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З використанням конфокальної мікроскопії зареєстровано депокерований 
вхід Са2+ у секреторні клітини слинних залоз личинки лінії Drosophila melanogaster, 
яка селективно експресує Са2+-сенсор G-CaMP1.6. Для вивільнення іонів Са2+ із 
внутрішньоклітинних депо використовували Са2+-іонофор іономіцин або блока-
тор Са2+-помпи ендоплазматичного ретикулуму тапсигаргін. Додавання цих речо-
вин до безкальцієвого середовища спричиняло незначне і нетранзієнтне зростан-
ня концентрації цитозольного Са2+ у секреторних клітинах. Внаслідок збільшення 
позаклітинної концентрації Ca2+ до 2 ммоль/л відбувалося значне зростання рівня 
цитозольного Са2+ в обох випадках. Але за використання іономіцину зростання ци-
тозольного Са2+ у всіх випадках було транзієнтним, причому -індуковані Са2+-
транзієнти від різних клітин фрагмента залози були синхронними і зумовлювались, 
очевидно, як активацією депокерованого входу Са2+, так і його надходженням із 
позаклітинного середовища внаслідок іонофоретичного обміну. У разі спустошен-
ня депо тапсигаргіном збільшення позаклітинної концентрації Са2+ у частині клітин 
спричиняло швидкі транзієнти цитозольного Са2+, у частині – повільні транзієнти, 
які змінювалися нетранзієнтним зростанням рівня цитозольного Са2+, а в частині – 
лише нетранзієнтне зростання рівня цитозольного Са2+. Такі відмінності -інду-
кованих Са2+-транзієнтів у різних клітинах за використання тапсигаргіну зумовлені, 
мабуть, тим, що у їх генеруванні беруть участь не лише депокеровані Са2+-канали,  
а й інші Са2+-транспортувальні системи плазматичної мембрани і внутрішньоклі-
тинних органел.

Ключові слова: секреторні клітини, слинні залози, депокерований вхід Са2+, 
Са2+-транзієнти, іономіцин, тапсигаргін, Drosophila melano-
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ВСТУП 

В електрично незбудливих клітинах надходження іонів Са2+ є необхідним для 
регулювання багатьох процесів, зокрема експресії генів, росту клітин і їх проліфе-
рації, екзоцитозу, апоптозу тощо. Основним шляхом надходження Са2+ у ці кліти-
ни, як вважають, є депокерований, або ємнісний [20], при якому спустошення вну-
трішньоклітинних депо Са2+ активує Са2+-канали плазматичної мембрани [23]. Зна-
чним поштовхом у з’ясуванні механізмів регулювання цих каналів і ролі у різнома-
нітних фізіологічних процесах було нещодавнє відкриття важливих компонент де-
покерованого входу Са2+ – білків Stim [12, 25] та Orai [7]. 

Stim (stromal interacting molecule) – це трансмембранний білок, який віді-
грає роль своєрідного Са2+-сенсора ендоплазматичного ретикулуму. Причому  
у Drosophila melanogaster експресується тільки один ген Stim, тоді як у ссавців – 
два (Stim1 і Stim2) [23]. 

Трансмембранний білок Orai є компонентою Са2+-каналу плазматичної мемб-
рани, який активується вивільненням Са2+ із депо (CRAC-каналу). У Drosophila він 
кодується геном olf186-F [25], а у людини три ізоформи цього білка (Orai1, Orai2, 
Orai3) кодуються трьома генами – TMEM142A, TMEM142B, TMEM142C [9]. 

Попередніми дослідженнями із використанням генспецифічних праймерів було 
показано експресію гена olf186-F у слинних залозах личинки Drosophila [4]. Це може 
свідчити про важливе значення депокерованого входу іонів Са2+ у секреторних кліти-
нах слинних залоз личинки дрозофіли для підтримання Са2+-гомеостазу. Проте не-
обхідно отримати функціональне підтвердження цього припущення, що було осно-
вною метою наших досліджень із застосуванням методів конфокальної мікроскопії.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ
Дослідження проведені на слинних залозах личинок лінії Drosophila 

melanogaster, яка селективно експресує Са2+-сенсор – G-CaMP1.6 у секреторних 
клітинах. Для цього провели таке схрещування:

♂ C155 Gal 4 × ♀ UAS-G-CaMP1.6. 
G-CaMP1.6 [18] – це вдосконалений класичний G-CaMP, до складу якого вхо-

дить молекула білка cpGFP, кальмодулінзв’язуючий пептид М13 (фрагмент кінази 
легкого ланцюга міозину) та кальмодулін [17]. Його флуоресценція є у 40 разів ви-
щою завдяки, головним чином, підвищенню квантового виходу. G-CaMP1.6 експре-
сується у цитоплазмі, володіє порівняно із класичним G-CaMP вищою афінністю 
до іонів Са2+ (Kd=146 нмоль/л, коефіцієнт Хілла – 3,8, Fmax/Fmin=4,9) та меншою чут-
ливістю до рН середовища [18]. 

Дрозофілу вирощували на стандартному поживному декстрозному середови-
щі при температурі 22–25ºС. Слинні залози виділяли із личинок третього віково-
го періоду у розчині, що містив (ммоль/л): NaCl – 150, KCl – 5, CaCl2 – 1, MgCl2 – 1, 
HEPES – 20, сахароза – 3,55; pH 7,2. В експериментах також використовували без-
кальцієвий розчин, у якому 1 ммоль/л CaCl2 еквімолярно заміняли на MgCl2 і до-
давали ЕГТА до кінцевої концентрації 1 ммоль/л. Для інгібування Са2+-помпи ен-
доплазматичного ретикулуму використовували тапсигаргін (Sigma) у концентрації  
10 мкмоль/л. Пасивне спустошення внутрішньоклітинних депо викликали також 
використанням 10 мкмоль/л іономіцину (Sigma). 

Після виділення слинні залози поміщали у чашки Петрі з вихідним або безкаль-
цієвим розчином і закріпляли їх у штативі інвертованого мікроскопа (Olympus, Japan). 
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Са2+-залежні зміни флуоресценції білка G-CaMP1.6 після обробки слинних залоз іо-
номіцином і тапсигаргіном досліджували за допомогою конфокального лазерного ска-
нуючого мікроскопа Olympus Fluoview1000 (Olympus, Japan), використовуючи об’єктив 
10×/NA 0.4, або Yokogawa spinning disс – Andor&Olympus (Yokogawa/Andor/Olympus, 
Japan) зі застосуванням об’єктива 20×/NA 0,7. В обох випадках як джерело збуджуючо-
го світла (довжиною 488 нм) використовували багатохвильовий аргоновий лазер. До-
вжина хвилі флуоресцентного випромінювання була у межах 510–520 нм. 

Протягом кожного з експериментів у полі зору фокусували ділянку залози, що 
складалася приблизно із 10–15 клітин, і сканували її у часі: 3–5 хв – у контролі, а 
після додавання іономіцину, тапсигаргіну або СаСl2 – ще 20 хв. Результати отрима-
ли у вигляді серії зображень сфокусованого фрагмента залози зі змінами її флуо-
ресценції протягом усього часу. Загальний час інкубування не перевищував 45 хв.  
Кожний експеримент серії повторювали 3–7 разів.

Аналіз отриманих зображень проводили з використанням програмного забез-
печення FV10-ASW1.3 (для Olympus Fluoview1000) та Andor iQ1.8.1 (для Yokogawa 
spinning disk – Andor&Olympus), беручи до уваги інтенсивність флуоресценції як 
від фрагмента залози, так і  від окремих клітин. 

Для того, щоб з’ясувати природу висхідної і низхідної частин піку, отриманого 
внаслідок заміни вихідного безкальцієвого розчину Са2+-вмісним, ми порівняли швид-
кість його наростання і спадання. Для розрахунку швидкості наростання і спадання 
транзієнта амплітуду його висхідної або низхідної частини (в ум. од.) ділили на її три-
валість (у с). 

Статистичне опрацювання даних здійснювали з використанням програмного 
пакета для персональних комп’ютерів Microsoft Excel, достовірність змін визнача-
ли за t-критерієм Стьюдента. 

РЕЗУЛЬТАТИ І ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
Методичним підходом для активації депокерованого входу Са2+ у клітини є спусто-

шення його внутрішньоклітинних депо [19]. Цього можна досягнути різними шляхами: 
1) фізіологічно – за рахунок підвищення рівня інозитол-1,4,5-трифосфату 

(ІФ3) [20], або 
2) шляхом його пасивного спустошення – з використанням інгібіторів актив-

ного транспорту Са2+ в ендоплазматичного ретикулум тапсигаргіну, цикло-
піазонієвої кислоти чи 2,5-тетра-бутилгідроксихінону [19]. 

Са2+-іонофори, зокрема A23187 та іономіцин, також можуть бути використані 
з метою пасивного спустошення внутрішньоклітинних депо Са2+, хоча спричиню-
ють надходження іонів Са2+ у клітину і через плазматичну мембрану за принципом 
електронейтрального Са2+/2Н+-обміну [6]. Іономіцин з цією метою було використано 
у багатьох незбудливих клітинах: в ацинарних клітинах підшлункової залози мишей 
[10], у лінії клітин молочної залози та клітин раку підшлункової залози, базофіль-
ної лейкемії щурів [3] і в HeLa-клітинах [5]. Тому на першому етапі ми зосередили 
свої зусилля на дослідженні можливості використання іономіцину для спустошен-
ня внутрішньоклітинних депо секреторних клітин слинних залоз личинки Drosophila. 
Для цього слинні залози личинки спочатку інкубували у безкальцієвому середовищі 
протягом 5 хв, після чого їх обробляли іономіцином. Інкубування продовжували ще  
20 хв, одночасно скануючи сфокусовану ділянку однієї з них. На рис. 1, Б представ-
лено зміну інтенсивності флуоресцентного сигналу, отриманого від фрагмента за-
лози (1) та окремих клітин цього фрагмента (2) до і після обробки іономіцином. 
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Як видно, внаслідок аплікації іономіцину спостерігається статистично досто-
вірне (n = 30, Р ≤ 0,01), але незначне і нетранзієнтне підвищення флуоресценції 
від 1089,55 ± 26,35 до 1212,67 ± 31,48 ум. од., тобто на 11% (рис. 1, В). Це підви-
щення інтенсивності флуоресценції свідчить про незначне збільшення цитозоль-
ної концентрації іонів Са2+. Причому таке іономіциніндуковане зростання цитозоль-
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Рис. 1. Активація депокерованого входу Са2+ у секреторні клітини слинних залоз личинки Drosophila 
melanogaster за використання іономіцину: А – конфокальні фотографії фрагмента залози (а –  
у контролі; б – після обробки іономіцином; в, г, д, е – після збільшення [Са2+]е до 2 ммоль/л); Б – Са2+-
сигнали, зареєстровані від цього фрагмента (1) і його 10-ти окремих клітин (2); В – зміна вмісту ци-
тозольного Са2+ у секреторних клітинах за дії іономіцину і збільшення позаклітинної [Са2+]; [Ca2+]e = 0  
і 2 ммоль/л відповідно, [іономіцин] = 10 мкмоль/л; ** – різниця порівняно з контролем достовір-
на з Р < 0,01; *** – з Р < 0,001, n = 30

Fig. 1. Activation of the store-operated Ca2+ entry into the secretory cells of Drosophila melanogaster larval 
salivary glands under the use of ionomycin: A – confocal images of gland’s region (a – in control; б – 
after ionomycin treatment; в, г, д, е – after increase of [Са2+]е to 2 mmol/l); Б – Ca2+-signals, registered 
from this portion (1) and from its 10 cells separately (2); B – change of the cytosolic Ca2+ content in the 
secretory cells under the influence of ionomycin and increase of extracellular [Ca2+]; [Са2+]е = 0 and  
2 mmol/l respectively, [ionomycin] = 10 μmol/l; ** – difference is significant compare to the control with 
Р < 0,01; *** – with Р < 0,001, n = 30
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ної концентрації Са2+ є наслідком, на нашу думку, вивільнення цих іонів із внутріш-
ньоклітинних депо, оскільки у позаклітинному середовищі їх не було. Це припу-
щення підтверджується тим, що за збільшеної позаклітинної концентрації Са2+ до 
1 ммоль/л іономіцин викликав суттєвіше підвищення (n = 26, Р ≤ 0,001) вмісту ци-
тозольного Са2+ – на 49% (рис. 2, А і Б). У цьому випадку індуковане іономіцином 
зростання флуоресценції, зареєстрованої від фрагмента залози, теж було нетран-
зієнтним. Більше того, протягом 20 хв рівень цитозольного Са2+ поступово підви-
щувався (рис. 2, А).

Цікавим є те, що інтенсивність флуоресцентного сигналу окремих клітин фраг-
мента залози дещо відрізняється. В одних випадках спостерігається виражене зрос-
тання інтенсивності флуоресценції, в інших – її підвищення спочатку змінюється зни-
женням, після чого простежується поступове зростання інтенсивності. Очевидно, це 
пов’язано з поступовим розчиненням іономіцину в мембранах; спочатку – у плазма-
тичній мембрані, внаслідок чого іони Са2+ можуть транспортуватись у цитозоль чи 
позаклітинне середовище за градієнтом концентрації. Згодом іономіцин вбудовуєть-
ся у внутрішньоклітинні мембрани, що спричиняє вивільнення депонованого Са2+ у 
цитоплазму клітин. 

Для активації депокерованого входу Са2+ у секреторні клітини, оброблені іо-
номіцином, збільшували його позаклітинну концентрацію до 2 ммоль/л. Внаслідок 
цього спостерігали суттєве статистично достовірне (n = 30, Р ≤ 0,001) і транзієнтне 
підвищення флуоресценції на 86% (рис. 1, В). Варто зазначити, що у цій серії до-
слідів відповідь як від фрагмента залози, так і від окремих клітин цього фрагмен-
та мала однакову динаміку, що свідчить про синхронність процесу у всіх клітинах.

Рис. 2. Іономіциніндуковані зміни рівня цитозольного Са2+ у секреторних клітинах слинних залоз, інку-
бованих у Са2+-вмісному середовищі: А – Са2+-сигнали, зареєстровані від фрагмента залози (1) 
та його 8-ми окремих клітин (2); Б – зміна вмісту цитозольного Са2+ у секреторних клітинах за дії 
іономіцину; [Ca2+]e = 1 ммоль/л, [іономіцин] = 10 мкмоль/л; *** – різниця порівняно з контролем 
достовірна з Р < 0,001, n = 26

Fig. 2. Ionomycin-induced changes of cytosolic Ca2+ level in the secretory cells of salivary glands, incubated 
in the Ca2+-containing medium: А – Ca2+-signals, registered from gland’s region (1) and from its 8 cells 
separately (2); Б – change of the cytosolic Ca2+ content in the secretory cells under the influence of 
ionomycin; [Ca2+]e = 1 mmol/l; [ionomycin] = 10 μmol/l; *** – difference is significant compare to the 
control with Р < 0,001, n = 26
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Середньоарифметична тривалість транзієнта, розрахована від 30-ти клітин, 
становила 378,0 ± 25,2 с. Швидкість його наростання (15,3 ± 1,49 ум. од./c) вияви-
лася статистично достовірно (n = 30, Р ≤ 0,001) більшою на 80% від швидкості спа-
дання транзієнта (3,06 ± 0,26 ум. од./с), що свідчить про пасивний характер входу 
Са2+ у клітини; низхідна частина піку відображає, мабуть, активне транспортуван-
ня Са2+ у внутрішньоклітинні депо. 

Ми припускаємо, що висхідна частина Са2+-транзієнта пов’язана як з актива-
цією депокерованих Са2+-каналів плазматичної мембрани, так і з надходженням  
іонів Са2+ у клітину із позаклітинного середовища за участю Са2+/2Н+-обміну. Низхід-
на частина цього піку може бути зумовлена, в першу чергу, депонуванням Са2+ у ма-
триксі мітохондрій, які, як відомо, відіграють важливу роль у регуляції депокеровано-
го входу Са2+ у клітини [8]. Слід зауважити, що після спадання Са2+-транзієнта спо-
стерігається вторинне підвищення флуоресценції, можливою причиною чого є па-
сивне вивільнення депонованого Са2+ (з ендоплазматичного ретикулуму і/або міто-
хондрій) внаслідок поступового розчинення іономіцину у внутрішньоклітинних мемб-
ранах протягом тривалого часу інкубування.

Більш адекватним засобом для активації депокерованого входу іонів Са2+ у клі-
тини є використання селективних блокаторів Са2+-помпи ендоплазматичного рети-
кулуму. Тому у подальших серіях досліджень ми спустошували внутрішньоклітинне 
депо Са2+ тапсигаргіном, застосувавши конфокальний мікроскоп Yokogawa spinning 
disс – Andor&Olympus, основною перевагою якого є висока швидкість сканування, 
що дає змогу чіткіше простежувати швидкі Са2+-сигнали. 

З’ясувалося, що за дії тапсигаргіну у концентрації 10 мкмоль/л на слинні за-
лози, інкубовані у безкальцієвому середовищі, рівень флуоресценції статистично 
достовірно (n = 51, Р ≤ 0,05) нетранзієнтно підвищувався на 35% (рис. 3, А і Б). За 
меншої концентрації тапсигаргін не спричиняв значимих змін цитозольного Са2+. 
Тому у подальших дослідженнях з метою пасивного вивільнення іонів Са2+ з депо 
використовувався специфічний інгібітор Са2+-помпи мембрани ендоплазматичного 
ретикулуму у такій досить таки високій концентрації. 

На відміну від цього, збільшення позаклітинної концентрації Са2+ у всіх випад-
ках спричиняло транзієнтне зростання рівня флуоресценції – в середньому на 89% 
(n = 51, Р ≤ 0,001; рис. 3, Б). Але ці транзієнти, слід зазначити, мали складний ха-
рактер і суттєво відрізнялися за своїми часовими й амплітудними параметрами на-
віть у межах однієї залози (рис. 3, А). Зокрема, у 4 клітинах із 10-ти цей Са2+-сигнал 
був представлений швидким транзієнтом, тривалість якого становила приблизно  
360 с. В інших трьох випадках Са2+-сигнал мав хвилеподібний характер протягом часу  
реєстрації – повільний транзієнт змінювався менш вираженим, практично нетран-
зієнтним підвищенням флуоресценції. Амплітуда повільного транзієнта була мен-
шою, ніж амплітуда швидкого транзієнта у вищезгаданих 4-х клітинах. У інших 3-х 
клітинах спостерігалося поступове в часі зростання рівня цитоплазматичного Са2+.

Унаслідок сумації швидких і повільних транзієнтів від різних клітин Са2+-сигнал, за-
реєстрований від фрагмента залози, має виражене плато (тривалістю 60 с). Вторин-
не підвищення флуоресценції від фрагмента залози є відображенням послідовної су-
мації нетранзієнтних підвищень флуоресценції, зареєстрованих від по одиноких клітин.

Цікаво, що за відсутності тапсигаргіну внаслідок заміни безкальцієвого Са2+-
вмісним розчином рівень флуоресценції статистично достовірно (n = 30, Р ≤ 0,001) 
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транзієнтно зростав у всіх клітинах лише на 38% (рис. 4). Цей транзієнт, на нашу 
думку, може бути зумовлений входом іонів Са2+ у клітину за рахунок зворотно-
го режиму функціонування Na+–Ca2+-обмінника, що, як відомо, може активувати-
ся збільшенням позаклітинного Са2+ [1]. Його тривалість становила у середньо-
му 154,2 ± 7,2 с (n = 30). Швидкості наростання та спадання виявилися між собою 
майже однаковими і становили 5,3 ± 0,5 та 5,3 × 0,6 ум. од./с відповідно. Отже,  
у генерації такого транзієнта бере участь одна і та ж Са2+-транспортувальна систе-
ма (наприклад, Na+-Ca2+-обмінник). Крім того, швидкість його наростання виявила-
ся на 65% меншою (n = 30, Р ≤ 0,001) від швидкості наростання транзієнта, спричи-
неного позаклітинним Са2+ (2 ммоль/л) після обробки залоз іономіцином (рис. 1, В). 
Це дає нам підстави стверджувати, що висхідна частина цього транзієнта зумовле-
на активним транспортуванням іонів Са2+ у клітину; ми розглядаємо ці дані як опосе-
редковане підтвердження функціональної активності Na+-Ca2+-обмінника у плазма-
тичній мембрані секреторних клітин слинних залоз личинки дрозофіли. 
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Рис. 3. Активація депокерованого входу Са2+ у секреторні кліти-
ни за використання тапсигаргіну: А – Са2+-сигнали, заре-
єстровані від фрагмента залози (1) та його 10-ти окремих 
клітин (2); Б – зміна вмісту цитозольного Са2+ у секретор-
них клітинах за дії тапсигаргіну і збільшення позаклітин-
ної [Са2+]; [Ca2+]e = 0 і 2 ммоль/л відповідно, [тапсигаргін] =  
10 мкмоль/л; * – різниця порівняно з контролем достовір-
на з Р < 0,05; *** – з Р < 0,001, n = 51

Fig. 3. Activation of the store-operated Ca2+ entry into the secretory 
cells under the use of thapsigargin: А – Ca2+-signals, regis-
tered from gland’s region (1) and from its 10 cells separately 
(2); Б – change of the cytosolic Ca2+ content in the secre-
tory cells under the influence of thapsigargin and increase of 
extracellular [Ca2+]; [Ca2+]e = 0 and 2 mmol/l, [thapsigargin] =  
10 µmol/l; * – difference is significant compare to the control 
with Р < 0,05, *** – with Р < 0,001, n = 51
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Наведені вище дані свідчать, що у секреторних клітинах слинних залоз ли-
чинки Drosophila наявна система депокерованого входу Са2+. Цілком можливо, що  
у депокерованому надходженні Са2+ у ці секреторні клітини важливу роль відіграє 
трансмембранний білок Orai, оскільки попередніми дослідженнями встановлено 
експресію у них гена olf186-F [4]. 
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Рис. 4. Са2+-індуковане зростання цитозольного Са2+ у секреторних клітинах слинних залоз, інкубова-
них у безкальцієвому середовищі: А – конфокальні фотографії фрагмента залози (а – у конт-
ролі; б, в, г – після збільшення позаклітинної [Са2+]e); Б – Са2+-сигнали, зареєстровані від цього 
фрагмента (1) і його 10-ти окремих клітин (2); В – зміна вмісту цитозольного Са2+ у секреторних 
клітинах після збільшення позаклітинної [Са2+]; [Ca2+]e = 0 і 2 ммоль/л відповідно; *** – різниця 
порівняно з контролем достовірна з Р < 0,001, n = 30

Fig. 4. Ca2+-induced increase of the cytosolic Ca2+ in the secretory cells of salivary glands incubated in  
the Ca2+-free medium: A – confocal images of gland’s region (a – in control; б, в, г – after increase of 
[Са2+]е); Б – Ca2+-signals, registered from this portion (1) and from its 10 cells separately (2); B – change 
of the cytosolic Ca2+ content in the secretory cells after increase of extracellular [Ca2+]; [Са2+]е = 0 and  
2 mmol/l respectively; *** – difference is significant compare to the control with Р < 0,001, n = 30
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Тривала стимуляція клітин повинна раніше чи пізніше спричинити вичерпання 
депонованого у внутрішньоклітинних органелах Са2+, оскільки підвищення його кон-
центрації у цитозолі спричиняє активацію не лише Са2+-помпи ендоплазматично-
го ретикулуму, а й Са2+-помпи (і Na+–Ca2+-обмінника, якщо він там є) плазматичної 
мембрани. Особливо це стосується секреторних клітин, функціональна активність 
яких збільшується за рахунок вивільнення депонованого Са2+, а не надходження 
його ззовні. Відомо, що протягом глобальних Са2+-транзієнтів, викликаних секрета-
гогами, така клітина втрачає більше 20% Са2+, вивільненого з внутрішньоклітинних 
депо [25]. Для збудливих клітин основним шляхом надходження позаклітинного Са2+ 

у цитозоль є потенціалкеровані Са2+-канали, хоча певну роль відіграє і депокерова-
ний вхід [22]. Для незбудливих клітин постулюється, що депокерований вхід поза-
клітинного Са2+ є чи не єдиним шляхом поповнення внутрішньоклітинних депо [20]. 
Його наявність показана для ацинарних клітин підшлункової залози щурів [11], лі-
нії клітин раку підшлункової залози [5], ацинарних клітин підщелепних залоз мишей 
[16], привушних і підщелепних залоз людини [14, 15]. Але властивості депокеро-
ваних Са2+-каналів у різних клітинах виявилися різними. Зокрема, депокерований 
Са2+-струм (ISOC) через TRPC1-канали ацинарних клітин підщелепних залоз люди-
ни за своїми електрофізіологічними характеристиками суттєво відрізняється від де-
покерованого Са2+-струму через CRAC-канали (ICRAC), притаманного іншим незбуд-
ливим клітинам [13]. Більше того, експресія гена olf186-F, який кодує компоненту 
CRAC-каналу (білок Orai), не може бути однозначним підтвердженням того, що де-
покерований вхід Са2+ реалізується лише CRAC-каналами. Тому питання про мож-
ливий вклад різних компонент у депокероване надходження Са2+ у секреторні клі-
тини слинних залоз личинки Drosophila залишається відкритим. 

Не зовсім зрозумілим є і те, чому за синхронністю -індуковані Са2+-транзієнти у 
разі спустошення депо іономіцином і тапсигаргіном відрізняються між собою. І причи ну 
цього потрібно шукати, спираючись на відмінності дії цих речовин: іономіцин, на відмі-
ну від тапсигаргіну, не лише порушує здатність ендоплазматичного ретикулуму депо-
нувати Са2+, а й спричиняє втрату функціональної цілісності плазматичної мембрани. 

Втрата функціональної цілісності плазматичної мембрани унеможливлює ви-
ведення Са2+ з клітини системами активного (Са2+-помпами) і вторинно-активного 
(Na+–Ca2+-обмінником) транспортування Са2+. Відповідно, низхідна частина Са2+-
транзієнта у цьому випадку може бути зумовлена лише буферним зв’язуванням 
Са2+ у цитозолі та залишковим депонуванням на фоні недепозалежної інактивації 
депокерованих Са2+-каналів. 

У разі застосування тапсигаргіну Са2+-помпа плазматичної мембрани, активо-
вана збільшенням цитозольної концентрації Са2+, ефективно транспортує його з клі-
тини. Власне, у цьому випадку низхідну частину -індукованого Са2+-транзієнта 
визначають не тільки буферне зв’язування Са2+ у цитозолі та акумулювання у міто-
хондріях, а й активне транспортування з клітини.

Крім того, у секреторних клітинах слинних залоз личинки Drosophila на підста-
ві аналізу змін мембранозв’язаного Са2+ за дії гіперкалієвої деполяризації постулю-
ється наявність потенціалкерованих Са2+-каналів [2]. Внаслідок активації депоке-
рованих Са2+-каналів виникає вхідний струм, що має супроводжуватися деполяри-
зацією плазматичної мембрани і, відповідно, активацією потенціалкерованих Са2+-
каналів. Тому потенціалкеровані Са2+-канали повинні потенціювати ефект депоке-
рованих Са2+-каналів лише у тих випадках, коли обидві системи транспортування 
Са2+ наявні у клітині. Це може бути ще однією причиною, чому відрізняються між 
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собою Са2+-транзієнти, які супроводжують активацію депокерованих Са2+-каналів, 
у різних клітинах слинних залоз. Внаслідок потенціювання активації потенціалке-
рованих і депокерованих Ca2+-каналів у секреторних клітинах, у яких наявні обидві 
системи, і виникає, мабуть, швидкий -індукований транзієнт за використання 
тапсигаргіну. У випадку, коли потенціювання відсутнє, Са2+-транзієнт є повільним. 
При застосуванні іономіцину депокерований вхід Са2+ потенціюється, без сумніву, 
його надходженням із позаклітинного середовища внаслідок іонофоретичного об-
міну. Тому Са2+-транзієнти в усіх клітинах у цьому випадку розвивалися синхронно. 

І, нарешті, причиною нетранзієнтного підвищення рівня цитозольного Са2+ у 
частині клітин за застосування тапсигаргіну є, мабуть, активація Na+–Ca2+-обмінника 
плазматичної мембрани у зворотному режимі внаслідок зростання електрорушійної 
сили транспортування Са2+.

Звичайно, наведені вище припущення про причини відмінностей Са2+-транзієнтів 
значною мірою є гіпотетичними і потребують експериментального підтвердження.

STORE-OPERATED Ca2+-ENTRY INTO THE SECRETORY CELLS OF
Drosophila melanogaster LARVAL SALIVARY GLANDS 
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Confocal microscopy enabled the identification of store-operated Ca2+ entry in the 
sec retory cells of Drosophila melanogaster larval salivary glands, which expresses 
Ca2+ sensor G-CaMP1.6. To release Са2+ from intracellular stores, we used Са2+ iono-
phore ionomycin and endoplasmic reticulum Са2+-pump inhibitor thapsigargin. Addition 
of these compounds to the Са2+-free medium caused slight and non-transient eleva-
tion of the cytosolic Са2+ concentration in the secretory cells. After an increase of Са2+ 
concentration at 2 mmol/l, a significant increase in cytosolic Са2+ level appeared in 
both cases. Although under the use of ionomycin, an increase of cytosolic Са2+ was 
transient in all cases, -induced Са2+-transients from different cells of investigated 
gland’s region were synchronous, and determined by activation of store-operated 
Са2+ entry as well as by its entry from extracellular medium under the ionophoretic 
exchange. In case of emptying stores by thapsigargin, an increase of extracellular Са2+ 
concentration induced in part of the cells, fast transients of cytosolic Са2+, in some  
part – slow primary transients, which changes by non-transient elevation of cytosolic 
Са2+ level, and in another part – only non-transient increase of cytosolic Са2+ level. Such 
differen ces of -induced Са2+-transients in different cells is determined, perhaps, by 
the fact that their generation involved only store-operated Са2+-channels as far as other 
Са2+-transport systems of plasma membrane and intracellular organelles. 

Key words: secretory cells, salivary glands, store-operated Ca2+ entry, Ca2+-tran-
sients, ionomycin, thapsigargin, Drosophila melanogaster, confocal 
microscopy. 
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С использованием конфокальной микроскопии зарегистрирован депоуправ-
ляемый вход Са2+ в секреторные клетки слюнных желез личинки линии Drosophila 
melanogaster, которая селективно экспрессирует Са2+-сенсор G-CaMP1.6. Для 
высвобождения ионов Са2+ из внутриклеточных депо использовали Са2+-ионофор 
ионо мицин и блокатор Са2+-помпы эндоплазматического ретикулума тапсигаргин. До-
бавление этих веществ к безкальциевой среде вызывало незначительное и не тран-
зиентное возрастание концентрации цитозольного Са2+ в секреторных клетках. Вслед-
ствие повышения внеклеточной концентрации Ca2+ к 2 ммоль/л происходило значи-
тельное возрастание уровня цитозольного Са2+ в обеих случаях. При исполь зовании 
иономицина возрастание цитозольного Са2+ во всех случаях было тран зиентным, 
причем -индуцированные Са2+-транзиенты от разных клеток фраг мента железы 
были синхронными и обусловлены, очевидно, как активацией депоуправляемого вхо-
да Са2+, так и его поступлением из внеклеточной среды вследствие ионофоретичес-
кого обмена. В случае опустошения депо тапсигаргином повы шение внеклеточной 
концентрации Са2+ у части клеток вызывало быстрые тран зиенты цитозоли Са2+,  
у части – медленные транзиенты, которые сме нивались нетранзиентным возрастани-
ем уровня цитозольного Са2+, а у части – только нетранзиентное возрастание уровня 
цитозольного Са2+. Такие отличия -индуцированых Са2+-транзиентов в разных 
клетках при использовании тапсигаргина обусловлены, наверное, тем, что в их гене-
рации участвуют не только депоуправляемые Са2+-каналы, но и другие Са2+-транс -
портирующие системы плазматической мембраны и внутриклеточных органелл.

Ключевые слова: секреторные клетки, слюнные железы, депоуправляемый 
вход Са2+, Са2+-транзиенты, иономицин, тапсигаргин, Dro-
sophila melаnogaster, конфокальная микроскопия.
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