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Анотацiя
Робота над зiрчастими клiтинами в культурi показала, що вони можуть генерувати iстотнi цитозольнi кальцiєвi
сигнали у вiдповiдь на стимуляцiю брадикiнiном (БK) i деякими iншими речовинами [6].
Ми з’ясували, що зiрчастi клiтини бiльш чутливi до БК, нiж культивованi. Вони генерують суттєвi кальцiєвi
сигнали у вiдповiдь навiть на низьку концентрацiю БК (при 100 мкМ та з максимальним ефектом при 1 нМ). Це
на два порядки нижче, нiж те, що спостерiгалося в культивованих клiтинах [9].
В цiлому, нашi новi данi вказують на те, що до цих пiр загальноприйняте поняття, що зiрчастi клiтини у станi
спокою – пасивнi, пiддається сумнiву, так як, насправдi, вони надзвичайно чутливi до вiдносно невеликих змiн
концентрацiї БК, зареєстрованих in vivo.
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Вступ

Iони кальцiю служать посередниками безлiчi клi-
тинних реакцiй, в тому числi секреторних процесiв i
пролiферацiї. Змiна концентрацiї iонiв кальцiю в спе-
цiальних клiтинах призводить до безлiчi бiологiчних
ефектiв на рiвнi органiв i тканин.

За своєю будовою пiдшлункова залоза вiдноси-
ться до складних альвеолярних залоз. В її функцiях
розрiзняють двi рiзнi частини: основна маса залози
здiйснює екзокринну функцiю, видiляючи свiй трав-
ний секрет через вивiднi протоки в дванадцятипалу
кишку; iнша частина залози представлена так зва-
ними панкреатическими острiвцями i вiдноситься до
ендокринних залоз.

Вiдомо вже бiльше сорока рокiв, що секрецiя пан-
креатичних ферментiв регулюється шляхом кальцiє-
вої сигналiзацiї в ацинарних клiтинах пiдшлункової
залози. Основний механiзм збудження ацинарних
клiтин – це виникнення позаклiтнного кальцiєвого
сигналу у вiдповiдь на дiю холецистокiнiну або аце-
тилхолiну [1, 2, 3]. Вищезгадана внутрiшньоклiтинна
кальцiєва вiдповiдь опосередкована iнозiтолтрiфо-
сфатом (IP3) [8].

Деполяризацiя мембрани ацинарних клiтин викли-
кається пiдвищенням рiвня позаклiтинного калiю не
викликає секрецiю фермента або кальцiєву вiдпо-
вiдь.

В ацинарних клiтинах здiйснюється синтез двох
видiв бiлкiв – структурного, використовуваного для
побудови компонентiв клiтини, i секреторного, що
видiляється з клiтини у виглядi гранул секрету. В

аiarezik@gmail.com
бalesha_grysh@yahoo.com

формуваннi секрету бере участь ядро клiтини: по-
перше, в ядрi утворюється первинний секреторний
продукт, остаточне формування якого здiйснюється
в цитоплазмi; по-друге, в ньому, як у центрi гене-
тичної iнформацiї клiтини, синтезуються речовини,
без яких неможливий синтез секрету в цитоплазмi.

Панкреатичнi зiрчастi клiтини – мiофiбробластно-
подiбнi клiтини, якi можуть перемикатися мiж ста-
ном спокою i активним фенотипами, як зiрчастi клi-
тини печiнки. Панкреатичнi зiрчастi клiтини розта-
шованi в екзокринних областях пiдшлункової залози.
При активацiї зiрчастi клiтини пiдшлункової залози
починають впливати на процеси вiдновлення тка-
нинної дiяльностi, секрецiї компонентiв i мiжклiтин-
ної речовини. Зiрчастi клiтини можуть брати певну
участь в патогенезi панкреатиту i раку пiдшлункової
залози.

Найбiльш поширена точка зору – це та, що зiр-
частi клiтини в нормальних умовах знаходяться у
станi спокою [5], i у всiх опублiкованих дослiдженнях
була зосереджена увага на активацiї зiрчастих клi-
тин i їх ролi (в активованому станi) при хронiчному
панкреатитi i раку пiдшлункової залози [4, 7].

Ми дослiджували кальцiєву сигналiзацiю та меха-
нiзми, що лежать в їх основi в зiрчастих клiтинах за
нормальних умов i показали, що БК активує рецепто-
ри типу 2 брадикiнiну (B2), який викликає первин-
ний випуск кальцiю з внутрiшнiх сховищ. Цей ефект
може бути скасований iнгiбiтором фосфолiпазни С
або блокадою IP3 рецепторiв (IP3Rs). Пiсля поча-
ткового внутрiшньоклiтинного вивiльнення кальцiю
наступає фаза плато, обумовлена входам кальцiю iз
зовнiшнього розчину. Ймовiрно всього, це вiдбуває-



ться завдяки активациї CRAC (store-release-activated
channel) каналiв.

Брадикiнiн є пептидом, який складається з девяти
амiнокислот та знижує артерiальний тиск розширю-
ючи кровеноснi судини.

1. Методика дослiджень

Препарування – процес вилучення клiтин пiдшлун-
кової залози для наукових дослiджень, а також роз-
тин трупу тварини для вивчення структури дослi-
джуваного матерiалу, а також вiддiлення препарує-
мого органу вiд прилеглих тканин, видiлення органу
або частини органу вiд супутнiх йому анатомiчних
структур велося вiдповiдно до мiжнародних стандар-
тiв та актуальних норм роботи з тваринами, визна-
чених для науково-дослiдних установ.

Пiдшлункова залоза розташована забрюшинно, ле-
жить позаду шлунка на заднiй черевнiй стiнцi в епi-
гастральнiй дiлянцi, заходячи своєю лiвою частиною
в лiве пiдребер’я. Вiд шлунка її вiддiляє сальникова
сумка. Ззаду прилягає до нижньої порожнистої вени,
лiвої ниркової вени i аорти. При розтинi тiла в ле-
жачому положеннi вона дiйсно лежить пiд шлунком,
звiдси i її назва.

Мишi росли i утримувались в спецiальному при-
мiщеннi iз необхiдною кiлькiстью свiтла, води i їжi
за кiмнатної температури. Вилучення мишi iз за-
значеного середовища проводилось невдовзi перед
експериментом. До мiсця проведення експерименту
мишi безпечно транспортувались за 10− 15 хвилин
до його початку у закритiй ємностi.

Експеримент починався iз переведення мишi у не-
свiдомий стан шляхом швидкої iнтенсивної фiзичної
дiї iз подальшим розривом нервових волокон, вiдпо-
вiдальних за проведення больових i рухових сигна-
лiв. Пiсля цих дiй голова мишi була дєкапiтована.
Отриманий нерухомий об’єкт уже був придатний
для проведення наступних херургiчних манiпуляцiй.

Невеликi панкреатичнi кластери були видiленi з
пiдшлункової залози дорослих мишей. Пiдшлункова
залоза була швидко видалена та аплiкована кола-
геназою Na-Hepes (Sigma, Poole, Великобританiя)
шляхом швидкої iнєкцiї препарата через шприц та в
подальшому iнкубованнi при 37∘С протягом 10 хв.
Пiсля розбиття сполучних тканин кологеназою, тка-
нину витримували в базовому розчинi Na-Hepes. Та
вимивали всi залишки кологенази шляхом пiпетува-
ння у пробiрках рiзних дiаметрiв.

Na-Hepes розчин складається з (в мМ): NaCl, 140;
KCl, 4,7; HEPES (KOH), 10; MgCl2, 1; глюкози 10;
Cl2 1, рН 7,2. Для завантаження кальцiй-чутливих
барвникiв клiтини iнкубувались протягом 15 хвилин
у розчинi зi вмiстом Fluo 4-AM 5мкМ при кiмна-
тнiй температурi.Кластери переносили в проточну
камеру з перфузiєю базовим розчином Na-Hepes.

Клiтини вiзуалiзовували використовуючи флюори-
сцентний мiкроскоп Olimpus IX71/IX51 та за допомо-
гою программи CellM̂ реєстрували змiни кнцентрацiї
клiтини у часi.

Серiї експериментiв проводилися протягом 2− 3
годин при аплiкацiях рiзних препаратiв з рiзною
тривалiстю. Реакцiю на препарат можна було спо-
стерiгати на монiторi комп’ютера у реальному часi,
так як до об’єктиву був приєднанний вiдеореєстра-
тор. Затримка дiї препарата на 10− 15 секунд пiсля
введення була обумовлена тим, що за цей час препа-
рат поступав по трубцi до проточної камери.

Важливо зазначити, що для зменшення ролi люд-
ського фактора експерименти проводилися декiлька
разiв iз рiзними клiтинами та розчинами на протязi
декiлькох тижнiв. Також щоб сприяти чистотi ре-
зультатiв данi бралися синхронно в часi вiдразу на
декiлькох клiтинах в камерi.

Fluo-4 збуджувався при дiї свiтлового випромiнен-
ня частотою 488 нм, а релаксував - на хвилях довжи-
ною 510−580 нм. На рис. 1 (1-ий та 2-ий сигнал) при-
веденi флуоресцентнi сигнали спiввiдношення хвиль
𝐹/𝐹0 (де 𝐹0 початковий рiвень флуоресценцiї).

2. Результати дослiджень
Кальцiєву сигналiзацiю зiрчастих клiтин дослi-

джували використовуючи кальцiй-чутливий барвник
Fluo 4AM. Клiтини промивалися базовим розчином
Na-Hepes за допомогою проточної камери. При до-
даваннi у проток розчину з брадикiнiном 1 нМ ми
спостерiгали двофазний кальцiєвий сигнал.

Перша фаза продовжувалася короткий промiжок
часу та була характерна рiзким зростанням сигналу
з яскраво вираженим пiком. Друга фаза – плато,
яке трималося ще декiлька хвилин пiсля вимивання
брадикiнiну. Швидка фаза не залежала вiд позаклi-
тинного кальцiю, в той час як плато зникало при
еквiвалентнiй замiнi кальцiю на магнiй, що говорить
про те, що саме вхiд кальцiю визначає наявнiсть
фази плато брадикiнiнової вiдповiдi.

Рис. 1. Змiна внутрiшньоклiтинної концентрацiї кальцiю
в зiрчастих клiтинах пiдшлункової залози при додаваннi
брадикiнiну. Брадикiнiн викликає двофазну вiдповiдь
при цьому фаза плато визначається входом кальцiю з
позаклiтинного розчину. Третя аплiкацiя проведена у
безкальцiєвому розчинi за допомогою еквiвалентнiй

замiнi кальцiя на магнiй.

Активацiя В2 рецепторiв вiдповiдає за генерацiю
сигналiв кальцiєву в зiрчастих клiтинах у вiдповiдь



на аплiкацiю брадикiнiну, що не було ранiше до-
слiджено. При аплiкацiї блокатору B2 рецептора
(WIN64338) кальцiєва вiдповiдь зникала. Це свiд-
чить, що саме активацiя В2 рецептору у вiдповiдь
на аплiкацiю брадикiнiну приводила до двофазного
кальцiєвого сигналу. На противагу цьому, блокатор
рецептора бродикiнiну першого типу (R715) не змiг
пригнiчувати БК-iндуковану кальцiєву сигналiзацiю.

Висновки
Зiрчастi клiтини пiдшлункової залози далеко не па-

сивнi при нормальних умовах, вони збуджуються пiд
впливом брадикiнiну навiть у малих концентрацiях.
Двофазний кальцiєвий сигнал складається з швидкої
фази, яка не залежить вiд позаклiтинного кальцiю
та фази плато, остання з великою iмовiрнiстю викли-
кана входом кальцiю у клiтину. Також дослiдження
показало, що саме B2 рецептори, активованi бради-
кiнiном, вiдiграють головну роль у генерацiї сигналу
при аплiкацiї брадикiнiну.

Актуальнiсть моєї роботи полягає в тому, що дає
змогу зрозумiти природу кальцiєвих сигналiв зiрча-
стих клiтин пiдшлункової залози. Розумiння механi-
змiв роботи брадикiнiнових рецепторiв у зiрчастих
клiтинах пiдшлункової залози в подальшому дає
змогу розробити препарати для регулювання роботи
клiтин при рiзних вiдхиленнях, таких, як хронiчний
панкреатит та рак пiдшлункової залози.
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