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0Й1АЯ ХАРАКТЕРИСТИКА- F Ч И Т й Л Ь Н З 3 2 Л а 

изуче щ ж ^ x i Актуальность те:.Щу В наотойщеё врвш 
лилергической регуляции секреторного процеМЙ на ÛJIèïÔ^HOM и cyö— 
клеточном уровнях продолжает оставаться одной из наиболее актуаль-
ных проблем физиологии. Особый интерес вызывают пути передачи ин-
формации от постсинаптических рецепторов к эффекторным системам 
клетки, в частности к тем из них, которые обеспечивают экструзию 
секреторных продуктов. Считают, что вторичным посредником в реали-
зации холинерйгческой импульсации на клеточном уровне являются ио-
ны кальция ( Rasmus s en .Goodman , 1977; Williams , 1980). Хорошо 
изучена функция Са2> в электромеханическом сопряжении. Она заклю-
чается в обеспеченш: взаимодействия между актияовыми и миозиновыми 
протофибриллами (Hui le j , 1973). Признание мессевджерной роли каль-
ция являетая составной частью контрактильной или механо-химической 
гипотезы секреции медиаторов и гормонов (Глебов, Крыжановский, 
1976; Douglas , I968;Poisner , 1970), которая предполагает участив 
в секреторном процессе сократит'льных белков. Доказано, что повы-
шение концентрации Са2+ в цитозоле необходимо и для стимуляции 
экструзии пищеварительных ферментов экзокринныш клетками поджелу-
дочной железы ( Dormer , 1983). Однако механизм, опосредующий влия-
ние катионов кальция на экструзию панкреатических ферментов окон-
чательно не выяснен. Выявленные в ацинарных панкреатических клет-
ках миозин, актиновые микрофиламенты и тубулиновые.микротрубочки 
(Поглазов, 1962; Orci е . а . , 1972;Hermodson , 1965),- а также 
энергозависимость процесса экструзии (üanno е . а . , 1983) дают воз-
можность предположить, что и в сопряжении стимул-секреция панкреа-
тических ферментов роль Са2+ также связана с регуляцией состояния 
сократительных белков. Предполагают, что эта регуляция осуществля-
ется через Са2+ - связывающий белок кальмодулин ( HowellfTyhuret , 
1982;Lee .Wolff , 1982), но участие его в экструзии панкреати-
ческих ферментов не доказано. Кроме того, несмотря на большое ко-
личество проведенных исследований, в литературе имеются довольно 
противоречивые данные относительно участия внутри- и внеклеточных 
ионов кальция в запуске экструзии панкреатических ферментов, отно-
сительно путей и механизмов трансмембранного входа Са"+ в ацшгар-
Hijo клетки (Argent е . а . , 1971; Teufel е . а . , 1977; i oui я en , «Vil-
l i ила , 1977). Часть этих данных получена при различных услови-
ях исследования секреторной функции поджолудочиой железы.- Поэтому 
для конкретизации мсссенджориой роли кальция продетаяляэт интерес 
изучение комплекса этих вопросов но изолированных панкреатических 



» 
аиияусах, при использовании которых в качестве объекта исследова-
ний максимально сохраняется дативная структура ацинарных клеток и, 
в то же время, имеется возможность точно дозировать регуляторные 
воздействия на них. 

Це̂ гь и задачи, исследование. Цель настоящей работы состояла в 
исследовании роли Са как вторичного посредника в холинергической 
стимуляции экструзии панкреатических ферментов клетками изолирован-
ных ацинусов поджелудочной железы крыс. Для достижения поставленной 
цели необходимо было решить следующие задачи: 

- исследовать зависимость экструзии амилазы, липазы и белка 
от концентрации экстрацеллюдярного кальция; 

- выяснить возможность замены Са2+ в сопряжении стимул-сек-
реция катионами других щелочноземельных металлов; 

- изучить пути и механизмы трансмембранного входа Са2+ в 
ацинарные панкреатические клетки; 

- определить роль кальция внутриклеточных депо в электросек-
реторном сопряжении^ 

- выяснить роль кальмодулина в реализации эффектов Са2+ в 
сопряжении стимул-секреция панкреатических ферментов; 

- исследовать значение нативного состояния микротрубочек и 
микросиламентов для экструзии секреторных белков. 

Научна^ нрщща: 

- выявлена стимуляция экструзии амилазы и белка клетками 
изолированных .ацинусов поджелудочной железы при освобождении Са2"1", 
депонированного в эндоплазматическом ретикулуме; 

- получены данные в пользу существования двух систем перено-
са Са2+ в плазматической мембране ацинарных панкреатических клеток: 
адектроуправляемой и хемоуправляемой, по которым осуществляется 
вход Са + в клетки пои холинергической стимуляции, а также в польг. 
зу наличия Иа+_ Са2+-обмена в мембранах экзокринных клеток под-
желудочной железы; 

- показано, что в экструзии панкреатических ферментов прини~ 
мает участие Са2+ - связывающий белок кальмодулин; 

- установлено, что стимулированная карбахолином экструзия 
пищеварительных ферментов ацинарными панкреатическими клетками 
происходит с участием микротрубочек и микрофиламентов. 

Научно-ггра^тйчедк^я пенность работы. Расширены и конкретно 
зированы представления о роли Са1" в сопряжении стимул-секреция 
пищеварительных ферментов ацинарными панкреатическими клетками. 
Полученные результаты могут использоваться как исходные для пони-
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манил внутриклеточных механизмов, опосредующих влияние холинерги-
ческой иннервации на ферментовиделительнуто деятельность экзокрин-
пых клеток поджелудочной железы. Данные относительно влияния на 
экструзию панкреатических ферментов кофеина, ингибитора кальмоду-
лина три$торперазина, блокатора кальциевых каналов верапамила мо-
гут служить теоретическими предпосылками для поиска фармакологи-
ческих препаратов, коррегирующих деятельность поджелудочной железы. 

Аггробадид работы. Материалы диссертации докладывались на 
Х1У Всесоюзной конференции по физиологии пищеварения и всасывания 
(г.Тернополь, 1986), на ХП съезде Украинского физиологического об-
щества им. И.П.Павлова (г.Львов, 1986), на ХУ съезде Всесоюзного 
физиологического общества им. И.П.Павлова (г.Кипшнев, 1987), на 
Всесоюзной конференции, посвященной 100-летию со дня рождения 
И.П.Разенкова "Секреция пищеварительных желез в норме и патологии" 
(г.Андпнан,*1988), на ежегодных научных конференциях Львовского 
госуниверситета им. И.Франко (1985-1989 г . г . ) . 

Публикации. Результаты исследований по теме диссертации от-
ражены в 7 печатных работах. 

Внедрение результатов исследований. Результаты исследований 
внедрены в учебный процесс при чтении лекционных курсов "Физиоло-
гия человека и животных", "Нормальная физиология" и спецкурсов на 
кафедре физиологии человека и животных Львовского госуниверситета 
им. И.Франко и на кафедре нормальной физиологии Львовского меди-
цинского института. . , » 

Объем и структура работы. Диссертация изложена на 142 стра-
ницах машинописи и состоит из введения, обзора литературы, описа-
ния материала и методов исследования, 7 глав собственных исследо-
ваний, обсуждения результатов, выводов и списка литературы. Рабо-
та иллюстрирована 9 таблицами и 13 рисунками. Список литературы 
содержит 314 источников литературы, из них 85 отечественных и 
229 иностранных авторов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДУ ИССЭДТОВАНИЙ 

Эксперименты проводили на белых лабораторных крысах массой 
220-250 г , голодавши перед опытом 24 ч при свободном доступе к 
воде. Объектом исследований являлись изолированные, диспергиро-
ванные в инкубационной среде ацииусы поджелудочной железы, что да-
вало возможность сохранить структурную и функциональную целост-
ность аци: гарных клеток и, в то жо время, точно регулировать воз-
действия на них. Суспензию изолированных ацинусов получали мето-
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дом Вильямса и соавторов (Williams е . а . , 1978), применяя в качестве 
диспергирующего агента коллагоназу. Функциональную интактность кле-
ток изолированных ацинусов контролировали визуально, под световым 
микроскопом с применением витального красителя трипанового синего 
(Каниева и др. , 1975; Гринчишин и др . , 1981; Sehlen , Т.976). Вторил 
критерием состояния ацинарных клеток являлся контроль за их дыхани-
ем в полярографической ячейке (полярограф-аяализатор РА-2) с помощью 
открытого платинового электрода. Об интактности холикорецелторов 
мембран ацинарных клеток судили по способности ацинусов реагировать 
на добавки карбахолина в инкубационную среду. 

Базисным физиологическим раствором являлся раствор Кребса 
(Гокина и др. , 1983), pH 7,4 . Для определения зависимости экструзии 
ферментов от концентрации внеклеточного Са2+ необходимое количество 
СаС12 в базисном физиологическом растворе заменяли эквнмолярным ко-
личеством NaCI, а для полного устранения ионов Са2+ применяли хе-
латирующий агент ЭГТА Ю - 4 моль/л. Гиперкаллевый раствор (ДООшодА) 
готовили добавлением сухой соли KCl к раствору Кребса, а также за -
меной 100 ммоль/л NaCI эквимолярным количеством KCl. В гипонатрие-
вом растворе (26,3 ммоль/л NaCI) уменьшение концентрации Na+ ком-
пенсировалось увеличением содержания сахарозы. С целью предотвраще-
ния образования нерастворимой соли Мп2+ с фосфатом в качестве инку-
бационной среды использовали раствор Рингера-Локка. Ионофор Х-537А 
растворяли в этаноле, а затем вносили в раствор Кребса. Окончатель-' 
ная концентрация этанола не превышала 0,025$, В качестве стимулято-
ра экструзии использовали холиномиметик карбахолин (КХ). 

Интегральным показателем экструзии служило количество белка, 
выделяемого клетками ацинусов в инкубационную среду. Кроме того, 
определяли экструзию ацинарными клетками амилазы, а в некоторых се-
риях опытов и липазы. Экструзию фермента выражали в процентах от 
общего содержания его в клетках и рассчитывали как процентное со-
отношение между приростом ферментативной активности инкубата за пе-
риод инкубации в нем Диспергированных ацинусов и суммарной фермен-
тативной активностью инкубата и клеточного лизата (Otsukl,Williams , 
1982). Активность амилазы в инкубационной среде и клеточном лизате 
определяли методом Смита и Рое в модификации А.М.Уголева (1969), 
активность липазы - методом Бонди в модификации Рожковой (1937), 
содержание белка - методом Лоури и соавторов (Lowry е . а . , 1951), 
а также, в некоторых сериях опытов - методом Кальба и Еернлора 
(Kalb, Bernlobr , 1977). Результаты исследований анализировали ме-
тодом вариационной статистики по СтьюденТу. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Г» Контроль функционального состояния клеток изоли-
рованных панкреатических ацинусов 

Получаемая суспензия содержала группы клеток, конфигурация 
которых соответствовала ацинусам поджелудочной железы. Клетки аци-
нусов имели четко очерченную, выпуклую поверхностную линию, отра-
жающую СЕет . Трипановый синий не окрашивал ядро и цитоплазму аци-
нарных клеток', что свидетельствует о структурной целостности их 
плазматических мембран (Каниева и др . , 1975; Гринчишин и др. , 1981; 
Бе^ед, 1976).. Изолированные ацинусы, помещенные в полярографичес-
кую ячейку, поглощает кислород по уравнению первого порядка, что 
указывает на функциональную целостность их клеточных мембран (Ко-
валенко ж др^, 1975). 

Клетки изолированных ацинусов дозозависимо реагировали на 
внесение карбахолина в инкубационный раствор. Пороговой была кон-
центрация препарата Ю - 8 мель Д . Максимальный секреторный эффект 
наблюдался при концентрации холиномиметика КГ 5 моль/л (14,2^0,88$ 
амилазы и 17,9+1,12$ белка). При более высоких концентрациях кар-
бахолина секреторный ответ клеток ацинусов снижался, что по-види-
мому, объясняется процессом десенситизации холинорецепторов их 
плазматических мембран (Кагг ,ТЬез1еГГ , 1957;Сего , 1983). Кон-
центрация карбахолина моль/л-вызывала близкий к йолумакси-
кальноцу ответ ацинарных клеток, что хорошо согласуется с литера-
турными данными (АррзхЧ е .а . , 1981). Наблюдаемые нами двухфазные 
дозозависимые взаимоотношения при стимуляции экструзии панкреати-
ческих ферментов карбахолином отображают общую закономерность от-
вета ацинарных клеток на холинергические агонисты, отмеченную и 
другими авторами в опытах 1п У1ТО И 1П »Нго( А:1Шад9 е .а . , 1973; 
2 а у 1 о п е . а . , 1978; А г ^ е ^ е . а . , 1982 и др.) и свидетельствующую 

об интактности М-холинорецепторов на мембранах клеток изолирован-
ных ацинусов. 

2. Зависимость экструзии панкреатических ферментов 
от концентрации внеклеточного Са2 '" 

При действии ионефора Х-537А (1СГ6 моль/л) экструзия амилазы 
достигала 6,5^0,91$, белка - 11,2^0,90$, что значительно погланало 
спонтанную экструзии (соответственно 3,6^0,5^? и 5,1^0,77^). Из-
вестно, что ионофор Х-537А осуществляет трансмембргнт/й попонеа 



экстрацеллюлярного Са2+ в клетки, поэтому увеличение им экструзии 
панкреатических ферментов доказывает, что этот процесс стимулиру-
ется повышением концентрации ионизированного Ca t + в цитозоле за 
счет катионов, поступающих из внеклеточного пространства. Это со-
гласуется с точкой'зрения других исследователей (Kondo,Schulz , 
I975;Dormer е .а . , 1981). Существует, однако, мнение, согласно ко-
торому внеклеточные катионы Са2+ не играют существенной роли в экс-
трузии панкреатических ферментов (Teufel е . a . , I977;Chandler , 
1978). Б наших исследованиях наблюдалась четко выраженная зависи-
мость стимулированной карбахолином экструзии амилазы, липазы и бел-
ка клетками изолированных панкреатических ацинуссв от концентрации 
внеклеточного Са2+ (РисЛ). При увеличении содержания экстрапеллю-
лярного Са2+ от следовых количеств до 0,64 ммоль/л наблюдалось уве-
личение экструзии белка в 2,5 раза, амилазы - в 2 раза и липазы в 
1,9 раз. Дальнейшее увеличение содержания Са2+ в инкубационной 
среде в меньшей мере влияхо на экструзию, и концентрация Са2+ в 
среде, близкая к миллимолярной, очевидно, достаточна для полной 
реализации действия КХ. Существующих в этих условиях трансмембран-

?ис.1. Зависимость стимулиро- Рис.'2. Динамика спонтанной 
ванной карбахолином экструзии (1,2) и стимулированной 
(*) амилазы ( I ) , белка (2) и карбахолином (3^4) экстру-
липазы (3) от внеклеточной Зии (%) амилазы в кальпй-
концентрации Са2+ (ммольД). содержащем (1,3) и беска^-
продолжительность экструзии - циевомГс Э Ш (2,4) раст-
ли мин. воре. 
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ный кальциевый градиент обеспечивает, по-видимому, достаточное для о, 
экструзии поступление в клетки Са . 

Исследование экструзии амилазы в динамике в кальцийсодержащей 
и бескальциевой (с ЭГТА) средах показало, что удаче кис Са2+ из ин-
кубационной среды не изменяло базальнуго секрецию, но значительно 
уменьшало секреторный ответ на карбахолин (рис.2). Тогда как в каль-
ций содержащем растворе за 30 мин инкубации с холиномиметиком экстру-
зия амилазы ацинарными клетками достигала 10,2^0,48$, в бескалъцие-
вой среде она ?е превышала 5,0^0,24$ общего запаса фермента. Анало-
гичный характер носит динамика выделения белка. Необходимо отметить, 
что в первые минуты после внесения КХ резкое увеличение экструзии 
ферментов наблюдалось не только в кальцийсодержащей, но и в бео-
катьциэвой середе, что указывает на проявление действия холиномиме-
тика в этих условиях. Очевидно, при этом роль мэссендяера в сопря-
жении стимул-секреция играет внутриклеточный, освобождаемый из да-
по кальций. 

3. Пути трансмембранного входа ионов кальция 
в ацинарные панкреатические клетки 

Неорганический блокатор преимущественно потенциалозависимых 
кальциевых каналов (10 моль/л) в результате 5-минутного дей-
ствия на клетки изолированных ацинусов снижал стимулированную кар-
бахолином экструзию амилазы и белка_ от 3,3^0,30$ и 4,7^0,14$ до 
2.5±0,ЗС$ и 3,0±0,15# соответственно. Органический блокатор потен-
циалозависимых кальциевых каналов верапамил (10 моль/л) уменьшал 
стимулированную карбахолином экструзию амилазы в 1,4 раза и белка -
в 1,5 раз (рис.3). Ингибпрующий эффект обоих блокаторов, с одной 
стороны, подтверждает зависимость экструзии панкреатических фермен-
тов от внеклеточного кальция, и с другой, указывает на возможный 
потенциалозависимый характер входа Са2+ в ацинарные клетки при хо-
линергической стимуляции. 

Активация пот енот ало зависимых ионных каналов производится: 
деполяризацией клеточной мембраны. В наших опытах деполяризацию 
вызывали гиперкалиевнм раствором. Гииеркалиевый раствор, приготов-
ленный добавлением 100 ммоль/л КС1 к раствору Кребса незначитель-
но (в 1,3 раза), но статистически достоверно повышал экструзию 
болка и амилазы. Действие его полностью устранялось ворапамилом 
(рис.3). Очевидно, холиномимотик, взаимодействуя с холиноредапто-
рами, вызывает деполяризацию мембраны, которая затем активирует 
олектроугтровляемыо кальциевые каналы. Данные электрофиэиолопгчес-
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ких исследований указывают на то, что ацетилхолик действительно 
вызывает деполяризацию мембран агпнарных панкреатических клетск 
(Шостаковская и др . , 1986;Ыа+ЛЬе«Б е . а . , 1973). В то же время, на 
фоне калиевой деполяризации мембраны карбахолин дополнительно сти-
мулировал экструзию, поэтому можно предполагать проникновение в 
клетки Сай+ и по хемочувствительным каналам. 

Рис. 3. Елияние верапамила и гиперкалиевой среды 
на экструзию (%) амилазы (А) и белка (Б) изолирован-
ными ацинусаш поджелудочной железы: I - спонтанная 
экструзия, 2 - при добавлении КХ, 3 - при добавлении 
КХ на фоне вераммида, 4 - в гиперкалиевом растворе 
с нормальным с о ^ ч а к и е м Na+. 5 - в гиперкалиевом 
растворе на фоне верапамила, 6 - при добавлении КХ в 
гиперкалиевыи раствор, 7 - в гиперкалиевом растворе 
со сниженной концентрацией йа+ (до 26,3 мыоль/л), 
6 - Е том же растворе на йоне верапамила, 9 - в ги-
понатриевом (25,3 ммоль/л) растворе. 

Е гиперкалиевом .растворе, приготовленном заменой 100 шолъ/л 
йаС1 таким же количеством KCl, наблюдалось увеличение экструзии 
амилазы и белка более, чем в 2 раза (рис.3), что значительно пре-
вышало действие предыдущего гиперкалиевого раствора. Очевидно, в 
этих условиях на экструзии, кроме деполяризации мембраны, влияет 
еще какой-то фактор, наиболее вероятно, уменьшение концентрации 

И действительно, уменьшение концентрации Na+ во внеклеточ-
ной среде до 26,3 ммоль/л само по себе также стимулировало экс-
трузии ферментов аципарными панкреатическими клетками (оис.З). 
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Вералгг.тл уменьшал действие гиперкалиевого раствора со сниженной 
концентрацией Na+ лишь частично, по-видимому, не влияя на прирост 
экструзии, обусловленный удалением из внеклеточной среды большей 
части Na+. Стимуляцию экструзии в ответ на действие гипонатриевого 
раствора можно объяснить снижением в этих условиях оттока из клеток 
Са2+ посредством На+ - Са2+ - обмена, обнаруженного в различных 
мышечных и нервных клетках (Baker, 1976). В нормал; • их условиях эта 
транспортная система играет, по-видимому, важную роль в выведении 
Са^+ из ацинарных клеток. Значительная стимуляция экструзии панкреа-
тических ферментов гиперкалиевым раствором со сниженной концентра-
цией Na+ вызвана, очевидно, двойным механизмом повышения содержа-
ния ионов Са2+ в цитозоле: активацией потенциалезависимых кальцие-
вых каналов и угнетением Na+ - Са2+ - обмена? 

щ 

4. Участие кгяьция внутриклеточных депо в запуске 
экструзии панкреатических ферментов 

Как показало исследование экструзии амилазы и белка клетками 
изолированных ацинусов в динамике, на начальном этапе действие 
стимулятора проявляется даже в бескальциевой, содержащей ЭГТА сре-
де. Очевидно, при этом используются депонированные в клетках запа-
сы кальция. Для проверки этого предположения мы действовали на 
клетки изолированных ацинусов кофеином, который высвобождает Са2+ 

из саркоплазматического ретикулума (Aleber , 1968), полагая, что 
этот препарат может оказывать аналогичное воздействие и на Са2+-пул 
Е ацинарных панкреатических клетках. Инкубация диспергированных 
ацинусов с кофеином моль/л) в течение 5 мин вызывала значитель-
ную стимуляцию экструзии ашлазы и белка. В сравнении с базальным 
уровнем, составляющим для амилазы 1,0^0,09$, а белка - 0,9±0,10$, 
под влиянием кофеина выделялось 2,7^0,35$ амилазы и 3 , 1 ^ , 4 1 $ бел-
ка. Интересно отметить, что эти величины близки к величине стиму-
лированной КХ экструзии в бескальциевой среде за такое же время. 
Очевидно, на этом этапе задействован Са2 + , освобождаемый из хорошо 
выраженного в ацинарных клетках поджелудочной железы эндоплазмати-
ческого ретикулума (Barnard.Roomens , 1982). Известно, что спо-
собностью к освобождению Са2+ из ретикулума обладает цП.$ 
(Rasmus s en е . а . , 1975). Не исключено, что это его свойство связа-
но со способностью активировать обмен фосфоинозитидоз (Torch,В74). 
Кофеин угнетает фосфодиэстеразу (Sutherland,Kail , 1958), что при-
водит к увеличению содержш1Ия в клетке циклических мононуклеоти-
дов, в т .ч . и цГШ>. Имеются сведения, что под влиянием холиномиме-
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тиков повышается активность гуанилатцкклазы ( Massoulie е . а . ,1979), 
а это также увеличивает концентрации цП.® в клетке. Поэтому вполне 
возможно, что и холиномиметики стимулируют экструзию за счет выхода 
Са2+ из эндоплазматического ретикулума при участии цП.55. 

5.1 Изучение возможности замены Са2+ в сопряжении стимул-
секреция панкреатических ферментов катионами других 

щелочноземельных металлов 

Замена Са2+ в базисном физиологическом растворе катионами 
Ва2 + , Mg2+ и S r 2 + значительно уменьшала секреторный ответ ацинар-
ных панкреатических клеток на карбахолин (р < 0,05) . Тогда как в 
кальцийсодержащей среде с шлулиро ванная экструзия амилазы на 30 мин 
инкубации достигала 9,0^1,20$, а белка - 10,6.±0 ,75$, в растворе с 
Ва2 + эти величины составляли соответственно 4,0±0,62$ и 5,1^0,41$, 
с i.fe2+ - 4,7,±0,65$ и 5,2±0,49$ и в присутствии Sr 2 + - 4,2^0,87$ и 
4,8jtP,60$. Незначительный прирост экструзии в сравнении с базаль-
ным уро шем сопоставил с величиной стимулированной экструзии в бес-
кальциевой, ЭГТА - содержащей среде и, по-видимому, обусловлен на-
личием внутриклеточных ионов Са Неспособность катионов других 
щелочноземельных металлов заменять Са2+ в экструзии панкреатичес-
ких ферментов может быть обусловлена неспособностью их проникать 
через плазматическую мембрану к месту действия Са2+ в секретирую-
ще^ клетке. Селективность С а ' - каналов в мембранах ацинарных 
панкреатических клеток не изучена. Однако, как показали исследова-
ния, проведенные на нервных клетках, Ва2+ и S r 2 + лучше, чем Са2+, 
а хотя и в меньшей мере, но также проникает через Са2+ - ка-
нат; (Косток, 1984). Очевидно, Ва2+ , и S r 2 + не могут вступать 
в свойственные Са2+ внутриклеточные процессы, опосредующие холи-
нергичоскую стимуляцию. Причиной этому, по-видимому, служат уни-
кальные координационные свойства Са2+ , то есть способность катиона 
кальция в водном растворе образовывать нефиксированное число коор-
динационных связей - 7 или 8. Катионы других щелочноземельных ме-
таллов таким свойством не обладают. Благодаря такой особенности 

можот вступать во взаимодействие с различными органическими 
молекула/ли, в том числе белками (Орлов, 1981; Williams П., 1970; 
Urrу, 1978). Так, известно, что большой избирательностью по Са'"+ 

обладает белок кальмодулин. В различных клетках, в том числе 
панкреатических, обнаружены Са2+ - кальмодулин - зависимые протеин-
киназы (Uorelick е . а . , 1983), осуществляющие фосфорилирование бел-
ков, которое, согласно концепции П.Грингарда (Greenyard , 1976), 
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может быть конечным звеном для многих биологических регуляторов. 

6. Роль кальмодулина в экструзии панкреатических 
ферментов экзокриякыми панкреатическими клетками 

Ингибитор кальмодулина трифторперазин (ТФП) в концентрациях 
10 и 20 ккмоль/л полностью подавлял ответ ацинарных панкреатических 
клеток на карбахолин и сникал экструзию или амилазы и белка до уров-
ня, меньшего, чем базальный (рис.4). Ото свидетельствует о важной 
рели кальмодулина в секреторном процессе. Возможно, действие ТФП 
СЕЯЗЭНО с блокированием им кальмодулинподобной группировки, наличие 
которой предполагают в Са2+ - каналах (Костюк, 1986). Однако, ТФП 
угнетал и эффект Са2+-ионофора, который индуцирует экструзию пере-
несением в датозоль Са2+, минуя Са2+-канали (рис.4) . По-видимому, в 
экструзии панкреатических ферментов принимает участие внутриклеточ-
ный кзльмодулин, хотя нельзя исключать значение и калт^.юдулипопо-
добной группировки кальциевых каналов. Считают, что кальмодулин 
прямо или через активацию ряда ферментов, в том числе протеинциказ, 
регулирует состояние некоторых элементов цитосклета, в частности, 
актиновых микрофиламентов и тубулинозых шкротрубочек (Howell, Ту-

Рис.4. Влияние трифторперази-
на и ионофора Х-537А на экс-
трузию (%) амилазы (А) и бел-
ка (Б) диспергированными пан-
креатическими ацинусами: 
1 - спонтанная экструзия; 
2 - при добавлешш КХ 

( Ю - 6 моль/л); 
3 - при добавлении КХ на фоне 

ТФП (20 мкмоль/л); 
4 - при добавлении Х-537А 

( Ю - 6 моль/л); 
5 - при добавлении Х-537А на 

фоне ТФП (20 ыкмоль/л). 

Длительность экструзии -
30 ш н . 

hurst , 1982; Lee , Wolff , 1982). 

1 2 3 14 5 
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7. Участив шгкротрубочек и микрофиламентов в эко-
трузии пищеварительных ферментов экзокринными 

клетками поджелудочной железы 

Роль тубулиновых микротрубочек и актиновых микрофиламептов в 
экструзии панкреатических ферментов изучалась с помощью ингибито-
ров этих структур колхицина, винбластина и цитохалазина Б. 

Винбластин в концентрации 5 - Ю - 4 моль/л полностью блокировал 
стимулированную экструзию амилазы и белка. Колцихин в эквкмолярной 
концентрации был менее эффективен; увеличение его содержащая в ин-
кубационной среде до моль/л уменьшало эффект секретагога более, 
чем наполовину. Цитохалазин Б проявлял свое действие уже в концент-
рации 10"^ моль/л, а в концентрации 5 - Ю - 6 моль/л устранял секре-
торный ответ на карбахолш. 

Полученные .результаты свидетельствуют об участии юперотрубо-
чек и шжрофилаыентов в секреторном процессе. Некоторые авторы ут-
верждают, что эти структуры задействованы, в основном, на стадии 
рецепции молекул секретагога, регулируя плотность рецепторов на 
клеточной поверхности (Gröshel -Stewart , 1980;Rubin , 1982). Одна-
ко в наших опытах совместное воздействие колхицина и цитохалазина Б 
па изолированные панкреатические ацилусы уменьшало также и экструзию, 
индуцируемую Са2+-ионофором, при действии которого стадия рецепции 
отсутствует (рис.5). 

ЭКСТРУЗИЯ {%) Рис.5. Влияние цитостатиков 
на стимулированную КХ 
(Ю~ь моль/л) и Х-537А 
( Ю - 6 моль/л) экструзию 
амилазы (А) и белка (Б). 
Белые столбики - спонтанная 
экструзия, заштрихованные -
под влиянием КХ, черные -
под влияниом Х-537А; 
I - в растворе Кребса, 
И - на фоне колхицина о 
(Т0~° моль/л) и цитохалази-
на Б (5«КГ6 моль/л). 

,-3 

I И 
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Тают образом, микротрубочки и микрофиламенты, по-видимому, 
задействованы непосредственно в процессе экструзии панкреатических 
ферментов, которая, как показали электронномикроскопические иссле-
дования (Пермяков и др . , 1973; Кярнер, Теэсалу, 1978; Дадабаев, 
1982; Ра1а<1е , 1959) происходит путем экзоцитоза. В настоящее время 
наиболее признанной является конкрактильная гипотеза экзоцитоза, 
предложенная первоначально для объяснения механизмов нейросекреции, 
а затем и экструзии некоторых гормонов (Глебов, Крыжановский, Бои -

1968; Ро1зпег, 1970). Она предполагает участие сократительных 
белков в транспорте синаптических пузырьков к пресинаптической мем-
бране и в выделении их содержало го в синаптическую щель. Полученные 
нами результаты относительно роли Са2 + , микротрубочек и микрофила-
ментов, а та^се литературные сведения об энергозависимости процесса 
экструзии ( Каппо е . а . , 1983) позволяют предположить, что Са + -
зависимое взаимодействие сократительных белков может обеспечивать 
и продвижение секреторных гранул к апикальной мембране, а возможно 
и экзоцитоз пищеварительных ферментов в экзокршшых клетках подже-
лудочной железы. 

В Ы В О Д Ы 

1. Стимулированная карбахолином экструзия пищеварительных 
ферментов ацинарными панкреатическими клетками зависит от содержа-
ния Са2+ во внеклеточной среде. Удаление Са2+ из внеклеточной сре-
ды не влияет на спонтанную экструзию, но значительно уменьшает 
секреторный ответ ацинарных клеток на холиномиметик. 

2. Начальный период стимулированной карбахолином экструзии 
происходит и в отсутствии Са2+ во внеклеточной среде за счет депо-
нированных в эндоплазматическом ретикулуме запасов Са 2 + . 

3. Стимуляция экструзии амилазы и белка Са2+ - ионофором 
Х-537А служит доказательством роли Са2+ в сопряжении стимул-секре-
ция панкреатических ферментов. 

4 . Угнетение стимулированной экструзии амилазы и белка Мп2+ 

и верапамилом, а также стимуляция ее гиперкалиевым раствором сви-
детельствуют о потенциалозависимом характере переноса Са2+ в эк-
зокринные панкреатические клетки. Дополнительное увеличение экстру-
зии карбахолином в условиях гиперкалиевой среды свидетельствует о 
переносе Са2+ в клетки и по хемоуправляемым каналам. 

5;" Снижение концентрации внеклеточного вызывает значи-
тельный прирост экструзии амилазы и белка, что обусловлено умень-
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шением оттока Са2 + из клеток вследствие угнетения N а + - Са2+ -
обмена. 

6 . Замена внеклеточного Са2 + катионами других щелочноземель-
ных металлов приводит к снижению уровня стимулированной карбахоли-
ном экструзии амилазы и белка, что свидетельствует о неспособнос-
ти Ва 2 + , Мь

2+ и БГ2+ участвовать в электросекреторном сопряжении. 
7. Ингибитор кальмодулина трифторперазин блокирует секре-

торный ответ клеток ацинусов на карбахолин и кальциевый конофор, 
что доказывает роль кальмодулина в сопрягающей функции Са2 + . 

8.' Ингибиторы микротрубочек и микрофиламеятов колхицин, 
винбластин и цитохалазин Б уменьшают или даже полностью устраняют 
экструзию амилазы и белю~ в ответ на карбахолин и на кальциевый 
ионофор. Следовательно, микротрубочки и микрофяламенты принимают 
участие в процессах, обеспечивающих экструзию пищеварительных 
ферментов экзокринными клетками поджелудочной железы. 
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