíàïòîòàãì³í-
1 òà 2 â³äïîâ³äàëüí³ çà êàëüö³éçàëåæíèé
åêçîöèòîç ó íåéðîíàõ ³ íåéðîåíäîêðèííèõ
êë³òèíàõ.  Òàê,  ó  ÐÑ12-êë³òèíàõ [27]  ³
íåéðîíàõ ã³ïîêàìïà [11] ìóòàíòíèõ òâàðèí,
äå áóëî ïðèãí³÷åíî ôóíêö³¿ öèõ ñèíàïòî-
òàãì³í³â, êàëüö³éçàëåæíèé åêçîöèòîç ñïîñ-
òåð³ãàâñÿ, õî÷à ç äåùî çì³íåíèìè ïîêàç-

Ðèñ. 2. Ñõåìàòè÷íå çîáðàæåííÿ ñåêðåòîðíî¿ ïîä³¿ òà
ïîêàçíèê³â, ùî âèçíà÷àëèñÿ

Ïîð³âíÿëüí³ õàðàêòåðèñòèêè ñåðåäí³õ çíà÷åíü ïîêàçíèê³â ñåêðåòîðíî¿ ïîä³¿ ïðè ð³çíèõ ñòèìóëÿö³ÿõ ñåêðåö³¿
(M±m, n = 50)

Õàðàêòåðèñòèêà ñåêðåòîðíî¿ ïîä³¿ KCl, â³äí.îä. Àöåòèëõîë³í, â³äí.îä.

Àìïë³òóäà 1,108±0,183 1,094±0,12
T

50
0,976±0,119 0,96±0,099

T
95

0,990,049 0,968±0,077
Ïëîùà 1,094±0,127 1,067±0,09
×àñ çðîñòàííÿ 1,003±0,17 1,024±0,113
×àñ ñïàäó 0,996±0,071 0,982±0,099
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íèêàìè. Ïîÿñíåííÿì òàêèõ ðåçóëüòàò³â
äîñë³äæåíü º ïðèïóùåííÿ, âèñëîâëåíå
äåÿêèìè àâòîðàìè, ùî ³íø³ ñèíàïòîòàãì³íè
(îñîáëèâî ñèíàïòîòàãì³í-7) ìîæóòü áóòè
çàëó÷åíèìè äî êàëüö³éçàëåæíîãî åêçîöè-
òîçó ÿê îñíîâí³ ñåíñîðè, à ñèíàïòîòàãì³íè-
1 òà 2 º ëèøå ï³äñèëþâà÷àìè ¿õ ä³¿ äëÿ
çàáåçïå÷åííÿ øâèäê³ñíîãî ñèíàïòè÷íîãî
ïðîöåñó â íåðâîâèõ ñèíàïñàõ [29].

Ó íàøèõ äîñë³äæåííÿõ ìè âèêîðèñòàëè
³í�ºêö³þ ñïåöèô³÷íèõ àíòèò³ë äî ñèíàïòî-
òàãì³íó-1 äëÿ áëîêóâàííÿ ôóíêö³¿ öüîãî
á³ëêà â ïðîöåñ³ åêçîöèòîçó. Òàêèé ï³äõ³ä
ðàí³øå íå çàñòîñîâóâàâñÿ, îñê³ëüêè â³í º
ìåòîäè÷íî äîñèòü ñêëàäíèì. Îòðèìàí³
íàìè ïîð³âíÿëüí³ çíà÷åííÿ ê³íåòè÷íèõ
ïîêàçíèê³â ñåêðåòîðíèõ ï³ê³â  çà  óìîâ
ïðèãí³÷åííÿ ôóíêö³¿ ñèíàïòîòàãì³íó-1 ìàëî
â³äð³çíÿþòüñÿ â³ä êîíòðîëüíèõ. Öåé ôàêò
âêàçóº íà òå, ùî ñèíàïòîòàãì³í-1 âïëèâàº
íå íà ê³íåòè÷í³ ïîêàçíèêè ñåêðåòîðíèõ
ïîä³é, à íà ÷àñòîòó ¿õ ïîÿâè. Òàêèì ÷èíîì,
ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü ïîêàçóþòü,  ùî
áëîêóâàííÿ ôóíêö³ ¿  ñèíàïòîòàãì³íó-1
ïðèãí³÷óº ñåêðåòîðíó ôóíêö³þ õðîìàô³ííèõ
êë³òèí. À öå ñâ³ä÷èòü ïðî âèçíà÷àëüíó ðîëü
öüîãî ñèíàïòè÷íîãî á³ëêà â ïðîöåñ³ êàëüö³é-
çàëåæíîãî åêçîöèòîçó â öèõ êë³òèíàõ.

Ðîáîòà áóëà ï³äòðèìàíà ãðàíòîì INTAS
2001/2095. Ìè äÿêóºìî ïðîôåñîðó Ð. ßõíó
(Ìàêñ-Ïëàíê, ²íñòèòóò á³îô³çè÷íî¿ õ³ì³¿,
Ãåòò³íãåí, Í³ìå÷÷èíà) çà íàäàí³ àíòèò³ëà.
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Êàê èçâåñòíî, ýêçîöèòîç îáåñïå÷èâàåò òàêèå æèçíåííî
âàæíûå ïðîöåññû, êàê âûñâîáîæäåíèå íåéðîìåäèàòîðîâ
ïðè ñèíàïòè÷åñêîé ïåðåäà÷å, èëè âûñâîáîæäåíèå ãîðìîíîâ
âî âðåìÿ ñåêðåöèè. Ãëàâíûé ìåõàíèçì îñóùåñòâëåíèÿ
ïðîöåññà ýêçîöèòîçà ïðîèñõîäèò ñ ïîìîùüþ ñïåöèà-
ëèçèðîâàííîãî áåëêîâîãî êîìïëåêñà, êîòîðûé íàçûâàåòñÿ
SNARE-êîìïëåêñ. Èìåííî áëàãîäàðÿ åãî àêòèâíîñòè
ïðîèñõîäèò ñëèÿíèå âåçèêóëÿðíîé è ïëàçìàòè÷åñêîé

ìåìáðàí è ôîðìèðîâàíèÿ ôóçèîííîé ïîðû ÷åðåç êîòîðóþ
ñîäåðæèìîå âåçèêóë âûñâîáîæäàåòñÿ íàðóæó. Ñ÷èòàåòñÿ,
÷òî èìåííî ñèíàïòîòàãìèíû, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ êàëüöèé-
çàâèñèìûìè áåëêàìè, îòâåòñòâåííû çà ïðîöåññ èíèöèàöèè
êàëüöèéçàâèñèìîãî ýêçîöèòîçà. Ñèíàïòîòàãìèíû ðàñïîëî-
ãàþòñÿ íà ìåìáðàíå âåçèêóë è ñïîñîáíû ñâÿçûâàòü 2 èëè 3
èîíà êàëüöèÿ. Ìû èçó÷àëè ðîëü îäíîé èç ñàìûõ
ðàñïðîñòðàíåííûõ èõ èçîôîðì � ñèíàïòîòàãìèíà-1. Äëÿ
ýòîãî ìû èñïîëüçîâàëè èíúåêöèþ àíòèòåë ê ñèíàïòî-
òàãìèíó-1 â èçîëèðîâàííûå õðîìàôôèííûå êëåòêè
íàäïî÷å÷íèêà êðûñû ñ öåëüþ ïîäàâèòü ôóíêöèþ ýòîãî
ïðîòåèíà. Ñåêðåöèþ êàòåõîëàìèíîâ èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ
àìïåðîìåòðè÷åñêîãî ìåòîäà. Íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè,
÷òî èñêëþ÷åíèå ôóíêöèè ñèíàïòîòàãìèíà-1 â èññëåäóåìûõ
êëåòêàõ ïðèâîäèëî ê çíà÷èòåëüíîìó óãíåòåíèþ ñåêðåöèè.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò íàì ñäåëàòü âûâîä,
÷òî ñèíàïòîòàãìèí-1 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ
ïðîòåèíîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ îáåñïå÷åíèÿ êàëüöèé-
çàâèñèìîãî ýêçîöèòîçà â õðîìàôôèííûõ êëåòêàõ.
Êëþ÷åâûå ñëîâà: õðîìàôôèííàÿ êëåòêà, êàëüöèé,
ñèíàïòîòàãìèí, SNARE-êîìïëåêñ, ýêçîöèòîç, ñåêðåöèÿ,
êàòåõîëàìèíû.

O.V. Pochynyuk, O.L. Zaika, O.V. Sadovyi,
Î.Ì. Yavorskaya, P.G. Kostyuk, E.A. Lukyanetz

PARTICIPATION OF SYNAPTOTAGMIN IN
EXOCYTOSIS IN ADRENAL CHROMAFFIN
CELLS OF RAT

Exocytosis is known to provide such a vital processes as the
release of neurotransmitters in synaptic transmission or release
of hormones during secretion. The main mechanism of
exocytotic process occurs through the specialized protein
complex called the SNARE-complex. Due to its activity the
fusion of vesicular and plasma membrane occurrs and fusion
pore is formed through which a content of vesicles is released
outside. It is believed that just synaptotagmins which are Ca2+-
dependent proteins, responsible for initiation of the process
of Ca2+-dependent exocytosis. Synaptotagmins are located at
the membrane of the vesicles and can bind two or three Ca2+

ions. In our research, we studied the role of one of the most
common isoform of synaptotagmines - synaptotagmin-1. For
this we used an injection of antibodies arised to synaptotagmin-
1 (anti-STg-1) into isolated rat adrenal chromaffin cells to
depress the function of this protein. Catecholamine secretion
was measured by amperometric method. Our results showed
that an exclusion of synaptotagmin-1 function in tested cells
resulted in significant supression of secretion. These data allow
us to conclude that synaptotahmin-1 is a key protein which is
needed for Ca2+-dependent exocytosis in chromaffin cells.
Key words: Chromaffin cells, calcium, synaptotagmin,
SNARE-complex, exocytosis, secretion, catecholamines.
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