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АНОТАЦІЯ 

Білонога О.О. Адаптаційна здатність мітохондрій ацинарних клітин 

підшлункової залози щурів за різних функціональних станів. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук 

(доктора філософії) за спеціальністю 03.00.02 – біофізика – Львівський 

національний університет імені Івана Франка, Львів, 2021.  

Дисертація присвячена розширенню та валідації методології вивчення 

адаптаційної здатності мітохондрій ацинарних клітин підшлункової залози. 

Вперше описано, що адаптаційну здатність мітохондрій ацинарних клітин 

підшлункової залози можна охарактеризувати такими параметрами, як 

оптимальна концентрація протонофора, максимальна швидкість, сповільнення 

та прискорення роз’єднаного дихання, а також коефіцієнт еластичності 

залежності швидкості дихання від мембранного потенціалу мітохондрій. Для 

формалізації оцінки використано обчислення площі приросту під кривими 

залежності швидкості дихання від концентрації FCCP. Встановлено, що ці 

параметри залежать від субстрату окиснення та функціонального стану 

ацинарних клітин. Досліджено, що для всіх субстратів окиснення, окрім 

глутаміну, найвищі показники прискорення дихання реєстрували після 

внесення 1,5 мкмоль/л FCCP, а максимальний пік швидкості дихання  ̶  після 

внесення 0,5 мкмоль/л FCCP. Найвищі показники коефіцієнту еластичності 

для ацинарних клітин підшлункової залози реєстрували за окиснення 

комбінації глюкози, глутаміну та пірувату, і найнижчі за окиснення 

монометилсукцинату. Досліджено, що у стані спокою параметри адаптаційної 

здатності мітохондрій панкреатичних ацинусів були найвищими за окиснення 

суміші субстратів глюкози, глутаміну і пірувату.  

Встановлено, що ацетилхолін та холецистокінін збільшують адаптаційну 

здатність мітохондрій панкреатичних ацинусів лише за окиснення глюкози та 

пірувату. Виявлено, що інсулін стимулює адаптаційну здатність мітохондрій 

панкреатичних ацинусів за наявності саме глюкози, а не пірувату. Також 
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показано, що інсулін усуває ефекти холецистокініну на швидкість дихання 

ацинарних клітин підшлункової залози за наявності пірувату.  

Показано, що дія етанолу у поєднанні з ХЦК in vitro збільшує кількість 

некротичних клітин та стимулює утворення блеб плазматичної мембрани 

ацинарних клітин. Встановлено, що швидкість базального дихання не 

залежала ні від субстрату, ні від поєднання холецистокініну з етанолом, на 

відміну від швидкості роз’єднаного дихання, що знижувалася лише за тоді, 

коли у середовищі був глутамін (незалежно від наявності інших субстратів). 

Отримані результати корелюють з іншими мітохондріальними показниками, а 

саме  даними про інтенсивність флуоресценції та автофлуоресценції НАДН у 

ацинарних клітинах підшлункової залози. 

Показано, що за умов короткотривалого введення in vivo розчину етанолу 

(2 год) у поєднанні з стимуляцією секреції (1 год) суттєво збільшило кількість 

клітин з утворенням блеб на плазматичній мембранні у групі тварин, які 

отримували розчин етанолу та холецистокініну. Проте таке поєднання не 

впливало на відсоток некротичних клітин та рівень амілази в плазмі крові 

тварин, що свідчить про відсутність ушкодження підшлункової залози, хоча 

зміни адаптаційної здатності мітохондрій вже були зареєстровані. 

Встановлено, що у групі тварин, яким вводили етанол та холецистокінін 

швидкість роз’єднаного дихання знижувалась, проте не відрізнялась у групах 

тварин, яким вводили лише етанол чи холецистокінін.  

На основі отриманих результатів було проаналізовано вплив пірувату in 

vivo на адаптаційну здатність мітохондрій ацинарних клітинах підшлункової 

залози щурів за умов введення етанолу на тлі високожирової дієти. Вперше 

зареєстровано, що піруват нівелює негативний вплив хронічного введення 

етанолу на функціонування мітохондрій. Водночас досліджено, що рівень 

амілази у групах тварин, яким вводили етанол не відрізнявся від контрольних 

значень. А кількість некротичних клітин зростала у групі тварин, яким 

вводили етанол, проте такого ефекту не спостерігали у групі тварин, яким 

також вводили і піруват. Зареєстровано, що FCCP-стимульована швидкість 
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дихання збільшилось за наявності у середовищі пірувату та глутаміну у всіх 

дослідних групах. Досліджено, що хронічне введення етанолу підвищувало 

FCCP-стимульоване дихання за окиснення глюкози, проте такого ефекту не 

спостерігалося у групі тварин, яким також вводили піруват. Отримані 

результати позитивного впливу пірувату корелюють і з іншими показниками: 

олігоміцин-нечутливе дихання,  мембранний потенціал мітохондрій та IC50. 

Наведені вище параметри роз’єднаного дихання оцінють різні аспекти 

максимальної адаптаційної здатності мітохондрій ацинарних клітин 

підшлункової залози та є чутливими до змін функціональних станів. 

Ключові слова: панкреатичні ацинуси, адаптаційна здатність 

мітохондрій, роз’єднане дихання, FCCP, етанол, субстрати окиснення. 
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ANNOTATION 

Bilonoha O.O. Аdaptive capacity of rat pancreatic acinar cells mitochondria 

upon various functional states. 

Thesis for PhD degree in Biology, specialty 03.00.02 – biophysics. – Ivan 

Franko National University of Lviv, Lviv, 2021. 

New parameters of adaptive capacity of rat pancreatic acinar cells mitochondria 

were characterized: maximal uncoupled respiration, optimal protonophore 

concentra-tion, respiration acceleration and deceleration. These parameters 

depended on the ox-idative substrate and functional states of pancreatic acini. In 

most cases (except for glutamine oxidation) the acceleration was much higher after 

1.5 μM FCCP and maxi-mal peak respiration – after 0.5 μM FCCP. Only when 

malate or isocitrate was pre-sent, deceleration was significantly higher. It has been 

found that, the increase in the respiration rate was proportional to the decrease in 

membrane potential. The coeffi-cient of elasticity and the area under the curves of 

the dependence of respiratory rate on the concentration of FCCP were used for 

formalize the assessment of adaptive ca-pacity of mitochondria. Elasticity 

coefficient was the highest when the combination of glucose, glutamine and 

pyruvate was present and the lowest when monomethyl-succinate was oxidized. The 

combination of three substrates (glucose, pyruvate and glutamine) maintains the 

highest respiration rate in response to FCCP load. 

To determine whether the mitochondrial adaptability of pancreatic acinar cells 

changes with changes in functional status, stimulators of the secretory response of 

the pancreatic acini were used. For investigation adaptive capacity of rat pancreatic 

acinar cells mitochondria for changes in their functional state, we used stimulators 

of the secretory response of the pancreatic acini. Upon acetylcholine or 

cholecystokinin stimulation, maximal uncoupled respiration rate increased only 

upon the oxidation of pyruvate with glucose; insulin stimulated only when glucose-

fueled uncoupled respiration, but abolished the stimulative effect of cholecystokinin 

on pyruvate-fueled uncoupled respiration.  
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Ethanol in vitro suppressed rate of cholecystokinin-stimulated uncoupled respi-

ration of pancreatic acini, while combination of ethanol with cholecystokinin caused 

an increase in number of necrotic cells and cells with plasma membrane blebs. These 

effects were defendant on the oxidative substrates in the medium. Combination of 

eth-anol and CCK in vitro caused the decrease of uncoupled respiration of pancreatic 

acini only upon the oxidation of glutamine independently of other substrates. 

Moreover, mitochondrial membrane depolarization and NADH autofluorescence 

increase caused by CCK and ethanol were not observed upon glutamine 

supplementation. Combina-tion of ethanol and CCK caused increase necrosis only 

in case of glucose presence, but not when either pyruvate or glutamine were added. 

Substantial increase in plasma membrane blebbing was observed only after 

incubation with combination of glucose, glutamine, pyruvate and combination of 

ethanol and CCK.  

After a single in vivo administration of ethanol (2 h), CCK (1 h) or combination 

thereof, the fraction of necrotic cells and plasma amylase level did not change 

indicat-ing the lack of pancreatic damage. However, the number of cells with 

membrane blebbing substantially increased in animal group treated with both 

ethanol and CCK. Basal respiration rate of isolated pancreatic acini was lower in 

animals after ethanol administration irrespectively of the oxidative substrate. Neither 

EtOH nor CCK on their own affected the uncoupled respiration, but their 

combination caused a signifi-cant decrease of the maximal uncoupled respiration. 

Chronic alcohol administration (14 days) caused an increase of FCCP-

stimulated respiration upon glucose oxidation, but not when pyruvate was co-

administered for 7 last days. Pyruvate also ameliorated the negative effects of 

ethanol administration on other mitochondrial parameters: oligomycin-insensitive 

respiration and IC50 of FCCP on mitochondrial membrane potential. Number of 

necrotic cells mildly increased in the group of animals after ethanol administration, 

but no such ef-fect was observed in the group of animals that were also injected with 

pyruvate. Plasma amylase level in animals after ethanol administration did not 

increase indicat-ing no full-blown pancreatitis. 
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Thus, the parameters of adaptive mitochondrial capacity are useful tools to 

study both different aspects of normal pancreatic acinar cells functioning and mecha-

nisms of pathogenesis of pancreatic diseases. 

Key words: pancreatic acini, аdaptive capacity of mitochondria, uncoupled 

respiration, FCCP, ethanol, oxidation substrate. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ 

АДФ − Аденозиндифосфат 

AMФ − Аденозинмонофосфат 

AMФK − AMФ-залежна протеїнкіназа 

АЛТ − Аланінамінотрансфераза 

АТФ – Аденозинтрифосфат 

АХ – Ацетилхолін 

ЕПР − Ендоплазматичний ретикулум 

НАДН − Нікотинамідаденіндинуклеоти́д 

ФАД − Флавінаденіндинуклеотид 

ХЦК – Холецистокінін,  

ЦТК – Цикл трикарбонових кислот 

FAEE − Етилові ефіри жирних кислот 

IL-6 – Інтерлейкін 6  
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ВСТУП 

  

Актуальність теми. Мітохондрії є ключовими органелами, що 

забезпечують енергетичні потреби клі-тини. Процеси мітохондріального 

окиснення не є статичними, а регулюються від-повідно до функціонального 

стану клітини [39; 138; 198; 197;]. Здатність мітохондрій адекватно 

адаптуватись до змін енергетичних потреб є передумовою тривалої і 

ефективної життє-діяльності клітини [79; 131]. 

Одним із способів оцінки функціонального стану мітохондрій є 

визначення максимальної швидкості дихання за допомогою протонофорів, що 

деполяризують внутрішню мембрану мітохондрій і активують максимальну 

компенсаторну реакцію дихального ланцюга [28; 167; 197] Однак цей 

методологічний підхід до вивчення адаптаційної здатності мітохондрій 

недостатньо детально ро-зроблений. Не приділяють достатньої уваги, зокрема, 

зниженню дихання після максимальної стимуляції, часу дії протонофора та 

його концентрації.  

Ацинарні клітини підшлункової залози синтезують велику кількість білка 

[195] та забезпечують значний його експорт шляхом секреції, що потребує 

достатньої кількості енергії та пластичних речовин [117]. Значна кількість 

АТФ у цих клітинах синте-зується шляхом окисного фосфорилювання [140; 

188; 198; 199]. Дані про протонофор-стимульоване дихан-ня ізольованих 

ацинарних клітин чи ацинусів підшлункової залози є неповними та 

суперечними [118; 140; 178]. У значній мірі нез’ясованою залишається 

залежність роз’єднаного дихання від надходження субстратів окиснення, 

концентрації протонофора та функціонального стану клітини.  

Порушення окисного фосфорилювання та низький рівень АТФ може бути 

одним із механізмів ураження підшлункової залози за патологічних станів. 

Зокрема відомо, що неокислювальні метаболіти етанолу, опосередковано 

через Ca2+-залежний шлях, інгібують функціонування мітохондрій, що 

спричиняє зниження вмісту АТФ і, як наслідок, некроз ацинарних клітин 
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підшлункової залози [44; 45]. Але на сьогодні не зрозуміло, чи порушення 

мітохондріального окиснення є первинною причиною загибелі ацинарних 

клітин підшлункової залози за дії па-тологічних чинників, чи лише 

корелюючим процесом. Відповідь на це питання є важливою для розробки 

специфічної терапії гострого панкреатиту, якої ще немає [212]. 

Вищенаведені факти свідчать про актуальність та нагальність 

розширення і валідації методології дослідження адаптаційної здатності 

мітохондрій ацинарних клітин підшлункової залози. 

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

Дисертаційна робота виконана в межах держбюджетних тем кафедри 

фізіології людини і тварин Львівського національного університету імені Івана 

Франка «Сa2+-транспортувальні системи та регуляції клітинного дихання 

екзокринних залоз у нормі і за дії стресорних чинників» (2015 ̶ 2017 рр., № 

держреєстрації 0115U003246) та «Адаптаційний потенціал мітохондрій 

секреторних клітин підшлункової залози і печінки у нормі та за розвитку 

патології» (2018 ̶ 2020 рр., № держреєстрації 0118U003604). 

Мета і завдання дослідження. Метою роботи було дослідити параметри 

адаптаційної здатності мітохондрій ацинарних клітин підшлункової залози за 

різних функціональних станів. Для досягнення цієї мети виконували такі 

завдання: 

1. Визначити параметри адаптаційної здатності мітохондрій ізольованих 

панкреатичних ацинусів за окиснення різних субстратів.   

2. Охарактеризувати залежність швидкості дихання від мембранного 

потенціалу мітохондрій ацинарних клітин підшлункової залози  

3. Дослідити вплив ацетилхоліну, холецистокініну та інсуліну на 

адаптаційну здатність мітохондрій підшлункової залози щурів. 

4. Проаналізувати вплив етанолу та холецистокініну на адаптаційну 

здатність мітохондрій ацинарних клітин in vitro та після одноразового 

введення тваринам in vivo. 
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5. Дослідити вплив короткотривалої хронічної дії алкоголю на адаптаційну 

здатність мітохондрій підшлункової залози щурів на тлі високожирової 

дієти. 

Об’єкт досліджень: енергетичне забезпечення мітохондрій. 

Предмет досліджень: параметри адаптаційної здатності мітохондрій 

ацинарних клітин підшлункової залози щурів за різної доступності субстратів, 

а також впливу секретагогів, інсуліну та етанолу. 

Методи дослідження. Біофізичні – дослідження параметрів дихання 

ізольованих ацинусів; фізіологічні – моделювання станів одноразовим або 

короткотривалим хронічним введенням етанолу та пірувату in vivo; фізико-

хімічні – полярографічне визначення вмісту кисню; біохімічні – визначення 

активності амілази, дослідження вмісту етанолу в плазмі крові за допомогою 

оксидазно-переоксидазного та газово-хроматографічного методу; 

флуоресцентні – вимірювання мембранного потенціалу мітохондрій з 

використанням родаміну 123, дослідження автофлюоресценції НАДН та 

флуоресценції трипанового синього; математичні – рівняння поліному 

другого порядку, обчислення площі фігури під кривою;  статистичні – 

описова статистика, t-тест Стьюдента, двофакторний дисперсійний аналіз 

ANOVA з/без повтореннями з подальшим коригуванням за допомогою post-

hoc t-тестів Голма-Бонферроні. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше проведено 

комплексне дослідження адаптаційної здатності мітохондрій ацинарних 

клітин підшлункової залози і обґрунтовано критерії її оцінювання – 

оптимальну концентрацію FCCP, максимальну швидкість, прискорення та 

спові-льнення роз’єднаного дихання, еластичність залежності швидкості 

дихання від мембранного потенціалу мітохондрій. Вперше досліджено 

залежність цих пара-метрів від доступності субстратів окиснення. Показано, 

що суміш глюкози, глу-таміну та пірувату є найоптимальнішою для підтримки 

адаптаційної здатності мі-тохондрій ацинарних клітин підшлункової залози 

щурів, оскільки за окиснення цих субстратів найвищими є максимальна 
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швидкість роз’єднаного дихання, оп-тимальна концентрація FCCP та 

коефіцієнт еластичності. Вперше показано, що адаптаційна здатність 

мітохондрій ацинарних клітин підшлункової залози зале-жить від 

функціонального стану клітин. Ацетилхолін (АХ) та холецистокінін (ХЦК) 

збільшують швидкість роз’єднаного дихання за окиснення глюкози та пі-

рувату, а інсулін – лише за окиснення глюкози. Встановлено, що інсулін 

усуває ефекти ХЦК на максимальну швидкість роз’єднаного дихання за 

окиснення пірувату. Вперше показано, що дія етанолу у поєднанні з ХЦК in 

vitro збільшує кіль-кість некротичних клітин та стимулює утворення блеб 

плазматичної мембрани ацинарних клітин. Таке поєднання спричиняло 

зменшення швидкості роз’єднаного дихання лише тоді, коли у середовищі був 

глутамін (незалежно від наявності інших субстратів), що корелює зі змінами 

інтенсивності флуоресценції родаміну 123 й автофлюоресценції НАДН. 

Виявлено, що додавання до розчину пірувату та/або глутаміну нівелює 

розвиток некрозу, спричинений дією етанолу та холецистокініну in vitro. Після 

одноразового введення тваринам етанолу та холецистокініну in vivo швидкість 

роз’єднаного дихання ацинарних клітин знижується, а кількість блеб 

плазматичної мембрани збільшується. Вперше показано, що піруват in vivo 

усу-ває негативний вплив короткотривалої хронічної дії етанолу на тлі 

високожиро-вої дієти на адаптаційну здатність мітохондрій ацинарних клітин 

підшлункової залози.  

Практичне значення одержаних результатів. Отримані результати 

поглиблюють знання про адаптаційну здатність мітохондрій панкреатичних 

ацинусів та зміни її параметрів за різних функціональних станів, що є 

підґрунтям для з’ясування механізмів розвитку гострого панкреатиту і 

розробки методів його лікування. У ході виконання дисертаційної роботи було 

розроблено спосіб оцінки функціонального стану мітохондрій, який можна 

використовувати для аналізу адаптаційної здатності мітохондрій за 

фізіологічних умов та за дії патологічних чинників [Пат. України 118816, 

2017]. Також було розроблено спосіб підвищення енергозабезпечення 
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ацинарних клітин підшлункової залози [Пат. України 118820, 2017]. Основні 

положення дисертаційної роботи будуть впроваджені у навчальний процес у 

Львівському національному університеті імені Івана Франка при викладанні 

загальних курсів «Біофізика» та «Фізіологія людини і тварин», а також 

спецкурсу «Основи біоенергетики».  

Oсобистий внесок здобувача полягає у підборі та опрацюванні даних 

літератури, виконанні всієї експериментальної частини дисертації, 

статистичній обробці результатів, а також, за участю наукового керівника і 

співавторів публікацій, плануванні наукової роботи, аналізі та інтерпретації 

одержаних результатів. 

Апробація результатів дисертації. Матеріали результатів дисертації 

доповідались і обговорювались на XI–XIV Міжнародній науковій конференції 

студентів та аспірантів «Молодь і поступ біо-логії» (Львів, 2015–2018); VI–VII 

з’їзді Українського біофізичного товариства (Луцьк – Світязь, 2015; Київ, 

2018); Third Kyiv International Symposium “Smooth Muscles Physiology, 

Biophysics & Pharmacology: From genes and molecules to func-tions, disorders and 

their novel treatment opportunities” (Kyiv – Lutsk, 2017); VIІI Міжнародній 

науковій конференції, присвяченій 175-річчю кафедри фізіології людини і 

тварин Київського національного університету імені Тараса Шевченка (Київ, 

2017), а також на наукових семінарах кафедри фізіології людини і тварин та 

щорічних звітних наукових конференціях біологічного факультету 

Львівського національного університету імені Івана Франка протягом 2014–

2018 рр. 

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 3 статті у фахових 

наукових виданнях (два з яких належать до наукометричної бази Scopus), 12 

тез доповідей наукових конференцій та 2 патенти України на корисну модель. 

Структура дисертації. Дисертація викладена на 138 сторінках і 

складається зі вступу, 4-х розділів, де викладено огляд літератури, опис 

матеріалів і методів досліджень, експериментальні дані та їх обговорення, а 
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також висновків і списку використаної літератури. Робота містить 32 рисунки 

та 3 таблиці. Бібліографічний список налічує 213 джерел літератури. 
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1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

1.1.  Регуляція окисного фосфорилювання у живих клітинах та 

методологічні підходи до її дослідження 

 

Окисне фосфорилювання забезпечує синтез більшої частини АТФ, яку 

вищі тварини використовують для підтримки життєдіяльності, і відповідає за 

встановлення та підтримку метаболічного гомеостазу. Було підраховано, що 

середня людина у спокої споживає 100 ккал / год, що становить близько 65 кг 

АТФ / день [169]. 

Ключовим функціональним елементом у мітохондріях є окисне 

фосфорилювання, що поєднує в собі транспорт електронів у дихальний 

ланцюг та синтез АТФ. Електрон-транспортний ланцюг мітохондрій включає: 

НAДH-дегідрогеназу (комплекс I) [176], сукцинатдегідрогеназу (комплекс II) 

[35], убіхінон: цитохром с-оксидоредуктазою (комплекс III) [75], 

цитохромоксидаза (комплекс IV) [193]. Більшість електронів, що 

транспортуються за допомогою дихального ланцюга, надходять від НAДH та 

передаються до кисню, тоді як мембранний потенціал мітохондрій генерується 

перекачуванням протонів через внутрішню мітохондріальну мембрану, а 

протонний градієнт використовується АТФ-синтазою (комплекс V), яка 

використовує зворотний потік протонів для виробництва АТФ [106].  

Процеси окисного фосфорилювання регулюються рівнем НАДН (або 

іншого джерела електронів з високим потенціалом), киснем, АДФ та 

неорганічним фосфором. Найважливішим фактором, що визначає швидкість 

окисного фосфорилювання, є рівень АДФ. Відомо, що швидкість споживання 

кисню мітохондріями помітно зростає при додаванні АДФ, а потім 

повертається до початкового значення, коли доданий АДФ перетворюється на 

АТФ [13]. Рівень АДФ також впливає на швидкість циклу трикарбонових 

кислот через потребу в НАД+ і ФАД. Фізіологічне значення цього 

регуляторного механізму очевидне, оскільки рівень АДФ підвищується при 

споживанні АТФ, і тому окисне фосфорилювання пов'язане з використанням 
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АТФ. Електрони не переносяться від субстратів окиснення на O2, якщо не 

потрібно синтезувати АТФ [13].  

Також важливим регулятором окисного фосфорилювання є 

співвідношення внутрішньомітохондріального рівня НAД+ до НAДH, що є 

джерелом більшості відновлювальних еквівалентів, які використовуються для 

окисного фосфорилювання та є джерелом окисно-відновного потенціалу. 

Потенціал напівредукції для пари НAД+ становить -0,320 V, а рН = 7,0 [69; 86]. 

Зниження рівня внутрішньомітохондріального НАД+ зміщує енергетичну 

рівновагу вправо, а концентрація АДФ – уліво для кожного оберту цитохрому 

с. 

Ще однією найбільш загальновизнаною системою для обміну сигналами 

про енергетичний стан клітини є AMФ-залежна протеїнкіназа (AMФK). 

AMФK називають головним регулятором енергетичного обміну [63; 90; 206]. 

Коли клітинам потрібний високий рівень АДФ та АТФ, то AMФK індукує 

підвищений вміст мітохондрій, а також вливає на концентрацію ферментів 

[191; 90]. Наприклад, подібні зміни спостерігалися в м'язах, що зазнали 

хронічної легкої ішемії [172] та у ізольованих перфузійних серцях щурів, в 

яких потік перфузату тісно корелює з енергетичним станом тканини [150]. 

Специфічні регулятори комплексів дихального ланцюга встановлені 

лише для цитохром с-окисидоредуктази (IV комплекс дихального ланцюга): 

експресія ізоформ, алостеричний контроль та фосфорилювання [96]. Було 

показано, що субодиниця Va, яка не має трансмембранної спіралі та 

локалізується на ділянці матриксу, зв’язує тиреоїдний гормон Т2, що 

алостерично інгібує АТФ [9].  Цитохром с-окисидоредуктази, що містить 

ізоформу типу печінки VIa, перекачує протони при високому співвідношенні 

в присутності кардіоліпіну незалежно від співвідношення АТФ / АДФ, тоді як 

додавання пальмітату призводить до зниження стехіометрії протон / електрон 

[128]. 

Встановлено, що активація цАМФ шляху з використанням активатора 

аденіліатциклази форсколіну призводить до інгібування IV комплексу 
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дихального ланцюга завдяки прямій взаємодії. Очевидно, що залежний від 

цАМФ шлях веде до фосфорилювання цитохром с-окисидоредуктази та  

пригнічує його активність [127].  

Протягом останніх двох десятиліть робота багатьох лабораторій 

встановила важливість дії NO на мітохондріальну функцію [31; 30;85]. Цікаво, 

що підтип nNOS локалізується в мітохондріях і тому був позначений 

мітохондріальним NOS (mtNOS) [189]. mtNOS може безпосередньо 

взаємодіяти з цитохром с-окисидоредуктазою та зв'язуватися із субодиницею 

Va [163]. Підвищений рівень NO у клітинах корелює з багатьма 

захворюваннями людини, включаючи артрит [48], сепсис та септичний шок 

[11], травми [185], рак [73], ожиріння та діабет [186]. Інгібування клітинного 

дихання також є можливим механізмом, що лежить в основі розвитку 

нейродегенеративних захворювань, опосередкованих надмірним 

продукуванням NO [186].  

Також було встановлено, що цитохром с-окисидоредуктаза ссавців 

містить ділянку обміну кальцію і натрію в субодиниці I [113]. Функція 

оборотного зв'язування кальцію невідома. Були повідомлення, що вказують, 

що цитохром с-окисидоредуктаза може зв’язувати принаймні два іони цинку 

в двох різних місцях, що призводить до інгібування ферментів і, зокрема, до 

інгібування процесу перенесення протонів [65; 120; 144]. Проте залишається 

до кінця не зрозумілим чи коливання концентрацій цинку може впливати на 

активність цитохром с-окисидоредуктази та чи справді цинк є фізіологічним 

регулятором. 

Для дослідження окисного фосфорилювання використовують як 

ізольовані мітохондрії, так і цілісні клітини чи групи клітин. Дослідження на 

ізольованих мітохондріях має певні переваги, адже відсутній вплив 

цитозольних факторів та додаткові речовини додають прямо до суспензії 

мітохондрій [28], проте за таких умов втрачається клітинний контакт. Також у 

процесі ізолювання мітохондрії дуже пошкоджуються, а виділення 

мітохондрій з малих та щільних тканин може бути досить проблематичним. 
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Незважаючи на пошкодження під час виділення, ізольовані мітохондрії дуже 

корисні для вивчення часткових реакцій окисного фосфорилювання, що є 

важливим для розуміння того, як вони функціонують in vivo та in vitro [96].  

Одним з методів дослідження окисного фосфорилювання є реєстрація 

протонрушійної сили. Вона складається з двох компонентів: ΔpH (градієнт рН 

на внутрішній мембрані) та Δψm (мембраний потенціал мітохондрій (різниця 

в електричному потенціалі між цитоплазмою та матрицею)) [28]. Проте 

вимірювання протонного струму, як правило, є більш інформативним. 

Тісне зв’язування між транспортом електронів та екструзією протонів як 

в мітохондріях, так і в клітинах [27; 88; 166] означає, що для даного субстрату 

швидкість використання мітохондріального кисню є точним показником 

загального струму протона. Ця швидкість вимірює активність одного процесу: 

перенесення в комплексі IV чотирьох електронів до молекули кисню для 

утворення двох молекул води. Незважаючи на це очевидне обмеження, 

експерименти можуть бути призначені для отримання інформації про 

широкий спектр процесів. Наприклад транспорт субстрату в клітину чи 

мітохондрію, доставку електронів до дихального ланцюга та діяльність одного 

з комплексів електрон-транспортного ланцюга, синтез або експорт чи 

використання АТФ у клітинах.  

Використання реєстрації швидкості дозволяє проводити експерименти у 

яких найлегше розпізнати та визначити кількісно дисфункцію мітохондрій. 

Кисневий електрод Кларка використовується протягом 50 років для 

вимірювання мітохондріального дихання [36], але інші методи, наприклад, 

аналіз флуоресценції на основі пластин [78; 205], може надати ту ж 

інформацію. 

Класичні експерименти для визначення функціональної активності 

мітохондрій з використанням кисневих електродів були розроблені Ченсом та 

Вільямсом [36]. До ізольованих мітохондрій спочатку додають субстрат, після 

чого додають АДФ, що дозволяє АТФ-синтазі функціонувати, протонрушійна 

сили починає зменшуватися і прискорюється транспорт електронів («стан 
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3AДФ»). За умов коли встановлюється рівновага у співвідношенні концентрації 

АТФ до АДФ, то протонрушійна сила збільшується, повторне надходження 

протону через синтазу припиняється, а дихання сповільнюється («стан 4»). 

Будь-яка забруднююча активність АТФази (наприклад, порушені мітохондрії 

з незчепленими АТФазами або залишковими м’язовими волокнами в 

м’язовому мітохондріальному препараті) запобіжить відновленню слабкого 

дихання. З цієї причини дихання стану 3AДФ може бути припинено додаванням 

інгібітора АТФ-синтази олігоміцину для досягнення швидкості «стану 4o» 

(«стан 4oligomycin»). Внесення олігоміцину може супроводжуватися додаванням 

протонофора FCCP (карбонілціанід-п-трифторметоксифенілгідразон) для 

надання роз`єднаного дихання ("стан 3FCCP") [29].  

Для кількісної оцінки функціонування мітохондрій використовують два 

параметри: коефіцієнт дихального контролю (стан 3 / стан 4), який 

визначається як дихання в стані 3AДФ, поділене на таке у стані 4 та 

співвідношення P / O (pеспіраторний контроль), 1 моль синтезованого АТФ на 

1 моль використовуваного О (1 / 2O2). У нормі мітохондрії в правильно 

підібраних умовах інкубації демонструють високий дихальний контроль: 

збільшення частоти дихання при АДФ з подальшим поверненням до стану 4. 

Респіраторний контроль мітохондрій оцінює основну функцію мітохондрій, а 

саме їх здатність реагувати на АДФ, утворюючи АТФ з високою швидкістю. 

Високий коефіцієнт дихального контролю означає, що мітохондрії мають 

високу здатність до окислення субстрату та обміну АТФ та низький витік 

протону.  

Дихальний контроль мітохондрій - це складна функція, значення якої 

залежить від численних факторів: зміна майже будь-якого компоненту 

окисного фосфорилювання змінить коефіцієнт дихального контролю [29]. 

Загальним методом моніторингу Δψm є інкубація суспензії мітохондрій з 

низькими концентраціями ліпофільних катіонів, що пронизують мембрану, 

таких як TPP+ (іон тетрафенилфосфонію) або TPMP+ (іон 
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трифенілметилфосфонію) та кількісна оцінка поглинання катіонів з 

використанням зовнішнішнього макроелектроду [28; 109]. 

Ще одним популярним методом є суспендування мітохондрій у кюветі з 

регульованою температурою або багатопланшетній пластині та визначення 

зміни загальної передачі у відповідь на ефектори мембранного потенціалу.  

Поширеним підходом для оцінки мітохондріальної біоенергетичної 

дисфункції є вимірювання експресії, концентрації або максимальної 

активності кількох комплексів електрон-транспортного ланцюга або 

метаболічних ферментів, таких як комплекс I, комплекс IV або ферменти 

циклу трикарбонової кислоти [29]. 

Також популярною моделлю для дослідження окисного фосфорилювання 

є ізольовані клітини, що в свою чергу мають наступні переваги: непорушене 

клітинне середовище та більша фізіологічна значимість, взаємодія з рештою 

клітини зберігається, хоча багато реагентів і субстратів є непроникними для 

мембрани, обмежуючи експериментальні можливості [29]. 

Донедавна єдиним приладом, який зазвичай використовувався для 

контролю клітинного дихання, були кисневий електрод і камера Кларка. Він 

широко застосовувався для дослідження швидкості поглинання кисню 

нервовими закінченнями (синаптосомами) [26; 179], гепатоцитами [2, 142], 

раковими клітинами [93] та ацинарними клітинами підшлункової залози 

[139,140] проте нині є більш популярна модель, а саме клітинний респірометр, 

що суперфузує інкубаційне середовище над клітинним моношаром у закритій 

перфузійній камері [100]. Мікропроточні кисневі електроди, розміщені вище і 

нижче за течією, дозволяють постійно контролювати частоту дихання клітин, 

а камера встановлена на флуоресцентному мікроскопі, що дозволяє 

паралельно контролювати сигнали флуоресценції. До прикладу, таке 

обладнання використовувалося для моніторингу дихання культивованих 

нейронів з акцентом на енергетичні потреби патологічної активації рецепторів 

глутамату [100; 105; 154]. 
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Описано декілька методик для моніторингу дихання клітин з 

використанням флуоресценції для контролю концентрації кисню в 

середовищі. Ці методи працюють або в стаціонарному стані, де споживання 

кисню врівноважується внутрішньою дифузією кисню [54] або вимірюють 

виснаження кисню в герметичній камері [97; 213]. 

Швидкість синтезу мітохондріального АТФ у визначеному базальному 

стані можна оцінити за зменшенням дихання при інгібуванні АТФ-синтази 

олігоміцином. Максимальна швидкість дихання, спричинена додаванням 

протонофора, такого як FCCP, відображає більш складний і нестабільний стан 

у клітинах, ніж у ізольованих мітохондріях, де субстрат додається в надлишку, 

а стан 3 є обмежений Vmax поглинанням субстрату, метаболізмом та діяльністю 

дихального ланцюга [29].  

Також для дослідження окисного фософрилювання використовують 

флуоресцентний моніторинг Δψm. Реєстрація показників потенціалу 

мембрани мітохондрій є найпоширенішим методом контролю функції 

мітохондрій в інтактних клітинах на одноклітинному або навіть 

одномітохондріальному рівні. Використання такого зонда, як родамін 123 

використовується не лише для реєстрацію мітохондріального потенціалу, а й 

для тестування на наявність транспортерів [17]. 

Кілька біоенергетичних проміжних продуктів, крім Δψm, можна виміряти 

в клітинних моношарах. Визначення рівня АТФ у клітині проводять з 

використанням люциферази, а рівень НAДH оцінюють за допомогою  

автофлюоресценції. Загалом, вони дають приблизно ту саму інформацію, що і 

Δψm, оскільки вони тісно пов’язані між собою [29].  

Респірометрія всього тіла теж може бути використана для вивчення 

функції мітохондрій in vivo, адже більша частина кисню, який вдихає людина, 

споживається цитохромоксидазою в тканинах. Тому дихання всього тіла 

використовується для вимірювання загальної швидкості транспорту 

електронів у мітохондріях [29]. А позитронно-емісійна томографія дозволяє 

безпосередньо вимірювати in vivo поглинання глюкози клітинами з 
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отриманням тривимірної та динамічної картини використання енергії в різних 

тканинах.  

Кращим методом оцінки для біоенергетики in vivo є використання 

стабільного радіоактивного ізотопу фосфору для ядерного магнітного 

резонансу, що дозволяє виміряти АТФ в інтактних органах. Заблокувавши 

кровотік, а потім вивільнивши його, можна виміряти швидкість ресинтезу 

АТФ, даючи оцінку максимальної здатності окисного фосфорилювання 

генерувати АТФ, швидкості обороту АТФ у стаціонарному стані та 

(використовуючи відповідні показники споживання кисню) ефективне 

співвідношення P / O [42]. Такі підходи мають великі перспективи для 

безпосереднього вивчення функції та дисфункції мітохондрій in vivo. 

1.2. Особливості будови та мітохондріального окиснення ацинарних 

клітин підшлункової залози 

Відомо, що підшлункова залоза складається з двох частин – екзо- та 

ендокринної. Екзокринна частина залози представлена ацинарними та 

протоковими клітинами. Ацинарні клітини підшлункової залози є 

структурними одиницями, що секретують ферменти у відповідь на 

стимуляцію первинними агоністами.  Ці клітини є сильно поляризованими та 

містять багато гранул зимогену, які розташовуються у їх апікальній частині, 

що зумовлено їх функцією. У базалатеральній частині клітини домінує 

ендоплазматичний ретикулум (ЕПР), що оточує ядро [83]. Дослідження 

Герасименка та співавторів показали, що кожна везикула із зимогеном оточена 

ЕПР [77]. Ці структурні докази у поєднанні з функціональними дослідженнями 

демонструють високий рівень транспортування йонів Са2+ у просвіті ЕПР для 

забезпечення цитозольного кальцієвого сигналу в апікальній частині 

ацинарних клітин підшлункової залози.  

Ранніше вважалося, що мітохондрії поширені по всій клітині, а розмір та 

їх внутрішньоклітинний розподіл залежить від різних параметрів таких, як 

форма клітини, організація цитоскелету, а також потреби в енергії [19, 20 ; 72; 
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183]. Проте дослідження Джонсона та співавторів демонструють, що у 

ацинарних клітинах підшлункової залози найбільша щільність мітохондрії 

була у перигранулярній частині, де мітохондрії займали 25,69 ± 1,58 % площі, 

тоді у субплазмолемному регіоні 12,61 ± 0,77 % та перинуклеарній частині 9,07 

± 0,97% [104]. Автори також показують, що мітохондрії тісно пов'язані з 

внутрішньоклітинними органелами, включаючи ЕПР та плазматичну 

мембрану, а перинуклеарні мітохондрії завжди відокремлені від нуклеоплазми 

шарами ЕПР. Мітохондрії є енергетичними станціями і важливість 

дослідження біоенергетики у фізіологічних та патофізіологічних процесах 

підшлункової залози була підкреслена в ряді досліджень [16; 44; 89; 118; 177; 

197; 152]. 

Стаття Бадудінга та його колег вказує, що 90% АТФ у підшлунковій 

залозі виробляється у процесі окисного фосфорилювання [18]. Однак у цій 

роботі інгібування АТФ-синтази з високою концентрацією олігоміцину 

призвело до зниження концентрації АТФ лише на 60%. Антиміцин викликав 

набагато сильніше зниження АТФ [18], проте індукований антиміцином 

колапс мембранного потенціалу мітохондрій ізольованих ацинарних клітин 

підшлункової залози, як очікується, є причиною зворотньої дії АТФ-синтази і, 

як наслідок, збільшення споживання АТФ мітохондріями [18]. 

Х. Косовський та його колеги з лабораторії В. Халангка показали 

зменшення вмісту АТФ приблизно на 21% порівняно з контролем після 

індукції гіпоксії [118]. Експерименти з моделюванням гіпоксії та 

використання антиміцину можна трактувати, як доказ досить невеликого 

внеску гліколізу в генерацію АТФ у ацинарних клітинах підшлункової залози. 

Експерименти з олігоміцином або його поєднання з інгібітором електронно-

транспортного ланцюга можуть дати кращу оцінку внеску гліколізу в 

генерування АТФ у ацинарних клітинах підшлункової залози. Деякі автори 

повідомляють про 41% АТФ [18], що утворюється за допомогою гліколізу. Це 

вказує на значний внесок цього процесу в генерацію АТФ у ацинарних 

клітинах підшлункової залози [188; 199]. 



29 

 

Про це повідомляють і дослідження Вороніної та співробітників 

використовували інгібітори окисного фософрилювання та олігоміцин для 

забезпечення інгібування окисного фосфорилювання в умовах, коли АТФ-

синтаза також інгібується (і не може бути перетворена в додаткового 

потужного споживача АТФ) та виявили, що окисне фосфорилювання 

мітохондрій відповідає приблизно за половину вмісту АТФ в ацинарних 

клітинах підшлункової залози. На основі цих фактів можна зробити висновок, 

що і гліколіз, і окисне фосфорилювання вносять значний внесок у вироблення 

АТФ у клітинах ацинарних клітин [199]. 

На пермеабілізованих ацинарних клітинах підшлункової залози було 

продемонстровано, що внесення АДФ у низькій концентрації (100 ммоль / л) 

не впливала на швидкість дихання мітохондрій, тоді як при більш високій 

концентрації (750 ммоль / л) спостерігалося короткочасне посилення дихання.  

Крім того, рівень виробництва гліколітичного та окисного АТФ 

залежить від зовнішніх факторів. Зокрема, секретагоги, які виробляють 

помірні сигнали Са2+, підвищують швидкість циклу Кребса та генерування 

мітохондріального АТФ [39; 198; 199], тоді як застосування інсуліну посилює 

гліколітичну продукцію АТФ, яка може підтримувати біоенергетику 

ацинарних клітин з пошкодженими мітохондріями [138; 174]. За умов 

стимуляції секретагогами (церулеїн, холецистокінін або карбахолін) рівні 

клітинного АТФ були стабільними або навіть дещо підвищеними [117; 2004]. 

Хоча підвищені потреби в енергії, що виникають внаслідок стимуляції 

секреції, повинні навпаки зменшити вміст АТФ. Таким чином, були отримані 

парадоксальні результати, що наштовхнуло на думку про існування 

ефективного механізму, який здатний надмірно компенсувати збільшене 

використання АТФ. Це підтверджують дослідження М. Корса та його колег, 

що демонструють сильну та швидку регуляцію поглинання глюкози в 

ізольованих панкреатичних ацинусах мишей, які були стимульовані 

секретагогами [117]. Досліди проводилися також з використання церулеїну, 

холецистокініну та карбахоліну і всі вони показали збільшення споживання 
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глюкози у 2,5 ̶ 3 рази порівняно з контролем [117]. Для панкреатичних 

ацинусів встановлено, що секретагоги (ацетилхолін та холецистокінін) 

викликають деполяризацію внутрішньої мембрани мітохондрій [167; 197], 

підвищують вміст НАДН [198], збільшують рівень АТФ [199] та 

інтенсифікують швидкість дихання [139].   

Важливі висновки, що характеризували роль, яку відіграє сигналізація 

Ca2+ у регулюванні біоенергетики, були зроблені в лабораторії Дентона. Ці 

експерименти виявили здатність Са2+ підвищувати швидкість циклу Кребса 

[53; 143].  

Для ізольованих ацинарних клітин підшлункової залози є дані щодо 

FCCP i динітрофенол-стимульованого дихання, однак показники суттєво 

відрізняються у різних авторів [118; 140; 178] Залежність роз’єднаного 

дихання від надходження окисних субстратів систематично не вивчалась у 

інтактних ацинусах підшлункової залози. Відмінності у забезпеченні 

окислювальними субстратами є очевидною причиною розбіжностей у 

показниках максимальної швидкості протонофор-стимульованого дихання 

ацинарних клітин підшлункової залози щурів: FCCP мав значно менший вплив 

на дихання, за окиснення лише глюкози [140], ніж у випадку з добавкою ще й 

глутаміну [118].  

Дослідження, проведене С. Арая та його колегами, підкреслило високий 

рівень транспорту глутаміну в ацинарних клітинах підшлункової залози [8]. 

На основі ориманих даних аворами було зроблено висновок, що глутамін є 

найкращим джерелом енергії для ацинарних клітин підшлункової залози, адже 

ці клітини здійснюють ефективне перетворення глутаміну в глутамат з 

подальшим використанням глутамату через α-кетоглутарат у циклі Кребса [8]. 

Проте інші субстрати теж використовували для вивчення синтезу АТФ 

мітохондрій у клітинах ацинарних клітин підшлункової залози, а саме піруват 

та глюкозу [199]. Тому, на сьогодні залишається відкритим питання про 

ефективне субстратне забезпечення процесів окисного фосфорилювання у 

мітохондріях ацинарних клітин підшлункової залози. 
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1.3. Негативний вплив алкоголю та жирних кислот на функціонування 

мітохондрій підшлункової залози 

 

Відомо, що надмірне споживання алкоголю є одним з факторів, що 

спричиняє розвиток різних патологічних станів огрганізму. За оцінками 

Всесвітньої Організація Охорони Здоров’я 4 з 100 смертей у світі, викликані 

споживанням алкоголю [211]. Недавнє дослідження датських вчених 

повідомляє про підвищений ризик розвитку госторого панкреатиту у осіб, які 

споживають понад 14 чарок спиртних напоїв на тиждень, незалежно від виду 

або частоти його прийому [119]. Проте, введення високих доз етанолу 

протягом тривалого періоду перорально або парентерально не викликає змін, 

характерних як для гострого, так і для хронічного панкреатиту [50]. На відміну 

від впливу етилових ефірів жирних кислот [43; 87; 200] або етанолу з 

інгібуванням його окислювального механізму [201] або з кукурудзяною олією 

[192; 115] або з секретагогами у дозах, які інакше б не викликали б панкреатит 

[50; 110; 157; 134]. 

Встановлено, що для ацинарних клітин підшлункової залози характерні 

два різні шляхи метаболізму етанолу: окисний та неокисний [47; 87]. Дані 

літератури свідчать про, те що обидва шляхи, швидше за все, сприятимуть 

шкідливому впливу алкоголю на ацинарні клітини підшлункової залози через 

різні механізми, які в кінцевому рахунку викликають зниження 

функціональної здатності мітохондрії цих клітин [44; 45; 180; 147]. Окисний 

метаболізм протікає через залучення  нікотинамід аденіндинуклеотид (НАД+) 

у декілька етапів під дією альдегіддегідрогеназ (ADH та ALDH) з утворенням 

ацетальдегіду та ацетату, відповідно. Недавні результати свідчать, що етанол 

індукує дисфункцію мітохондрій, зменшуючи співвідношення саме окислених 

та відновлених форм НАД, на відміну від механізму впливу високих 

концентрацій холецистокініну, що пов'язаний зі збільшенням концентрації 

йонів Ca2+ у цитозолі [180; 167]. 
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Неокисний метаболізм етанолу сприяє етерифікації жирних кислот з 

утворенням високоліпофільних етилових ефірів жирних кислот (FAEE) за 

допомогою відповідної синтази, включаючи карбоксиефірліпазу, а також 

тригліцеридліпазу, ліпопротеїнліпазу та ацил-коферментA: етанол-О-

ацилтрансфераза [126]. Доведено, що підшлункова залоза містить високі 

концентрації неокислювальних синтетазних ферментів [125; 87]. Активність 

FAEE-синтази у клітинах підшлункової залози людини становить до 54 нмоль 

/ хв / г, що сприяє формуванню високого рівня етилових ефірів жирних кислот 

у тканині [57]. Дослідження показали, що у особ, які померли від гострої 

інтоксикації алкоголю, був здебільшого підвищений рівень етилових ефірів 

жирних кислот в підшлунковій залозі на відміну від інших органів, які 

зазвичай пошкоджуються алкоголем, а саме серце та легені [125]. Це означає, 

що механізм неокисного метаболізму етанолу відіграє важливу роль при 

пошкодженні підшлункової залози.  

У ацинарних клітинах підшлункової залози етилові ефіри жирних 

кислот зв’язуються з рецепторами інозитолтрифосфату та викликають 

вивільнення йонів Са2+ з ЕПР. Такий вплив виснажує внутрішні кальцієві депо 

та сприяє стійкому підвищенню [Ca2+]в у цитозолі, що здійснює токсичний 

вплив на клітинні структури та врешті-решт сприяє некротичній загибелі 

ацинарних клітин підшлункової залози [43-45].  

Нагромадження йонів Са2+ є також причиною зниження мембраного 

потенціалу мітохондрій та рівня АТФ, що підтверджується 

експериментальними даними, які продемонстрували наступне: внесення АТФ 

у ізольовані ацинарні клітини підшлункової залози нівелювало інтоксикацію 

йонами Са2+, що були викликані етиловими естерами жирних кислот [44, 147; 

24].  

Також патогенний вплив етилових ефірів жирних кислот підтверджують 

і наступні дослідження. Було продемонстровано, що додавання 

пальмітолеїнової кислоти до ізольованих ацинарних клітин підшлункової 

залози спричинило велике та дозозалежне збільшення [Ca2+]в, як наслідок це 
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викликало дисфункцію мітохондрій та некроз ацинарних клітин, а 

використання хелатора (BAPTA-AM) зменшило концентрацію йонів Ca2+ та 

некроз клітин [44]. Також показано, що етилові ефіри жирних кислот 

викликають стійке зниження рівня НАДН у ацинарних клітинах підшлункової 

залози [47]. 

Існує й ще один механізм токсичного впливу етилових естерів жирних 

кислот на мітохондрії у ацинарних клітинах підшлунквої залози. Відомо, що 

етилові ефіри жирних кислот гідролізуються до жирних кислот безпосередньо 

у мітохондріях та здійснюють прямий вплив на зниження функціональної 

активності органели [44; 94; 123]. Припускають, що цей ефект може 

здійснюватися через формування мітохондріальної пори тимчасового 

проникнення та прямого роз’єднання окисного фосфорилювання у 

мітохондріях [123; 101; 99 25]. Недавні дані свідчать, що саме відкриття 

мітохондріальної пори тимчасового проникнення [180; 147] є тим тригером, 

що запускає розвиток мітохондріальної дисфункції за умов розвитку гострого 

панкреатиту. Пора створює можливість вільно рухатись речовинам масою до 

1,5 кДа всередину і назовні органели. Як наслідок це призводить до колапсу 

мембранного потенціалу та розсіювання необхідного градієнту протонів для 

виробництва АТФ [80; 23]. Існують дані з використанням інгібітора 

циклофіліну D − циклоспорину А, за впливу якого не спостерігали 

патологічних змін у ацинарних клітинах підшлункової залози, що були 

викликані неокислювальними метаболітами етанолу, які утворилися при 

введенні жирних кислот та алкоголю in vivo [95]. Такий ефект підтверджується 

і на нокаутних мишах ppif - / - (циклофілін D) [147]. 

Дослідження in vivo підтверджують пошкоджуючий вплив етилових 

ефірів жирних кислот на підшлункову залозу, що пов'язаний з розвитком 

гострого панкреатиту [200]. Наприклад, введення етанолу викликає 

інгібування його окисного метаболізму та сприяє утворенню етилових ефірів 

жирних кислот у плазмі крові та активує розвиток гострого панкреатиту [201].  
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Порушення у роботі мітохондрій підтверджується також і клінічними 

даними. Тканини взяті від пацієнтів з панкреатитом мали маркери 

мітохондріального ушкодження та порушення аутофагії [22].  

Очевидно, що етилові ефіри жирних кислот, а не сам етанол, може бути 

причиною пошкодження підшлункової залози. 

1.4. Використання нутрієнів для корекції патологічних 

процесів у підшлунковій залоз 

 

Некроз підшлункової залози є синдромом системної запальної реакції та 

поліорганної недостатності. У пацієнтів, яким діагностовано важку форму 

гострого панкреатиту рівень смертності становить від 10  ̶  15% [81; 34].  

На сьогодні ведеться багато клінічних досліджень ліків, що мають 

полегшити життя хворих на гострий панкреатит, особливу увагу також 

приділяють і нутрієнтам. Розвиток цього захворювання пов’язують з 

дисфункцією мітохондрій та зниженням рівня ATФ. Тому є необхідним аналіз 

субстратів окиснення, що відіграють ключову роль у енергозабезпечені 

клітини.  

Нещодавні дослідження повідомляють, що внесення пірувату для 

коригування енергозабезпечення ацинарних клітин, показав високий рівень 

захисту від панкреонекрозу [161]. Відомо, що піруват  ̶  аніонна форма 2-оксо-

пропіонової кислоти, що є кінцевим продуктом гліколізу і включається в цикл 

трикарбонових кислот. Піруват також є поглиначем активних форм кисню 

(ROS), таких як гідроксильний радикал [59].  

Ефективним антиоксидантним та протизапальним агентом є похідна 

форма пірувату  ̶  етил піруват [135; 68]. У дослідженнях Туркільмаза та 

співавторів було показано, що у групі тварин, яким вводили етил піруват на 

тлі розвитку гострого панкреатиту, спостерігали зниження смертності. У 

відповідь на внутрішньоочеревне введення етил пірувату також відбувалося 

зниження рівня ІЛ-6 та некрозу підшлункової залози, а концентрація амілази 

та аланінтрансамінази знизилися до вихідних значень [194]. Інші дослідження 
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також підтверджують позитивний вплив етил пірувату на зменшення 

симптомів гострого панкреатиту. Введення етил пірувату забезпечило суттєві 

покращення за розвитку панкреатиту, а саме зниження концентрації сечовини, 

активності АЛТ та рівня Са2+ у сироватці крові. Відомо, що етил піруват 

інгібував активацію NF-ββ, що відіграє важливу роль у прогресуванні 

локалізованого захворювання до поліорганної недостатності. Цей факт може 

пояснити його захисний механізм на інші органи [37, 207].  

Робота Пенга та співавторів показала, що піруват і галактоза (1 ммоль/л 

або 10 ммоль/л), мали подібні захисні ефекти проти аспарагін-індукованого 

некрозу ацинарних клітин підшлункової залози. Цікаво, що глюкоза не 

впливала на розвиток некрозу. Отримані дані свідчать про те, що метаболізм 

глюкози знижується за впливу аспарагінази, але енергія може поповнюватися 

галактозою або піруватом, що приєднуються до циклу гліколізу [162]. Хоча 

спричинене аспарагіназою стійке підвищення [Ca2+] i залежить від збільшення 

надходження Ca2+, це може бути компенсовано збільшенням швидкості 

екструзії активного Ca2+, якщо були б доступні достатні запаси АТФ. 

Додавання пірувату чи галактози нівелювало зменшення рівня АТФ. Введення 

галактози захищає від розвитку алкоголь-індукованого госторого панкреатиту 

in vivo та суттєво зменшує активность амілази, IL-6 та внутрішньоклітинного 

трипсину [162]. Такий позитивний ефект галактози можна пояснити тим, що  

вона може потрапляти в цикл гліколізу, пропускаючи перший крок і не 

залежить від активності гексокінази, що забезпечує додаткове джерело енергії 

[162]. 

Ще одними нутрієнтими, що можуть покращити прогнози у пацієнтів з 

гострим панкреатитом є глутамін та ω-3 жирні кислоти. Глутамін, 

найпоширеніша вільна амінокислота, що регулює декілька біологічних 

функцій [149]. У пацієнтів з важкою формою захворювання відбувається 

швидке зниження глутаміну в плазмі та м’язах. Таке зниження рівня глутаміну 

в плазмі крові асоціюється із збільшенням смертності у відділенні інтенсивної 

терапії [156]. Відомо, що гострий панкреатит характеризується 
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гіперкатаболічним станом через системне запалення на ранній фазі 

захворювання та пов’язано з інфекційним сепсисом.  

Повідомлялося, що під час розвитку панкреатиту катаболізм і протеоліз 

у скелетних м’язах посилюються на 80%. Крім того, було показано, що втрати 

азоту збільшуються до 20 % (до 40 г / день) [55; 91], при цьому спостерігається 

зменшення співвідношення розгалужених ланцюгів у ароматичних 

амінокислот [91; 181]. Рівень амінокислот зменшується до 40% від 

нормального, а рівень глутаміну падає до 55  ̶  15%. [92]. Виснаження 

глутаміну в основному спричинене великим споживанням цієї амінокислоти 

клітинами, що здатні до швидкого поділу. За відсутності адекватного 

споживання глутаміну, компенсаторне вивільнення його з м’язів не здатне або 

недостатнє для відновлення рівня глутаміну в плазмі крові. Виснаження 

глутаміну є клінічно важливим при перебігу важких захворювань, оскільки він 

індукує експресію білка теплового шоку [182], інгібує шлях NF-kB [61; 209], 

індукує буфери оксидативного стресу через регенерацію глутатіону [151], 

захищає кишечник і є субстратом для утворення імунних клітин [151].  

Показано, що глутамін знижує смертність, скорочує термін перебування 

у лікарні та збільшує рівень сироваткового альбуміну у пацієнтів, що хворіють 

важкою формою гострого панкреатиту [133]. Проте інше дослідження 

Мадхуліка та співавторів не зафіксувало значного покращення у хворих на 

гострий панкреатит, що отримували глутамін. Проте спостерігали статистично 

вірогідне зниження концентрації IL-6 у групі пацієнтів, що приймали глутамін 

[10].  

Хоча кілька випробувань мали ефект на інфекційну захворюваність та 

тривалість перебування в реанімації важкохворих [132; 149; 208], проте інші 

дослідження, що не змогли продемонструвати будь-якого покращення [103;  

136; 187]. Тому, вплив глутаміну на пребіг госторого панкреатиту залишається 

до кінця невідомим.  



37 

 

Очевидно, що вплив нутрієнтів на підшлункову залозу залишається не 

повністю вивчений та потребує подальшого дослідження їх місця у терапії та 

попередженні розвитку гострого панкреатиту. 
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2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

2.1. Умови робити з тваринами при проведенні досліджень 

 

Досліди виконували використовуючи білих нелінійних щурів-самців або 

щурів лінії Wistar масою 200 ̶ 300 г, яких утримували в стандартних умовах 

віварію. Всі маніпуляції з тваринами проводили відповідно до Закону України 

«Про захист тварин від жорстокого поводження» та Європейської конвенції 

про захист хребетних тварин, що використовуються для дослідних та інших 

наукових цілей (Страсбург, 1986). 

Для дослідження впливу субстратів на адаптаційну здатність 

мітохондрій ізольовані ацинуси інкубували за температури 37° С впродовж 15 

хв з різними субстратами окиснення або їх поєднанням. Потім клітини 

поміщали у полярографічну комірку і реєстрували базальну швидкість 

дихання ацинарних клітин підшлункової залози. Далі з інтервалом 2 хв 

декілька разів вносили FCCP (до кінцевої концентрації 0,5, 1, 1,5 і 2 мкмоль/л) 

або лише одну концентрацію протонофору (0,5 або 1,5 мкмоль/л). У разі 

титрування за допомогою різних концентрацій протонофору оцінювали 

максимальну швидкість дихання та оптимальну концентрацію протонофору, а 

за одноразового внесення  ̶  прискорення швидкості дихання, максимальний 

пік та сповільнення дихання. Додатково вивчали мембранний потенціал 

мітохондрій ацинарних клітин підшлункової залози.  

Для дослідження дії агоністів (холецистокініну та ацетилхоліну) на 

адаптаційну здатність мітохондрій: ізольовані ацинарні клітини підшлункової 

залози інкубували впродовж 15 хв за температури 37 °С у базовому середовищі 

з додаванням лише субстратів окиснення (контроль) чи також холецистокініну 

(0,5 нмоль/л) чи ацетилхоліну (4,5 мкмоль/л). Після інкубації клітини 

поміщали у полярографічну комірку. Швидкість дихання стимулювали за 

допомогою протонофору FCCP у концентраціях 0,5, 1, 1,5, 2 мкмоль/л. 
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Оцінювали максимальну швидкість роз’єднаного дихання та оптимальну 

концентрацію протонофора.  

Для дослідження впливу інсуліну ізольовані ацинуси інкубували 

впродовж 30 хв за температури 37 °С у базовому середовищі з додаванням 

лише глюкози або пірувату (контроль) чи інсуліном (100 нмоль/л) або з 

додаванням до розчину лише пірувату і / або холецистокініну (0,1 нмоль/л). 

Реєстрували базальну та максимальну швидкість роз’єднаного дихання 

ацинарних клітин підшлункової залози. 

Для дослідження впливу етанолу та холецистокініну in vitro, суспензію 

інтактних панкреатичних ацинусів інкубували впродовж 30 та 60 хв при 

температурі 37 °С у середовищах з вмістом різних субстратів окиснення, що 

додатково містили або етанол у концентрації 20 ммоль/л, або холецистокінін 

у концентраціях 0,1 чи 10 нмоль/л, або їхнє поєднання. Швидкість дихання 

стимулювали за допомогою протонофора FCCP у концентраціях 0,5, 1, 1,5, 2 

мкмоль/л. Додатково визначали такі показники, як мембраний потенціал 

мітохондрій та нагромадження родаміну 123, автофлуоресцецію НАДН, 

секреторну відповідь та життєздатність клітин підшлункової залози щурів. 

Для проведення гострого експерименту in vivo щурі були поділені на такі 

групи: 1 – контроль (тваринам одноразово перорально через зонд вводили воду 

та робили ін’єкцію 0,5 мл фізіологічного розчину внутрішньоочеревинно), 2 – 

етанол (тваринам вводили 40% розчин етилового спирту (4 г на кг маси 

тварини) та робили ін’єкцію 0,5 мл фізіологічного розчину), 3 – 

холецистокінін (тваринам вводили воду та робили ін’єкцію 2 мл 

холецистокініну у концентрації 10 нмоль/л (20 пмоль/л холецистокініну на кг 

маси тварини)), 4 – етанол + холецистокінін (тваринам вводили 40% розчин 

етилового спирту (4 г на кг маси тварини) та робили ін’єкцію 2 мл 

холецистокініну у концентрації 10 нмоль/л (20 пмоль/л холецистокініну на кг 

маси тварини)). Внутрішньоочеревинні ін’єкції холецистокініну чи 

фізіологічного розчину робили через 1 годину після перорального введення 

через зонд розчину етанолу чи води. Декапітацію тварин здійснювали через 
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годину після ін’єкції води чи холецистокініну. Після ізолювання 

панкреатичних ацинусів, суспензію клітин інкубували протягом 15 хв за 

температури 37 °С з такими субстратами окиснення: піруват, глутамін, 

монометилсукцинат, диметил-α-кетоглутарат (по 2 ммоль/л) або глюкоза (10 

ммоль/л). Максимальну швидкість роз’єднаного дихання мітохондрій 

панкреатичних ацинусів  визначали, стимулюючи дихання FCCP у зростаючих 

концентраціях (0,5–2 мкмоль/л). Додатково вимірювали рівень етанолу та 

амілази в плазмі крові тварин та досліджували життєздатність ацинарних 

клітин підшлункової залози. 

Для проведення хронічного експерименту in vivo, всі тварини 

(незалежно контрольні чи дослідні тварини) перебували на спеціальній дієті з 

високим вмістом жиру, а саме 35% калорій були отримані з жиру тваринного 

походження. Тварин було поділено на такі групи: 1  ̶  контроль (тваринам 

перорально через зонд вводили ~ 4 мл води (об’єм відповідав тому, що й у 

тварин, яким вводили розчичн етанол) та робили ін’єкції 1 мл фізіологічного 

розчину внутрішньоочеревинно, 2  ̶  піруват (тваринам вводили воду та робили 

ін’єкції пірувату натрію (0,5 г на кг тварини)), 3  ̶  етанол (тваринам вводили 40 

% розчин спирту (6 грам на кг маси тварини) та робили ін’єкції фізіологічного 

розчину), 4  ̶  етанол + піруват (тваринам вводили 40 % розчин спирту (6 грам 

на кг маси тварини) та робили ін’єкції пірувату натрію (0,5 г на кг тварини)). 

Тваринам в залежності від групи кожного вечора о 18-19 годині впродовж 14 

днів перорально через зонд вводили воду або 40 % розчин спирту, а на 7 день 

експерименту та до його кінця тваринами двічі на день робили 

внутрішньоочеревинну ін’єкцію пірувату натрію або фізіологічного розчину. 

Після ізолювання панкреатичних ацинусів, клітини інкубували протягом 15 хв 

за температури 37 °С з такими субстратами окиснення: глюкоза або глюкоза, 

піруват та глутамін. Реєстрували базальну та максимальну швидкість 

роз’єднаного дихання, а також мембранний потенціал ацинарних клітин 

підшлункової залози. Додатково вимірювали рівень амілази в плазмі крові 

тварин та досліджували життєздатність клітин, а також стан мітохондрій та 
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ЕПР ацинарних клітин підшлункової залози досліджували за допомогою 

електронної мікроскопії.  

2.2. Методика ізолювання ацинарних клітин підшлункової залози 

 

Ацинарні клітини підшлункової залози ізолювали використовуючи 

колагеназу за модифікованим методом Вільямса і співавт. [204]. Після 

декапітації та знекровлення тварини було здійснено розтин черевної стінки. 

На спільну жовчну протоку в місці її впадання в дванадцятипалу кишку 

накладали лігатуру, а іншу лігатуру підводили під голку, вставлену в початок 

протоки [140]. В протоку за допомогою шприца вводили базовий 

позаклітинний розчин об`ємом 5 мл, що додатково містив колагеназу(тип 4, 

220 од./мл). Відпрепаровану підшлункову залозу переносили в чашку Петрі з 

базовим позаклітинним середовищем і відділяли від жирової тканини, після 

чого поміщали в конічну колбу об’ємом 25 мл та інкубували впродовж 15 хв 

за температури 37 °С з струшуванням з частотою 120 циклів в хвилину [140]. 

Після закінчення часу інкубації розчин було заміняно на новий розчин з 

колагеназою об’ємом 5 мл та продовжували інкубувати ізольовану 

підшлункову залозу ще 15 хв. Таку процедуру було проведено ще один раз.  

Після інкубації тканину підшлункової залози відмивали в чашках Петрі 5 мл 

базового позаклітинного середовища, відділяти тканину залози від проток і 

судин, а потім механічно диспергували протягуванням дозатором через серію 

наконечників з діаметром отворів 2, 1,5 і 1 мм [140]. Для вилучення більших 

за ацинуси часток, отриману суспензію клітин фільтрували через тканину з 

діаметром отворів 150 мкм, а потім нашаровували на 5 мл базового розчину з 

підвищеною до 4 % концентрацією БСА і центрифугували впродовж 5 хв на 

центрифузі ЦЛК-1 при 50 g [140]. Центрифугування через розчин білка 

повторювали 2 рази, а потім ацинуси додатково осаджували в 5 мл базового 

позаклітинного середовища [140]. Життєздатність клітин, оцінена за 

допомогою тесту з трипановим синім (0,1 %), що становила понад 93 %. 
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Клітини рахували за допомогою камери Горяєва. Ізольовані ацинуси 

отримували і зберігали у середовищі виділення, що містило (ммоль/л): NaCl - 

140,0, KCl - 4,7, CaCl2 - 1,3, MgCl2 - 1,0, HEPES - 10,0, глутамін - 2,0, піруват 

- 2,0, глюкоза - 10,0; БСА - 2,5 мг/ мл; соєвий інгібітор трипсину - 0,1 мг/мл та 

суміш амінокислот для середовища MEM (minimal essential medium); pH 7,4. 

2.3. Полярографічна реєстрація швидкості споживання кисню 

ізольованими ацинусами 

 

Швидкість поглинання кисню ацинарними клітинами підшлункової 

залози визначали за допомогою полярографічного методу з використанням 

установки, яка була  зібрана на базі електрода Кларка, полярографа (YSI 5300, 

США), цифрового вольтметра, комп’ютера, скляної термостатованої (37 °С) 

закритої комірки об’ємом 1,6 мл та пропелерної мішалки. Швидкість дихання 

розраховували, вважаючи, що в 1 мл розчинено 200 нмоль O2. 

Суспензію інтактних панкреатичних ацинусів інкубували впродовж 15 

хв за температури 37 °С у середовищах зі складом розчину відповідно до умов 

експерименту, а потім вносили у полярографічну комірку. Швидкість дихання 

розраховували панкреатичних ацинусів, вважаючи, що в 1 мл розчинено 200 

нмоль O2.  

Швидкість дихання стимулювали за допомогою протонофора FCCP у 

концентраціях 0,5, 1, 1,5, 2 мкмоль/л (рис.2.1). Олігоміцин у концентрації 5 

мкмоль/л додавали для інгібування АТФ-синтази за використання наступних 

субстратів окиснення: лише глюкоза та її поєднання з піруватом чи глутаміном 

або їх суміші. 



43 

 

 

Рис. 2.1. Типовий запис реєстрації швидкості дихання ізольованиз 

ацинарних клітин підшлункової залози: А – зменшення вмісту кисню у 

полярографічній комірці після внесення суспензії ізольованих панкреатичних 

ацинусів та додавання FCCP у наростаючих концентраціях 0,5, 1, 1,5, 2 

мкмоль/л; Б  ̶  розрахована миттєва швидкість дихання.  

 

2.4. Флуоресцентна мікроскопія 

 

Більшість флуоресцентних дослідженнь проводили за допомогою 

мікроскопа Olympus IX73 та камери DP-74. Зображення обробляли за 

допомогою програмного забезпечення ImageJ. Для оцінки некрозу ізольовані 

ацинуси підшлункової залози фарбували за допомогою броміду етидію (за 

довжини хвилі збудження 340–390 нм. та випромінювання > 600 нм). Для 

фарбування ядер живих і мертвих клітин використовували Hoechst 33342 (за 
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довжини хвилі збудження 340–390 нм. та випромінювання > 420 нм). 

Мітохондріальний мембранний потенціал в клітинах оцінювали за допомогою 

флуоресценції родаміну 123 (за довжини хвилі збудження 470–490 нм. та 

випромінювання > 515 нм).  Після інкубації з етанолом та / або 

холецистокініном протягом 1 год і 45 хв або з FCCP і ротеноном протягом 5 

хв, інкубували ще з родаміном 123 у концентрації 20 мкмоль/л протягом 15 хв 

за температури 37 °С 

Автофлюоресценцію НАДН (за довжини хвилі збудження 340–390 нм та 

випромінювання > 420 нм) вивчали за допомогою мікроскопа Olympus IX73 та 

камери DP-74. Інтенсивність флуоресценції аналізували за допомогою 

програмного забезпечення ImageJ, використовуючи синій канал для 

автофлуоресценції НАДН та зелений канал для вимірювання флуоресценції 

родаміну 123. У кожному експерименті було проаналізовано принаймні 20 

різних ацинусів з принаймні 5 різних фотографій. 

У деяких дослідженнях (рис. 2.2) для вимірювання флуоресценції 

родаміну 123 використовували мікроскоп ЛЮМАМ–И–1 за довжини хвилі 

збудження 505 ± 25 нм (зелений фільтр) та довжини хвилі випромінювання 

600–700 нм. Випромінювання фіксували камерою DSLR Nikon D3000 (CCD 

Sensor, 106 пікселів). Фотографії зберігали у NEF форматі та середню 

інтенсивність флуоресценції клітини розраховували за допомогою 

програмного забезпечення ImageJ. Використовували макрос (набір команд для 

автоматизації процесу процесингу зображення), щоб відрізнити клітини від 

фону за інтенсивністю флуоресценції. Зображення із флуоресцентної 

мікроскопії розділялось на канали по кольорах. Використовували червоний 

канал, оскільки був відповідний фільтр у приладі. Так, як клітини не 

колоподібні (як еритроцити), то використовувати перетворення Хафа для 

кругів недоцільно. З отриманого шару із зображення, який мав вигляд матриці 

градацій сірого, вирізалась центральна ділянка для дотримання рандомізації 

вибірки клітин. Використовували порогове обмеження (Thresholding), 

параметри якого були задані вручну і зберігались однаковими для всієї 
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вибірки. Отримана мапа зображень представлена у вигляді високонтрасного 

зображення із ігнорованих темних і потрібних білих ділянок, визначаємо 

флюоресценцію тільки потрібних ділянок. Ізольовані панкреатичні ацинуси 

(0,5 мл) інкубували протягом 15 хв за температури 37 °С в середовищі з різним 

субстратним складом, що відповідав умовам досліду та родаміном 123 у 

концентрації 10 мг/мл. Відмивали від родаміну 123 за допомогою базового 

зовнішньоклітинного середовища, а потім відбирали серію аліквот для 

преінкубації з  0,5  ̶  5 мкмоль/л FCCP протягом 60 сек. за температури 37 °С. 

Флуоресценцію реєстрували протягом 90 сек. фотографуючи 10 різних 

ацинусів. Всі решта клітини зберігалися за кімнатної температури у базовому 

зовнішньоклітинному середовищі.  

 

Рис 2.2. Фотографії ізольованих ацинарних клітин з накопиченням родаміном 

123: А) без додавання FCCP; Б) з додаванням 0,5 мкмоль/л FCCP. 

 

Поглинання родаміну 123 вимірювали за допомогою спектрофотометра 

Denovix DS-11+ при довжини хвилі 505 нм. Для цього ізольовані ацинуси 

підшлункової залози (5 х 105 клітин на зразок) інкубували з родаміном 123 у 

концентрації 20 мкмоль/л протягом 15 хв за 37 °С, а потім тричі відмивали з 

PBS (4 °С, 40 г).  До відібраних клітин (без надосадової рідини) додавали 50 

мкл NP-40 буферу, що додатково містив 0,1 мг/мл соєвий інгібітор трипсину. 

A Б 
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Лізис клітин здійснювали на льодовій бані протягом 10 хв. Лізат 

центрифугували при 16000 g за 4 °С протягом 10 хв. Концентрацію родаміну 

123 у клітинах розраховували за стандартною кривою. Кожне вимірювання 

нормалізували до вмісту білка в лізаті, що вимірювали при довжині хвилі 280 

нм. Концентрацію родаміну 123 в клітинах оцінювали у об’ємі  3000 мкм3, що 

відповідає середньому об’єму клітин. 

2.5. Метод дослідження секреції амілази 

 

Активність амілази у плазмі крові вимірювали після декапітації тварини. 

Базальне та холецистокінін-стимульоване вивільнення амілази з 

панкреатичних ацинусів досліджували in vitro. Ізольовані ацинуси 

підшлункової залози преінкубували протягом  30 або 60 хв за температури 37 

°C. Потім осаджували клітини центрифугуванням 10 с при 1600 g, відбирали 

10 мкл супернатанту. Контрольні та дослідні проби досліджували з 

використанням суміші 2% розчину крохмалю, фосфатного буферу та розчину 

натрій хлориду до якої додавали 200, 100 та 50 мкл плазми крові або 20 мкл 

супернатанту та інкубували протягом 8 хв за температури 37 °С, потім 

відбирали 20 мкл інкубату та переміщали до розчину дистильованої води та 

калій йодиту (стандартним методом йод-крохмальної колорометрії) та 

досліджували спектрофотометрично в кюветі 1 см при червоному 

світлофільтрі (578 нм). Всі проби вимірювались навпроти води. 

Загальну кількість амілази визначали шляхом лізису ацинарних клітин з 

використанням 1% Triton-X100 розчиненого у базовому зовнішньоклітинному 

середовищі.  

У хронічній серії дослідів активність амілази у плазмі крові та за 

стимуляції ацетилхоліном у концентрації 10, 1, 0,1 мкмоль/л досліджували 

турбідіметричним кінетичним методом [196], що ґрунтується на зменшенні 

мутності розчину, що виникає при гідролізі суспензії крохмалю за дії 

ферменту α-амілази. Початкова стадія зменшення мутності розчину прямо 
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пропорційна широкому діапазону концентрацій ферменту. Такі 

характеристики дозволяють отримати калібрувальну криву, використовуючи 

серію розведень очищеної α-амілази відомої концентрації, яка потім може 

бути використана для оцінки α-амілазної активності досліджуваного зразка. 

Мутність розчину досліджували за допомогою спектрофотометра DENOVIX 

DS-11 FX+ в кюветі 1 см при довжині хвилі 300 нм.  

2.6. Ензиматичний метод визначення вмісту етанолу в плазмі крові 

Концентрацію етанолу в плазмі крові визначали після декапітації 

тварини за допомогою одксидазно-переоксидазного методу [160]. Етанол 

вступає в реакцію з киснем при дії алкогольоксидази та окислюється за 

допомогою кисню до ацетальдегіду та перекису водню, який в спряженій 

реакції окислював хромоген до кольорового продукту, що визначається 

фотометрично: 

СН3СН2ОН + О2 → СН3СНО + Н2О2 

 

Н2S+ Н2О2 → S + 2Н2О 

 

Проби витримували при кімнатній температурі 5 хв і центрифугували 

при 3000 об/хв протягом 10 хв для осадження білків. Для аналізу 

використовували надосадову рідину та калібрували проби на 

спектрофотометрі при довжині хвилі 450 нм. 

2.7. Газово-хроматографічне визначення вмісту етанолу в плазмі 

крові 

 

Газову хроматографію проводили з використання хроматографа 

“Chrom-5” (виробництва Laboratorne przostroje, Praha). 

Метод базується на перетворенні етанолу на етил нітрит в реакції з 

NaNO2 та трихлороцтовою кислотою. Як стандарт використовували пропіл 

нітрит.  
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У флакон об’ємом 5 мл вносили 0,5 мл плазми крові, 0,5 мл розчину 

внутрішнього стандарту і 0,5 мл 50%-го розчину трихлороцтової кислоти. У 

закритий флакон додавали 0,5 мл 30 %-го розчину нітриту натрію та 

перемішували протягом 60 с. Потім за допомогою спеціалізованого шприца 

набирали 1 мл газової фази, що утворилась над рідиною і вводили в дозатор 

хроматографа.  

Кількісний вміст етилового спирту в плазмі крові розраховували за 

попередньо побудованим калібрувальним графіком або за попередньо 

розрахованими коефіцієнтами регресії.  

2.8. Трансмісійна електронна мікроскопія 

 

Мітохондрії та ендоплазматичний ретикулум ацинарних клітин 

підшлункової залози досліджували методом електронної мікроскопії. Для 

цього суспензію ізольованих панкреатичних ацинусів обробляли 

використовуючи 1,5 % розчином OsO4 в 0,2 М розчині какодилату натрію (рН 

7,2) впродовж 2 – 2,5 годин. Отримані зразки поетапно поміщали на 30 хв за 

кімнатної температури у розчин етанолу (50о, 70о, 90о і абсолютному). Потім 

обробляли епоксидною смолою, а далі витримували у полімеразній капсулі. 

Контрастування зразків здійснювали у 1,5%-му розчині уранілацетату, що був 

виготовлений за Рейнольдсом [168]. Препарати переглядали з використанням 

трансмісійного електронного мікроскопа ПЭМ-100. 

 

2.9. Cтатистично-математичне опрацювання результатів дослідження 

 

Необхідні статистичні розрахунки проводили за використанням пакету 

програм Microsoft Office Excel та Origin. Цифрові результати подані як M±m. 

Кожен експеримент повторювали як мінімум на п’яти окремих препаратах 

ізольованих клітин, отриманих із різних тварин (n ≥ 5). У випадку 
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флуоресцентної мікроскопії знаходили середнє арифметичне із даних 

флуоресценції як мінімум 10 різних ацинусів у кожній дослідній пробі для 

кожної тварини. Вірогідність різниці середніх арифметичних (p) визначали з t- 

 

Рис. 2.3. Зменшення вмісту кисню у полярографічній комірці після внесення 

суспензії панкреатичних ацинусів (зверху) і розрахована миттєва 

швидкість дихання (знизу), коли у середовищі була глюкоза (10 

ммоль/л), стрілками вказано додавання FCCP (0,5 або 1,5 мкмоль/л), 

I – фаза прискорення (a0,5 або a1,5 для відповідних концентрацій 

FCCP), II – фаза піку швидкості дихання, III – фаза сповільнення (d0,5 

або d1,5 для відповідних концентрацій FCCP) 

 

тестом або двофакторним дисперсійним аналізом та post-hoc t-тестами з 

корекцією за методом Голма-Бонферроні (Holm–Bonferroni).  За записом 

споживання кисню розраховували максимальну швидкість роз’єднаного 

дихання та оптимальну концентрацію протонофора (FCCP). Оптимальну 

концентрацію FCCP розраховували як середньоарифметичне значення 
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концентрацій, за яких і спостерігають максимальний ефект. Використовуючи 

рівняння поліному другого порядку розраховували сповільнення споживання 

кисню ацинарними клітинами підшлункової залози. під час другої фази FCCP-

стимульованого дихання (рис. 2.3). 

N = Ν0 − (𝑣0𝑡 +
1

2
𝑎𝑡2),     (1) 

 

N – вміст O2 у розчині в момент часу t (нмоль), Ν0 – початковий вміст O2 

у розчині (нмоль), t – час (хв), 𝑣0 – швидкість споживання кисню (нмоль O2 / 

млн клітин / хв), a – прискорення споживання кисню (нмоль O2 / млн клітин / 

хв2). 

Рівняння (1) використовували для розрахунку прискорення споживання 

кисню як другу похідну по часу: 

                                     𝑎 =
𝑑𝑣

𝑑𝑡
 .                               (2) 

Оскільки швидкість дихання знижується з часом – спостерігається 

рівносповільнена зміна вмісту O2 у розчині, значення а є від’ємним і 

характеризує сповільнення FCCP-стимульованого дихання клітин. Чим 

ближче значення а до нуля, тим стійкішими є мітохондрії до навантажень 

протонофором. 
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3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

3.1.  Адаптаційна здатність мітохондрій ацинарних клітин підшлункової 

залози за окиснення різних субстратів. 

 

На сьогодні не має стандартизованого підходу до використання 

протонофорів для дослідження дихання, у тому числі і для ацинарних клітин 

підшлункової залози. Результати отримані на інших клітинах показують, що 

протонофор-стимульована швидкість дихання залежить від субстрату 

окиснення (глюкоза, піруват, амінокислоти) [38, 62, 60, 178; 118; 140]. Проте, 

залежність роз’єднаного дихання від субстратів окиснення не вивчалася у 

інтактних ацинарних клітинах підшлункової залози. 

Тому у першому експерименті оцінювали вплив екзогенних субстратів, 

пірувату і глутаміну, на швидкість FCCP-стимульованого дихання ацинарних 

клітин підшлункової залози. Для цього ізольовані ацинуси інкубували 

впродовж 15 хв за температури 37° С зі субстратами окиснення (глюкозою, 

піруватом, глутаміном або глутаматом). Потім клітини поміщали у 

полярографічну комірку і реєстрували базальну швидкість дихання. Далі з 

інтервалом 2 хв декілька разів вносили FCCP (до кінцевої концентрації 0,5, 1, 

1,5 і 2 мкмоль/л). 

З’ясувалося, що базальна швидкість дихання ацинарних клітин 

підшлункової залози не залежала від субстрату окиснення (рис. 3.1 А, Б). Коли 

до полярографічної комірки додавали 0,5 мкмоль/л FCCP, то швидкість 

дихання панкреатичних ацинусів у разі використання ендогенних субстратів 

збільшувалася і становила 1,76 ± 0,33 в.о., а найбільший показник швидкості 

дихання за цих умов був отриманий за окиснення глутамату та становив 2,17 

± 0,33 в.о (рис. 3.1 Б). За додавання FCCP у концентрації 1 мкмоль/л швидкість 

дихання ізольованих панкреатичних ацинусів статистично вірогідно 

збільшилась у разі використання пірувату до 2,16 ± 0,30 в.о. (рис. 3.1 А) чи 

глутаміну  ̶  2,12 ± 0,26 в.о. (рис. 3.1 Б). 
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Рис. 3.1. Швидкість FCCP-стимульованого дихання панкреатичних ацинусів 

за окиснення різних субстратів: [глюкоза] = 10 ммоль/л, [піруват], 

[глутамін], [глутамат] = 2 ммоль/л; дані нормалізовані до базальної 

швидкості дихання без додавання FCCP за окиснення ендогенних 

субстратів; * – статистично вірогідна різниця з P < 0,05 відносно 

швидкості дихання за окиснення лише ендогенних субстратів, n = 5; 

M ± m. 

Така ж концентрація протонофору інгібувала швидкість дихання у контролі та 

за окиснення глутамату. Вищі концентрації FCCP (1,5 та 2 мкмоль/л) 

інгібували швидкість дихання панкреатичних ацинусів за окиснення всіх 

субстратів (рис. 3.1).  У разі використання глутаміну швидкість дихання 

ацинарних клітини підшлункової залози статистично вірогідно зростала після 

додавання 1,0  ̶  2,0 мкмоль/л FCCP (рис. 3.1).  

Отже, FCCP-стимульоване дихання ацинарних клітин підшлункової 

залози залежить від субстрату окиснення, а піруват та глутамін здатні 

підтримувати високі значення швидкості дихання за навантаження FCCP, на 

відміну від глюкози та глутамату. Такий ефект глутамату можливо пов’язаний 

з тим, що у ацинарних клітинах підшлункової залози щурів та мишей експресія 
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транспортерів глутамату нижче, ніж нейтральні транспортери амінокислот 

[Fukushima, 2010; Rooman, 2013]. Більше того, глутамат у значній кількості 

виділяється у панкреатичний сік [74], ймовірно, завдяки локалізації його 

транспортера EAAC1 на апікальній стороні клітини. Таким чином можна 

зробити висновок, що така відповідь швидкості дихання на внесення FCCP за 

окислення глутамату була обумовлена його обмеженим транспортом через 

базальну плазматичну мембрану. 

Для підтримки синтезу АТФ шляхом гліколізу в умовах дефіциту 

окисного фосфорилювання у наступному експерименті ми додали до 

середовища глюкозу.  

Встановлено, що за таких умов після внесення в полярографічну комірку 

FCCP у концентрації 0,5 мкмоль/л швидкість дихання панкреатичних ацинусів 

статистично вірогідно збільшилась та становила 1,83 ± 0,30 в.о., подібний 

ефект спостерігали і для комбінації глюкози з глутаміном та/або піруватом 

(рис. 3.2). 

 

Рис. 3.2. Швидкість FCCP-стимульованого дихання панкреатичних ацинусів 

за окиснення різних субстратів у поєднанні з глюкозою: [глюкоза] = 

10 ммоль/л, [піруват], [глутамін] = 2 ммоль/л; дані нормалізовані до 

базальної швидкості дихання без додавання FCCP за окиснення 

глюкози; * – статистично вірогідна різниця з P < 0,05 відносно 

швидкості дихання за окиснення глюкози, n = 6; M ± m. 

 

Після внесення FCCP у концентрації 1 мкмоль/л швидкість дихання 

панкреатичних ацинусів збільшилась. Найвищі показники дихання 
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зареєстровані за окиснення глюкози і глутаміну та поєднання глюкози з 

глутаміном та піруватом, що становили  2,64 ± 0,4 та 2,31 ± 0,26 в.о. відповідно 

(P = 0,04 і 0,03 відповідно, але статистична різниця не була підтвердженна 

тестом Голма-Бофферонні). У разі використання глюкози та глутаміну 

швидкість дихання панкреатичних ацинусів досягала найвищих показників (за 

дії 1,5 мкмоль/л FCCP швидкість дихання становила 3,00 ± 0,55 в.о.), 

незалежно від наявності пірувату. Таким чином, вплив глюкози та глутаміну 

на FCCP-стимульоване дихання є адитивним, адже вони потрапляють у цикл 

Кребса різними шляхами, на відміну від глюкози та пірувату. На наступному 

етапі експерименту ми досліджували також вплив субстратів циклу Кребса, а 

саме малату, ізоцитрату та α-кетоглутарату, на максимальну швидкість 

роз`єднаного дихання ацинарних клітин підшлункової залози. 

Базальна швидкість дихання панкреатичних ацинусів була подібною та, 

як і у попредніх дослідах, не залежала від субстрату, що був у середовищі (рис. 

3.3). Після внесення до комірки 0,5 мкмоль/л FCCP у разі використання 

ацинарними клітинами підшлункової залози малату або ізоцитрату у 

поєднанні з глюкозою швидкість дихання статистично вірогідно збільшилась 

на 193 та 219 % у порівнянні з контролем. Подальше внесення вищих 

концентрацій FCCP спричинило інгібування швидкості дихання ацинарних 

клітин підшлункової залози (рис. 3.3). У разі використання сукцинату або α-

кетоглутарату швидкість FCCP-стимульованого дихання не збільшилась, а 

навпаки була нижчою ніж у контролі за внесення у комірку 1 мкмоль/л FCCP 

(рис. 3.3).  

Не відомо чи могли субстрати циклу Кребса достатньо транспортуватися 

через плазматичну мембрану ацинарних клітин підшлункової залози. Тому для 

полегшення проникнення цих субстратів у клітину в наступних дослідженнях 

ми використали метильовані форми – монометил-сукцинат та диметил-α- 

кетоглутарат. На відміну від природніх форм субстратів, їх метильовані 

похідні статистично вірогідно збільшили FCCP-стимульоване дихання 

ацинарних клітин підшлункової залози. 
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Рис. 3.3. Швидкість FCCP-стимульованого дихання панкреатичних ацинусів 

за окиснення субстратів циклу Кребса у поєднанні з глюкозою: 

[глюкоза] = 10 ммоль/л, [ізоцитрат], [малат], [сукцинат], [α-

кетоглутарат] = 2 ммоль/л; дані нормалізовані до базальної швидкості 

дихання без додавання FCCP за окиснення глюкози; * – статистично 

вірогідна різниця з P < 0,05 відносно швидкості дихання за окиснення 

лише глюкози; n = 8; M ± m. 

За окиснення глюкози та монометил-сукцинату швидкість роз’єднаного 

дихання панкреатичних ацинусів збільшилась як за внесення 0,5 мкмоль/л, так 

і за 1 мкмоль/л FCCP (2,33±0,32 в.о. та 2,58±0,44 в.о. відповідно). Такий самий 

ефект спостерігали за окиснення ацинарними клітинами підшлункової залози 

глюкози та диметил-α-кетоглутарату (рис. 3.4).  

Для оцінки адаптаційної здатності мітохондрій панкреацитів за 

максимальних навантажень було використано два параметри – оптимальну 

концентрацію FCCP (встановлюють як середньоарифметичне значення 

концентрацій за яких спостерігають максимальний ефект) та максимальну 

швидкість роз’єднаного дихання у кожному експерименті незалежно від 

концентрації FCCP. 
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Рис. 3.4. Метильовані естери субстратів циклу Кребса підвищують швидкість 

FCCP-стимульованого дихання панкреатичних ацинусів: [глюкоза] = 

10 ммоль/л, [монометилсукцинат], [диметил-α-кетоглутарат] = 2 

ммоль/л; дані нормалізовані до базальної швидкості дихання без 

додавання FCCP за окиснення глюкози; * – статистично вірогідна 

різниця з P < 0,05 відносно швидкості дихання за окиснення лише 

глюкози; n = 6; M ± m. 

 

Так, у разі використання лише ендогенних субстратів значення 

оптимальної концентрації протонофора та максимальної швидкості дихання 

панкреатичних ацинусів були найнижчими порівняно з отриманими 

результатами за окиснення решти субстратів (табл. 3.1). У інших випадках ці 

показники були більшими і залежали від того, який екзогенний субстрат 

окиснення додавали у середовище інкубації. Загалом можна виділити два 

варіанти (табл. 3.1): 1) низьке значення оптимальної концентрації FCCP і, 

водночас, висока максимальна швидкість роз’єднаного дихання (за окиснення 

глутамату, ізоцитрату, малату, сукцинату, α-кетоглутарату); 2) високе 

значення обох показників (за окиснення глюкози, пірувату, глутаміну, 

монометилсукцинату, диметил-α-кетоглутарату або їх поєднання). Обидва 

параметри були найвищими, коли у середовищі одночасно були наявні такі 

субстрати, як глюкоза, глутамін і піруват (табл.3.1). Цікаво, що внаслідок 

додавання до глюкозовмісного середовища мембранопроникних похідних 

сукцинату та α-кетоглутарату оптимальна концентрація FCCP не зменшилася, 
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а максимальна швидкість роз’єднаного дихання ацинарних клітин 

підшлункової залози навіть дещо зросла. 

Таблиця 3.1.  

Оптимальна концентрація FCCP та максимальна швидкість дихання 

ацинарних клітин підшлункової залози 

Умови досліду Оптимальна 

[FCCP], 

мкмоль/л 

Максимальна 

швидкість 

дихання, в.о.  

n 

Без субстратів (контроль) 

Глюкоза 

Піруват 

Глутамат 

Глутамін 

0,50 ± 0,00 

0,80 ± 0,11 

0,90 ± 0,10 

0,50 ± 0,00 

1,00 ± 0,00 

1,76 ± 0,33 

1,91 ± 0,33 

2,12 ± 0,21 * 

2,17 ± 0,33 * 

2,12 ± 0,26 * 

 

5 

Глюкоза (контроль) 

+ Піруват 

+ Глутамін 

+ Піруват + Глутамін 

0,80 ± 0,11 

1,10 ± 0,08 

1,40 ± 0,08 

1,75 ± 0,11 

2,02 ± 0,35 

2,03 ± 0,29 

3,03 ± 0,54 * 

2,82 ± 0,51 * 

 

6 

Глюкоза (контроль) 

+ Ізоцитрат 

+ Малат 

+ α-кетоглутарат 

+ Сукцинат 

0,75 ± 0,13 

0,50 ± 0,00 

0,50 ± 0,00 

0,50 ± 0,00 

0,50 ± 0,00 

1,91 ± 0,20 

2,71 ± 0,33 * 

2,75 ± 0,38 * 

2,14 ± 0,22 

2,35 ± 0,25 

 

8 

Глюкоза (контроль) 

+ Диметил-α-кетоглутарат 

+ Монометил-сукцинат 

0,92 ± 0,08 

1,00 ± 0,00 

0,83 ± 0,11 

1,73 ± 0,29 

2,36 ± 0,33 * 

2,64 ± 0,42 * 

 

6 

Дані нормалізовані до базальної швидкості дихання за окиснення 

глюкози; n – кількість досліджень; * - статистично вірогідна різниця P < 0,05 

порівняно з контролем; M ± m. 

Так, наприклад, максимальна швидкість роз’єднаного дихання 

збільшилася внаслідок додавання до глюкозовмісного середовища субстратів 

циклу Кребса, а оптимальна концентрація FCCP, навпаки, знизилася. Сам по 

собі цей ефект є парадоксальним, і наштовхує на думку про наявність процесу 

сповільнення дихання з часом. 

Таким чином, ми припустили, що є щонайменше два фактори, які 

визначають швидкість FCCP-роз’єднаного дихання у ацинарних клітинах 

підшлункової залози,  а саме: концентрація протонофору та час. Після 

ретельного аналізу стало очевидним, що зниження швидкості дихання не є 



58 

 

наслідком внесення оптимальної концентрації FCCP, а швидше за все 

розвивається з часом. Коли до полярографічної комірки додавали FCCP у 

концентрації 0,5 мкмоль/л у разі використання глюкози та малату швидкість 

дихання стабільно зменшувалась, але подальше внесення вищих концентрацій 

FCCP не викликало інгібування швидкості дихання (рис. 3.3). Тому у 

наступному досліді ми використали одноразове додавання FCCP у 

концентрацій 0,5 або 1,5 мкмоль/л. Після внесення FCCP можна виокремити 

три фази дихання (рис. 3.5): 

1) зростання швидкості дихання (фаза прискорення), 

2) пік швидкості дихання (фаза максимальної швидкості дихання), 

3) зниження швидкості дихання (фаза сповільнення). 

Зміну швидкості дихання у 1 та 3 фазі можна описати лінійною функцією. 

Тому, коефіцієнт прискорення (а) або сповільнення (d) описується наступним 

рівнянням v(t) = at + v0 або v(t) = dt + v0. Для зручності ми використали 

абсолютні значення a та d (див. розділ 2.9). 

З’ясувалося, що часові параметри цих фаз залежать від концентрації 

протонофора та субстрату окиснення. Для більшості субстратів (окрім 

глутаміну) найвищі показники прискорення дихання реєстрували після 

внесення 1,5 мкмоль/л FCCP (табл. 3.2). За внесення 0,5 мкмоль/л FCCP 

показники прискорення дихання були значно вищими у разі використання 

малату у порівнянні з показниками за окиснення глюкози за тих самих умов, а 

за окиснення диметил-α-кетоглутарату збільшення прискорення дихання було 

зареєстроване як після додавання 0,5 мкмоль/л FCCP, так і після 1,5 мкмоль/л 

FCCP. Найнижчі показники прискорення дихання зареєстровані за окиснення 

глутаміну після додавання 0,5 мкмоль/л FCCP.  Найнижчі показники 

прискорення дихання зареєстровані за окиснення глутаміну. Що очевидно, 

адже два додаткові ферменти, глутаміназа та глутаматдегідрогеназа, беруть 

участь у катаболізмі глутаміну. Пік швидкості дихання реєстрували після 

внесення 0,5 мкмоль/л FCCP для більшості субстратів, а за окиснення 

глутаміну − за додавання 1,5 мкмоль/л FCCP (рис. 3.5 А, Б). Потім реєстрували 
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зниження швидкості роз’єднаного дихання панкреатичних ацинусів (фаза 3). 

За окиснення лише глутаміну або диметил-α-кетоглутарату не спостерігали 

збільшення сповільнення FCCP-стимульованого дихання (d) порівняно з 

базальними значеннями. 

 

Рис. 3.5. Трифазна відповідь FCCP-стимульованого дихання за окиснення 

різних субстратів: А, Б – вплив субстратів окиснення на швидкість 

FCCP-стимульованого споживання кисню; [глюкоза] =10 ммоль/л, 

[піруват], [глутамін], [диметил-α-кетоглутарат], [монометил-

сукцинат], [ізоцитрат], [малат] = 2 ммоль/л; дані нормалізовані до 

базальної швидкості дихання (без додавання FCCP) за окиснення 

глюкози; * – статистично вірогідна різниця з P < 0,05 порівняно з 

прискоренням дихання за окиснення глюкози; # – статистично 

вірогідна різниця з P < 0,05 порівняно з сповільненням швидкості 

дихання за окиснення глюкози; n = 5; M ± m. 

За внесення 1,5 мкмоль/л FCCP спостерігали статистично вірогідне 

збільшення сповільнення дихання у разі використання глюкози, пірувату чи 

монометил-сукцинату (рис. 3.5 А, Б). І цілком очевидно, що найбільші 

показники сповільнення були зареєстровані за внесення 0,5 мкмоль/л FCCP у 
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разі окиснення малату або ізоцитрату дихання (рис. 3.5 Б). Отримані дані 

корелюють із раніше встановленими значеннями оптимальних концентрацій 

FCCP для різних субстратів (табл. 3.1). Очевидно, FCCP у концентрації, що 

перевищує оптимальну, не знижує швидкість дихання миттєво, а лише 

сповільнює і залежить від часу.    

Таблиця 3.2 

Прискорення FCCP-стимульованого дихання 

Субстрат окиснення Концентрація FCCP 

0,5 мкмоль/л 1,5 мкмоль/л 

Глюкоза 0,59 ± 0,11 1,51 ± 0,16 

Піруват 0,56 ± 0,11 1,51 ± 0,15 

Глутамін 0,79 ± 0,22 0,78 ± 0,23* 

Диметил-α-кетоглутарат 1,97 ± 0,19* 3,89 ± 0,46* 

Монометил-сукцинат 1,02 ± 0,17 1,83 ± 0,19 

Малат 1,40 ± 0,23* 1,76 ± 0,24 

Ізоцитрат 1,43 ± 0,42* 2,08 ± 0,53 

*   – статистично вірогідна різниця з P < 0,05 порівняно зі швидкістю дихання 

за окиснення глюкози; n = 5 або 4 (ізоцитрат); M ± m. 

 

Базальна швидкість дихання дещо зменшувалася з часом, але була 

приблизно однаковою у всіх експериментах. Це, мабуть, був артефакт, 

спричинений дифузією кисню в камеру або / і постійним зниженням 

життєздатності клітин.  

Підсумок. Описані нові параметри адаптаційної здатності мітохондрій 

ацинарних клітин підшлункової залози (максимальна швидкість роз’єднаного 

дихання та оптимальна концентрація протонофора, прискорення та 

сповільнення дихання) залежать від субстратного забезпечення [Manko B.O., 

Bilonoha O.O., Manko V.V.] Поєднання глутаміну, пірувату та глюкози 

підтримує високу швидкість дихання ацинарних клітин підшлункової залози. 
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3.2. Залежність швидкості дихання від мембранного потенціалу 

мітохондрій ацинарних клітин підшлункової залози 

Швидкість дихання обмежується багатьма факторами, в тому числі й 

мембранним потенціалом мітохондрій. Відомо, що протонофор зменшує 

мембранний потенціал, тим самим нівелює зворотній механізм інгібування 

швидкості дихання. Ми припустили, що субстрат-специфічні відмінності 

швидкості дихання панкреатичних ацинусів у відповідь на дію FCCP може 

визначатися змінами у зниженні мембранного потенціалу мітохондрій за 

внесення FCCP. 

У стані спокою інтенсивність флуоресценції ізольованих панкреатичних 

ацинусів не залежала від субстрату окиснення (див. рис. 3.6 та рис. 3.7).  

 

Рис. 3.6. Час не впливав на мембранний потенціал мітохондрій панкреатичних 

ацинусів, які попередньо були проінкубовані з FCCP (t = 60 с.): 

маленькі кольорові маркери представляють середню флуоресценцію 

кожної фотографії, великі чорні маркери  ̶  M ± m значення для трьох 

періодів часу (0–30 с, 31–60 с, 61–90 с); дані, нормалізовані як до 

базових значень, так і до значень після попередньої інкубації з 5 

мкмоль/л FCCP; [родамін123] = 10 мкг / мл; n = 6. 
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Після 60 с. інкубації з FCCP, інтенсивність флуоресценції ацинарних 

клітин підшлункової залози була відносно стабільна протягом 90 с. (рис. 3.6).  

Встановлено, що інтенсивність флуоресценції збільшувалась пропорційно до 

концентрації FCCP і за внесення 2 мкмоль/л FCCP досягала 90 — 100 % від 

рівня флуоресценції зареєстрованого за внесення 5 мкмоль/л FCCP (рис. 3.7).  

 

Рис. 3.7. Вплив субстратів окиснення на інтенсивність флуоресценції з 

родаміном 123 ацинарних клітин підшлункової залози: 

панкреатичні ацинуси інкубовані з FCCP протягом 60 с. і 

флуоресценція вимірювали протягом 90 с.; [глюкоза] = 

10 мммоль/л, [піруват], [глутамін], [монометил-сукцинат] = 2 

мммоль/л; [родамін 123] = 10 мг/мл, * – cтатистично достовірна 

різниця P < 0,05 у порівнянні з інтенсивність флуоресценції за 

використання лише глюкози, n = 6; M ± m. 

 

Флуоресцентний сигнал зареєстрований за цієї концентрації протонофора 

розглядали як повну деполяризацію мембранного потенціалу мітохондрій 

ацинарних клітин підшлункової залози. Максимальна інтенсивність 

флуоресценції була приблизно в 2 рази вища, а ніж базальна (без додавання 

FCCP) та не залежала від субстрату окиснення. Тому отримані дані 

флуоресценції були нормалізовані і за базальний рівень флуоресценції 

ацинарних клітин підшлункової залози приймали значення максимального 

мембранного потенціалу мітохондрій (1 в.о.), а за максимальний рівень 
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флуоресценції  ̶ нульовий мембранний потенціал або його повну 

деполяризацію (0 в. о.). Зниження мембранного потенціалу мітохондрій 

панкреатичних ацинусів під впливом FCCP залежало від субстрату окиснення, 

що знаходився в середовищі. Після інкубації панкреатичних ацинусів з 0,5  ̶  1 

мкмоль/л FCCP у разі використання глюкози, пірувату та глутаміну 

мембранний потенціал мітохондрій статистично вірогідно збільшився 

порівняно з мембранним потенціалом за окиснення глюкози (рис. 3.8 А).  І 

навпаки, за окиснення монометил-сукцинату додавання протонофору 

спричиняло значне розсіювання мітохондріального потенціалу (рис. 3.8 Г).           

Зростання швидкості дихання було пропорційним до зниження мембранного 

потенціалу, але швидкість FCCP-стимульованого дихання залежала від 

субстрату окиснення, що знаходився у середовищі (рис. 3.8). У цьому 

експерименті ми реєстрували дихання панкреатичних ацинусів протягом 

короткого періоду (< 1 хв) для кожної концентрації FCCP, щоб краще 

відповідати термінам експерименту з паралельним реєструванням 

мембранного потенціалу мітохондрій. Тому високі концентрації протонофору 

не викликали значного пригнічення швидкості дихання за окислення 

монометил-сукцинату. Для оцінки залежності швидкості дихання від 

потенціалу мембрани мітохондрій одержали коефіцієнти еластичності, що 

розраховувались за наступним рівнянням для початкових змін за додавання до 

суспензії ацинусів 0,5 мкмоль/л FCCP: 

 𝜀 =
𝑑𝑣

𝑣
 ×  

𝛥𝛹𝑚

𝑑(𝛥𝛹𝑚)
 , 

де v – швидкість дихання, що не була заінгібована олігоміцином, 

ΔΨm – максимальний потенціал мембрани мітохондрій без додавання FCCP; 

диференціали, обчислені після додавання 0,5 мкмоль/л FCCP. 

Коефіцієнт еластичності був найвищим за окиснення глюкози, глутаміну 

та пірувату і становив -42,1, а найнижчий  ̶  за монометилсукцинату (-2,6). 
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Рис. 3.8. Здатність FCCP знижувати мембранний потенціал мітохондрій та 

стимулювати адаптаційну здатність мітохондрій ацинарних клітин 

підшлункової залози залежить від субстрату окиснення:  А–Г – 

залежність швидкості дихання та мембранного потенціалу 

мітохондрій від субстрату окиснення та концентрації FCCP; малі 

маркери – дані кожного експерименту, великі маркери – середнє 

значення; дані нормалізовані до базальних значень (без додавання 

FCCP) та до значень за дії 5 мкмоль/л олігоміцину (чорні квадрати); 

концентрація FCCP вказанана на рисунку у відповідних ділянках;  

[глюкоза] = 10 ммоль/л, [піруват], [глутамін], [монометил-сукцинат] 

= 2 ммоль/л; статистично вірогідна різниця з P < 0,05 відносно 

швидкості дихання (*) або мембранного потенціалу мітохондрій (#) 

за окиснення глюкози (сірі кола). 

 

Залежність дихання від потенціалу мембрани мітохондрій у разі 

окислення глюкози або глюкози + глутаміну + пірувату, схоже, добре 

узгоджується із встановленими кінетичними моделями, а коефіцієнти 
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еластичності подібні до тих, що отримані для ізольованих мітохондрій [102]. 

Однак, за окиснення монометил-сукцинату, дихальна реакція «затримувалася» 

і суттєво посилювалася лише тоді, коли мембранний потенціал повністю 

розсіявся. Ми припускаємо, що саме дихальний комплекс I, але не комплекс 

II, є чутливим до деполяризації мембран та контролює швидкість дихання у 

живих ацинарних клітинах підшлункової залози. 

Підсумок. Поєднання глутаміну, пірувату та глюкози підтримує високу 

швидкість дихання та забезпечує найбільший рівень відновлювальних 

еквівалентів дихального ланцюга потрібних для підтримки найвищих рівнів 

мембранного потенціалу за навантаження FCCP [Manko B.O., Bilonoha O.O., 

Manko V.V.] Отже, викоритсання цих субстратів може нівелювати дію 

багатьох патологічних факторів і можуть мати цитопротекторну дію. 
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3.3. Адаптаційна здатність мітохондрій ацинарних клітин підшлункової 

залози щурів за впливу ацетилхоліну, холецистокініну та інсуліну 

 

Для ацинарних клітин підшлункової залози встановлено, що під час 

фізіологічної стимуляції первинними агоністами ацинарних клітин 

підшлункової залози відбувається деполяризація мембрани мітохондрій [197], 

що призводить до збільшення синтезу АТФ [199] та роз`єднаного дихання 

[140]. Проте чи змінюється адаптаційна здатність мітохондрій панкреатичних 

ацинусів за активації секреції не відомо. Тому метою роботи було встановити, 

як змінюються адаптаційна здатність мітохондрій (максимальна швидкість 

роз’єднаного дихання та оптимальна концентрація FCCP) під впливом дії 

секретагогів та інсуліну за окиснення різних субстратів. 

З'ясувалося, що швидкість базального дихання у контролі не залежала від 

субстрату окиснення і була у межах від 0,85 ± 0,09 до 1,0 ± 0,14 в.о. (рис. 3.9) 

[1]. Під впливом холецистокініну чи ацетилхоліну спостергіли збільшення 

базальної швидкості дихання, але ступінь збільшення залежав від субстрату, 

що знаходився у середовищі. Встановлено, що за окиснення глюкози базальна 

швидкість дихання ацинарних клітин підшлункової залози збільшилась у 

порівнянні з контролем на 16 і 25 % відповідно, а за окиснення глюкози та 

пірувату – на 36 і 37 % та за окиснення глюкози та глутаміну – на 21 і 29 % 

(рис. 3.9 А–В). Швидкість дихання ацинарних клітин статистично вірогідно 

збільшувалася за внесення FCCP у концентрації 0,5 мкмоль/л у разі 

використання глюкози до 1,82 ± 0,30 в.о. Подальше підвищення концентрації 

FCCP до 1 мкмоль/л лише незначно збільшило швидкість дихання ацинарних 

клітин підшлункової залози (до 1,86 ± 0,37 в.о.). За вищих концентрації FCCP 

спостерігали зменшення швидкості дихання щодо попередніх значень [1]. 
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Рис. 3.9. Вплив первинних агоністів-активаторів секреції на швидкість 

дихання ацинарних клітин підшлункової залози залежить від 

субстрату окиснення: А–В – швидкість FCCP-стимульованого 

дихання панкреатичних ацинусів за впливу ацетилхоліну (АХ, 4,5 

мкмоль/л) та холецистокініну (ХЦК, 0,5 нмоль/л) та окиснення 

різних субстратів; [глюкоза] = 10 ммоль/л, [піруват] і [глутамін] = 2 

ммоль/л; дані нормалізовані до швидкості дихання за окиснення 

лише глюкози без додавання FCCP; * – статистично вірогідна 

різниця з P < 0,05 між швидкостями дихання у контролі та за впливу 

ацетилхоліну, # – за впливу холецистокініну;  n = 11 (А) або 5–6 (Б, 

В). 

Для оцінки адаптаційної здатності мітохондрій ацинарних клітин 

підшлункової залози у наведених вище дослідженнях ми використали два 

параметри – оптимальну концентрацію FCCP, що встановлювали, як і у 

попередньому експерименті (див. розділ 3.1) та власне максимальну швидкість 

роз’єднаного дихання у кожному експерименті, незалежно від концентрації 

FCCP [1].  

Так, за використання глюкози оптимальна концентрація FCCP становила 

у стані спокою 0,82 ± 0,08 мкмоль/л, а максимальна швидкість дихання – 1,85 
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± 0,35 в.о. (табл. 3.3) [1]. Коли у середовищі з глюкозою знаходились 

секретагоги, то оптимальна концентрація FCCP та максимальна швидкість 

роз’єднаного дихання статистично вірогідно не відрізнялася від контрольних 

значень (табл. 3.3) [1]. 

Таблиця 3.3. 

Оптимальна концентрація FCCP та максимальна швидкість роз’єднаного 

дихання за різних екзогенних субстратів окиснення у спокої та під час 

активації секреції 

Умови визначення Оптимальна 

[FCCP], мкмоль/л 

Максимальна швидкість 

роз’єднаного дихання, 

в.о. 

n 

Глюкоза  

контроль 

АХ 

ХЦК 

 

0,82 ± 0,08 

0,73 ± 0,08 

0,73 ± 0,08 

 

1,85 ± 0,35 

1,95 ± 0,27 

1,96 ± 0,21 

 

11 

11 

11 

Глюкоза + піруват 

контроль 

АХ 

ХЦК 

 

1,17 ± 0,10 

1,10 ± 0,19 

1,33 ± 0,10 

 

2,32 ± 0,45 

  3,62 ± 0,64* 

   3,19 ± 0,53* 

 

6 

5 

6 

Глюкоза + глутамін 

контроль 

АХ 

ХЦК 

 

1,42 ± 0,08 

1,30 ± 0,12 

1,42 ± 0,08 

 

2,89 ± 0,60 

2,76 ± 0,49 

2,91 ± 0,46 

 

6 

5 

6 

Глюкоза + 

монометилсукцинат 

контроль 

АХ 

      ХЦК 

 

0,83 ± 0,11 

0,92 ± 0,08 

1,00 ± 0,00 

 

2,64 ± 0,42 

2,25 ± 0,35 

2,70 ± 0,29 

 

6 

6 

6 

Глюкоза + диметил-

α-кетоглутарат 

контроль 

АХ 

      ХЦК 

 

 

1,00 ± 0,00 

1,00 ± 0,00 

0,92 ± 0,08 

 

 

2,36 ± 0,33 

2,54 ± 0,35 

2,72 ± 0,46 

 

 

6 

6 

6 

* - статистично вірогідна різниця з P < 0,05 порівняно з контролем; M ± m. 
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Після додавання до середовища інкубації холецистокініну чи 

ацитилхоліну швидкість роз’єднаного дихання ацинарних клітин 

підшлункової залози інтенсифікувалося лише за окиснення суміші глюкози і 

пірувату (рис. 3.9, Б). За цих умов, максимальна швидкість роз’єднаного 

дихання під впливом ацетилхоліну збільшилася на 56 % порівняно з 

контролем, а за впливу холецистокініну – на 37,5% (табл. 3.3). Збільшення 

оптимальної концентрації FCCP спостерігали лише за умов дії 

холецистокініну. Швидкість FCCP-стимульованого дихання не змінювалась за 

дії первиних агоністів у разі використання глюкози та глутаміну (рис. 3.9, В).  

 

Рис. 3.10. Первинні агоністи не впливають на швидкість дихання ацинарних  

клітин підшлункової залози за окиснення сукцинату та α-

кетоглутарату: А–В – вплив на швидкість FCCP-стимульованого 

дихання панкреатичних ацинусів ацетилхоліну (4,5 мкмоль/л) та 

холецистокініну (0,5 нмоль/лЇ за окиснення різних субстратів; 

[глюкоза] = 10 ммоль/л, [монометилсукцинат] і [диметил-α-

кетоглутарату] = 2 ммоль/л; дані нормалізовані до швидкості 

дихання за окиснення лише глюкози без додавання FCCP;  n = 6. 
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Також не відрізнялась від контролю й максимальна швидкість 

роз’єднаного дихання та оптимальна концентрація FCCP за дії секретагогів 

також (табл. 3.3) [1]. 

На наступному етапі експерименту ми з’ясували, чи змінюється 

максимальна адаптаційна здатність мітохондрій ацинарних клітин 

підшлункової залози внаслідок дії секретагогів за окиснення метильованих 

форм α-кетоглутарату та сукцинату. 

Досліджено, що швидкість базального чи FCCP-стимульованого дихання 

ацинарних клітин підшлункової залози за дії секретагогів не відрізнялась від 

контролю у разі використання глюкози та монометилсукцинату (рис. 3.10, Б). 

Максимальна швидкість роз’єднаного дихання та оптимальна концентрація 

теж не  відрізнялась від контролю за впливу холецистокініну та ацетилхоліну 

(табл. 3.3). Це ж повторилося і для α-кетоглутарату (рис. 3.10, В і табл. 3.3) 

[Білонога, 2019].  

Для формалізації оцінки адаптаційної здатності мітохондрій, було 

розраховано площу під кривими залежності швидкості дихання у діапазоні 

досліджуваних концентрацій FCCP [Білонога, 2019]: 

𝑆 = ∫ 𝑣𝑖(𝐶)
2

0

∙ 𝑑𝐶 , 

де 𝑣𝑖 – швидкість дихання за певної концентрації FCCP, С – концентрація 

FCCP. Такий підхід дає змогу отримати інтегративну оцінку адаптаційної 

здатності мітохондрій, яка враховує як максимальну швидкість роз’єднаного 

дихання, так і оптимальну концентрацію FCCP [Білонога, 2019]. 

З’ясувалося, що адаптаційна здатність мітохондрій ацинарних клітин у 

контролі (на тлі глюкози) зменшується у такій послідовності: глутамін (4,46 

у.о. × мкмоль/л) : сукцинат (3,98 у.о. × мкмоль/л) : піруват (3,57 у.о. ×  

мкмоль/л) : α-кетоглутарат (3,54 у.о. × мкмоль/л) : глюкоза (2,88 у.о. ×  

мкмоль/л). Коли діють секретагоги, площа під кривою залежності швидкості 

дихання від концентрації FCCP збільшується тільки за окиснення суміші 
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глюкози та пірувату – до 5,78 та 5,14 у.о. ×  мкмоль/л для ацетилхоліну та 

холецистокініну відповідно [1].  

В основі механізмів внутрішньоклітинної трансдукції сигналу від 

ацетилхоліну чи холецистокініну лежить активація Gq/11-білків та вивільнення 

депонованого Ca2+ [141]. Власне, генерація Са2+-сигналу і спричиняє 

активацію секреторної відповіді клітини і, очевидно, інтенсифікацію 

енергопродукції опосередковано через активацію у матриксі мітохондрій 

НАДH-залежних дегідрогеназ. Відомо, що піруватдегідрогеназа, є Са2+-

залежними ферментом [52]. Тому слід очікувати, що в основі 

випереджувального зв'язку за активації секреції в ацинарних клітинах 

підшлункової залози лежить активація цього комплексу [1].  

У наступній серії експериментів досліджували вплив інсуліну на дихання 

ацинарних клітин підшлункової залози, так як відомо, що інсулін впливає на 

функціональність панкреатичних ацинусів, зокрема на генну регуляцію, 

синтез та продукцію травних ферментів [175].  

З`ясувалося, що вплив інсуліну на базальну швидкість дихання 

ацинарних клітин підшлункової залози залежала від того, який екзогенний 

субстрат був у позаклітинному середовищі. За використання глюкози 

спостерігали статистично вірогідне збільшення базальної швидкості дихання 

до 1,28 ± 0,12 в.о. порівняно з контролем (рис. 3.11 А, Б), але коли у середовищі 

інкубацій був лише піруват, швидкість дихання не відрізнялась від 

контрольних значень (рис. 3.11 В), що узгоджується з даними літератури про 

активацію інсуліном секреції екзокринною частиною підшлункової залози 

[66]. Але коли у середовищі інкубацій був лише піруват, швидкість дихання 

панкреатичних ацинусів не відрізнялась від контрольних значень (рис. 3.11 В). 

У контролі швидкість FCCP-стимульованого дихання ацинарних клітин 

підшлункової залози також залежала від субстрату окиснення. За 

використання глюкози внаслідок додавання у полярографічну комірку 0,5 

мкмоль/л FCCP швидкість дихання збільшилась до 1,95 ± 0,44 в.о. За дії вищих 
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концентрацій FCCP швидкість дихання ацинарних клітин зменшувалася 

відносно попередніх значень (рис. 3.11 А). 

Коли ж використовували піруват, то внесення 0,5 мкмоль/л FCCP  

спричиняло збільшення швидкості дихання до 1,89 ± 0,16 в.о. Під впливом 

FCCP у вищих концентраціях – 1 і 1,5 мкмоль/л – швидкість дихання  

збільшувалася до 2,52 ± 0,24 та 2,56 ± 0,38 в.о. Лише за 1,5 мкмоль/л FCCP 

спостерігали відносне зменшення інтенсивності дихання панкреатичних 

ацинусів (рис. 3.11 В). 

 

Рис. 3.11. Вплив інсуліну на швидкість дихання панкреатичних ацинусів 

залежить від субстрату окиснення: A і B – швидкість FCCP-

стимульованого дихання панкреатичних ацинусів за дії інсуліну 

(100 нмоль/л) за окиснення глюкози і пірувату; Б і Г – швидкість 

базального дихання та максимальна швидкість роз’єднаного 

дихання за окиснення цих субстратів; [глюкоза] = 10 ммоль/л, 

[піруват] = 2 ммоль/л; дані нормалізовані до швидкості базального 

дихання за окиснення глюкози; * – статистично вірогідна різниця 

щодо контролю з P < 0,05, ** – з P < 0,01;  n = 4. 
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Після інкубації з інсуліном за окиснення глюкози швидкість дихання за 

дії FCCP у концентрації 0,5 мкмоль/л статистично вірогідно збільшилась на 

18% у порівнянні з контролем (рис. 3.11 А, Б). У випадку використання 

пірувату інсулін не стимулював швидкості дихання ацинарних клітин 

підшлункової залози за жодних концентрацій FCCP (рис. 3.11 В, Г). 

Виявлені нами зміни дихання вказують на те, що у ацинарних клітинах 

підшлункової залози, як і у класичних інсулін-чутливих тканинах, інсулін 

стимулює поглинання та катаболізм глюкози [116]. Зростання базального 

рівня дихання за дії інсуліну за окиснення глюкози у нашому дослідженні 

вказує також і на інтенсифікацію інсуліном мітохондріального окиснення, яке, 

однак, не пов’язане із окисненням пірувату.  

Деякі автори показали, що фізіологічна концентрація глюкози та 

екзогенний інсулін не впливають на секрецію базальної рідини та білків, але 

можуть підсилювати секреторну дію холецистокініну та ацетилхоліну [76; 

Juma, 1997; 107, 108 129;  173]. Однак більшість досліджень, все таки 

повідомляють про стимулюючий вплив інсуліну на базальну та стимульовану 

агоністами секреторну відповідь ацинарних клітин підшлункової задози [21,  

129; 107, 108; 112; 98; 159; 64; 15]. 

У наступному експерименті ми перевірили чи впливає інсулін на дихання 

ацинарних клітин підшлункової залози за стимуляції секреції 

холецистокініном. Для цього суспензію ізольованих ацинусів клітин 

підщлункової залози преінкубували впродовж 30 хв у середовищі з вмістом 

пірувату (2 ммоль/л) та стимулювали холецистокініном (0,1 нмоль/л) і/або 

інсуліном (100 нмоль/л). 

У цій серії дослідів (як і в попередній) інсулін теж не змінював базальне 

та FCCP-стимульоване дихання ацинарних клітин за окиснення пірувату. 

Водночас холецистокінін збільшував швидкість базального та максимального 

роз’єднаного дихання ацинарних клітин – на 64 та 35 % відповідно порівняно 

з конролем (рис. 3.12). Присутність інсуліну повністю нівелювала ефекти 

холецистокініну на базальне та максимальне дихання ацинарних клітин (рис. 
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3.12). Результати двофакторного статистичного аналізу ANOVA 

підтверджують наявність взаємодії двох факторів – холецистокініну та 

інсуліну. Ми встановили, що інсулін стимулює базальну і максимальну 

швидкість дихання ацинарними клітинами підшлункової залози за наявності 

глюкози, але не пірувату, а також усуває стимулюючий ефект холецистокініну 

на швидкість дихання за наявності пірувату. 

 

 

Рис. 3.12. Інсулін усуває ефект холецистокініну на базальне та FCCP-

стимульоване дихання ацинарних клітин підшлункової залози за 

окиснення пірувату: [ХЦК] – 0,1 нмоль/л, [інсулін] – 100 нмоль/л, 

[піруват] – 2 ммоль/л, [FCCP] – 0,5–2 мкмоль/л; дані нормалізовані 

до швидкості базального дихання за окиснення глюкози, ** - 

статистично вірогідна різниця з P ≤ 0,01 між позначеними 

вибірками оцінена за допомогою дисперсного двофакторного 

аналізу ANOVA, n = 6–7. 

 

Очевидно, що інсулін не здійснює прямого впливу на 

піруватдегідрогеназний комплекс ацинарних клітин підшлункової залози, 

адже інсулін не впливав на базальну швидкість дихання (без стимуляції 

холецистокініном) за окиснення пірувату. Зокрема, повідомляється, що 

інсулін активує піруватдегідрогеназу у ізольованих мітохондріях печінки 

[158] та жировій тканині [51].  



77 

 

Підсумок. Секретагоги не просто стимулюють швидкість дихання 

ацинарних клітин підшлункової залози за окиснення пірувату, а збільшують 

адаптаційну здатність мітохондрій, і це лежить в основі реалізації 

випереджувального зв'язку в узгодженості енерговитрат і енергопродукції цих 

клітин [Білонога O.O., Манько Б.O., Манько В.В., 2019]. Визначальною подією 

у збільшенні адаптаційної здатності мітохондрій ацинарних клітин 

підшлункової залози є активація  піруватдегідрогеназного комплексу 

[Білонога O.O., Манько Б.O., Манько В.В., 2019]. А інсулін стимулює базальну 

і максимальну швидкість дихання ацинарними клітинами підшлункової залози 

за наявності лише глюкози, але не пірувату. Інсулін повністю нівелював 

стимулюючий ефект ХЦК на максимальну швидкість роз’єднаного дихання за 

окиснення пірувату (двофакторний аналіз ANOVA). 

Тому, параметри адаптаційної здатності мітохондрій ацинарних клітин 

підшлункової залози є чутливими до змін не лише субстратного забезпечення, 

а й функціонального стану. 
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конференції студентів і аспірантів. Львiв, 2015; 496–497. 
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3.4. Механізми змін адаптаційної здатності мітохондрій за 

короткочасного впливу алкоголю та холецистокініну in vitro та in vivo 

 

Один з можливих механізмів розвитку панкреатиту пов'язаний з 

дисфункцію мітохондрій. У дослідженнях на тваринних моделях було 

показано, що перевантаження мітохондрій Ca2+ може бути тригером, що 

запускає відкриття мітохондріальної пори тимчасової проникності. Вважають, 

що цей процес відбувається на ранніх стадіях розвитку панкреатиту [147]. 

Також показано, що етанол може викликати пошкодження мітохондрій, а саме 

деполяризацію мітохондріальної мембрани та зниження НАД+ [180]. Для 

оцінки чутливості параметрів адаптаційної здатності мітохондрій за впливу 

патогенних чинників, що викликають деструктивні зміни в тканині, ми 

використали клітинну модель панкреатиту, інкубуючи ізольовані ацинуси із 

ХЦК (0,1 нмоль/л) та етанолом (20 ммоль/л) у базовому позаклітинному 

середовищі (із субстратів окиснення містить глюкозу, піруват, глутамін і 

амінокислоти). 

Встановлено, що швидкість базального дихання у контролі становила 

1,00 ± 0,12 в.о., а після 30-хвилинної інкубації з фізіологічною концентрацією 

холецистокініну (0,1 нмоль/л) спостерігали типове зростання швидкості 

дихання у стані спокою на 33 %, що пригнічувалась внесенням етанолу до 1,02 

± 0,09 в.о. (рис. 3.13). За впливу холецистокініну швидкість FCCP-

стимульованого дихання статистично вірогідно збільшилась до 2,75 ± 0,2 в.о., 

проте за інкубації у поєднанні з етанолом такого ефекту не спостерігалося 

(двофакторний аналіз ANOVA, рис. 3.13).   

Подібні зміни швидкості дихання зареєстровані і протягом 60-хвилинної 

інкубації, проте етанол викликав статистично вірогідне збільшення швидкості 

базального дихання і нівелював стимулюючий ефект 0,1 нмоль/л 

холецистокініну на швидкість роз’єднаного дихання ацинарних клітин 

підшлункової залози (рис. 3.14). 
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Рис. 3.13. Вплив інкубації етанолу та холецистокініну протягом 30 хв на 

швидкість дихання ізольованих панкреатичних ацинусах: [етанол] 

=  20 ммоль/л; [холецистокінін] = 0,1 або 10 нмоль/л; # - статистично 

вірогідний з P < 0,05 ефект ХЦК оцінений за допомогою 

дисперсного двофакторного аналізу  ANOVA з повтореннями, 

* – статистично вірогідна різниця з P < 0,05 з корегуванням за 

допомогою post-hoc t-тестом методом Голма-Бонферроні; M±m., 

n=7. 

 

Відомо, що холецистокінін у високих концентраціях руйнує ацинарні 

клітини у щурів in vitro [46, 190] та in vivo [157, 180], а також викликає 

деполяризацію мітохондріальної мембрани, що потенційно може бути 

причиною загибелі  клітини.  

Тому ми теж вирішили оцінити вплив надвисокої концентрації 

холецистокініну (10 нмоль/л) на дихання ацинарних клітин підшлункової 

залози. Після 30 та 60 хв інкубації з холецистокініном базальна швидкість 

дихання ацинарних клітин була такою ж, як і в контролі (1,00 ± 0,12 та 1,3 ± 

0,2 в.о. відповідно), але знижувалася швидкість FCCP-стимульованого 

дихання до 1,85 ± 0,25 та 2,05 ± 0,17 в.о. (див. рис. 3.13 та рис. 3.14). За 

інкубації з етанолом базальна та FCCP-стимульована швидкість дихання не 

відрізнялась від контрольних значень.  
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Рис.3.14.  Вплив інкубації з холецистокініном та етанолом протягом 60 хв на 

швидкість дихання панкреатичних ацинусів; [етанол] = 20 ммоль/л, 

[холецистокінін] = 0,1 або 10 мкмоль/л; * – статистично вірогідна 

різниця P < 0,05 підтверджена з корекцією за методом Голма-

Бонферроні t-тестами між позначеними даними; n=7, M ± m. 

Отже, етанол пригнічує базальну та FCCP-стимульовану швидкість 

дихання на тлі дії холецистокініну. Такий ефект етанолу нівелюється 

пригніченням швидкості дихання за дії холецистокініну у надвисокій 

концентрації. Деякі автори повідомляють, що алкоголь у високих 

концентрацій інгібує секрецію амілази в ізольованих панкреатичних ацинусах 

мишей [82]. Ми припустили, що можливо таке пригнічення етанолом 

холецистокінін-стимульованої швидкості дихання пов'язане зі зниженням 

секреторної активності. 

З’ясувалося, що базальна секреція амілази була низькою і становила 2,3 

± 0,3% та 3,9 ± 0,5% від загального вмісту амілази протягом 30 та 60 хв 

відповідно (рис. 3.15 та 3.16). Такий рівень базальної секреції відповідає даним 

літературі для суспензії ізольованих ацинусів [204]. За дії холецистокініну у 

фізіологічній концентрації реєстрували збільшення секреторної відповіді (13,5 

± 1,6% загальної амілази протягом 30 хв і 16,7 ± 1,5% протягом 60 хв). 

Надвисока концентрація холецистокініну (10 нмоль/л)  



81 

 

 

Рис. 3.15. Вплив етанолу та холецистокініну (інкубація протягом 30 хв)  на 

секрецію амілази ізольованих панкреатичних ацинусах: [етанол] =  

20 ммоль/л; [холецистокінін] = 0,1 або 10 нмоль/л; * – статистично 

вірогідна різниця з P < 0,05 з корегуванням за допомогою post-hoc t-

тестом методом  Голма-Бонферроні; M±m., n=7. 

викликала зменшення секреторної відповідь – лише 8,15 ± 1,48 і 12,47 ± 1,4 % 

відповідно (див. рис. 3.15 та 3.16). Встановлено, що етанол не впливав на 

базальну секрецію, але суттєво знижував холецистокінін-стимульовану 

секреторну відповідь через 30 хв (рис. 3.15), але не через 60 хв інкубації (рис. 

3.16). 

За дії етанолу усувався ефект холецистокініну у концентрації 10 нмоль/л 

на секрецію ацинарних клітин підшлункової залози, а саме викликав 

зменшення секреторної активності лише на 60 хв інкубації. Отже, етанол 

пригнічує холецистокінін-стимульовану секрецію панкреатичними 

ацинусами. Такий ефект підтверджується іншими авторами [164,165]. 

Стимуляція базального дихання етанолом або холецистокініном, 

очевидно, може бути спричинена деполяризацією мембрани мітохондрій, про 

яку раніше повідомляли в ацинарних клітинах підшлункової залози мишей за 

високих концентрацій (50-100 ммоль/л) етанолу [180]. Ми оцінили 

мембранний потенціал мітохондрій панкреатичних ацинусів за допомогою 

чутливого зонда  ̶ родаміну 123, що реєструє інтенсивність флуоресценції, яке 
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пов'язане із втратою потенціалу мітохондріальної мембрани через 

перерозподіл зонда з мітохондрій у цитоплазму клітин. 

 

Рис. 3. 16. Вплив інкубації з холецистокініном та етанолом протягом 60 хв на 

секрецію амілази панкреатичних ацинусів; [етанол] = 20 ммоль/л, 

[холецистокінін] = 0,1 або 10 мкмоль/л; * – статистично вірогідна 

різниця P < 0,05 підтверджена з корекцією за методом Голма-

Бонферроні t-тестами між позначеними даними; n=7, M ± m. 

 

Холецистокінін у концентрації 0,1 нмоль/л (2 год) не впливав на 

інтенсивність флуоресценції (рис. 3.17 A, Б), а за впливу етанолу 

спостерігалось лише часткове збільшення інтенсивності флуоресценції, що не 

досягала статистично достовірної різниці (P = 0,0507, рис. 3.17 Б). Повна 

деполяризація спостерігалася лише за внесення 2 мкмоль/л FCCP та 10 

ммколь/л ротенону. За цих умов зареєстрували максимальне збільшення 

інтенсивності флуоресценції та рівномірний розподіл родаміну 123 у 

цитоплазмі клітин (рис. 3.17 A, Б). Відомо, що накопичення родаміну 123 

залежать від ряду факторів, включаючи активність транспортерів 

плазматичної мембрани [71]. Таким чином, ми спектрофотометрично 

виміряли накопичення цього зонда у лізатах клітин. У цьому експерименті 

накопичення родаміну 123 в ацинарних клітинах підшлункової залози не 
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залежало ні від впливу холецистокініну, ні від етанолу, ні від FCCP або 

ротенону. 

 

Рис. 3.17. Вплив етанолу та холецистокініну (інкубація протягом 2 год) на 

інтенсивність флуоресценції з  родаміном 123 у ізольованих 

панкреатичних ацинусах: [етанол] =  20 ммоль/л; [холецистокінін] = 

0,1 або 10 нмоль/л, [ротенон] = 10 мкмоль/л ; * – статистично 

вірогідна різниця з P < 0,05 з корегуванням за допомогою post-hoc t-

тестом методом  Голма-Бонферроні; n=4; M±m. 

 

Ще одиним показником для діагностування розвитку панкреатиту in vitro 

є блебінг, явище «васкуляризації» мембран [122]. Ацинарні клітини з блебами 

на плазматичній мембрані були отримані за допомогою надвисоких доз 

секретагогів [3; 33; 153]. Вважають, що цитоплазматичний блебінг 
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характерний як для некротичних клітин, так і для апоптичних [111]. Клітинний 

блебінг та некроз досліджували після 2-годинної інкубації з 0,1 нмоль/л 

холецистокініном та 20 ммоль/л етанолом, таке поєднання викликало 

невелике, близько 5%, але статистично достовірне збільшення кількості 

некротичних клітин (рис. 3.18). У контролі та за впливу етанолу не 

спостерігали утворення блеб у панкреатичних ацинусах. 

 

Рис. 3.18. Вплив етанолу та холецистокініну (інкубація протягом 2 год)  на 

некроз та блебінг у ізольованих панкреатичних ацинусах; ацинуси 

інгібували протягом 2 год: [етанол] =  20 ммоль/л; [холецистокінін] 

= 0,1 або 10 нмоль/л; * – статистично вірогідна різниця з P < 0,05 з 

корегуванням за допомогою post-hoc t-тестом методом Голма-

Бонферроні; M±m., n=7. 

 

Поєднання холецистокініну та етанолу викликало збільшення утворення 

кількості блеб у плазматичній мембранні у 2 рази порівняно з даними 

отриманими за впливу лише холецистокініну. Цікаво, що блебінг спостерігали 

вже після 20-хвилинної інкубації з FCCP та ротеноном, а за дії лише FCCP 

такого ефекту не зареєстровано (рис. 3.18).  

Для з’ясування механізмів зміни адаптаційної здатності мітохондрій за 

одночасної дії ХЦК та етанолу протокол досліду ускладнили – спочатку 

протягом 30 хв з холецистокініном та етанолом або без нього у розчині з лише 



85 

 

глюкозою або у поєднанні з піруватом, глутаміном, незамінними 

амінокислотами або з усіма вище перерахованими субстратами окиснення. 

Після закінчення часу інкубації до середовища додавали відсутні компоненти 

та інкубували ще протягом 15 хв з подальшим дослідженням швидкості 

дихання ацинарних клітин підшлункової залози. Це було зроблено, оскільки 

швидкість роз’єднаного дихання досягла свого максимуму за окиснення лише 

декількох субстратів (див. розділ 3.1). 

Швидкість базального дихання не залежала ні від субстрату, ні від 

поєднання холецистокініну з етанолом (рис. 3.19 А). У контролі (без 

холецистокініну + етанолом, час інкубації 45 хв) FCCP-стимульоване дихання 

статистично вірогідно збільшилося за окиснення суміші субстратів глюкози, 

пірувату та глутаміну (рис. 3.19).  

 

Рис. 3.19. Субстрати окиснення визначають вплив етанолу та холецистокініну 

на швидкість дихання панкреатичних ацинусів; в ацинуси 

інкубували протягом 30 хв з певним субстратом складом, а потім ще 

15 хв у базальному зовнішньоклітинному середовищі; [глюкоза] = 10 

ммоль/л, [піруват] та [глутамін] = 2 ммоль/л, [ХЦК] = 0,1 нмоль/л, 

[етанол] = 20 ммоль/л; статистичну різницю оцінювали за допомогою 

дисперсного двофакторного аналізу ANOVA та post-hoc t-тестами з 

корекцією за методом Голма-Бонферроні: * – статистично вірогідна 

різниця з P < 0,05 між позначеними даними, # – статистично 

вірогідна різниця з P < 0,05 порівняно з контролем (без ХЦК + 

етанол); M ± m, n=7 або 6 (B). 
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Дивно, але інкубація з холецистокініном й етанолом викликала 

статистично вірогідне зменшення швидкості FCCP-стимулюючого дихання 

лише за умов, коли у середовищі був глутамін, незалежно від інших субстратів 

(рис. 3.19). Не виявлено жодного ефекту на швидкість дихання ацинарних 

клітин підшлункової залози за окиснення суміші амінокислот.  

У наступному експерименті ми інкубували панкреатичні ацинуси з 

глюкозою, глутаміном та / або піруватом протягом 2 годин. Проведений 

двофакторний дисперсійний аналіз ANOVA показав, що поєднання 

холецистокініну й етанолу впливало на інтенсивність флуоресценції з 

родаміном 123 та на його накопичення у ацинарних клітинах підшлункової 

залози залежно від субстрату окиснення (рис. 3.20).  

 

Рис. 3.20. Субстрати окиснення визначають вплив етанолу та холецистокініну 

на HAДН аутофлуоресценцію (А) та мембранний потенціал 

мітохондрій (Б) у панкреатичних ацинусах; ацинуси інкубували 

протягом 2 год в розчині зі субстратами; [глюкоза] = 10 ммоль/л, 

[піруват] та [глутамін] = 2 ммоль/л, [ХЦК] = 0,1 нмоль/л, [етанол] = 

20 ммоль/л; статистичну різницю оцінювали за допомогою 

дисперсного двофакторного аналізу ANOVA та post-hoc t-тестами з 

корекцією за методом Голма-Бонферроні: * – статистично вірогідна 

різниця з P < 0,05 між позначеними даними, # – статистично 

вірогідна різниця з P < 0,05 порівняно з контролем (без ХЦК + 

етанол); M ± m, n=7. 
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Для того, щоб оцінити різне накопичення родаміну 123 у панкреатичних 

ацинусах для реєстрації мембранного потенціалу мітохондрій, то 

інтенсивність флуоресценції родаміну 123 було нормалізовано до 

нагромадження його в клітинах (рис. 3.21). Поєднання холецистокініну та 

етанолу статистично вірогідно збільшило інтенсивність флуоресценції 

родаміну 123 за окиснення глюкози або глюкози та пірувату (рис. 3.20 Б), 

проте такого ефекту не спостерігали, коли у розчин додавали ще й глутамін.  

 

Рис. 3.21. Вплив етанолу та холецистокініну на інтенсивність флуоресценції з 

родаміном 123 (A) та його нагромадження (Б) в панкреатичних 

ацинусах залежить від субстратів окиснення; [глюкоза] = 10 

ммоль/л, [піруват] та [глутамін] = 2 ммоль/л, [холецистокінін] = 0,1 

нмоль/л, [етанол] = 20 ммоль/л; статистичну різницю оцінювали за 

допомогою дисперсного двофакторного аналізу ANOVA та post-hoc 

t-тестами з корекцією за методом Голма-Бонферроні: * – 

статистично вірогідна різниця з P < 0,05 між позначеними даними, 

# – статистично вірогідна різниця з P < 0,05 порівняно з контролем 

(без холецистокініну та етанолу); M ± m, n= 6. 

 

За окиснення лише глутаміну спостерігали статистично вірогідне 

зниження автофлюоресценції НАДН як у контролі, так і за впливу 

холецистокініну та етанолу (рис. 3.20 А). Комбінація холецистокініну та 
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етанолу статистично вірогідно збільшила інтенсивність автофлюоресценції 

НАДН у розчині з глюкозою або глюкозою, глутаміном та піруватом.  

У цьому експерименті ми також досліджували вплив 2-годинної інкубації 

з холецистокініном та етанолом на некроз клітин та утворення блеб на 

плазматичній мембранні ацинарних клітин підшлункової залози. Проведений 

дисперсійний аналіз ANOVA показав взаємодію двох факторів, а саме 

холецистокініну у поєднанні з етанолом та субстрату окиснення.  

Зокрема, за використання глюкози зареєстровано статистично достовірне 

збільшення некрозу (35% клітин) у панкреатичних ацинусах за дії 

холецистокініну та етанолу, а за внесення глутаміну чи пірувату такого ефекту 

не спостерігали (рис. 3.22 А).  

 

Рис. 3.22. Субстрати окиснення визначають вплив етанолу та холецистокініну 

на некроз (А) та блебінг (Б) у панкреатичних ацинусах; ацинуси 

інкубували протягом 2 год в розчині зі субстратами; [глюкоза] = 10 

ммоль/л, [піруват] та [глутамін] = 2 ммоль/л, [ХЦК] = 0,1 нмоль/л, 

[етанол] = 20 ммоль/л; статистичну різницю оцінювали за допомогою 

дисперсного двофакторного аналізу ANOVA та post-hoc t-тестами з 

корекцією за методом Голма-Бонферроні: * – статистично вірогідна 

різниця з P < 0,05 між позначеними даними, # – статистично 

вірогідна різниця з P < 0,05 порівняно з контролем (без ХЦК + 

етанол); M ± m, n=7 або 6 (А). 
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Статистично достовірне збільшення кількості блеб на плазматичній 

мембрані ацинарних клітин підшлункової залози виявлено під впливом 

холецистокініну й етанолу лише за інкубації з сумішшю глюкози, глутаміну, 

пірувату (рис. 3.22 Б).  

Для перевірки, чи реалізуються отримані результати на тваринних 

моделях, провели дослідження впливу одноразового введення етанолу та 

холецистокініну in vivo. Для цього тварин розділили на чотири групи, яким 

одноразово перорально вводили 40% розчин етанолу (4 г/кг) або робили 

внутрішньоочеревинну ін’єкцію холецистокініну (10 нмоль/л) або їхнє 

поєднання, контрольним тваринам водили воду та робили ін’єкцію 

фізіологічного розчину (див розділ 2.1). Рівень етанолу в плазмі, який 

досліджували оксидазно-пероксидазним методом, становив 25,6 ± 4,7 ммоль/л 

у групі тварин, яким вводили лише розчин етанолу та 18,8 ± 3,2 ммоль/л у 

тварин, яким вводили і холецистокінін, і розчин етанолу (рис. 3.23 А). Ці 

результати також були підтверджені й іншим методом, а саме газовою 

хроматографією (28,4 ± 3,3 та 21,9 ± 10,5 ммоль/л відповідно).  

 

Рис. 3. 23. Вплив in vivo введення етанолу (2 год) та холецистокініну (1 год) на 

вміст етанолу (А) та амілази в плазмі крові (Б); M ± m, n=7. 

У клініці рівень панкреатичної амілази в плазмі крові використовують 

для діагностування панкреатиту. Для того, щоб з’ясувати чи є ушкодження 
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тканини у дослідних групах тварин, ми також поміряли цей показних. 

З’ясували, що рівень амілази в плазмі не збільшувався у жодній із дослідних 

груп тварин, що свідчить про відсутність пошкодження підшлункової залози 

(рис. 3.23 Б). Після проведення дисперсійного аналізу (ANOVA) виявилось, 

що у групі тварин, яким вводили розчин етанолу спостерігали статистично 

вірогідне зниження базальної швидкості дихання незалежно від субстрату 

окиснення (рис. 3.24), на відміну від швидкості роз’єднаного дихання, що 

залежала від субстрату.  

 

Рис.3.24. Вплив in vivo введення етанолу (2 год) та холецистокініну (1 год) на 

базальне (A) та максимальну швидкість роз’єднаного дихання (Б), 

ізольованих панкреатичних ацинусах; [глюкоза] = 10 ммоль/л, 

[піруват], [глутамін], [монометил-сукцинат], [диметил-α-КГ] = 2 

ммоль/л; статистичну різницю оцінювали за допомогою 

двофакторного аналізу ANOVA з повтореннями та post-hoc t-тестами 

з корекцією за методом Голма-Бонферроні: * – статистично вірогідна 

різниця з P < 0,05 порівняно з контролем або між позначеними 

даними, # - статистичо вірогідна різниця з P < 0,05 для швидкості 

дихання за окиснення пірувату та глутаміну, M ± m, n=7. 
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Встановлено, що у групі тварин, яким вводили розчин етанолу та робили 

ін’єкцію холецистокініну, базальна швидкість дихання ізольованих ацинарних 

клітин підшлункової залози була найнижчою за окиснення глутаміну або α-

кетоглутарату і становила 0,58 ± 0,14 та 0,61 ± 0,08  в.о. відповідно. Проте після 

проведення двофакторного аналізу ANOVA не було доведено взаємодії між 

цими факторами (рис. 3.24). Зясувалося, що сам по собі етанол або 

холецистокінін не впливали на швидкість роз’єднаного дихання 

панкреатичних ацинусів, але їх поєднання спричинило статистично достовірне 

зниження максимальної швидості  на ~ 25-50% (рис. 3.24).  

Відсоток некротичних клітин в ізольованих ацинусах також не 

збільшувався (рис. 3.25). Однак кількість клітин з утворенням блеб на 

плазматичній мембранні клітин суттєво збільшилась у групі тварин, які 

отримували розчин етанолу та холецистокінін  ̶  30% від загальної кількості 

клітин в ацинусах (рис. 3.25).  

 

Рис.3.25. Вплив in vivo введення етанол (2 год) та холецистокініну (1 год) на 

некроз та блебінг у ізольованих панкреатичних ацинусах; [глюкоза] 

= 10 ммоль/л, [піруват], [глутамін], [монометил-сукцинат, M-

сукцинат], [диметил-α-кетоглутарат, ДМ-КГ] = 2 ммоль/л; 

статистичну різницю оцінювали за допомогою двофакторного 

аналізу ANOVA з повтореннями та post-hoc t-тестами з корекцією за 

методом Голма-Бонферроні: * – статистично вірогідна різниця з P < 

0,05 порівняно з контролем або між позначеними даними, M ± m, 

n=7. 
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Такого збільшення не спостерігалось у тварин, яким вводили тільки 

холецистокінін або розчин етанолу. Високий рівень розвитку блеб у 

плазматичній мембранні панкреатичних ацинусів в контролі є типовим для 

свіжоізольованих ацинусів і зазвичай зникає протягом години після виділення. 

Зниження швидкості роз’єднаного дихання спостерігали на моделях 

гострого панкреатиту [Shulz et al., 1995] і може свідчити про пошкодження 

мітохондрій через активацію мітохондріальна пори тимчасової проникності 

[147].  

Підсумок. Зниження швидкості роз’єднаного дихання ми спостерігали 

в наступних випадках: 1) за фізіологічної стимуляції холецистокініном, коли у 

розчині інкубації був лише глутамін і не було глюкози, 2) за умов 

гіперстимуляції холецистокініном за окиснення глюкози, пірувату та 

глутаміну, 3) за фізіологічної стимуляції холецистокініном у поєднанні з 

етанолом за окиснення глутаміну з глюкозою та піруватом або без нього. За 

впливу етанолу та холецистокініну спостерігали зростання кількості 

некротичних клітин у панкреатичних ацинусах за окиснення глюкози, цей 

ефект нівелювався за додавання до розчину пірувату та / або глутаміну.  

Гострий вплив клінічно значущої дози етанолу в поєднанні зі 

стимуляцією секреції in vivo викликає зменшення швидкості дихання 

ацинарних клітин підшлункової залози та сприяє утворенню блеб на 

плазматичній мембрані ацинарних клітин, але не є тригером для розвитку 

некрозу. 
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3.5. Вплив довготривалої дії алкоголю та холецистокініну на 

адаптаційну здатність мітохондрій підшлункової залози щурів на тлі 

високожирової дієти. 

 

У попередніх експериментах ми з’ясували, що етанол лише у поєднанні з 

іншими факторами зменшує адаптаційну здатність мітохондрій ацинарних 

клітин підшлункової залози (див.розділ. 3.3).  Тому у цьому експерименті ми 

хотіли перевірити іншу модель гострого панкреатиту, а саме поєднання 

етанолу та жирних кислот. Адже, відомо, що додавання пальмітоолеїнової 

кислоти до ізольованих ацинарних клітин підшлункової залози спричинило 

велике, залежне від концентрації збільшення [Ca2+], що викликало дисфункцію 

мітохондрій та некроз [47]. 

Попередніми дослідженнями in vitro було підтверджено позитивну дію 

пірувату на максимальну швидкість дихання ацинарних клітин підшлункової 

залози (див. розділ 3.2 та розділ 3.3). Також, відомо, що додавання пірувату та 

галактози спричинює зростання рівня АТФ [162] та зменшення некрозу у 

ацинаринх клітин підшлункової залози [161] 

Тому ми проаналізували вплив введення пірувату in vivo на адаптаційну 

здатність мітохондрій в ацинарних клітинах підшлункової залози щурів за 

умов коротокотривалого хронічного введення етанолу на тлі високожирової 

дієти. 

Усі тварини (незалежно контрольні чи дослідні тварини) знаходились на 

спеціальній дієті з високим вмістом жиру, а саме 35% калорій були отримані з 

жиру тваринного походження. Тварин було поділено на 4 групи: контроль, 

піруват, етанол, етанол+піруват. Тваринам в залежності від групи кожного 

вечора протягом 14 днів перорально через зонд вводили воду або етанол з 

розрахунком 6 грами на кг маси тварини. На 8-ий день та до кінця досліду 

тваринам двічі на день робили внутрішньоочеревинну ін’єкцію пірувату 

натрію (0,5 г на кг тварини) або таку ж фізіологічного розчину. Протягом 14 
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днів спостерігали за станом тварин та робили щоденне котрольне зважування 

(рис. 3.26). 

 

Рис. 3.26. Вплив хронічного введення етанолу та пірувату на тлі 

високожирової дієти на приріст маси тіла тварин: * – статистично 

вірогідний вплив введення пірувату за ANOVA та post-hoc тестом 

Голма-Борферроні порівняно з контролем, P < 0,05; 

 

Три тварини з групи етанол + піруват загинули за умов проведення 

експерименту. Одна тварина загинула на 4 день досліду, а решта  ̶  на 7-ий 

день, ще до моменту введення розчину пірувату тваринам. Тому, очевидно, що 

загибель тварин, пов’язана з госторою алкогольною інтоксикацією та 

стрімким зниженням ваги тварин, адже ми спостерігали значну втрату ваги 

протягом перших 4 днів введення етанолу піддослідним тваринам. Вага 

стабілізувалося після 7 дня проведення експерименту у групі тварин (рис. 3. 

26). Введення пірувату викликало позитивну динаміку у збільшенні маси тіла 

у тварин, що підтверджується двофакторним аналізом ANOVA.  

Встановлено, що кількість некротичних клітин після їх виділення 

статистично вірогідно зростала у групі тварин, яким вводили етанол і 

становила 9,6 ± 0,9 % порівняно з контролем  ̶  6,7 ± 0,4 % (рис. 3. 27). Однак 

етанол не знижував життєздатності клітин у групі тварин, яким також вводили 

і піруват (7,5 ± 0,6) (рис. 3. 27). 
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Рис. 3. 27. Вплив етанолу та пірувату in vivo на життєздатність ацинарних 

клітин підшлункової залози: * – статистично вірогідний вплив 

введення пірувату або статистично вірогідна різниця за ANOVA та 

post-hoc тестом Голма-Борферроні порівняно з контролем, P < 

0,05; # – статистично вірогідний вплив введення пірувату, згідно 

ANOVA, P < 0,05 n = 7–8. 

 

Також досліджували вміст амілази в плазмі крові тварин. З’ясувалося, що 

рівень амілази у групах тварин, яким вводили етанол не відрізнявся від 

контрольних значень (рис. 3. 28). 

 

 

Рис. 3. 28. Вплив хронічного введення етанолу на тлі високожирової дієти на 

вміст амілази в плазмі крові тварин. 

 

Виявлено, що у тварин, яким вводили етанол (незалежно від введення 

пірувату) загальний вміст амілази у ацинарних клітинах статистично вірогідно 

зростав (рис. 3.29 Б). Базальна секреція впродовж 30 хв була незначною, проте  
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Рис. 3.29. Вплив етанолу та пірувату in vivo на секреторну активність 

ацинарних клітин підшлункової залози: * – статистично 

вірогідний вплив введення пірувату або статистично вірогідна 

різниця за ANOVA та post-hoc тестом Голма-Борферроні 

порівняно з контролем, P < 0,05; # – статистично вірогідний вплив 

введення пірувату, згідно ANOVA, P < 0,05 n = 7–8. 

 

зростала у тварин, яким вводили піруват. Найбільшу стимуляцію секреції 

спричиняв ацетилхолін у концентрації 1 мкмоль/л. Введення етанолу 

пригнічувало стимульовану ацетилхоліном (1 та 10 мкмоль/л) секрецію, а 

введення пірувату, навпаки, збільшувало секреторну відповідь на 10 мкмоль/л 

ацетилхоліну (рис. 3. 29 А). 

Функціональну активність ізольованих ацинусів було оцінено за 

секрецією амілази ізольованими ацинусами підшлункової залози. Секрецію 

стимулювали ацетилхоліном (0,1, 1 та 10 мкмоль/л, рис. 3.29 А).  

Додатково ми досліджували морфологічний стан ацинарних клітин 

підшлункової залози за допомогою електронної мікроскопії (див. розділ 2.8.). 

Видимих змін компонентів клітини не спостерігали, окрім зменшення 

щільності ЕПР у групі тварин, яким вводили етанол. У контролі такого 

патологічного процесу не спостерігали (рис. 3. 30). Отриманий ефект етанолу 

узгоджуються з даними інших авторів [201].  
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Рис. 3. 30. Електронно-мікроскопічна фотографії ізольованих  ацинарних клітин 

підшлункової залози отриманих у хронічній серії дослідів за 

введення етанолу на тлі високожирової дієти. 

 

Дослідження мітохондріального окиснення ми проводили за двох умов: 

наявності лише глюкози (підтримка гліколізу та середнє залучення окисного 

фосфорилювання) або додаткової наявності мітохондріальних субстратів 

глутаміну та пірувату для максимального прояву адаптаційного потенціалу 

мітохондрій. Хронічне введення етанолу та пірувату не впливало на базальне 

дихання ацинарних клітин ні за окиснення глюкози, ні суміші глюкози, 

глутаміну та пірувату і становило 0,21 ± 0,01 та 0,22 ± 0,01 нмоль О2 / с × млн. 

клітин відповідно (рис. 3.31 А). Введення етанолу чи пірувату також не 

впливало на базальну швидкість дихання ацинарних клітин підшлункової 

залози. 

Для оцінки адаптаційної здатності мітохондрій панкреатичних ацинусів 

використали показники максимальної швидкості дихання, що реєстрували за 

дії протонофору FCCP.   
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Встановлено, що FCCP-стимульована швидкість дихання була значно 

вищою за наявності у середовищі пірувату та глутаміну у всіх дослідних 

групах (рис. 3.31 Б). Хронічне введення етанолу статистично вірогідно 

підвищувало FCCP-стимульоване дихання за окиснення глюкози і становило 

2,0 ± 0,1 нмоль О2 / с × млн. клітин порівняно з контролем 1,6 ± 0,1 нмоль О2 / 

с × млн. клітин. Однак цей ефект етанолу був відсутнім у групі тварин, яким 

також вводили піруват (рис. 3.31 Б). Введення етанолу чи пірувату 

статистично вірогідно не впливало на роз’єднане дихання за окиснення 

глюкози, глутаміну та пірувату.  

Для дослідження спряження між диханням та окисним 

фосфорилюванням використовували олігоміцин. Виявилось, що хронічне 

введення розчину етанолу статистично вірогідно підвищувало олігоміцин-

нечутливе дихання ацинарних клітин підшлункової залози і становило 0,67 ± 

0,06 в.о. за окиснення глюкози та 0,61 ± 0,03 в.о. за окиснення суміші глюкози 

+ пірувату +глутаміну. Це, очевидно, свідчить про порушення функціонування 

мітохондрій та зменшення їх АТФ-синтетичної здатності (рис. 3.31 В). 

Введення пірувату повністю нівелювало негативний вплив етанолу та 

зменшило олігоміцин-нечутливе дихання ацинарних клітин підшлункової 

залози 0,43 ± 0,04 в.о. за окиснення глюкози та 0,44 ± 0,04 в.о. для суміші 

субстратів (рис. 3.31 В).  

Так, як у попередніх дослідженнях було встановлено, що швидкість 

дихання залежить від мембранного потенціалу мітохондрій ацинарних клітин 

підшлункової залози (див. розділ 3.1 та 3.3). Тому, у цьому експерименті ми 

теж досліджували мембранний потенціал мітохондрій. Виявилось, що у 

тварин, яким вводили етанол, знижувалась конценрація FCCP, необхідна для 

зниження мітохондріального мембранного потенціалу на 59% (IC50) – за 

окиснення глюкози, глутаміну та пірувату (рис. 3.31 Г). Цей ефект не було  
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Рис. 3.31. Вплив етанолу та пірувату in vivo на дихання та на мітохондріальний 

мембранний потенціал ацинарних клітин підшлункової залози: 

[глюкоза]=10 ммоль/л, [піруват], [глутамін] = 2 ммоль/л; * – 

статистично вірогідна різниця щодо контролю за ANOVA та post-

hoc тестом Голма-Борферроні; P < 0,05; n = 7–8. 

 

виявлено, якщо тваринам вводили також піруват. За окиснення лише глюкози 

IC50 було загалом нижчим у всіх групах тварин і не змінювалось під впливом 

етанолу чи пірувату (рис. 3.31 Г). 

Отже, введення пірувату нівелює негативний вплив хронічного введення 

етанолу щурам на функціонування мітохондрій. Позитивний вплив пірувату 

підтверджується і для інших моделей гострого панкреатиту, а саме аспарагін-

індукованого некрозу ацинарних клітин підшлункової залози [162]. 

Очевидно, що внесення достатньої кількості субстратів окиснення 

потенційно може генерувати додаткову кількість молекул АТФ, що 

забезпечить стійкість мітохондрій та клітин в цілому до дії патогенних 

чинників. Це припущення підтверджують й отримані нами дані максимальної 

швидкості дихання, які були вищими за окиснення суміші субстратів 



101 

 

(глюкози+пірувату+глутаміну), а не за окиснення лише глюкози. Роботи 

інших авторів повідомляють, що внесення внутрішньоклітинних добавок АТФ 

нівелювали згубний вплив етилових ефірів жирних кислот на ізольовані 

ацинарні клітини підшлункової залози. За рахунок додаткової концентрації 

АТФ у клітинах залишалися активними АТФ-залежні Ca2+-помпи, що 

зменшували [Ca2+]в у цитозолі і підтримували кальцієвий гомеостаз [44; 147; 

24]. Тому, можливо, піруват слугує найкращим джерелом енергії для 

ацинарних клітин підшлункової залози та нівелює негативний вплив 

хронічного введення етанолу на ацинарні клітини підшлункової залози.  

Підсумок. Хронічне введення етанолу щурам негативно впливає на 

функціонування мітохондрій, секреторну відповідь та життєздатність 

ацинарних клітин підшлункової залози, а введення пірувату нівелює цей 

вплив. Тому, очевидно, піруват підвищує адаптаційну здатність мітохондрій 

ацинарних клітин підшлункової залози щурів за дії етанолу на тлі 

високожирової дієти in vivo. Отже, дослідження роз’єднанного дихання є 

чутливим інструментом для оцінки адаптаційної здатності мітохондрій 

ацинарних клітин підшлункової залози не лише за патології, а й при корекції 

захворювань.  
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4. ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

 

У цій дисертаційній роботі описано та охарактеризовано нові підходи 

для визначення адаптаційної здатності мітохондрій. На основі отриманих 

результатів та даних літератури запропонована схема впливу різних 

функціональних станів: спокою, за активації секреції та за впливу 

патологічних факторів (рис. 4.32). Описана типова реакція на одноразове 

внесення FCCP до суспензії ацинусів характеризується: 

1) прискоренням дихання, 

2) пік швидкості дихання 

3) сповільнення дихання.  

Після титрування за допомогою кількох концентрацій FCCP отримано 

два інших параметри – максимальну швидкість роз’єднаного дихання та 

оптимальну концентрацію протонофора. Крім того, в поєднанні з 

напівкількісним вимірюванням мембранного потенціалу мітохондрій можна 

отримати коефіцієнти еластичності для швидкості дихання.  З’ясувалося, що 

отримані нові параметри залежать від зміни субстратного забезпечення та від 

функціонального стану клітини.  

Так, прискорення дихання потенційно може оцінити наскільки швидко 

окислювальні системи мітохондрій можуть пристосуватись до деполяризації 

мембрани мітохондрій. Для ацинарних клітин підшлункової залози було 

встановлено, що найшвидший показник прискорення дихання зареєстровано 

за окислення диметил-α-кетоглутарату.  

На прикінці фази прискорення дихання можна спостерігати пік 

швидкості дихання, за умов, що не розвивається значне сповільнення дихання 

від часу. В ацинарних клітинах підшлункової залози лише глутамін та 

диметила-α-кетоглутарат здатні підтримувати стаціонарний дихальний стан за 

дії високої концентрація FCCP (1,5 мкмоль/л). 

Є декілька причин розвитку сповільнення дихання  ̶  зміни рН 

цитоплазми, внутрішньоклітинної концентрації Са2+ та кількості АТФ. 
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Очевидно, що зміна  цитозольного рН, не відіграє важливої ролі у сповільненні 

дихання мітохондрій ацинарних клітин підшлункової залози, адже за дії FCCP 

у концентрації 0,5 та 1,5 мкмоль/л не спостерігали сповільнення дихання за 

окиснення глутаміну та диметил-α-кетоглутарату. Відомо, що рівень АТФ у 

клітині, за умов дефіциту окисного фосфорилювання,  підтримується 

гліколізом [199]. Таким чином, швидкість сповільнення не залежить від рівня 

цитозольного АТФ, адже за окиснення пірувату та глюкози сповільнення 

дихання ізольованих панкреатичних ацинусів було подібним. Встановлено, що 

показники сповільнення дихання були найвищими для наступних субстратів: 

малату та ізоцитрату. Це може бути пов’язано з обмеженою проникністю 

плазматичної мембрани ацинарних клітин підшлункової залози.  

Сповільнення дихання, очевидно, викликане сильною деполяризацією 

мембрани мітохондрій, а не повільною втратою потенціалу мембрани. По-

перше, потенціал мітохондріальної мембрани був відносно стабільним після 

початкового падіння після інкубації з FCCP, тобто мітохондрії перебували в 

стаціонарних метаболічних станах, коли відбувалося сповільнення дихання. 

По-друге, сповільнення дихання розвивалося в умовах, коли мембранний 

потенціал мітохондрій був близький до 0 (принаймні у випадках глюкози та 

монометилсукцинату на 1,5 мкМ FCCP). У інших випадках, коли мембранний 

потенціал все ще підтримувався на певному рівні (навіть при 2 мкмоль/л FCCP 

за окислення суміші субстратів глюкози, пірувату та глутаміну), ми не 

спостерігали значного сповільнення дихання у панкреатичних ацинусах. 

Таким чином, ми можемо зробити висновок, що недостатня здатність клітин 

транспортувати та / або окислювати субстрати, щоб мати можливість 

відповідати на дію протонофора, викликає повне розсіювання потенціалу 

мембрани, що є загальною причиною сповільнення дихання, яке залежить від 

часу. Молекулярні механізми цих процесів ще не з’ясовані. 

Оптимальна концентрація протонофору, отримана після титрування за 

допомогою кількох концентрацій FCCP, є інтегративним параметром, який 

визначається максимальною швидкістю роз’єднаного диханням та сильно 
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варіюється в залежності від субстрату окиснення. А “максимальна” частота 

дихання ацинарних клітин підшлункової залози, не пов’язана з FCCP та була 

різною для кожного субстрату або комбінації, і додатково підсилювалася 

ацетилхоліном або холецистокініном за окиснення пірувату та інсуліном за 

окиснення глюкози.   

На основі отриманих даних, можна стверджувати, що максимальна 

швидкість роз’єднаного дихання відображає здатність клітин до метаболізму 

субстратів у відповідь на дію протонофору, а не є абсолютною максимальною 

ємністю електрон-транспортного ланцюга мітохондрій, як це вважалося 

раніше.  

Тому, важливо не просто досліджувати максимальну окисну здатність за 

використання протонофора. Адже, такий спосіб, не враховує залежності 

максимальної окисної здатності мітохондрій від концентрації і тривалості дії 

протонофора та динаміки зниження швидкості FCCP-стимульованого 

дихання, яке спостерігається у другій фазі дії протонофора  ̶  після досягнення 

максимальної швидкості дихання. 

Залежне від часу сповільнення роз’єднаного дихання не обмежується 

лише моделлю інтактних клітин, це також було продемонстровано для 

ізольованих мітохондрій підшлункової залози за окислення сукцинату [147] та 

для ізольованих мітохондріях печінки щурів лише тоді, коли був присутній α-

кетоглутарат [114], але не у випадку окислення інших субстратів. 

Також той факт, що оптимальна концентрація протонофора може сильно 

змінюватися залежно від складу субстрату та фізіологічного стану, означає, 

що для кожного субстрату слід проводити новий експеримент з титрування, 

яким в даний час нехтують у багатьох дослідженнях. У цій роботі мінімальна 

досліджувальна концентрація FCCP становила 0,5 мкмоль/л та виявилася 

"оптимальною" для ряду субстратів, але насправді вона, ймовірно, набагато 

нижча. Тому, оцінка вище описаних параметрів дає ширше уявлення про 

адаптаційну здатність мітохондрій і вони є корисними для оцінки функції чи 

дисфункції мітохондрій у цілісних клітинах. 
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Також зареєстровано, що зміни функціонального стану клітини, а саме 

фізіологічна стимуляція секреції впливають на параметри адаптаційної 

здатності. 

Цікаво, що вже базальна швидкість дихання ізольованих ацинусів 

підшлункової залози під впливом ацетилхоліну і холецистокініну статистично 

достовірно збільшилася за окиснення глюкози, суміші глюкози і глутаміну чи, 

найсуттєвіше, глюкози і пірувату. Але, парадоксально, за наявності суміші 

глюкози і α-кетоглутарату (субстрат Са2+-залежного фермента) статистично 

вірогідні зміни під впливом агоністів не були зареєстровані. 

Очевидно, що немає потреб підтримувати високий рівень окисного 

фосфорилювання у мітохондріях постійно, коли, зокрема, ацинарні клітини 

перебувають у стані фізіологічного спокою. Але із переходом клітин у 

активний стан енергопродукція повинна зростати паралельно енерговитратам. 

Це підтверджено іншими авторами: стимуляція ацинарних клітин 

підшлункової залози холецистокініном спричиняє дозозалежну, але нетривалу 

деполяризацію мітохондрій [197]. Одночасно холецистокініну та ацетилхолін 

індукує стійке збільшення рівня АТФ у цитозолі, яке усувається інгібіторами 

електрон-транспортного ланцюга мітохондрій [199]. Зростає також і 

швидкість дихання за стимуляції первинними агоністами, як це було показано 

для аналога іншого первинного агоніста цих клітин – карбахоліну [140]. В 

інших клітинах також відомі факти підвищення максимальної швидкості 

FCCP-стимульованого дихання із зміною функціонального стану. Так, під час 

диференціації наївних T-клітин у T-клітини пам’яті ця швидкість суттєво 

зростає, що підвищує виживання цих клітин та може забезпечити швидке 

реагування на подразник [79]. 

Ацетилхолін та холецистокінін не просто стимулюють дихання 

ацинарних клітин підшлункової залози за окиснення пірувату (рис. 4.32), а 

збільшують величину адаптаційної здатністі мітохондрій, і це лежить в основі 

реалізації випереджувального зв'язку в узгодженості енерговитрат і 

енергопродукції цих клітин. Визначальною подією у збільшенні адаптаційної 
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здатності мітохондрій ацинарних клітин підшлункової залози є активація  

піруватдегідрогеназного комплексу.  

Згідно з отриманими результатами інсулін нівелював холецистокінін-

стимулюване дихання ацинарних клітин підшлункової залози за окиснення 

пірувату. Механізм такого інгібування не відомий. Ми припускаємо, що 

можливо інсулін впливає на передачу сигналу від рецепторів холецистокініну. 

Відомо, що інсулін впливає на активність Са2+-АТФази плазматичної 

мембрани ацинарних клітин підшлункової залози, проте лише опосередковано 

через зміну цитозольної конценнтрації АТФ. Дані доводять, що інсулін може 

змінювати спорідненість та здатність різних холецистокінінових рецепторів до 

холецистокініну в ацинарних клітинах підшлункової залози [155]. 

Альтернативна гіпотеза полягає в тому, що можливо інсулін здійснює 

безпосередній вплив на метаболізм клітин. Відомо, що інсулін спричиняє 

збільшення продукції гліколітичного НАДН у ацинарних клітинах 

підшлункової залози [138]. Проте, інсулін безпосередньо не пригнічує 

піруватдегідрогеназний комплекс у клітинах підшлункової залози. Адже,  цей 

гормон за окиснення пірувату не впливав на швидкість дихання, коли 

холецистокінін був відсутній у середовищі інкубації. Більше того, в інших 

тканинах (печінці та жировій тканині) інсулін навпаки має позитивний вплив 

на піруватдегідрогеназу [158; 51]. Клот та колеги [41] показали, що 

максимальна активність піруватдегідрогенази в ізольованих клітинах печінки 

була досягнута через 10 хв дії інсуліну і зберігалася принаймні протягом 45 

хвилин, що відповідає нашим експериментальним установкам. 

Також виявлено зміни величини адаптаційної здатності мітохондрій 

ацинарних клітин підшлункової залози за дії патологічних чинників (рис. 

4.32). Так, етанол та холецистокінін in vitro та за одноразового введення 

тваринам (in vivo) знижують здатність мітохондрій панкреатичних ацинусів 

відповідати на високі навантаження протонофором. Додатково ми вимірювали 

й інші мітохондріальні показники та виявили, що вони корелюють зі змінами 

адаптційної здатності. Було встановлено, що за дії етанолу та холецистокініну 
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in vitro спостерігали зниження мембранного потенціалу мітохондрій та 

автофлуоресценції НАДН, а також зниження секреторної відповідь та 

збільшення кількість блеб утворених на плазматичній мембрані та некроз 

клітин. Ефект етанолу та холецистокініну залежав від субстратного 

забезпечення.  

Показано, що зміни адаптаційної здатності мітохондрій за дії 

патологічних факторів можна зареєструвати ще до втрати життєздатності 

клітин. Так, за дії етанолу та холецистокініну in vivo знижувалась швидкість 

дихання панкреатичних ацинусів підшлункової залози, але не спостерігалося 

розвитку некрозу. Це підтверджується й іншими отриманими нами 

результатами за хронічного введення етанолу на тлі високожирової дієти. У 

цій серії дослідженнь зареєстровано зміни адаптаційної здатності мітохондрій 

за дії етанолу, але не спостерігали підвищення рівня амілази в плазмі крові, що 

свідчить про відсутність розвитку гострого панкреатиту та ушкодження 

підшлункової залози.  

Результати цієї роботи показують, що відсутність достатньої кількості 

субстрату in vitro робить ацинарні клітини підшлункової залози 

сприйнятливими до розвитку некрозу за умов дії патологічних факторів, проте 

цей ефект не відтворюється у досліді in vivo. Такі ефекти, найімовірніше, є 

оборотними in vivo, але ми припускаємо, що накопичення пошкоджень 

мітохондрій та їх біоенергетики шляхом хронічного зловживання етанолом, 

особливо при стимуляції секреції панкреатичного соку, призведе до розвитку 

панкреатиту.  

Патологічний ефект на адаптаційну здатність етанолу у поєднанні з 

іншими факторами in vitro та in vivo спостерігався вже за середньої дози 

етанолу (20-25 ммоль/л), на відміну від більшості досліджень. Так, до 

прикладу у інших авторів, етанол in vitro також спричиняє зміни 

мітохондріальних функцій [180], Са2 + -сигналізації [174, 47], вироблення 

активних фори кисню у [82] ацинарних клітин підшлункової залози, але в 
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концентраціях 50-100 ммоль/л, що рідко спостерігається в крові пацієнтів і 

зазвичай асоціюється з ризиком зупинки дихання та смерті. 

А пацієнти з алкогольним панкреатитом, вживали помірну кількість 

алкоголю і його концентрація в плазмі крові становила менше 50 ммоль/л 

[148], тоді як вживання алкогольних напоїв не обов’язково є причиною 

розвивитку панкреатиту [148]. 

Застосування пірувату з терапевтичною метою грунтується на ориманих 

нами резульатах про залежність адаптаціної здатності мітохондрій ацинарних 

клітин підшлункової залози від субстратного забезпечення та 

функціонального стану клітин.  

Внесення пірувату, так само як і глутаміну, запобігають некрозу 

ацинарних клітин підшлункової залози, що був спричиненений 

холецистокініном та етанолом in vitro. Піруват підтримує холецистокінін-

стимульовану швидкість дихання панкреатичних ацинусів, але, на диво, не 

впливає ні на роз’єднану швидкість дихання, ні на деполяризацію мітохондрій, 

спричинену поєднанням холецистокініну та етанолу. Глутамін, навпаки, 

спричиняє зниження рівня НАДН, що запобігає деполяризації мітохондрій, 

спричинену холецистокініном та етанолом, але викликає зменшення 

швидкості максимального роз’єднаного дихання за умов дії холецистокініну 

та етанолу. Також саме піруват, на відміну від глутаміну, підвищує 

адаптаційну здатність мітохондрій за стимулювання ацетилхоліном та 

холецистокініном.  

Отримані результати за короткотривалого хронічного введення етанолу 

на тлі високожирової дієти підтверджують позитивний вплив пірувату на 

адаптаційну здатність мітохондрій ще до розвитку клінічних симптомів 

гострого панкреатиту.  

Отже, параметри оцінки адаптаційної здатності мітохондрій є 

інформативними та чутливими до змін функціонального стану клітин, що 

дають змогу краще вивчати процеси у цілісних живих клітинах та 

мітохондріях як у нормі, так і за патологій.  
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Рис. 4.32 Схема зміни швидкості дихання та мембранного потенціалу 

мітохондрій залежно від функціонального стану: ХЦК – 

холецистокінін, α-КГ – α-кетоглутарат; НАДН+– 

нікотинамідаденіндинуклеотид; ЦТК – цикл трикарбонових 

кислот; Vmax – максимальна швидкість дихання; Ψm – мембранний 

потенціал мітохондрій; АТФ – аденозинтрифосфат. 
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ВИСНОВКИ 

У дисертаційній роботі обґрунтовано критерії та охарактеризовано 

адаптаційну здатність мітохондрій ацинусів підшлункової залози, її 

залежність від субстратів окиснення та зміни за дії ацетилхоліну, 

холецистокініну, інсуліну й етанолу.  

На основі аналізу отриманих результатів зроблено такі висновки: 

1. Адаптаційну здатність мітохондрій ацинарних клітин підшлункової 

залози можна охарактеризувати такими параметрами, як максимальна 

швидкість роз’єднаного дихання, оптимальна концентрація FCCP, 

прискорення та сповільнення дихання внаслідок додавання FCCP. 

Адаптаційна здатність мітохондрій залежить від доступності субстратів 

окиснення. Максимальна швидкість роз’єднаного дихання (2,82 ± 0,51 

в.о.) та оптимальна концентрація FCCP (1,75 мкмоль/л) виявилися 

найвищими за окиснення суміші пірувату, глутаміну та глюкози.  

2. Найповніше характеризує адаптаційну здатність мітохондрій ацинарних 

клітин підшлункової залози залежність швидкості роз’єднаного дихання 

від мембранного потенціалу мітохондрій. Коефіцієнт еластичності цієї 

залежності виявився найвищим теж за окиснення суміші пірувату, 

глутаміну та глюкози.  

3. Механізм збільшення адаптаційної здатності мітохондрій ацинарних 

клітин підшлункової залози за дії різних фізіологічно-активних речових 

є різним. Ацетилхолін та холецистокінін збільшують максимальну 

швидкість роз’єднаного дихання ацинусів підшлункової залози за 

окиснення глюкози та пірувату, а інсулін  ̶  за окиснення глюкози. 

Інсулін нівелює стимулюючий ефект холецистокініну на максимальну 

швидкість роз’єднаного дихання за окиснення пірувату. 

4. Внаслідок інкубації ізольованих ацинусів підшлункової залози з 

етанолом (20 ммоль/л) та холецистокініном (0,1 нмоль/л) швидкість 

роз’єднаного дихання знижувалася лише тоді, коли у середовищі був 

глутамін (незалежно від наявності інших субстратів); 
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автофлуоресценція НАДН збільшувалася – за окиснення глюкози або 

глюкози, глутаміну та пірувату і, водночас, збільшилась інтенсивность 

флуоресценції родаміну 123 – за окиснення глюкози або глюкози та 

пірувату, але не глутаміну. Коли у середовищі інкубації була глюкоза, 

етанол та холецистокінін, інтенсифікувався розвиток некрозу, який 

усувався додаванням пірувату та/або глутаміну. Збільшення кількості 

блеб плазматичної мембрани внаслідок дії етанолу та холецистокініну 

спостерігали, навпаки, лише після інкубації ацинусів зі сумішшю 

глюкози, глутаміну і пірувату. 

5. Після одноразового введення тваринам етанолу та холецистокініу in vivo 

швидкість роз’єднаного дихання ацинарних клітин знижується, а 

кількість блеб плазматичної мембрани збільшується.   

6. Введення пірувату in vivo підвищує адаптаційну здатність мітохондрій 

ацинарних клітин підшлункової залози щурів за короткотривалої 

хронічної дії етанолу на тлі високожирової дієти. У групі тварин, яким 

вводили етанол, збільшувалася швидкість роз’єднаного дихання за 

окиснення глюкози, швидкість олігоміцин-нечутливого дихання – за 

окиснення глюкози чи поєднання глюкози, пірувату та глутаміну, і 

зменшувалося значення IC50 для FCCP-спричиненої деполяризації 

внутрішньої мембрани мітохондрій за окиснення глюкози, пірувату і 

глутаміну. Цих ефектів не спостерігали у групі тварин, яким вводили 

крім етанолу ще й піруват.  
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