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спеціальністю 03.00.13 – фізіологія людини і тварин – Інститут фізіології ім. О.О. 

Богомольця НАН України, Київ, 2020. 

 

У роботі представлені результати комплексного дослідження клітинних та 

молекулярних механізмів, залучених до кальцієвої регуляції в клітинах різних 

типів. У кардіоміоцитах як типових представниках електрозбудливих клітин, що 

здатні до скорочення, показана важлива роль кальційзв’язуючих білків у 

формуванні та регуляції змін внутрішньоклітинної концентрації іонів кальцію. 

Проаналізовано зміни електричних характеристик потенціалів дій та 

біофізичних параметрів скорочення кардіоміоцитів, викликаних мутаційними 

модифікаціями молекул тропоніну Т, що збільшують чутливість міофіламентів 

кардіоміоцитів до іонів кальцію. Показано, що з ростом чутливості 

міофіламентів пропорційно збільшується буферна кальцієва здатність клітин, і 

саме цим можуть бути пояснені зміни електричної та скорочувальної активності 

“мутантних” кардіоміоцитів. В електрично незбудливих клітинах одну з 

провідних ролей у підвищенні внутрішньоклітинної концентрації іонів кальцію 

відіграють кальцієві канали, що активуються вивільненням цих іонів із 

ендоплазматичного ретикулуму та його спустошенням. За допомогою методу 

“patch-clamp” вперше зареєстровані кальцієві струми в ацинарних клітинах,  що 

виникають у відповідь на спустошення ретикулуму. Експериментально 

продемонстровано пряму кореляцію між спустошенням ендоплазматичного 

ретикулуму та активацією депозалежного струму. Доведено, що саме вхід іонів 

кальцію через депозалежні канали являє собою основний фактор, що призводить 
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до некрозу клітин при більшості патологій, котрі призводять до виникнення 

гострого панкреатиту. Із застосуванням конфокальної мікроскопії з’ясовані 

механізми кальцієвої регуляції в клітинах лобул екзокринної частини 

підшлункової залози, зокрема в нервових, зірчастих та імунних клітинах. 

Встановлено, що зірчасті клітини в звичайних умовах (за відсутності патологій) 

здатні генерувати кальцієві транзієнти у відповідь на прикладання брадикініну; 

описані механізми виникнення і генерації цих кальцієвих транзієнтів. В роботі 

вперше описані вірогідні механізми виникнення гострого панкреатиту, 

спричиненого дією аспарагінази і експериментально обґрунтовано можливий 

новий підхід у терапії гострого панкреатиту; в основі такого підходу лежить 

застосування галактози, що забезпечує адекватне регулювання необхідної 

концентрації АТФ в ацинарних клітинах підшлункової залози. 

За допомогою флуоресцентних та електрофізіологічних методів 

дослідження вперше показано, що саме спонтанні коливання 

внутрішньоклітинної концентрації іонів кальцію, не пов’язані з генерацією 

трансмембранних струмів, призводять до скорочення кардіоміоцитів на ранніх 

стадіях розвитку останніх. Удосконалено методи оцінки кальцієвої буферної 

ємності кардіоміоцитів та їх внутрішньоклітинної перфузії у конфігурації “ціла 

клітина”. Вперше виявлено пряму кореляцію між рівнем буферної ємності та 

шлуночковою аритмією при мутаціях тропоніну, що підвищують чутливість 

міофіламентів до іонів кальцію. 

У роботі вперше зареєстровано кальцієвий струм через плазматичну 

мембрану ацинарних клітин підшлункової залози, що активується вивільненням 

Ca2+ з ендоплазматичного ретикулуму. Показано зв'язок між рівнем спустошення 

ендоплазматичного ретикулуму та активацією депозалежного кальцієвого 

трансмембранного струму. Отримані данні свідчать про те , що саме цей струм 

може бути одним із основних факторів, відповідальних за підвищення 

внутрішньоклітинної концентрації Ca2+ при розвитку гострого панкреатиту. 

Вперше досліджена пряма дія жовчних кислот на механізми кальцієвої 

регуляції у клітинах підшлункової залози та запропоновано інтерпретацію 
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механізму виникнення гострого панкреатиту, пов'язаного зі збільшенням [Ca2+]i 

та [Na+]i. Встановлено негативний вплив аспарагінази – реагента, який 

застосовують в клінічній практиці для лікування дитячого гострого 

лімфобластного лейкозу – на кальцієву сигналізацію ацинарних клітин 

підшлункової залози. Запропоновано використання галактози для запобігання 

зростання [Ca2+]i та виникнення некрозу клітин підшлункової залози в моделі 

гострого панкреатиту, викликаного аспарагіназою. 

Вперше в клітинах у структурі панкреатичних лобул були встановлені зміни 

кальцієвої сигналізації, що спричиняються брадикініном в концентраціях, які є 

типовими для панкреатиту. У зіркоподібних клітинах підшлункової залози 

вперше був виявлений двофазний кальцієвий сигнал у відповідь на активацію 

брадикінінових В2-рецепторів плазматичної мембрани та з’ясовані механізми 

генерації цього сигналу. Отримані нові дані, які підтверджують 

панкреопротективну дію блокаторів брадикінінового рецептору В2, та 

продемонстровано, що їх використання запобігає некрозу ацинарних клітин. 

Вперше визначені особливості кальцієвої регуляції при взаємодії клітин різних 

типів у екзокринній частці підшлункової залози в їх природному оточенні. 

Зокрема, вперше досліджена кальцієва сигналізація в нервових клітинах 

підшлункової залози у структурі панкреатичних лобул.  

Результати дослідження є внеском у комплексне розуміння механізмів 

кальцієвої регуляції та сигналізації в електрозбудливих та незбудливих клітинах 

у нормі та патології. 

Ключові слова: кардіоміоцити, кальційзв’язуючи білки, кальцієва буферна 

ємність клітини, клітини екзокринної частини підшлункової залози, кальцієвий 

депо-залежний струм. 
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SUMMARY 

Gryshchenko O.V. Effect of calcium-binding protein mutations and changes in the 

store-operated calcium entry on the function of excitable and non-excitable cells. – 

Collection of scientific manuscripts. 

 

Thesis for the Degree of Doctor of Biological Sciences in Human and Animal 

Physiology (03.00.13). – Bogomoletz Institute of Physiology, National Academy of 

Sciences of Ukraine. Kyiv, 2020. 

 

The thesis is focused on the mechanisms of depo-dependent calcium entry and 

calcium-binding proteins in calcium handling in the cytosol of excitable and non-

excitable cells. 

To investigate this problem a fluorescence methods for detecting changes in 

intracellular calcium ion concentration, immunocytochemical, electrophysiological 

(patch-clamp) and statistical methods were used. The troponin complex represents a 

substantial portion of cytoplasmic Ca2+ buffering binding approximately 50% of Ca2+ 

released from the sarcoplasmic reticulum during a typical heartbeat. Using 

cardiomyocytes isolated from mice expressing troponin T mutants (TnT-I79N, TnT-

F110I and TnT-R278C), we found that increasing myofilament Ca sensitivity produced 

a proportional increase in cytosolic Ca2+ binding. The underlying cause was an increase 

in the cytosolic Ca2+ binding affinity, whereas maximal Ca2+ binding capacity was 

unchanged. The effect was sufficiently large to alter Ca2+ handling in intact mouse 

hearts at physiological heart rates, resulting in increased end-diastolic [Ca2+] at fast 

pacing rates, and enhanced sarcoplasmic reticulum Ca2+ content and release after 

pauses. Accordingly, action potential (AP) regulation was altered, with post-pause AP 

prolongation, afterdepolarizations and triggered activity. Basing on the observation 

that early stage embryonic stem cells-derived cardiomyocytes continuously contracted 

in high extracellular potassium solution, we provide experimental evidence that the 

spontaneous activity of these cells is not generated by transmembrane ion currents, but 

by intracellular [Ca2+]i oscillations. In cardiac muscle, Ca2+ release from sarcoplasmic 
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reticulum (SR) is reduced with successively shorter coupling intervals of premature 

stimuli, a phenomenon known as SR Ca2+ release refractoriness. Gene-targeted 

ablation of Casq2 (Casq2 KO) abolished SR Ca2+ release refractoriness in isolated 

mouse ventricular myocytes. Surprisingly, impaired Ca2+-dependent inactivation of L-

type Ca2+ current (ICa), which is responsible for triggering SR Ca2+ release, significantly 

contributed to the loss of Ca2+ release refractoriness in Casq2 KO myocytes. Recovery 

from Ca2+-dependent inactivation of ICa was significantly accelerated in Casq2 KO 

compared to wild type (WT) myocytes. 

Alcohol-related acute pancreatitis can be mediated by a combination of alcohol 

and fatty acids (fatty acid ethyl esters) and is initiated by a sustained elevation of the 

Ca2+ concentration inside pancreatic acinar cells ([Ca2+]i), due to excessive release of 

Ca2+ stored inside the cells followed by Ca2+ entry from the interstitial fluid. The 

sustained [Ca2+]i elevation activates intracellular digestive proenzymes resulting in 

necrosis and inflammation. Electrophysiological data show that in the pancreatic acinar 

cells this store-operated inward current is relatively insensitive to removing external 

Na+, but sensitive to changes in the external Ca2+ concentration. It is therefore not a 

transient receptor potential (TRP) type nonselective cation current, but it is a Ca2+-

selective CRAC-type current consistent with the very marked current inhibition evoked 

by GSK-7975A. There is currently no specific treatment of pancreatitis, but the 

received data show that pharmacological CRAC blockade is highly effective against 

toxic [Ca2+]i elevation, necrosis, and trypsin/protease activity and therefore has 

potential to effectively treat pancreatitis. Asparaginase, an essential element in the 

successful treatment of acute lymphoblastic leukaemia, the most common type of 

cancer affecting children,  evoked intracellular Ca2+ release followed by Ca2+ entry and 

also substantially reduced Ca2+ extrusion because of decreased intracellular ATP 

levels. In isolated mouse pancreatic acinar cells or cell clusters, removal of 

extracellular glucose had little effect on this ATP loss, suggesting that glucose 

metabolism was severely inhibited under these conditions. Surprisingly, we show that 

replacing glucose with galactose prevented or markedly reduced the loss of ATP and 

any subsequent necrosis. 
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Ca2+ signalling in different cell types in exocrine pancreatic lobules was 

monitored simultaneously and signalling responses to various stimuli were directly 

compared. Normal pancreatic stellate cells (PSCs) are regarded as quiescent, only to 

become activated in chronic pancreatitis and pancreatic cancer. However, these cells 

in their normal microenvironment are far from quiescent, but are capable of generating 

substantial Ca2+ signals. We have compared Ca2+ signalling in PSCs and their better 

studied neighbouring acinar cells (PACs) and found complete separation of Ca2+ 

signalling in even closely neighbouring PACs and PSCs. Bradykinin (BK), at 

concentrations corresponding to the slightly elevated plasma BK levels that have been 

shown to occur in the auto-digestive disease acute pancreatitis in vivo, consistently 

elicited substantial Ca2+ signals in PSCs, but never in neighbouring PACs, whereas the 

physiological PAC stimulant cholecystokinin failed to evoke Ca2+ signals in PSCs. The 

BK-induced Ca2+ signals were mediated by B2 receptors and B2 receptor blockade 

protected against PAC necrosis evoked by agents causing acute pancreatitis. The initial 

Ca2+ rise in PSCs was due to inositol trisphosphate receptor-mediated release from 

internal stores, whereas the sustained phase depended on external Ca2+ entry through 

Ca2+ release-activated Ca2+ channels. We have, for the first time, recorded 

depolarization-evoked Ca2+ signals in pancreatic nerves and shown that, although 

acinar cells receive a functional cholinergic innervation, there is no evidence for 

functional innervation of the stellate cells. The stellate, like the acinar, cells are not 

electrically excitable as they do not generate Ca2+ signals in response to membrane 

depolarization. The principal agent evoking Ca2+ signals in the stellate cells is 

bradykinin, but in experimental alcohol-related acute pancreatitis, these cells become 

much less responsive to bradykinin. 

Keywords: Ca2+ buffering, calcium release, capacitative Ca2+ entry, calcium 

signalling, L-type calcium channel, cardiomyocytes, exocrine pancreatic cells. 
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ВСТУП 

Актуальність теми. Внутрішньоклітинні іони кальцію є одним з найбільш 

універсальних вторинних посередників. Вони задіяні у цілому ряді принципово 

важливих клітинних процесів, таких як клітинна збудливість, секреція, 

проліферація, синаптична передача, скорочення та інші (Avila et al., 2019). Іони 

кальцію (Ca2+) беруть участь у передачі сигналів від структур плазматичної 

мембрани до внутрішньоклітинних структур, забезпечуючи таким чином 

реакцію клітини на зовнішній стимул (Petersen а. Verkhratsky, 2016). У процесі 

еволюції молекулярні механізми, що контролюють рівень внутрішньоклітинної 

концентрації іонів кальцію ([Ca2+]i), були сформовані дуже рано; вони необхідні 

для точного регулювання рівнів як вільного, так і зв'язаного кальцію у цитозолі, 

а також кількості кальцію, накопиченого у внутрішньоклітинних депо (Shahidul, 

2020). Ці механізми є універсальними і по суті однакові і у прокаріот і еукаріот. 

Вони включають низьку проникність фосфоліпідних мембран для Ca2+, високу 

внутрішньоклітинну буферну здатність та ефективну систему видалення Ca2+ за 

межі клітин (Case et al., 2007). Щоб зрозуміти на клітинному рівні загальні 

закономірності біологічних процесів, пов’язаних з кальцієм у організмі тварин і 

людини, кальцієву регуляцію вивчають на широкому колі різних модельних 

об’єктів, від дріжджів (Saccharomyces cerevisiae; Catterall et al., 2005) та нематод 

(Caenorhabditis elegans;  Suzuki et al., 2010) до риб (Danio rerio; Kettunen, 2020) 

та мишей і щурів (Györke, 2017). Ці дослідження призвели до важливих 

фундаментальних відкриттів у царині механізмів контролю [Ca2+]i. Слід, проте, 

визнати, що деякі важливі аспекти кальцієвої регуляції все ще залишаються 

нез’ясованими. 

Кальцієва сигналізація має велике значення для функціювання збудливих 

клітин. Саме іони кальцію відіграють основну роль у процесах спряження 

збудження і скорочення кардіоміоцитів. У кардіоміоцитах ссавців до скорочення 

призводить вхід іонів кальцію через потенціалкеровані Ca2+ канали L-типу 

(VDCC); ефект такого входу підсилюється вивільненням Ca2+ із 

саркоплазматичного ретикулуму (СР) через ріанодинові рецептори другого типу 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Avila%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31878335
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(RyR2). Відповідний процес називається кальційіндуковане вивільнення кальцію 

(CICR; Ríos, 2018). Однак досі невідомо, як скорочення забезпечується в 

клітинах ранньої стадії кардіоміогенезу, коли експресія іонних каналів, 

включаючи VDCC, у цих клітинах є значно меншою, ніж у зрілих 

кардіоміоцитах. Отже, з’ясування кальційзалежних механізмів скорочення 

незрілих кардіоміоцитів є дуже важливим як в аспекті встановлення більш 

детальної картини сполучення між збудженням та скороченням, так і для 

лікування деяких захворювань серця, котрі ініціюються ще на стадії 

ембріогенезу. 

Захворювання серцево-судинної системи посідають перші місця в переліку 

смертельних захворювань людини в усьому світі. Серед цих захворювань 

виділяється родинна гіпертрофічна кардіоміопатія (РГК) – одна з 

найпоширеніших причин раптової смерті (один випадок на 500 людей). РГК є 

етіологічно гетерогенною, але виникає значною мірою внаслідок аутосомно-

домінантних мутацій у генах, що кодують скоротливі білки серцевих м’язів 

(Maron et al., 1995). Зокрема, заміна певної амінокислоти у білку тропоніну T 

(TnT) підвищує чутливість міофіламентів до Са2+ та може викликати шлуночкову 

аритмію. Механізм виникнення цього феномена досі залишається невідомим 

(Miller et al., 2001). Встановлення цього механізму є конче необхідним для 

лікування хворих на цю патологію, що становлять основну частку пацієнтів із 

захворюваннями серцево-судинної системи. 

В електрозбудливих клітинах вхід іонів кальцію до цитозолю в основному 

відбувається через потенціалзалежні кальцієві канали. Активація цих каналів під 

час деполяризації мембрани призводить до виникнення транзієнтів концентрації 

цитозольного Ca2+, які ініціюють широкий спектр фізіологічних процесів, 

включаючи скорочення. На відміну від збудливих клітин, у незбудливих 

клітинах вхід Ca2+ опосередковується рецепторактивованими шляхами, які 

відіграють роль головного постачальника іонів кальцію всередину клітин. 

Напевно, найбільш поширеним рецепторкерованим механізмом входу Ca2+ є 

депо-керований вхід Ca2+ через канали плазматичної мембрани (SOCE), який 
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активується, коли концентрація Ca2+ у внутрішньоклітинних кальцієвих депо 

зменшується (Putney, 2005). Невдовзі після ідентифікації SOCE було виявлено 

високоселективний кальцієвий струм, що активується спустошенням 

внутрішньоклітинних Ca2+ депо, так званий ICRAC (Hoth а. Penner, 1992). 

Екзокринні клітини не мають потенціал-залежних кальцієвих каналів, і тому 

зміни концентрації цитозольного Ca2+, що регулюють секрецію ферментів 

травлення, генеруються завдяки складній  взаємодії SOCE/ICRAC та вивільненням 

Ca2+ з внутрішньоклітинних депо (Petersen a. Tepikin, 2008). 

У ссавців секреція основної частини ферментів травлення здійснюється 

ацинарними клітинами підшлункової залози. Відомо, що синтез і секреція цих 

ферментів у нормі регулюються змінами концентрації вільного кальцію в 

цитоплазмі та ендоплазматичному ретикулумі цих клітин (Petersen, 2015). За 

патологічних умов стійке підвищення [Ca2+]i активує внутрішньоклітинні 

проферменти травлення всередині клітин, що призводить до розвитку запалення 

та некрозу у підшлунковій залозі. Нажаль, відомості про функціювання 

механізмів залучених до кальцієвої регуляції як в ацинарних, так і в клітинах 

інших типів екзокринній частці підшлункової залози у нормальних та 

патологічних умовах, є дуже неповними. Зокрема, кальцієва регуляція при 

взаємодії клітин різних типів у екзокринній частці підшлункової залози в їх 

природному оточенні є майже недослідженою. Результати таких досліджень 

були б вкрай важливими як для детального встановлення ролі кальцієвої 

сигналізації у розвитку та підтримані різних патологічних станів, так і для 

розробки новітніх підходів у лікуванні гострого та хронічного панкреатиту.  

Таким чином, наше дослідження мало на меті встановити, яким чином 

механізми буферизацї іонів кальцію у цитозолі та депозалежного входу Са 

залучені у кальцієву регуляцію.  У електрично збудливих та незбудливих 

клітинах в умовах норми та патології. Ця проблема розглянута на прикладі 

кардіоміоцитів та клітин екзокринної частки підшлункової залози.  

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Дисертаційна робота виконана відповідно до загального плану науково-дослідних 
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робіт відділу молекулярної біофізики Інституту фізіології ім. О. О. Богомольця 

НАН України в рамках науково-дослідних робіт «Ендогенна та фармакологічна 

регуляція внутрішньоклітинної та міжклітинної сигналізації в клітинах нервової 

системи в нормі та патології» (2011 - 2013; номер державної реєстрації – 

0110U004750), «Клітинні сигнальні системи в нормі та патології» (2014 – 2018; 

номер державної реєстрації – 0113U007273) та «Сигналізація нейрональних 

кальцієвих сенсорних білків в нейронах ЦНС в нормі і патології» (2019 – 2013, 

номер державної реєстрації – 0115U003632). 

Мета дослідження: встановити впливи мутацій кальційзв’язуючих білків 

та анормального депозалежного входу іонів кальцію на функціювання 

кардіоміоцитів та клітин підшлункової залози. 

Завдання дослідження. Згідно з цією метою були поставлені наступні 

завдання: 

1. З’ясувати кальційзалежні механізми виникнення спонтанних скорочень 

кардіоміоцитів на ранніх стадіях їх розвитку. 

2. Встановити зміни кальцієвої регуляції в кардіоміоцитах, що експресують 

тропонін Т з мутацією I79N, яка викликає шлуночкову аритмію. 

3. Визначити механізм порушення рефрактерності вивільнення Ca2+ із 

саркоплазматичного ретикулуму шлуночкових міоцитів мишей, 

зумовленого нокаутом гену калсеквестрину (Casq2 KO). 

4. Зареєструвати трансмембранні струми, які активуються вивільненням 

іонів кальцію із внутрішньоклітинних депо панкреатичних ацинарних 

клітин та встановити зв'язок між спустошенням ендоплазматичного 

ретикулуму та активацією цих струмів. 

5. Встановити можливу роль кальцієвого депозалежного струму у розвитку 

гострого панкреатиту. 

6. Визначити вплив жовчних кислот на кальцієву проникність плазматичної 

мембрани ацинарних клітин підшлункової залози. 
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7. Встановити механізми кальцієвої регуляції зірчастих клітин підшлункової 

залози та з’ясувати ймовірну роль цих клітин у запобіганні виникнення 

некрозу ацинарних клітин. 

8. Визначити особливості кальцієвої регуляції в клітинах різних типів у 

панкреатичних лобулах екзокринної частини підшлункової залози в нормі 

та патології. 

9. Встановити роль порушень кальцієвої регуляції в ацинарних клітинах 

підшлункової залози у розвитку некрозу цих клітин, викликаного 

аспарагіназою. 

10. З’ясувати впив галактози на кальцієву регуляцію та функціональний стан 

ацинарних клітинах та на розвиток гострого аспарагіназаіндукованого 

панкреатиту. 

Об’єкт дослідження – механізми регуляції внутрішньоклітинної 

концентрації іонів кальцію у клітинах підшлункової залози та кардіоміоцитах. 

Предмет дослідження – впливи мутацій кальційзв’язуючих білків та змін 

депозалежного входу іонів кальцію на функціювання електрично збудливих та 

незбудливих клітин в нормальних та патологічних умовах. 

Наукова новизна отриманих результатів. За допомогою флуоресцентних 

та електрофізіологічних методів дослідження вперше показано, що саме 

спонтанні коливання внутрішньоклітинної концентрації іонів кальцію, не 

пов’язані з генерацією трансмембранних струмів, призводять до скорочення 

кардіоміоцитів на ранніх стадіях розвитку останніх. Удосконалено методи 

оцінки кальцієвої буферної ємності кардіоміоцитів та їх внутрішньоклітинної 

перфузії у конфігурації “ціла клітина”. Вперше виявлено пряму кореляцію між 

рівнем буферної ємності та шлуночковою аритмією при мутаціях тропоніну, що 

підвищують чутливість міофіламентів до іонів кальцію. 

У роботі вперше зареєстровано кальцієвий струм через плазматичну 

мембрану ацинарних клітин підшлункової залози, що активується вивільненням 

Ca2+ з ендоплазматичного ретикулуму. Показано зв'язок між рівнем спустошення 

ендоплазматичного ретикулуму та активацією депозалежного кальцієвого 
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трансмембранного струму. Отримані данні свідчать про те , що саме цей струм 

може бути одним із основних факторів, відповідальних за підвищення 

внутрішньоклітинної концентрації Ca2+ при розвитку гострого панкреатиту. 

Вперше досліджена пряма дія жовчних кислот на механізми кальцієвої 

регуляції у клітинах підшлункової залози та запропоновано інтерпретацію 

механізму виникнення гострого панкреатиту, пов'язаного зі збільшенням [Ca2+]i 

та [Na+]i. Встановлено негативний вплив аспарагінази – реагента, який 

застосовують в клінічній практиці для лікування дитячого гострого 

лімфобластного лейкозу – на кальцієву сигналізацію ацинарних клітин 

підшлункової залози. Запропоновано використання галактози для запобігання 

зростання [Ca2+]i та виникнення некрозу клітин підшлункової залози в моделі 

гострого панкреатиту, викликаного аспарагіназою. 

Вперше в клітинах у структурі панкреатичних лобул були встановлені зміни 

кальцієвої сигналізації, що спричиняються брадикініном в концентраціях, які є 

типовими для панкреатиту. У зіркоподібних клітинах підшлункової залози 

вперше був виявлений двофазний кальцієвий сигнал у відповідь на активацію 

брадикінінових В2-рецепторів плазматичної мембрани та з’ясовані механізми 

генерації цього сигналу. Отримані нові дані, які підтверджують 

панкреопротективну дію блокаторів брадикінінового рецептору В2, та 

продемонстровано, що їх використання запобігає некрозу ацинарних клітин. 

Вперше визначені особливості кальцієвої регуляції при взаємодії клітин різних 

типів у екзокринній частці підшлункової залози в їх природному оточенні. 

Зокрема, вперше досліджена кальцієва сигналізація в нервових клітинах 

підшлункової залози у структурі панкреатичних лобул.  

Результати дослідження є внеском у комплексне розуміння механізмів 

кальцієвої регуляції та сигналізації в електрозбудливих та незбудливих клітинах 

у нормі та патології. 

Теоретичне та практичне значення отриманих результатів. Результати 

дослідження, отримані в роботі, мають як фундаментальне, так і практичне 

значення. Порівняння роботи мембранних та внутрішньоклітинних 
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кальційрегулюючих структур в умовах виникнення патологій (мутації 

кальційзв’язуючих білків, гіперактивація депозалежного входу Ca2+ в клітину, 

індуковане різними чинниками виникнення некрозу ацинарних клітин та 

розвиток гострого панкреатиту підшлункової залози) істотно допомагають 

розумінню появи порушень регуляції внутрішньоклітинної концентрації Ca2+ і 

збагачують інформацію щодо патогенезу відповідних захворювань. 

Практичне значення отриманих результатів полягає в тому, що вони 

дозволяють оцінити, які саме механізми регуляції внутрішньоклітинної 

концентрації іонів кальцію у клітинах різних типів (як електрозбудливих, так і 

незбудливих) ушкоджуються при розвитку низки патологій. Продемонстровано, 

що саме зміни цитозольної кальцієвої буферної ємності призводять до 

виникнення серцевих аритмій при Ca2+-сенсибілізуючих мутаціях тропоніну Т. 

Ці зміни у кальцієвій регуляції кардіоміоцитів можуть бути основою для 

модуляції серцевих скорочень у пацієнтів, що мають мутацію тропоніну TnT-

I79N і в підсумку призводити до синдрому раптової зупинки серця. Досліджено 

ефект аспарагінази (речовини, яка застосовується в клінічній практиці для 

лікування дитячого гострого лімфобластного лейкозу) на панкреатичні клітини 

та запропоновано використання галактози для запобігання росту 

внутрішньоклітинної концентрації Ca2+ та виникненню некрозу клітин 

підшлункової залози. Крім того розширено наявні дані щодо механізму 

панкреопротектної дії блокаторів брадикінінового В2-рецептору, що запобігає 

некрозу ацинарних клітин та виникненню гострого панкреатиту. 

Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є особистою працею 

здобувача. Автор поставив задачу досліджень і самостійно розробив методики 

приготування кластерів підшлункової залози та візуалізації зіркоподібних 

клітин, вніс ряд удосконалень у методику оцінки кальцієвої буферної ємності 

ізольованих кардіоміоцитів, а також самостійно виконав основну частину 

експериментів, здійснював аналіз, статистичну обробку й узагальнення 

результатів. Деякі експерименти були проведені зі співавторами опублікованих 

робіт, зокрема співробітниками Інституту фізіології ім. О.О. Богомольця НАН 
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України к.б.н. С.В. Вятченко-Карпінським, Ю.В. Герасименко та Д.О. 

Кришталем. Дослідження молекулярних механізмів виникнення перших 

спонтанних скорочень кардіоміоцитів було проведено у співпраці з Інститутом 

нейрофізіології (Кьольн, Німеччина) (керівник проф. І. Хешлер). Експерименти 

з використанням клітин екзокринної частини підшлункової залози були 

проведені на базі Університету міста Кардіф (Кардіф, Велика Британія; керівник 

проф. О.Н. Петерсен). Дослідження кальційзв’язуючих білків кардіоміоцитів 

було проведено на базі Університету Вандербільта (Нешвіл, США; керівник 

проф. Б.С. Нолман). При плануванні, організації і проведенні досліджень по всіх 

розділах роботи частка особистої участі автора становила не менше 80%. 

Особисто проведено статистичний аналіз та інтерпретацію даних; відповідні 

результати опубліковано в наукових міжнародних виданнях. Автор не запозичав 

ідеї та розробки співавторів публікацій. 

Матеріали, положення та висновки кандидатської дисертації здобувача не 

були використані при написанні докторської дисертації. 

Апробація результатів дисертації. Усі матеріали дисертації докладалися 

на семінарах Інституту ім. О.О.Богомольця НАН України, а також на наступних 

міжнародних симпозіумах і з’їздах: Американського Біофізичного Товариства 

(Бостон, 2001, Сан Франциско, 2002, Бостон, 2009, Сан Франциско, 2010), 

Українського Біофізичного Товариства (Луцьк, 2015), конференції Європейської 

Академії (Кардіф, Велика Британія, 2016), зустрічі Королівського Наукового 

Товариства Великої Британії (Лондон, 2017), Українського Фізіологічного 

Товариства (Київ, 2019). 

Результати дисертаційної роботи доповідалися також на наукових семінарах 

Інституту фізики НАН України та Українського Біофізичного Товариства. 

Публікації. Результати дисертації викладено у 16 статтях (опублікованих у 

виданнях І та ІІ квартиля реєстру Міністерства освіти та науки України) та 14 

тезах міжнародних конференцій та з’їздів. 
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РОЗДІЛ 1 

ВНУТРІШНЬОКЛІТИННІ КОЛИВАННЯ CA2+ ВИКЛИКАЮТЬ 

СПОНТАННІ СКОРОЧЕННЯ КАРДІОМІОЦИТІВ ПІД ЧАС РАННЬОГО 

РОЗВИТКУ 
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1.1. Вихідні іонні струми в ранішніх кардіоміоцитах, що походять від 

ембріональних стовбурових клітин 
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1.2. Роль K+ каналів, що залежать від АТФ, в електричній збудливості 

ранішніх ембріональних кардіоміоцитів, отриманих від стовбурових 

клітин 
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1.3. Внутрішньоклітинні коливання Ca2+ викликають спонтанні 

скорочення кардіоміоцитів під час ранішнього розвитку клітин 

 



46 

 

 



47 

 

 

 



48 

 

 



49 

 

 



50 

 

 

 

 

 

 



51 

 

1.4. Порушення в розповсюдженні потенціалів дії в довготривалих записах 

активності в культурі кардіоміоцитів, отриманих з ембріональних 

стовбурових клітин 
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РОЗДІЛ 2 

РОЛЬ КАЛЬЦІЙЗВ’ЯЗУЮЧИХ БІЛКІВ У ГЕНЕРАЦІЇ ЗМІН 

ВНУТРІШНЬОКЛІТИННОЇ КОНЦЕНТРАЦІЇ ІОНІВ КАЛЬЦІЮ 
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2.1. Мутації тропоніну Т, що зумовлюють збільшення чутливості 

міофіламентів до Са2+, підвищують цитозольне зв’язування Са2+ 
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2.2. Роль кальсеквестрину2 (Casq2) у регуляції рефрактерності 

вивільнення Ca2+ із саркоплазматичного ретикулуму шлуночкових 

міоцитів 
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2.3. Ішемія змінює електричну активність кардіоміоцитів, виділених із 

синоатріального вузла 
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РОЗДІЛ 3 

КАЛЬЦІЄВА СИГНАЛІЗАЦІЯ В ЕЛЕКТРИЧНО НЕЗБУДЛИВИХ 

КЛІТИНАХ 
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3.1. Депозалежні кальцієві трансмембранні струми в ацинарних клітинах 

підшлункової залози 
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3.2. Кальцієва сигналізація в зірчастих клітинах підшлункової залози 
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3.3. Катіонні трансмембранні струми, викликані прикладанням жовчних 

кислот 
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РОЗДІЛ 4 

КАЛЬЦІЄВА СИГНАЛІЗАЦІЯ В РІЗНИХ ТИПАХ КЛІТИН 

4.1. Кальцієва сигналізація в клітинах екзокринної частини підшлункової 

залози 
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4.2. Кальцій та аденозинтрифосфат контролюють клітинну патологію 
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4.3. Галактоза захищає від пошкодження клітин при гострому панкреатиті 
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В роботі були дослідженні та проаналізовані різні ланки механізму 

кальцієвої регуляції в електрично збудливих та незбудливих клітинах, які були 

недостатньо висвітлені в світовій літературі. Це вхід Са в клітину ( депозалежний 

вхід Са ), зв’язування Са2+ кальційзв’язуючими  білками в цитозолі 

(скоротливими молекулами тропоніну) та в ретикулумі (кальсеквестрином) та їх 

внесок у зміни внутрішньоклітинної концентрації Са2+ (кальцієву регуляцію як 

таку). Описано новий  механізм інактивації кальцієвих каналів L-типу, що сприяє 

втраті рефрактерності вивільнення іонів Са2+ із саркоплазматичного ретикулуму 

у мишей з мутацією Casq2 (Casq2 KO). 

 

 
Схематичне зображення основних процесів, що беруть участь у контролі 

концентрації Ca2+ в цитозолі електрично збудливих та незбудливих клітин. 

Верхня частина схеми (блакитний фон) ілюструє принцип кальцієвої регуляції в 

нормі, а нижня (червоний колір фону) під час виникнення патологій. Щоб 

наголосити на відмінностях між збудливими та незбудливими клітинами, 

зображення клітинних структур кардіоміоцита розташоване ліворуч, а 
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ацинарної клітини – праворуч від пунктирної вертикальної лінії. Як мутації, так 

і нокаути кальційзв’язуючих білків (TnT-I79N та Casq KO), а також  

гіперактивація CRAC-каналів під дією речовин, що призводять до виникнення 

панкреатиту (ЖК, POAEE, ASNase), викликають порушення клітинної 

кальцієвої регуляції (великі червоні стрілки), що веде до розвитку патологій.  
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ВИСНОВКИ 

У дисертаційній роботі представлено результати комплексного дослідження 

механізмів кальцієвої регуляції в кардіоміоцитах та клітинах підшлункової 

залози за нормальних та патологічних умов. Кальцієва регуляція в електрично 

збудливих та незбудливих клітинах має як загальні риси, так і певну специфіку. 

Первинним джерелом підвищення [Са2+]і в електрозбудливих клітинах є 

потенціалкеровані кальцієві канали плазматичної мембрани. Ці канали здатні як 

запустити вивільнення іонів кальцію з ретикулуму, так і забезпечити його 

перезаповнення саме за рахунок входу Са2+ із позаклітинного розчину. В 

електронезбудливих клітинах за відсутності потенціалкерованих кальцієвих 

каналів основну роль постачання Са2+ в клітину відіграють депокеровані 

кальцієві канали. 

Зроблені наступні висновки: 

1. Скорочення кардіоміоцитів на ранніх стадіях ембріонального розвитку не 

пов’язані з генерацією трансмембранних струмів, а обумовленні 

спонтанними коливаннями внутрішньоклітинної концентрації іонів 

кальцію. Ця активність не опосередковується кальцієвими каналами L–типу 

та взаємодією між ними та ріанодиновими кальцієвими депо, як це 

спостерігається у зрілих кардіоміоцитах. Показано, що електричне 

сполучення між клітинами через щілинні контакти забезпечує 

синхронізацію скорочень окремих незрілих кардіоміоцитів.  

2. Ca2+-сенсибілізуючі мутації тропоніну Т змінюють цитозольну кальцієву 

буферну здатність, чого достатньо для зміни глобальних цитозольних [Ca2+]i 

транзієнтів; такі мутації можуть лежати в основі успадкованих 

кардіоміопатій. 

3. Відкрито новий залежний від експресії калсеквестрину механізм порушення 

кальмодулінзалежної інактивації кальцієвих каналів Cav1.2. Нокаут 

калсеквестрину призводить до зникнення рефрактерності вивільнення іонів 

кальцію із саркоплазматичного ретикулуму шлуночкових міоцитів миші. 
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4. Як показано вперше, спустошення кальцієвих депо активує кальцієвий 

трансмембранний струм (ICRAC) в клітинах підшлункової залози миші. 

Активація та розвиток цього кальцієвого депозалежного струму напряму 

корелює із спустошенням ендоплазматичного ретикулуму внаслідок 

блокування кальцієвої АТФази останнього. 

5. Блокування Ca2+-селективних іонних депозалежних каналів ефективно 

перешкоджає підвищенню внутрішньоклітинної концентрації іонів кальцію 

та запобігає розвиненню некрозу ацинарних клітин, що викликається 

ефірами жирних кислот (які, зокрема, є метаболітами етанолу). 

6. Жовчні кислоти, що є одним з головних чинників розвитку гострого 

панкреатиту, викликають некроз ацинарних клітин в результаті активації 

катіонних каналів плазматичної мембрани та підвищення 

внутрішньоклітинних концентрацій іонів натрію та кальцію. 

7. З’ясовані механізми генерації кальцієвих сигналів в зірчастих клітинах – 

компонентах структури панкреатичних лобул. За нормальних умов зірчасті 

клітини генерують двофазні кальцієві транзієнти у відповідь на 

прикладання брадикініну; останній є основним фактором, що забезпечує 

виникнення больових відчуттів при панкреатиті. Блокування 

брадикінінових рецепторів типу В2 усуває кальцієві транзієнти, спричинені 

БК, та запобігає розвиненню некрозу ацинарних клітин, спричиненому як 

етанолом і його метаболітами, так і жовчними кислотами. 

8. Механізми кальцієвої сигналізації клітин в лобулах екзокринної частини 

підшлункової залози, зокрема в нервових та імунних клітинах мають певну 

специфіку. В умовах розвитку гострого панкреатиту чутливість зірчастих 

клітин до БК істотно зменшується. В панкреатичних лобулах нервові та 

імунні клітини розташовані в місцях скопичення зірчастих клітин, що 

вказує на вірогідність однієї досі невідомої ролі зірчастих клітин у 

функціюванні підшлункової залози. 

9. Аспарагіназа, як і етилові ефіри жирних кислот та жовчні кислоти, може 

викликати стійке підвищення [Ca2+]i, в наслідку вивільнення цих іонів з 
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внутрішньоклітинних депо та їх входу через депокеровані канали. Це 

підвищення може призводити до розвитку некрозу ацинарних клітин. 

10. Галактоза ефективно запобігає збільшенню внутрішньоклітинної 

концентрації іонів кальцію та зменшує некроз ацинарних клітин в моделі 

гострого панкреатиту, викликаного аспарагіназою. 
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