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В регуляции функциональной активности иммунных клеток непосредственное участие принимает пури-
нергическая сигнальная система. В работе изучены микромеханические и функциональные свойства кле-
точной поверхности гранулоцитов при моделировании механического стресса in vitro на крови пациентов,
больных острым лимфобластным лейкозом. В условиях активации элементов пуринергической сигналь-
ной системы установлено повышение концентрации АТФ на 26.7% (Р < 0.05), снижение модуля Юнга гра-
нулоцитов на 6.3% (Р < 0.05), увеличение заряда поверхности на 24% (Р < 0.05) и силы адгезии в системе
эритроцит–гранулоцит на 17.8% (Р < 0.05) по сравнению с контролем. Под влиянием механического
стресса миграционная активность гранулоцитов увеличилась на 24.5% (Р < 0. 05) при этом клетки более
активно использовали мембранный резерв в механизмах регуляции объема по сравнению с интактными
пробами. Полученные данные указывают на ведущую регуляторную роль пуринергической сигнальной
системы, которая модулирует микромеханические и функциональные свойства клеточной поверхности
гранулоцитов при механической деформации клеток крови в условиях опухолевого процесса. Получен-
ные результаты могут быть учтены при поиске и разработке фармакологических регуляторных мишеней,
направленных на улучшение транскапиллярного обмена при развитии патофизиологических процессов у
больных лейкозом.
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верхности, осомрегуляторные реакции, миграционная активность
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Пуринергическая сигнальная система играет
ключевую роль в регуляции функциональной актив-
ности иммунных клеток, межклеточной коммуника-
ции и обладает спектром биологических воздействий
на функции как нормальных, так и опухолевых кле-
ток (Junger, 2011). В частности, рядом исследований
продемонстрирована способность внеклеточных
нуклеотидов (АТФ, АДФ, УТФ, УДФ) регулировать
пролиферацию клеток, миграцию и смерть в зависи-
мости от экспрессии подтипа пуринергического ре-
цептора и концентрации нуклеотидов во внеклеточ-
ной середе (Di Virgilio et al., 2001; Swennen et al., 2005).
Согласно современным представлениям паракрин-
ный механизм регуляции, реализуемый через пури-
нергические рецепторы на поверхности иммунных
клеток, позволяет им распознавать АТФ, высвобож-
денный из других клеток организма, в результате че-

го гранулоциты-фагоциты мигрируют в места воспа-
ления и способствуют клиренсу антигенов и апопти-
ческих клеток (Elliot et al., 2009).

Доказано, что в микроциркуляторном русле ос-
новными поставщиками внеклеточной АТФ явля-
ются эритроциты, которые высвобождают АТФ в от-
вет на механический стресс, воздействие β-адренер-
гических агонистов, аналогов простагландинов, при
снижении кислородного напряжения, ацидозе или
набухании (Leal et al., 2013). Несмотря на детальное
описание семейства пуринергических рецепторов на
клеточной поверхности (Corriden, Insel, 2010; Burns-
took, 2015) и механизмы их активации (Bao et al.,
2014), мало что известно о влиянии пуринергиче-
ской сигнальной системы на свойства плазмалеммы
иммунных клеток, функционирующих в условиях
опухолевого роста и изменяющихся в процессе меж-
клеточного взаимодействия.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
микромеханических свойств клеточной поверхно-

Принятые сокращения: АСМ – атомно-силовая микроскопия;
ОЛЛ – острый лимфобластный лейкоз; ТХУ – трихлоруксусная
кислота; ЭДТА-К3 – этилендиаминтетраацетат калиевая соль.
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сти гранулоцитов (упруго-эластических, электриче-
ских и адгезивных), а также способности клеток к
миграции и регуляции своего объема в условиях ак-
тивации элементов пуринергической сигнальной
системы in vitro на крови пациентов больных острым
лимфобластным лейкозом (ОЛЛ). Для решения по-
ставленной задачи в качестве естественной модели
опухолевого процесса был выбран ОЛЛ, при кото-
ром в системе крови циркулируют лимфобласты, не
способные выполнять функции иммунологического
надзора. В этих условиях гранулоциты являются
единственными полноценными клетками, которые
поддерживают реализацию иммунных реакций в
микроциркуляторном русле и непосредственно
участвуют в межклеточных коммуникациях.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
В эксперименте использована кровь больных

ОЛЛ (n = 10), поступивших в клинико-диагностиче-
ское отделение областной клинической больницы
г. Белгорода. Отбор проб осуществлен после точной
постановки диагноза, забор крови проводили у всех
пациентов до лечения. Возраст пациентов разнился
в пределах 18–45 лет, по полу пробы крови не разде-
ляли, так как половые различия по числу и морфоло-
гии белых клеток крови отсутствуют. Венозную
кровь собирали в вакуумные пробирки Vacuette K3E,
содержащие сухую ЭДТА-К3 в концентрации 2.0 мг
на 1 мл крови (0.006843 моль/литр). Эксперименты
выполнены с соблюдением требований Хельсин-
ской декларации после получения предварительного
информированного согласия от участников в соот-
ветствии с рекомендациями Декларации по этиче-
ским принципам медицинских исследований, в ко-
торых участвуют люди (принята 52-ой Генеральной
Ассамблеей Всемирной Медицинской Ассоциации,
Эдинбург, Шотландия, октябрь, 2000 г.).

С целью активации элементов пуринергических
сигнальных путей в работе использовали инъекцион-
ную модель механического стресса in vitro (Oonishi et al.,
1997), максимально приближенную к физиологиче-
ским параметрам микроциркуляторного русла (Traut-
mann, 2009). Каждую пробу взятой крови делили на
две части – контрольную и экспериментальную.
Экспериментальные пробы подвергали стрессу,
контрольные – оставляли интактными. И в тех, и
других пробах измеряли концентрацию АТФ коло-
риметрическим методом (Алейникова, Рубцова,
1998). Кровь в объеме 0.5 мл помещали на ледяную
баню и добавляли 5 мл 5%-ного раствора ТХУ. Экс-
трагирование АТФ выполняли в течение 5 мин, пе-
ремешивая содержимое пробирки, к которой добав-
ляли 5 мл 0.9%-ного физиологического раствора и
продолжали экстракцию на холоде в течение 5 мин.

Полученный экстракт делили на 2 пробирки по
0.5 мл в каждой. В пробирку № 1 добавляли 1 М со-
ляной кислоты, 1 мл 1 М раствора гидроксида на-
трия и 7.5 мл 0.9%-ного раствора хлорида натрия. В

пробирку № 2 добавляли 1 мл 1 М раствора соляной
кислоты и помещали ее в кипящую водяную баню
для гидролиза фосфатных связей. Затем раствор
охлаждали и добавляли 1 мл 1 M раствора гидрокси-
да натрия и 7.5 мл 0.9%-ного раствора хлорида на-
трия. Из обеих пробирок по 5 мл жидкости перено-
сили в пробирки № 3 (без кипячения) и № 4 (после
кипячения). В каждую из них добавляли по 0.5 мл
1%-ного раствора молибдата аммония, 0.5 мл аскор-
биновой кислоты и 2 мл 0.9%-ного раствора хлорида
натрия. В каждой пробирке смесь перемешивали и
оставляли стоять при комнатной температуре в тече-
ние 10 мин. Измеряли оптическую плотность в про-
бирках № 3 и № 4 на фотометре КФК-3 (Россия,
2015) при длине волны 670 нм против физиологиче-
ского раствора. Концентрацию АТФ рассчитывали
по разности оптических плотностей между пробирка-
ми № 4 и № 3, используя для этого калибровочный
график. При построении калибровочного графика
использовали раствор фосфат-ионов (ГСО 7791-
2000) в концентрации от 50 до 500 мкг/мл с шагом в
50 мкг/мл. Измерение АТФ выполняли трижды для
каждой пробы.

Микромеханические свойства плазмалеммы гра-
нулоцитов изучали с использованием методов атом-
но-силовой микроскопии (АСМ). Упруго-эластиче-
ские свойства плазмалеммы оценивали по числовым
данным модуля Юнга. Из каждой пробы сканирова-
ли по 20 клеток. Для сканирования гранулоцитов
были сконструированы модифицированные АСМ-
зонды на основе типлесса и полимерных микросфер
с радиусом закругления 5 мкм (Скоркина и др.,
2012). Полученные в результате выполнения АСМ-
спектроскопии силовые кривые подвода и отвода
использовали для вычисления силы взаимодействия
между зондом и клеточной поверхностью. Обработ-
ку силовых кривых и расчет модуля Юнга (мкРа)
проводили, используя программный продукт Nova
(NT-MDT, Зеленоград, Россия, 2011).

Заряд клеточной поверхности гранулоцитов оце-
нивали, измеряя потенциал поверхности в режиме
зонда Кельвина на АСМ, используя кантилеверы с
токопроводящим титановым покрытием серии
NSG03/TiN (Nanoworld, США). Готовили суспен-
зию клеток для измерения потенциала поверхности,
которую помещали на обезжиренную металличе-
скую подложку. Для приготовления суспензии лей-
коциты крови отмывали изотоническим раствором
хлорида натрия в течение 5 мин. Фиксацию осу-
ществляли 0.25%-ным раствором глутарового альде-
гида в течение 20 мин, затем суспензию гранулоци-
тов дважды отмывали изотоническим раствором
хлорида натрия по 5 мин (Сладкова, Скоркина,
2014). Из каждой пробы сканировали по 20 клеток.
Обработку полученных сканов проводили в про-
грамме Nova, используя инструмент “Point Instru-
ments” и рассчитывая значение поверхностного по-
тенциала в 10 участках каждой клетки.
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Силу межклеточной адгезии измеряли на АСМ в
режиме силовой спектроскопии во влажной камере.
Для измерения конструировали биосенсорный чип,
изготовленный на основе нативного эритроцита и
типлесса HA_C/tipless (США), который обрабатыва-
ли 2%-ным раствором желатина. Для этого на сере-
дину обезжиренного предметного стекла наносили
каплю приготовленного раствора желатина, по бо-
кам от нее на один край наносили каплю суспензии
лейкоцитов, на другой край – каплю суспензии
эритроцитов. Проводили спектрометрирование на
АСМ в участке препарата, где расположена капля
желатина, затем изменяли область сканирования,
перемещаясь на противоположный край препарата,
где расположена суспензия эритроцитов. Под кон-
тролем оптической системы микроскопа выбирали
участок с отдельно лежащим эритроцитом и спек-
трометрировали, надавливая на клетку, и в результа-
те получали клеточный биосенсор. Силу прижатия
зонда к клетке оценивали по закону Гука:

где, x – смещение конца балки кантилевера, нм; k –
константа жесткости балки зонда, Н/м.

Далее проводили подвод кантилевера на проти-
воположный край стекла, где располагалась суспен-
зия лейкоцитов, под контролем оптической системы
микроскопа находили отдельно лежащие грануло-
циты и проводили процедуру силовой спектроско-
пии, надавливая биосенсорным чипом на клетку
(Скоркина и др., 2017). Силу адгезии измеряли меж-
ду эритроцитом и гранулоцитом, регистрируя сило-
вые кривые с поверхности 20 клеток. Силы адгезии
рассчитывали с помощью программного продукта
Nova (см. выше).

Функциональные свойства плазмалеммы грану-
лоцитов исследовали в тестах с гипоосмотической
нагрузкой in vitro и миграционном тесте. Тесты с ги-
поосмотической нагрузкой выполняли с целью
оценки осморегуляторных реакций гранулоцитов за
счет дополнительных мембранных структур, зало-
женных в складчатости плазмалеммы и используе-
мых груналоцитами в регуляции своего объема. Сус-
пензию лейкоцитов в экспериментальных и кон-
трольных пробах делили на 2 части: к первой
добавляли равное количество аутологичной плазмы,
ко второй – гипотонического раствора хлорида на-
трия (0.45%). Формировали суспензионные препа-
раты из каждой пробы, в которых через каждые 30 с
регистрировали изображения нативной суспензии
лейкоцитов с помощью лазерного сканирующего
конфокального микроскопа Nikon (TokyoByoke,
Япония), используя программное обеспечение Nis-
Elements Documentation (ver. 2.32, TokyoByoke, 2011).
Длительность гипоосмотической нагрузки составила
5 мин. На полученных изображениях измеряли диа-
метр 50 гранулоцитов из каждой пробы. На основе за-
меров диаметров рассчитывали объем и площадь по-
верхности клетки. Относительный мембранный ре-

,F kx=

зерв, заложенный в складчатости плазмалеммы и
используемый клетками в регуляции объема при ги-
поосмотической нагрузке, рассчитывали согласно
формуле:

где Mотн – относительный мембранный резерв клет-
ки, мкм–1; Sг – площадь поверхности клетки в гипо-
тонической среде, мкм2; Sп – площадь поверхности
клетки в аутологичной плазме, мкм2; Vп – объем
клетки в аутологичной плазме, мкм3.

Интенсивность использования клеткой относи-
тельного мембранного резерва оценивали, вычисляя
его как процентную долю от потенциального мем-
бранного резерва, принимаемого за 100%.

Результаты экспериментальных исследований
обрабатывали методами вариационной статистики.
Достоверность различий между контрольными и
эксперименталными пробами при нормальном рас-
пределении признака определяли с использованием
t-критерия Стьюдента при P < 0.05. Для анализа не-
параметрических данных использовали U-критерий
Манна–Уитни при P < 0.05. В работе приведены
значения средней величины и ее статистической
ошибки.

Использованные реактивы. ТХУ и аскорбиновая-
L(+) кислота (Sigma, США); молибдат аммония и
глутаровый альдегид (Sigma-Aldrich, США); соляная
кислота и гидрооксид натрия (PanReac AppliChem,
Испания); хлорид натрия (ООО Гематек, Россия);
фосфат-ионы (ГСО 7791-2000) и желатин (АО Лен-
Реактив, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ
В крови больных ОЛЛ число лейкоцитов было

увеличено и составляло 14.23 ± 0.15 × 109 л–1, из них
88.4 ± 1.5% – бластные формы лимфоидного ростка
кроветворения (рис. 1).

Под влиянием механического стресса концентра-
ция АТФ в крови увеличилась на 26.7% (Р < 0.05) по
сравнению с контролем (рис. 2). Модуль Юнга кле-
точной поверхности гранулоцитов снизился на 6.3%
(Р < 0.05), при этом сила адгезии в системе эритро-
цит–гранулоцит увеличилась на 17.8% (Р < 0.05) по
сравнению с контролем (табл. 1). Клеточная поверх-
ность гранулоцитов потеряла отрицательный заряд,
в результате чего потенциал поверхности повысился
на 24% (Р < 0.05) по сравнению с контролем.

Наряду с изменением микромеханических
свойств клеточной поверхности, установлено влия-
ние смоделированной нагрузки на клеточную по-
движность и способность клеток регулировать свой
объем. Так, в экспериментальных пробах миграци-
онная активность гранулоцитов увеличилась на 24.5%
(Р < 0.05) по сравнению с контролем (см. табл. 1).

В экспериментальных пробах гранулоциты боль-
ных ОЛЛ более активно использовали мембранный

( )отн г п п/ ,M S S V= −
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резерв для регуляции объема в условиях механиче-
ского стресса (рис. 3); интенсивность использова-
ния мембранного резерва гранулоцитами постепенно
увеличивалась. На 0.5-й мин использование мембран-
ного резерва клеткой возросло на 70.4% (Р < 0.05), на
2-ой мин – на 64.4% (Р < 0.05), на 3-ей мин – на
61.6% (Р < 0.05) по сравнению с контролем. На
3.5 мин инкубации гранулоциты использовали 100%
мембранного резерва для регуляции своего объема,
затем (с 4-ой по 5-ю мин) использование мембран-
ного резерва составило около 45%, что превышало
показатели контрольной группы примерно в 2 раза.
В целом, наблюдали один период регуляторного уве-
личения объема в течение первых 3.5 мин инкуба-
ции. В контрольной группе проб установлено чере-
дование коротких 30-секундных периодов регуля-
торного уменьшения объема, которые сменялись
такими же периодами увеличения объема. Такие
флуктуации объема наблюдали в течение 4 мин ин-
кубации.

ОБСУЖДЕНИЕ

На модели механического стресса in vitro опосре-
дованно установлено высвобождение АТФ из клеток
крови. Полученные данные согласуются с результа-
тами, представленными в литературе, и указывают
на экскрецию в межклеточное пространство моле-
кул АТФ клетками крови в ответ на силовое воздей-
ствие со стороны смещающихся слоев плазмы
(Sprague et al., 2007; Bao et al., 2014). Известно, что
при механическом стрессе АТФ может высвобож-
даться из нормальных или опухолевых клеток по-
средством экзоцитоза АТФ-содержащих везикул,
либо селективного оттока через мембранные каналы
или неселекивного нарушения целостности мембра-
ны (Lazarowski, 2012). Нормальные эритроциты и
полиморфно-ядерные лейкоциты высвобождают
АТФ через канал паннексин-1. Однако, в эритроци-
тах в процесс высвобождения АТФ вовлечен путь
трансдукции сигнала, требующий наличия специфи-
ческой мембранно-связанной аденилатциклазы,
цАМФ, протеинкиназы А и непосредственной стиму-
ляции G-белка (Olearczyk et al., 2004; Montalbetti et al.,
2010), в то время как в лейкоцитах АТФ высвобожда-
ется через канал панексин-1 на лидирующем крае
клетки (Chen et al., 2010; Bao et al., 2013). При апо-
птозе лейкемических Т-клеток установлена цен-
тральная роль каналов паннексин-1 при выделении
АТФ (Chekeni et al., 2010).

В настоящее время доказано, что клеточная по-
верхность иммунных клеток обладает набором пури-
нергических рецепторов с разной нуклеотидной се-
лективностью, аффинностью и способностью обра-
зовывать гетеромерные каналы (Di Virgilio, Vierich,
2015). Нами установлено, что при повышении кон-
центрации АТФ в среде микроокружения, снижает-
ся жесткость клеточной поверхности и увеличивает-
ся сила адгезии между эритроцитами и лейкоцита-
ми. С точки зрения физиологии микроциркуляции
крови, снижение жесткости клеточной поверхности
лейкоцитов имеет физиологическое значение, так
как позволяет этим клеткам легче деформироваться
и продвигаться по мелким сосудам. Это особенно
важно при циркуляции в кровотоке бластных форм,
способных формировать очаги лейкостаза в мелких
сосудах у больных ОЛЛ (Ali et al., 2016).

Под влиянием механического стресса в экспери-
менте удалось установить потерю части отрицательно-
го заряда гранулоцитами, что способствовало увеличе-
нию силы адгезии между эритроцитом и гранулоци-
том. Данный факт указывает на физиологическую роль
эритроцитов в усилении адгезивной функции лейко-
цитов. Согласно модели Lattica-Bolcmana в “вирту-
альном кровеносном сосуде” происходит “обтека-
ние” лейкоцитов эритроцитами и формируются
условия для роллинга лейкоцитов по поверхности
эндотелиальной стенки в микроциркуляторном рус-
ле (Migliorini et al., 2002). Не исключено, что это яв-
ление стимулирует миграционную активность лей-

Рис. 1. Лимфобласты периферической крови больного
ОЛЛ. Мазок, окраска по Романовскому-Гимзе. Об.:
100×.

Таблица 1. Функциональные свойства поверхности гра-
нулоцитов больных ОЛЛ

Примечание. Различие между показателями контрольной и экс-
периментальной группы достоверны при Р < 0.05 по t-критерию
Стьюдента* или Манна−Уитни**.

Параметр Контроль Механический 
стресс

Модуль Юнга, мкРа 6.21 ± 0.02 5.84 ± 0.02*
Сила адгезии в системе “эрит-
роцит−гранулоцит”, нН

21.2 ± 0.3 25.8 ± 0.4**

Потенциал поверхности, мВ –19.0 ± 0.8 –10.8 ± 0.6*
Миграционная активность 
гранулоцитов, %

25.5 ± 0.3 33.8 ± 0.3*
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Рис. 2. Изменение концентрации АТФ в крови больных
ОЛЛ под влиянием механической нагрузки (МН) in vitro.
Различие с контролем (К) достоверно при *Р < 0.05 (t-
критерий Стьюдента).
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коцитов. Следовательно, при механической дефор-
мации в микрососудах элементы пуринергической
сигнальной системы выполняют регуляторную
функцию, запуская каскад процессов, направлен-
ных на изменение функциональных свойств плазма-
леммы гранулоцитов, что снижает жесткость, заряд

клеточной поверхности и обеспечивает увеличение
адгезивных свойств и миграционной активности
гранулоцитов. Кроме того, изменение этих свойств
поверхности позволяет гранулоцитам более эффек-
тивно использовать мембранный резерв для регуля-
ции объема при прохождении через мелкие сосуды,
что сохраняет целостность клетки при значительных
деформациях у пациентов больных ОЛЛ.

Таким образом, установлены физиологические
ответы клеточной поверхности гранулоцитов у боль-
ных ОЛЛ при моделировании механического стрес-
са (in vitro). В ответ на увеличение концентрации
АТФ в крови выявлено снижение жесткости клеточ-
ной поверхности, повышение потенциала поверхно-
сти и увеличение силы адгезии между эритроцитом и
гранулоцитом. Изменение функциональных
свойств плазмалеммы гранулоцитов позволяет клет-
кам более интенсивно испоьзовать запасы мембран-
ного резерва для регуляции клеточного объема и ми-
грационной активности.

Полученные данные указывают на ведущую регу-
ляторную роль пуринергической сигнальной систе-
мы, которая модулирует функциональные свойства
клеточной поверхности гранулоцитов при механи-
ческой деформации клеток крови в условиях опухо-
левого процесса. Выявленные адаптивные ответы
клеточной поверхности позволяют гранулоцитам
эффективно выполнять свою иммунную функцию и

Рис. 3. Интенсивность использования мембранного резерва (МР) гранулоцитами больных ОЛЛ в тесте с гипоосмотической
нагрузкой in vitro в течение 5-минутной экспозиции. Значения всех столбиков достоверно отличаются от контроля (светлые
столбцы) при Р < 0.05 (t-критерий Стьюдента). Вертикальные отрезки – доверительный интервал для среднего значения по
выборке из конечной генеральной совокупности.
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сохранять оптимальные параметры циркуляции
крови в мелких сосудах при развитии ОЛЛ. Полу-
ченные экспериментальные данные имеют значение
при изучении механизмов межклеточных взаимо-
действий в микроциркуляторном русле и могут быть
учтены при поиске и разработке фармакологических
регуляторных мишеней, направленных на улучше-
ние транскапиллярного обмена при развитии пато-
физиологических процессов у больных лейкозом.
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FUNCTIONAL PROPERTIES OF CELL SURFACE OF GRANULOCYTES 
AT MODELING OF ACTIVATION ELEMENTS OF PURINERGIC 

SIGNALING SYSTEM
M. Yu. Skorkinaa, *, T. S. Shevchenkoa, E. A. Sladkovaa, and L . R. Zakirovaa

aBelgorod State National Research University, Department of Biochemistry, Belgorod, 308015 Russia
*e-mail: skorkina@bsu.edu.ru

In the regulation of the functional activity of immune cells, a purinergic signaling system is directly involved. In the
performed study the micromechanical and functional properties of granulocytes surface at the modeling of mechan-
ical stress in vitro were investigated in the blood of patients with ALL. In the condition of the activation of elements
of purinergic signaling system the increase of ATP concentration by 26.7% (P < 0.05) and charge of surface by 24%
(P < 0.05), the decrease of Young’s module by 6.3% (P < 0.05) and the adhesion force in the system “erythrocyte –
granulocyte” by 17.8% (P < 0.05) as compared with control was established. Under the influence of mechanical
stress, the migration activity of granulocytes increase by 24.5% (P < 0.05) herewith the cell more actively used the
membrane reserve in the volume regulation as compared with intact. The obtained data points out to the leading role
of the purinergic signaling system which modeling the micromechanical and functional properties of the cells surface
of granulocytes at mechanical deformation cells in the conditions of the tumor process. Obtained data can be taken
into account when shearing and developing of pharmacological regulatory targets aimed at the improved of the tran-
scapillary metabolism at the development of the pathophysiological process in the patients with leukemia.

Keywords: granulocytes, Young’s module, adhesion force, surface potential, osmoregulation reactions, migration ac-
tivity
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