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Пуринергическая сигнальная система выполняет ключевую роль в регуляции
межклеточных взаимодействий в микроциркуляторном русле. Практически все
типы клеток осуществляют выброс молекулы АТФ, которая активирует клеточ-
ную поверхность гранулоцитов через семейство пуринергических рецепторов и
обеспечивает эффективное функционирование клеток на различных этапах им-
мунного воспаления. В выполненном исследовании с целью активации элемен-
тов пуринергической сигнальной системы использована модель механического
стресса in vitro. При моделировании условий механической деформации клеток
уровень АТФ в крови увеличился в 2.3 раза по сравнению с контролем, заряд клеточ-
ной поверхности и жесткость снизились соответственно на 47 и 16.8% (р < 0.05), а
сила адгезии между эритроцитом и гранулоцитом возросла на 18% (р < 0.05).
Смоделировав осмотическую нагрузку на клетку после механического стресса
нам удалось опосредованно доказать везикулярный выход АТФ из гранулоцитов
с использованием части запасов мембранного резерва, в результате чего относи-
тельный мембранный резерв, задействованный гранулоцитами в регуляции сво-
его объема, был снижен примерно в 1.5 раза по сравнению с контролем. Полу-
ченные данные указывают на ведущую регуляторную роль молекулы АТФ, кото-
рая выступает паракринным регулятором биофизических свойств плазмалеммы
гранулоцитов в условиях стимуляции механической деформации клеток крови и
аутокринным регулятором в механизмах регуляции клеточного объема. Полу-
ченные экспериментальные данные имеют значение в изучении механизмов
межклеточных взаимодействий в микроциркуляторном русле и могут быть учте-
ны при поиске и разработке фармакологических регуляторных мишеней с целью
поддержания функциональной активности иммунных клеток.
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Пуринергическая сигнальная система является эволюционно древним механиз-
мом межклеточной коммуникации, который, посредством изменения свойств
плазмалеммы клеток крови, запускает физиологические и патофизиологические
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ответы, такие как воспаление [1], миграция [2], дифференцировка [3] и пролифе-
рация лейкоцитов [4], регуляция апоптоза [5].

Известно, что при прохождении эритроцитов через узкие просветы капилляров
в условиях механической деформации они освобождают молекулы АТФ, активно
взаимодействующие с рецепторами Р2Y-семейства на эритроцитарной поверхности,
что приводит к еще более выраженному выбросу АТФ через канал паннексин-1 [6].
В межклеточном пространстве молекула АТФ деградирует в течение нескольких
секунд, расщепляясь семейством эктонуклеотидаз [7] с образованием метаболитов,
которые являются агонистами пуринергических рецепторов, широко представлен-
ных на различных клеточных типах, в том числе и на иммунных клетках. Согласно
работе M.D. Ita [8] на плазмалемме всех полиморфноядерных лейкоцитов экспрес-
сированы рецепторы пуринергической сигнальной системы подтипов Р2Y. Это се-
мейство рецепторов связано с G-белками [9] и активируется АТФ, АДФ, УТФ,
УДФ и УДФ-глюкозой [10].

Семейство пуринергических рецепторов на плазмалемме гранулоцитов активно
участвует в механизмах сигнальной трансдукции, в частности, позволяет им реаги-
ровать на сигнальные молекулы, продуцируемые, например, эритроцитами [11],
тромбоцитами [12] при реализации своих функций. Вместе с тем, при реализации
гранулоцитами физиологических функций при миграции и формировании псевдо-
подий и фагосом [13], в процессах деформации при прохождении клеток крови че-
рез капилляры [14] клетки используют дополнительные мембранные структуры,
заложенные в складчатости плазмалеммы. Эти структуры формируют мембранный
резерв клетки, который задействован ею в процессах жизнедеятельности. В связи с
этим актуальным является изучение вопросов, связанных с участием активации
элементов пуринергической сигнальной системы и их влиянием на биофизические
свойства плазмалеммы (упругость, заряд) и регуляторные возможности мембраны,
задействованные в регуляции объема клетки. Цель исследования – изучить влия-
ние элементов пуринергической сигнальной системы на биофизические свойства
плазмалеммы и использование мембранного резерва гранулоцитами в механизмах
регуляции объема на моделях механического и осмотически индуцированного
стресса in vitro.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В эксперименте использовали кровь здоровых людей (n = 30) в возрасте от 25 до
45 лет, проходивших диспансеризацию на базе областной клинической больницы
г. Белгорода. Забор крови проводили путем пункции вены с участием специализи-
рованного медперсонала. Кровь собирали в вакуумные пробирки Vacuette K3E, со-
держащие сухую ЭДТА К3 в концентрации 2.0 мг (0.006843 моль/л) на 1 мл крови.
Исследования выполнены с соблюдением требований Хельсинской декларации,
получено предварительное информированное согласие участников эксперимента в
соответствии с рекомендациями (Декларация по этическим принципам медицин-
ских исследований, в которых участвуют люди, принятая 52-ой Генеральной Ас-
самблеей Всемирной Медицинской Ассоциации, Эдинбург, Шотландия, октябрь,
2000 г.).

Каждую пробу крови делили на две части – контрольную и опытную. Опытные
пробы крови подвергали механическому стрессу, контрольные – оставались ин-
тактными. Механический стресс in vitro моделировали согласно методу, описанно-
му в работе [15]. В опытных пробах измеряли концентрацию АТФ колориметриче-
ским методом [16]. В исследуемых пробах измеряли оптическую плотность, исполь-
зуя фотометр фотоэлектрический КФК-3 (Россия, 2008) при длине волны 670 нм
против физиологического раствора. Уровень АТФ рассчитывали по разности опти-
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ческих плотностей между пробиркой, в которой провели гидролиз фосфатных свя-
зей, и пробой без гидролиза фосфатных связей, используя калибровочный график.
Для построения калибровочного графика использовали раствор фосфат-ионов
(ГСО 7791-2000) в концентрациях от 50 до 500 мкг/мл с шагом в 50 мкг/мл. Изме-
рение АТФ выполняли в трех повторностях для каждой пробы.

Функциональная активность клеточной поверхности гранулоцитов тесно связа-
на с биофизическими свойствами плазмалеммы, которые изучали с использовани-
ем подходов атомно-силовой микроскопии. Количественно механические свой-
ства плазмалеммы клеток крови оценивали по числовым данным модуля Юнга. В
основе метода регистрации модуля Юнга лежит измерение степени деформации
поверхности образца при взаимодействии его с вершиной зонда АСМ [17]. В рабо-
те использованы модифицированные АСМ-зонды, изготовленные коллективом
авторов на основе полимерных микросфер с радиусом закругления 5 мкм. Измерение
модуля Юнга осуществляли на атомно-силовом микроскопе (АСМ) ИНТЕГРА ВИТА
(конфигурация на базе инвертированного оптического микроскопа Olympus IX-71;
производитель NT MDT, Зеленоград, 2009). Измерения выполнены в режиме си-
ловой спектроскопии согласно алгоритму, описанному в работе [18]. Из каждой
пробы сканировали по 20 клеток, таким образом, общая выборка клеточной попу-
ляции в крови здоровых людей составила по 600 клеток в каждой опытной и кон-
трольной группах.

Электрические свойства мембраны гранулоцитов оценивали, выполняя измере-
ния поверхностного потенциала (ПП) в режиме зонда Кельвина на АСМ. Суспен-
зию клеток для измерения ПП и процедуру измерения осуществляли согласно спо-
собу, изложенному в работе [19]. Использовали кантилеверы с токопроводящим
титановым покрытием серии NSG03/TiN (Nanoworld, США). Из каждой пробы
сканировали по 20 гранулоцитов, проводили обработку полученных сканов в про-
грамме Nova (NT-MDT, Россия).

Изучение механизмов межклеточной адгезии выполнено на АСМ в режиме си-
ловой спектроскопии. Для измерения сил адгезии между эритроцитом и грануло-
цитом конструировали биосенсорный чип, изготовленный на основе нативного
эритроцита и типлесса CSG11 (США) согласно способу, изложенному в работе
[20]. Выбор эритроцита в качестве биосенсора основан на идее о том, что в микро-
циркуляторном русле популяция эритроцитов играет ключевую роль в процессе
маргинации гранулоцитов к сосудистой стенке [21] и их дальнейшей экстравазии
через сосудистую стенку [22]. Силу межклеточной адгезии измеряли в системе
«эритроцит–гранулоцит», регистрируя силовые кривые с поверхности 20 клеток,
таким образом, в исследовании выполнено 600 измерений. Силы адгезии рассчи-
тывали с помощью программного обеспечения Nova (NT-MDT, Зеленоград, 2009).

Учитывая тот факт, что в мембранах гранулоцитов обнаружены механо-осмоти-
ческие датчики в виде каналов TRPV4 [23], которые трансформируют физические
раздражители в Са2+-зависимое высвобождение АТФ [24], в выполненном иссле-
довании была использована модель гипоосмотической нагрузки, приложенной к
гранулоцитам после механического стресса. Использованная модель, с одной сто-
роны, позволила оценить осморегуляторные реакции клетки по длительности пе-
риода регуляторного увеличения объема клетки и возможности клетки восстанав-
ливать свой объем до исходных значений, а с другой стороны пронаблюдать ауто-
кринные эффекты освобожденной молекулы АТФ в ходе набухания.

Лейкоциты из цельной крови в опытных и контрольных пробах выделяли путем
центрифугирования при 1500 об./мин в течение 5 мин. Проводили нагрузочные ги-
поосмотические тесты in vitro. Суспензию лейкоцитов в опытных и контрольных
пробах делили на 2 части: к первой добавляли равное количество аутологичной
плазмы, ко второй – гипотонического раствора хлорида натрия (0.45%).
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Формировали суспензионные препараты из каждой пробы, в которых через
каждые 30 с регистрировали изображения нативной суспензии лейкоцитов с помо-
щью лазерного сканирующего конфокального микроскопа Nikon (TokyoByoke,
2011), используя программное обеспечение Nis-Elements Documentation (ver. 2.32).
Длительность гипоосмотической нагрузки составила 5 мин. На полученных изоб-
ражениях измеряли диаметр 50 клеток из каждой пробы. На основе промеров диа-
метров рассчитывали объем клетки по формуле (1):

(1)

где V – объем клетки, мкм3; R – радиус клетки, мкм.
Рассчитывали относительный мембранный резерв, заложенный в складчатости

плазмалеммы и используемый клетками в регуляции объема при гипоосмотиче-
ской нагрузке, согласно формуле (2):

(2)

где Mотн. – относительный мембранный резерв клетки, мкм–1; Sг – площадь по-
верхности клетки в гипотонической среде, мкм2; Sп – площадь поверхности клетки
в аутологичной плазме, мкм2; Vп – объем клетки в аутологичной плазме, мкм3.

Интенсивность использования относительного мембранного резерва клеткой
оценивали, вычисляя процент относительного мембранного резерва, используемо-
го клеткой от потенциального мембранного резерва, принимаемого за 100%.

Результаты экспериментальных исследований обрабатывали методами вариаци-
онной статистики. Достоверность различий между контрольными и опытными
пробами определяли с использованием t критерия Стьюдента при p < 0.05 в случае
нормального распределения признака и U-критерия Манна–Уитни при p < 0.05
для непараметрических данных. В работе приведены средние величины (М) и ве-
личины статистической ошибки средней (m).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

При активации элементов пуринергической сигнальной системы в условиях ме-
ханической деформации клеток крови in vitro установлено увеличение концентра-
ции АТФ в крови в 2.3 раза по сравнению с контролем (рис. 1).

В условиях механической стимуляции установлено изменение биофизических
свойств плазмалеммы гранулоцитов. В опытных пробах крови, подвергнутых меха-
ническому стрессу in vitro, заряд гранулоцитов стал более отрицательный – снизил-
ся на 47% (р < 0.05) что повлекло за собой увеличение адгезивной активности кле-
точной поверхности (табл. 1).

Сила адгезии между эритроцитом и гранулоцитом возросла на 18% (р < 0.05) по
сравнению с контрольной группой. Кроме того, в условиях механического стресса

= π 34
3

,V R

−= г п
отн.

п
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V

Таблица 1. Биофизические свойства клеточной поверхности гранулоцитов

Примечание. * – статистически значимые различия между показателями по U-критерию Манна–Уитни
(p < 0.05).

Показатели Контроль Опыт

Сила адгезии в системе “эритроцит–гранулоцит”, нН 35.9 ± 0.2 43.9 ± 1.1*
Модуль Юнга гранулоцитов, мкПа 4.16 ± 0.01 3.56 ± 0.02*
Потенциал поверхности гранулоцитов, мV –31.76 ± 1.52 –46.7 ± 4.32*
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Рис. 1. Концентрация АТФ в крови. Опыт – под влиянием механического стресса in vitro, контроль –
интактная кровь. * – статистически значимые различия между показателями в опытной и контрольной
группах по критерию Стьюдента (p < 0.05).
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модуль Юнга, характеризующий жесткость поверхности, снизился на 16.8% (р < 0.05)
по сравнению с контролем.

В тестах с осмотической нагрузкой установлено увеличение объема клеток на
протяжении всего времени инкубации, по сравнению с клетками, помещенными в
аутологичную плазму как в опытных, так и в контрольных пробах. Кроме того, от-
мечено регуляторное сокращение объема клеток в исследуемых пробах к концу по
сравнению с начальными секундами инкубации (табл. 2).

При сравнении изменения объема в гипотонической среде между опытной и
контрольной группами установлено, что фаза регуляторного увеличения объема
гранулоцитов в первые 30 с инкубации менее выражена в условиях активации эле-
Таблица 2. Объем гранулоцитов в тестах с осмотической нагрузкой in vitro

Примечание. * – статистически значимые различия между показателями в плазме и гипотонии по кри-
терию Стьюдента (p < 0.05). V – объем клетки, мкм3.

Время, с
Контроль Модель механического стресса

Vплазма, мкм3 Vгипо, мкм3 Vплазма, мкм3 Vгипо, мкм3

0 443.7 ± 5.1 602.4 ± 7.1* 476.8 ± 4.7 596.6 ± 5.7*
30 452.0 ± 5.0 600.4 ± 6.6* 481.3 ± 4.7 585.4 ± 5.4*
60 451.7 ± 4.8 581.2 ± 6.4* 484.4 ± 4.6 589.1 ± 5.3*
90 447.1 ± 4.7 578.3 ± 6.1* 486.3 ± 4.2 568.9 ± 5.2*

120 446.4 ± 5.0 565.4 ± 6.0* 479.5 ± 4.1 566.0 ± 5.2*
150 452.5 ± 5.0 565.5 ± 6.0* 485.8 ± 4.5 553.4 ± 4.9*
180 450.1 ± 4.9 556.9 ± 5.8* 478.3 ± 4.3 555.9 ± 4.9*
210 446.4 ± 4.7 544.1 ± 6.0* 484.4 ± 4.6 553.5 ± 4.9*
240 454.6 ± 4.7 543.8 ± 5.5* 492.6 ± 4.4 561.1 ± 4.8*
270 451.2 ± 4.7 540.9 ± 5.6* 484.6 ± 4.3 555.9 ± 4.9*
300 451.4 ± 4.6 533.0 ± 5.5* 482.5 ± 4.3 551.7 ± 4.8*
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Рис. 2. Интенсивность использования относительного мембранного резерва гранулоцитами в гипоос-
мотическом тесте (in vitro).
Опыт – под влиянием механического стресса in vitro; контроль – интактная кровь; Mотн. – относитель-

ный мембранный резерв клетки, мкм–1.
* – статистически значимые различия между показателями по критерию Стьюдента (p < 0.05).
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ментов пуринергических сигнальных путей. Выявленная особенность подтвержде-
на данными по использованию относительного мембранного резерва гранулоцита-
ми в гипотонической среде (рис. 2).

При анализе динамики изменения объема гранулоцитов и использования ими
относительного мембранного резерва в реакциях осморегуляции видно, что в усло-
виях стимуляции элементов пуринергической сигнальной системы вовлечение до-
полнительных мембранных структур в механизмы регуляции объема снижено по срав-
нению с контролем примерно в 1.5 раза, а в середине инкубации (через 150–180 с) – в
2 раза по сравнению с контролем.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В выполненном исследовании изучено влияние элементов пуринергической
сигнальной системы на биофизические свойства плазмалеммы гранулоцитов и их
способность поддерживать свой объем за счет мембранного резерва в условиях ги-
поосмотического стресса in vitro. Установлено, что в условиях механической де-
формации клеток крови концентрация АТФ в крови возросла в 2.3 раза по сравне-
нию с пробами без нагрузки. Полученные данные свидетельствуют об экскреции в
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межклеточное пространство молекул АТФ при механической стимуляции, что со-
гласуется с результатами, представленными рядом авторов [7, 25].

Смоделированный механо-индуцированный выброс АТФ клетками крови повли-
ял на биофизические свойства поверхности гранулоцитов. В частности, снизились
жесткость и заряд клеточной поверхности, увеличилась сила адгезии между лейкоци-
том и эритроцитом. Изменение биофизических свойств клеточной поверхности мы
связываем с запуском и реализацией пуринергического сигнального каскада под вли-
янием механического стресса, что приводит к увеличению концентрации цитозоль-
ного Са2+, необходимого для ремоделирования элементов цитоскелета [7]. В настоя-
щее время рядом работ описаны Р2Х рецепторы, которые представляют собой мем-
бранные ионные каналы, открывающиеся в течение миллисекунд в ответ на
связывание с АТФ [26]. Рецептор Р2Х4, экспрессированный на поверхности иммун-
ных клеток, имеет высокую проницаемость для Са2+ [27]. На модели фибробластов
установлено повышение концентрации внутриклеточного Са2+ в ответ на механиче-
скую стимуляцию, что приводит к снижению жесткости клеточной поверхности и
тканевого напряжения, вызванного растяжением ткани [28, 29].

Смоделировав осмотическую нагрузку на клетку после механического стресса
нам удалось опосредованно доказать везикулярный выход АТФ из гранулоцитов с
использованием части запасов мембранного резерва. Согласно полученным нами
результатам относительный мембранный резерв, задействованный гранулоцитами
в регуляции своего объема, был снижен примерно в 1.5 раза по сравнению с кон-
тролем. Согласно данным литературы в лейкоцитах функционирует TRPV4-кати-
онный канал в качестве датчика, трансформирующего осмотические стимулы в
Са2+-зависимое высвобождение АТФ посредством везикулярного транспорта с
участием паннексина-1 [10]. Полученные результаты указывают на то, что в усло-
виях осмотического напряжения в гранулоцитах запускается отток цитозольных
нуклеотидов в виде везикул с поверхности мембраны, что в итоге снижает доступный
мембранный резерв, задействованный клетками в механизмах регуляции объема.

С точки зрения физиологии микроциркуляции выявленные изменения биофи-
зических свойств плазмалеммы гранулоцитов в условиях запуска пуринергическо-
го сигнального каскада позволяют более “мягким” клеткам легче мигрировать и
сильнее адгезировать за счет более отрицательного заряда клеточной поверхности
к клеткам эндотелия, что обеспечивает их эффективное функционирование.

Таким образом, в условиях стимуляции механической деформации клеток кро-
ви (модель механического стресса in vitro) доказано увеличение концентрации
АТФ в крови, изменение биофизических свойств плазмалеммы гранулоцитов и
снижение относительного мембранного резерва, задействованного в регуляции
клеточного объема. Под влиянием механического стресса снизилась жесткость
клеточной поверхности, при этом она приобрела более выраженный отрицатель-
ный заряд, что в итоге способствовало увеличению сил адгезии в системе “эритро-
цит–гранулоцит”. Полученные данные указывают на ведущую регуляторную роль
молекулы АТФ, которая выступает паракринным регулятором биофизических
свойств плазмалеммы гранулоцитов в условиях стимуляции механической дефор-
мации клеток крови и аутокринным регулятором в механизмах регуляции клеточ-
ного объема. Полученные экспериментальные данные имеют значение в изучении
механизмов межклеточных взаимодействий в микроциркуляторном русле и могут
быть учтены при поиске и разработке фармакологических регуляторных мишеней
с целью поддержания функциональной активности иммунных клеток.
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Elements Purinergic Signalling System Affects Functional Properties
of Granulocyte’s Plasmalemma

E. A. Shamraya, *, M. Yu. Skorkinaa, E. A. Sladkovaa, E. N. Zinakovaa,
O. V. Cherkashinab, M. Yu. Palchikova

aBelgorod State National Research University, Belgorod, Russia
bBelgorod Regional Hospital St. Ioasaf, Belgorod, Russia

*e-mail: elenashamray@yandex.ru

Abstract—The purinergic signaling system plays a key role in the regulation of intercellu-
lar interactions in the microvasculature. Almost all cell types release ATP which activates
the cell surface of granulocytes through purinergic receptors and provide effective func-
tioning of cells on the various stages of immune inflammation. In the study, in order to
activate the elements of the purinergic signaling system, an in vitro model of mechanical
stress was used. When simulating the conditions of mechanical cell deformation, the lev-
el of ATP in the blood increased by 2.3 times compared with the control, the cell surface
charge and stiffness decreased by 47% and 16.8% (p < 0.05), respectively, and the adhe-
sion force between the erythrocyte and granulocyte increased by 18% (p < 0.05). In per-
formed experiments, we were able to indirectly prove the vesicular release of ATP from
granulocytes using the part of membrane reserve, as a result of which the relative mem-
brane reserve used by granulocytes in regulating its volume was decreased approximately
by 1.5 times as compared with control during the osmotic load. The obtained data indi-
cate the leading regulatory role of the ATP molecule, which acts as a paracrine regulator
of the biophysical properties of the granulocyte plasmalemma under conditions of stim-
ulation of the mechanical deformation of blood cells and the autocrine regulator in the
mechanisms of cell volume regulation. These data are important in the investigation of
the intercellular interaction mechanisms in the microvasculature and can be taken into
account in the searching and developing of pharmacological regulatory targets in order
to maintain the functional activity of immune cells.

Keywords: granulocytes, Yong’s module, charge surface, relative membrane reserve, in-
tercellular adhesive force, purinergic signaling system
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