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1. Введение 

Даже в условиях постоянной осмолярности окружающей среды 

клетки представителей животного царства подвержены осмотическому 

давлению, возникающему в силу неравновесного распределения 

органических молекул – белков, нуклеиновых кислот и непроникающих 

через мембрану низкомолекулярных соединений (аминокислоты, 

углеводные метаболиты и др.). Чтобы противостоять медленному 

накоплению воды, сопутствующему повышенному содержанию 

органических осмолитов, клетки откачивают неорганические ионы, 

преимущественно ионы натрия (Na+) и хлора (Cl-), что приводит к 

созданию т.н. доннановского равновесия (Macknight and Leaf 

1977;Hoffmann and Simonsen 1989;Lang et al. 1998a;Mongin and Orlov 

2001). Ключевая роль в этом процессе принадлежит Na+,K+-насосу, 

который транспортирует из клетки натрий в обмен на калий. 

Изменения трансмембранного переноса ионов и органических 

осмолитов, а также скорости синтеза и распада макромолекул – наиболее 

частые причины модификации объема клеток позвоночных. Так, 

например, в печени инсулин вызывает набухание гепатоцитов вследствие 

активации Na
+
,K

+
,2Cl

-
-котранспорта и Na

+
/H

+
-обмена (Hallbrucker et al. 

1991;Haussinger and Lang 1992;Haussinger 1996), а в нервной ткани 

активация ионотропных рецепторов глутамата и потенциал-

чувствительных натриевых каналов приводит к увеличению объема 

нейронов (Churchwell et al. 1996). Напротив, интенсивный синтез 

макромолекул из должен вести к уменьшению осмолярности 

внутриклеточной среды и сжатию. Сжатие также может быть вызвано 

активацией оттока осмолитов из клетки через ионные каналы под 

действием гормонов и нейромедиаторов (Lang et al. 1998a). 
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В процессе эволюции клетки выработали “аварийные” системы, 

необходимые для защиты клеточного объема в случаях быстрого 

набухания или сжатия. Механизмы быстрой объемной регуляции 

консервативны и принципиально сходны как в эволюционно удаленных 

организмах, так и между клетками различных тканей (Gilles 

1988;Chamberlin and Strange 1989;Lang et al. 1998b). Эти механизмы 

включают гипотетический сенсор (сенсоры) клеточного объема, 

активируемые сенсором системы внутриклеточной сигнализации, и, 

наконец, исполнительные системы, которые в ответ на набухание или 

сжатие компенсируют изменения объема посредством выброса или 

накопления осмотически активных молекул. Защитный выброс избытка 

осмолитов, ведущий к уменьшению клеточного объема после набухания, 

получил в англоязычной литературе название “регуляторное уменьшение 

объема”, RVD (Regulatory Volume Decrease). Противоположный процесс 

накопления дополнительных осмолитов, ведущей к компенсаторному 

увеличению объема после сжатия, называют “регуляторное увеличение 

объема”, RVI (Regulatory Volume Increase). В большинстве клеток 

млекопитающих RVD и RVI регулируют объем с точностью 2-3% 

(Hoffmann and Simonsen 1989;Lang et al. 1998a). В ряде случаев, например 

в клетках эндотелия сосудов роговицы объем поддерживается с точностью 

~0.5% (Kuang et al. 2006). 

В последние годы достигнут существенный прогресс в понимании 

природы сенсора клеточного объема и сигнальных процессов, 

контролирующих активность систем, вовлеченных в ауторегуляцию 

объема клеток. Напротив, число работ, посвященных количественному 

описанию кинетики модификации объема при гормональном возбуждении 

клеток и при действии факторов, модифицирующих клеточный цикл и 

вызывающих клеточную смерть, т.е. явлениям, имеющим большое 
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физиологическое и патофизиологическое значение, ограничено крайне 

малым числом публикаций. Это обстоятельство во многом обусловлено 

методическими ограничениями.  Так, светорассеяние, рефрактометрия и 

техника Coulter Counter применима только к клеткам, находящимся в 

суспензии и сравнительно простой (как правило, сферической) формы. 

Следует также отметить, что перевод прикрепленных к подложке клеток в 

суспензию путем трипсинизации существенно влияет на их объем и форму 

и может провоцировать смерть клеток (Akimova et al. 2008). Измерение 

объема внутриклеточной воды с помощью проникающих через мембрану 

и не метаболизирующих в цитоплазме соединений требует длительных 

времен инкубации для установления их стационарного распределения и 

интенсивной промывки клеток от меток, локализованных во внеклеточном 

пространстве.  Трехмерная реконструкция изображения клетки с помощью 

лазерной интерференционной или голографической микроскопии (Poulsen 

et al. 2010) не может быть использована для регистрации объемных 

изменений, так как рефрактерный индекс цитоплазмы зависит от объема 

клетки (Yusipovich et al. 2011). Техника измерения тушения 

флуоресценции красителей предполагает их равномерное распределение в 

цитоплазме (Solenov et al. 2004). Конфокальная и атомно-силовая 

микроскопия требует сравнительно длительных времен инкубации (2-3 

мин), в течение которых могут развиваться нежелательные 

фотодинамические эффекты (Kunz and Stark 1997).  

Учитывая эти ограничения, в Научно-исследовательском центре 

университета г. Монреаль был разработан метод, основанный на 

фазовоконтрастной микроскопии в двух перпендикулярных направлениях 

(dual surface reconstruction  technique, DISUR) (Boudreault and Grygorczyk 

2004). Этот метод, позволяющий одновременно измерять высоту, площадь 

поверхности и объем одиночных клеток, прикрепленных к подложке, с 

временным разрешением ~100 ms. 
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Целью настоящей работы было изучение кинетики изменения 

объема при действии индукторов клеточной смерти и активации 

пуринэргических рецепторов с помощью метода реконструкции 

поверхности клетки при сопоставлении 2-х фазовоконтрастных 

изображений, полученных в перпендикулярных плоскостях 

(DISUR)(Boudreault and Grygorczyk 2004). Нами были сформулированы 

следующие задачи исследования:  

1) Разработать методологию применения техники DISUR для 

исследования изменений объема гладкомышечных и эпителиальных 

клеток, прикрепленных к подложке, т.е. в условиях, приближенных к 

in vivo. 

2) Изучить кинетику изменения объема при действии факторов, 

приводящих к двум морфологически различным видам клеточной 

смерти: апоптозу гладкомышечных клеток и некрозу клеток эпителия 

почечных канальцев. 

3) Изучить роль пуринэргических рецепторов и интермедиатов 

запускаемого ими сигнального каскада в регуляции объема клеток 

эпителия почечных канальцев. 

4) Изучить роль изменений объема в гибели клеток при устранении 

ростовых факторов, добавлении ингибитора протеинкиназы С 

стауроспорина и ингибитора Na
+
, K

+
-АТФ-азы уабаина. 

Выбор объекта исследования определялся тремя основными 

моментами. Во-первых, клетки C11-MDCK по своим функциональным 

свойствам напоминают интерстициальные клетки собирательных 

трубочек, для которых в наиболее полной мере охарактеризованы ион-

транспортирующие системы, регулирующиеся пуринэргическими 

рецепторами (Gagnon et al. 1998;Gagnon et al. 1999a;Gagnon et al. 

1999b;Orlov et al. 1999a;Bourcier et al. 2002;Brindikova et al. 2003;Akimova 

et al. 2006a;Rayment et al. 2007). Во-вторых, в отличие от MDCK клеток 
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(Pchejetski et al. 2003), клетки VSMC сохраняют жизнеспособность при 

долгосрочном ингибировании Na
+
,K

+
-АТФ-азы уабаином и другими 

кардиотоническими стероидами (Orlov et al. 2001). В третьих, в отличие от 

нативных VSMC клеток, клетки Е1А-VSMC крайне восприимчивы к 

индукторам апоптоза (Bennett et al. 1995;Orlov et al. 1999c).  

 

Положения, выносимые на защиту 

1. Увеличение объема клеток в ответ на ингибирование Na
+
,K

+
-

АТФазы уабаином не является причиной нарушения целостности 

плазматической мембраны и смерти клеток эпителия почечных канальцев 

с характерными маркерами некроза.  

2. Уменьшение объема клеток не может считаться универсальным 

маркёром апоптоза. Ни набухание, ни сжатие гладкомышечных клеток, 

отмеченные при устранении ростовых факторов и добавке стауроспорина, 

не являются достаточным условием для запуска апоптоза. 

3. Активация P2Y2 пуринэргических рецепторов сопровождается 

длительным уменьшением объема клеток эпителия почечных канальцев за 

счет Са2+-чувствительных К+ каналов и выхода К+. Уменьшением объема 

в ответ на активацию P2Y2 рецепторов не влияет на жизнеспособность 

клеток и является причиной увеличения экспрессии гена раннего ответа с-

Fos. 
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2. Обзор литературы 

  

2.1. Механизмы регуляции объема клеток  

В силу отсутствия клеточной стенки животные клетки вынуждены 

регулировать свой объем, чтобы избежать осмотического лизиса и 

поддерживать концентрацию внутриклеточных ферментов и метаболитов 

на оптимальном уровне. Низшие организмы проводят всю свою жизнь в 

противостоянии осмотическому стрессу. Напротив, у высших 

позвоночных осмолярность внеклеточной среды надежно регулируется, и 

поэтому большинство типов клеток, за исключением некоторых 

эпителиальных клеток, а также транспортируемых через почечные 

капилляры клеток крови, не подвержены сколь-либо значительным 

осмотическим стрессам. Тем не менее, несмотря на относительное 

постоянство внеклеточной среды, клетки позвоночных изменяют свой 

объем как следствие изменения содержания внутриклеточных осмолитов, 

что имеет прямое отношение к таким фундаментальным процессам как 

деление, дифференцировка и смерть клеток. В настоящем разделе мы 

кратко суммируем данные о механизмах, используемых клеткой для 

аутрорегуляции объема, обращая особое внимание на нерешенные 

аспекты этой проблемы, а именно – как клетки чувствуют изменения 

клеточного объема и какие генерируемые при этом сигналы имеют 

отношение к реакциям регуляторного восстановления клеточного объема.  

2.1.1. Факторы, определяющие клеточный объем в стационарных 

условиях 

Даже в условиях постоянного осмолярности окружающей среды 

клетки высших позвоночных подвержены осмотическому давлению, 

возникающему в силу неравновесного распределения органических 

молекул – белков, нуклеиновых кислот и непроникающих через мембрану 
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низкомолекулярных соединений (аминокислоты, углеводные метаболиты 

и др.). Чтобы противостоять медленному накоплению воды, 

сопутствующему повышенному содержанию органических осмолитов, 

клетки откачивают неорганические ионы, преимущественно ионы натрия 

(Na+) и хлора (Cl-), что приводит к созданию т.н. доннановского 

равновесия (для обзора см. Macknight and Leaf 1977;Hoffmann and 

Simonsen 1989;Lang et al. 1998a;Mongin and Orlov 2001). Ключевая роль в 

этом процессе принадлежит Na+,K+-насосу, который транспортирует из 

клетки натрий в обмен на калий. Неравновесное распределение Na+ и К+ и 

относительно высокая проницаемость мембраны для К+ создает 

отрицательный электрический потенциал на плазматической мембране, 

что, в свою очередь, движет Cl- из клетки, дополнительно компенсируя 

осмотические последствия присутствия непроникающих органических 

анионов. Исключение из этого правила составляют эритроциты, в которых 

преобладает анионная проницаемость и которые могут длительное время 

существовать в условиях ингибированного натриевого насоса. 

 

2.1.2. Нестационарные изменения и механизмы ауторегуляции объема 

клеток 

Как уже отмечалось выше, изменения трансмембранного переноса 

ионов и органических осмолитов а также скорости синтеза и распада 

макромолекул – наиболее частые причины модификации объема клеток 

позвоночных. Так, например, в печени инсулин вызывает набухание 

гепатоцитов вследствие активации Na
+
,K

+
,2Cl

-
-котранспорта и Na

+
/H

+
-

обмена (Hallbrucker et al. 1991;Haussinger and Lang 1992;Haussinger 1996), а 

в нервной ткани активация ионотропных рецепторов глутамата и 

потенциал-чувствительных натриевых каналов приводит к увеличению 

объема нейронов (Churchwell et al. 1996). Гепатоциты также подвержены 
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набуханию при увеличенном захвате глюкозы и аминокислот (Haussinger 

1998), а мышечные клетки набухают при интенсивных упражнениях 

вследствие накопления лактата и активации Na
+
/H

+
-обмена, вызванного 

закислением цитоплазмы (Lang et al. 1998a). Напротив, интенсивный 

синтез макромолекул должен вести к уменьшению осмолярности 

внутриклеточной среды и сжатию. Сжатие также может быть вызвано 

активацией оттока осмолитов из клетки через ионные каналы под 

действием гормонов и нейромедиаторов. Чаще всего уменьшение 

клеточного объема вызывает активация калиевых каналов, как, например, 

глюкагоном в гепатоцитах или АТФ или брадикинином в эндотелиальных 

клетках (см. (Lang et al. 1998a)). 

В процессе эволюции клетки выработали “аварийные” системы, 

необходимые для защиты клеточного объема в случаях быстрого 

набухания или сжатия. Механизмы быстрой объемной регуляции 

консервативны и принципиально сходны как в эволюционно удаленных 

организмах, так и между клетками различных тканей (Gilles 

1988;Chamberlin and Strange 1989;Lang et al. 1998b). Эти механизмы 

включают гипотетический сенсор (сенсоры) клеточного объема, 

активируемые сенсором системы внутриклеточной сигнализации, и, 

наконец, исполнительные системы, которые в ответ на набухание или 

сжатие компенсируют изменения объема посредством выброса или 

накопления осмотически активных молекул. Защитный выброс избытка 

осмолитов, ведущий к уменьшению клеточного объема после набухания, 

получил в англоязычной литературе название “регуляторное уменьшение 

объема”, RVD (Regulatory Volume Decrease). Противоположный процесс 

накопления дополнительных осмолитов, ведущей к компенсаторному 

увеличению объема после сжатия, называют “регуляторное увеличение 

объема”, RVI (Regulatory Volume Increase) (Рис.1). Долговременная 
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адаптация к анизосмотическим условиям также сопровождается 

увеличением или уменьшением экспрессии белков участвующих в синтезе 

низкомолекулярных органических осмолитов. Данные об изменении 

экспрессии генов при длительной модуляции клеточного объема 

анализировались ранее (Burg 1995;Burg et al. 1997;Burg et al. 2007;Cheung 

and Ko 2013) и нами не рассматриваются. В большинстве клеток 

млекопитающих RVD и RVI регулируют объем с точностью 2-3% 

(Hoffmann and Simonsen 1989;Lang et al. 1998a). В ряде случаев, например 

в клетках эндотелия сосудов роговицы (Рис. 2) объем поддерживается с 

точностью ~0.5% (Kuang et al. 2006). 

 

Рис. 1. Основные системы принимающие участие в регуляции 

объема клеток. 1 - Na
+
,K

+
-AТФаза; 2, 3 – K+ и Cl- каналы; 4 – K+,Cl- 

котранспорт; 5 – Na+,K+,2Cl- котранспорт;; 6 – Na+/H+ обменник; 7 - 

анионный обменник (Mongin, Orlov, 2001)  
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Рис. 2. RVI (A) и RVD (B) в клетках эндотелия сосудов роговицы 

быка, вызванные увеличением и уменьшением осмолярности среды, 

соответственно (Kuang et al., 2006)  

 

2.1.2.1 Мембранные транспортеры, участвующие в RVD 

В большинстве животных клеток набухание компенсируется 

оттоком K
+
 и Cl

-
 через независимые, но функционально связанные 

калиевые и анионные каналы. Функциональная взаимосвязь 

осуществляется на уровне мембранного потенциала. Интенсивный отток 

K
+
 приводит к гиперполяризации, “замыкающей” K

+
 внутри клетки на 

уровне, соответствующему его электрохимическому потенциалу (ЕК), в 

силу чего эффективная объемная регуляция требует параллельного оттока 

Cl
-
. Если внутриклеточная концентрация Cl

-
 слишком низка, отток хлора 

дополняется выбросом органических анионов через каналы, обладающие 

сравнительно низкой анионной селективностью (Kirk and Strange 

1998;Macknight and Leaf 1977;Hoffmann and Simonsen 1989;Lang et al. 

1998a;Mongin and Orlov 2001). Альтернативной системой, участвующей в 

RVD, является электронейтральный котранспортер K
+
 и Cl

-
, активируемый 

в эритроцитах (Рис. 3) и некоторых типах эпителиальных клеток, где 

градиент K
+
 и Cl

-
 способствует выходящей моде работы этого переносчика 
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(Orlov et al. 1993;Orlov 1994;Lauf and Adragna 2000). Четыре изоформы 

K
+
,Cl

-
­котранспортера и более 50 изоформ K

+
 и Cl

-
 каналов были 

клонированы в течение последних 20 лет. Данные о вовлечении некоторых 

из них в RVD приведены в Таблице 1.  

 

Рис. 3. Зависимость активности K+,Cl- котранспорта (KCC) 

Na+,K+,2Cl- котранспорта (NKCC) и Na+/H+ обмена (NHE) в 

эритроцитах крысы от осмолярности среды инкубации. Активность 

ионных транспортеров в изоосмотической среде (310 mOsm) принята как 

1.00 (Orlov et al., 1992; 1995) 
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Таблица 1. Идентифицированные на молекулярном уровне системы 

ионного транспорта, участвующие в объемной регуляции (Mongin 

and Orlov 2001) 

 

Тип ионного транспорта Клонированные каналы и ионные 

переносчики 

Калиевые каналы Kv1.3, Kv1.5, miniK 

Неспецифические катионные 

каналы 

OTRPC4 

Анионные (хлорные) каналы ClC-2, ClC-3, BR-VDAC? 

K
+
,Cl

- 
-котранспортеры KCC-1, KCC-2, KCC-3, KCC-4 

Na
+
/H

+
-exchangers NHE-1, NHE-2, NHE-4 

Na
+
,K

+
,2Cl

-
­котранспортеры NKCC1, NKCC2? 

Натриевые каналы ENaC 

 

Эффективность осмотической работы Na
+
,K

+
-насоса (3Na

+
:2K

+
) 

невелика и поэтому он не может противостоять быстрым или 

значительным изменениям объема. Тем не менее, натриевый насос 

активируется набуханием в мышечных (Venosa 1991) и нескольких типах 

нервных клеток (Aksentsev et al. 1994;Mongin et al. 1994;Mongin et al. 

1996), а в глиальных клетках его активность настолько высока, что вносит 

существенный вклад в реакцию RVD (Olson et al. 1995). В намного более 

редких случаях RVD обеспечивают функционально связанные Ca
2+

-насос 

и Na
+
/Са

2+
-обменник (эритроциты хищников) или K

+
/H

+
 и Cl

-
/НСО3

-

­обменник (эритроциты амфибий) (Lang et al. 1998a;Lang et al. 1998b). В 

некоторых типах клеток RVD связан с параллельной активацией 

нескольких систем. Так, в эндотелиальных клетках аорты происходит 

активация K
+
 и Cl

-
 каналов и K

+
,Cl

-
­котранспорта (Perry and O'Neill 1993). 

Сходным образом, в некоторых ядерных эритроцитах RVD одновременно 

обеспечивается K
+
,Cl

-
­котранспортом, анионным обменником и 

катионными и анионными каналами (Lang et al. 1998b). В глиальных 

клетках мозга активация катионных и анионных каналов дополняется 

стимуляцией натриевого насоса (Mongin et al. 1994;Mongin et al. 1996). 
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2.1.2.2. Мембранные транспортеры, участвующие в RVI 

Na
+
,K

+
,2Cl

-
­котранспортер и Na

+
/H

+
-обменник - две основные 

системы мембранного транспорта, активирующиеся при сжатии и 

участвующие в регуляторном накоплении неорганических осмолитов 

(Рис. 1). Na
+
,K

+
,2Cl

-
­котранспортер экспрессирован в подавляющем 

большинстве животных клеток и осуществляют электронейтральный 

сопряженный перенос Na
+
, K

+
, и Cl

-
 внутрь клетки и из нее по суммарному 

градиенту всех трех ионов (Russell 2000). В настоящее время клонированы 

две изоформы Na
+
,K

+
,2Cl

-
­котранспортера. Одна из них (NKCC2) 

экспрессирована только на апикальной мембране клеток эпителия петли 

Генле и macula densa. Сведения об объемной регуляции этой изоформы 

отсутствуют. Напротив, активация NKCC1, экспрессированного во всех 

тканях, включая базальную мембрану клеток эпителия почечных 

канальцев, ведет к регуляторному увеличению объема во многих типах 

клеток (Gamba 2005). 

Второй тип ионного транспорта, активирующийся при сжатии, это 

Na
+
/H

+
-обмен. Работа Na

+
/H

+
-обменников сопровождается закислением 

цитоплазмы и как следствие этого активацией Cl
-
/HCO3

-
­обмена, в 

результате чего клетка накапливает Na
+
 и Cl

-
, выбрасывая H

+
 и HCO3

-
. 

Натриевый насос – необходимый участник RVI, т.к. он создает движущую 

силу этого процесса за счет поддержания низких внутриклеточных 

концентраций Na
+
 и, непрямым образом, Cl

-
. Три из четырех 

клонированных изоформ Na
+
/H

+
-обменника – NHE-1, NHE-2 и NHE-4 

(Таблица 1) активируются сжатием, а NHE-3, напротив, ингибируется 

(Orlowski and Grinstein 2004). 

Активация Na
+
 каналов – потенциально наиболее простой и 

термодинамически эффективный способ регуляции объема при сжатии. 

Однако такой тип RVI был найден в очень немногих клетках (тучные 
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клетки, эпителиальные клетки собирающих протоков почек, культура 

гепатоцитов) (Lang et al. 1998a;Wehner et al. 2003;Wehner et al. 2006). 

Вероятно, это отражает стремление клеток избежать резкой 

деполяризации и падения градиента Na
+
 при активации натриевых 

каналов, и связанной с этим явлением модуляции Na
+
-зависимых 

транспортеров. Растянутая во времени активация Na
+
,K

+
,2Cl

-
­котранспорта 

и Na
+
/H

+
-обмена позволяет Na

+
,K

+
-насосу частично компенсировать 

падение Na
+
 градиента. 

  

2.1.3 Физико-химические сигналы, генерирующиеся при изменении 

клеточного объема и природа объемного сенсора 

Для объяснения феномена объемной регуляции была предложена 

концепция сенсора клеточного объема – одной или нескольких 

гипотетических структур, способных чувствовать изменения, 

происходящие при набухании и сжатии клеток. В этом разделе мы 

пытаемся кратко обсудить какие физико-химические сигналы 

генерируются при изменении объема и какова возможная природа 

объемного сенсора. 

 

2.1.3.1 Ионная сила  

Осмотическое набухание и сжатие изменяет цитоплазматическую 

концентрацию неорганических ионов и ионную силу внутриклеточного 

содержимого. Несколько экспериментальных работ показали, что 

уменьшение ионной силы в цитоплазме может являться сигналом для 

активации анионных каналов  и/или модулировать состояние объемного 

сенсора (Nilius et al. 1998;Voets et al. 1999). Расчеты Нилиуса с коллегами 

показали, что активация анионных каналов теснее связана с изменениями 
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ионной силы, чем с изменениями клеточного объема (Voets et al. 1999). 

Следует однако отметить, что эта концепция не может объяснить 

механизм активации ионных транспортеров при изоосмотическом 

изменении объема клеток. Так, например, набухание астроцитов, 

вызванное изотоническим увеличением внеклеточного К
+
, ведет к сходной 

по амплитуде активации анионных каналов как и гипотоническое 

набухание, хотя в первом случае внутриклеточная ионная сила 

увеличивается, а во втором – уменьшается (Mongin et al. 1999). 

 

2.1.3.2 Внутриклеточная концентрация хлора ([Cl
-
]i) 

Как обсуждалось выше, концентрация Cl
-
i поддерживается на 

низком уровне, чтобы сбалансировать осмотическое давление, вызываемое 

внутриклеточными органическими анионами. При анизосмотическом 

набухании или сжатии, [Cl
-
]i реципрокно уменьшается или увеличивается. 

Напротив, in vivo при изоосмотическом набухании, связанном с 

повышенным захватом органических субстратов, а также и при 

изоосмотическом сжатии, связанном с активацией ионных каналов, [Cl
-
]i 

как правило, уменьшается. Понижение [Cl
-
]i необходимо для полной 

активации сжатием как Na
+
,K

+
,2Cl

-
­котранспорта так и Na

+
/H

+
-обмена 

(Lang et al. 1998a;O'Neill 1999). Предполагают, что понижение [Cl
-
]i также 

необходимо для активации объем-чувствительных анионных каналов 

(Jackson et al. 1996), однако в электрофизиологических экспериментах 

замена Cl
-
 на непроникающие органические или дивалентные анионы 

также сопровождается понижением ионной силы раствора, что само по 

себе может активировать анионные каналы (Cannon et al. 1998;Voets et al. 

1999). Сравнительно недавно была обнаружена целая группа ферментов, 

чувствительных к концентрации Cl
-
 (см. (Orlov and Hamet 2006)).  

Рассматривая эти данные можно заключить, что разница в модуляции [Cl
-
]i 
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позволяет объяснить, почему некоторые клетки не способны к RVI после 

гипертонического сжатия, но эффективно регулируют свой объем при 

изотоническом сжатии (O'Neill 1999). Модуляции [Cl
-
]i, однако, не может 

рассматриваться в качестве универсального начального триггера объем-

зависимых реакций. В самом деле, анионные каналы в астроцитах 

активируются, как в гипотонических условиях (понижение [Cl
-
]i), так и 

при высококалиевом набухании (повышение [Cl
-
]i) (Mongin et al. 1999). 

 

2.1.3.3 Выброс АТФ  

Было установлено, что набухание гепатоцитов (Wang et al. 1996), как 

и других изученных на это предмет клеток (Boudreault and Grygorczyk 

2002;Tatur et al. 2007), приводит к массированному выбросу АТФ, который 

активирует набор пуринорецепторов, рассмотренный в разделе ????, что 

сопровождается активацией анионных каналов, вовлеченных в RVD. В 

подтверждение этой гипотезы авторы продемонстрировали блокаду 

активации анионных каналов и RVD при добавлении фермента, 

гидролизирующего внеклеточный АТФ, и антагонистов P2Y-рецепторов 

(Wang et al. 1996). Этот аутокринный механизм объемной регуляции был 

проверен в нескольких других типах клеток. В эпителиальных клетках 

(Hazama et al. 1999) и астроцитах (Mongin and Kimelberg 2003) объемная 

регуляция не блокируется ни гидролизом внеклеточного АТФ, ни 

блокадой P2Y-рецепторов. Следовательно, аутокринное освобождение 

АТФ не является универсальным механизмом для передачи объемного 

сигнала, но может служить мощным фактором, модулирующим объемную 

регуляцию. В самом деле, Монгиным и сотрудниками было установлено 

что активация P2Y-рецепторов резко увеличивает чувствительность 

анионных каналов астроцитов к гипоосмотическому набуханию (Mongin 

and Kimelberg 2002;Mongin and Kimelberg 2005b). 
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2.1.3.4. Натяжение плазматической мембраны 

Согласно одной из гипотез, мембранная архитектура ионных 

транспортеров, рассмотренных в двух предыдущих разделах, включает 

домены, изменяющие свою коформацию в ответ на механическое 

растяжение или сжатие плазматической мембраны, что и является 

непосредственной причиной модификации транспортной функции. В 

самом деле, во многих клетках были обнаружены механочувствительные 

каналы, активирующиеся при механическом растяжении или сжатии 

мембраны. Согласно этой гипотезе, активация неселективных катионных 

каналов при набухании ведет к увеличению цитоплазматической 

концентрации Са
2+

 и вторичной активации Са
2+

-чувствительных калиевых 

и хлорных каналов, обеспечивающих отток электролитов (Pedersen and 

Nilius 2007;Hoffmann et al. 2009). Помимо ионных каналов перестройки в 

липидном бислое регулируют активность фосфолипазы А2, которая 

контролирует активность многочисленных систем внутриклеточной 

сигнализации (Lehtonen and Kinnunen 1995). Однако, в силу складчатости 

мембраны животной клетки маловероятно, что набухание или сжатие 

сопровождаются существенными механическими напряжениями. 

Рассмотрим этот вопрос более подробно.  

Обычно, в моделях, контроль клеточного объёма животных 

осуществлялся потоками воды, обусловленными потоками растворённых 

веществ через плазматическую мембрану. (Macknight and Leaf 1977). В 

соответствии с этой моделью, предполагаемое гидростатическое давление 

на плазматической мембране считается по закону ванн Гоффа как 

=RTc, где это градиент концентрации осмолита на 2-х сторонах 

мембраны, а RT = 24,4 Атм/М при 25
o
C. Закон Лапласа предсказывает, что 

плазматическая мембрана у шарообразных набухших клеток будет 

подвергаться напряжению T = r/2, где r это радиус клетки и 
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уменьшение внеклеточной концентрации NaCl на 5 мМ (~ 10 мОсм) 

приводит к увеличению поверхности S=4r
2
 на ~5%. Важно, что липидный 

бислой может выдержать только 3% увеличение S до разрыва {Kinnunen, 

200 2605 /id}. Эта модель предполагает, что плазматическая мембрана у 

набухших клеток растянется, в свою очередь, приводя к 

конформационным изменениям в ионных каналах и других потенциально 

находящихся в мембране объёмных сенсорах.  

Многочисленные исследования показали, что механическая 

чувствительность ионных каналов это свойство, такое же общее, как и 

чувствительность напряжения. (Sachs 2010). Кроме того, Callies с 

коллегами показали, что деполяризация мембраны может быть 

опосредована изменённой жесткостью мембраны. (Callies et al. 2011). 

Среди механочувствительных каналов, участвующих в движении 

осмолитов, наиболее заметными являются бактериальные каналы MscL и 

MscS и члены подсемейства транзиторных ваниллоидных рецепторов, 

обнаруженных в большинстве исследованных на этот предмет тканей, 

включая эндотелиальные и эпителиальные клетки (O'Neil and Heller 

2005;Pedersen and Nilius 2007). Следует отметить, однако, что в отличие от 

бактериальных каналов, чья механочувствительность была 

продемонстрирована in vivo, активация каналов млекопитающих 

натяжением наблюдалась в пэтч-клямп экспериментах, использовавших 

вырезанные фрагменты, выдержанные при комнатной температуре. 

(Martinac 2011). Более того, активация TRPV4 каналов, 

зарегистрированная этим методом не была выявлена измерениями ионных 

потоков в экспериментах пэтч-кламп на целой клетке. (Strotmann et al. 

2000).  

Каноническая модель, рассмотренная выше, предполагает, что из-за 

растяжения плазматическая мембрана в набухших клетках становится 

более жёсткой. (Strange 2004). Однако, используя атомносиловую 
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микроскопию (АСМ), Spagnoli с коллегами показал, что в процессе 

осмотического набухания клетки млекопитающих становятся более 

мягкими, а не более жёсткими (Spagnoli et al. 2008). Эти данные 

показывают, что 2-х мерная механика закона Лапласа не может быть 

применима к нативным клеткам. Эти результаты также предполагают, что 

осмотический стресс оказывает влияние на 3-х мерный  

цитоплазматический гидрогель, физико-химические свойства которого 

напоминают пропитанную водой  губку (для деталей, см. секцию 2.1.3.7).  

Несколько фармакологических методов используются для оценки 

роли растяжения мембраны в передаче сигнала. Все типы изученных на 

данный момент механочувствительных ионных каналов  ингибируются 

ионами Gd
3+

. (Oberleithner and de Wardener 2011). Однако, вместе с 

ингибированием каналов, Gd
3+

 и другие лантаноиды сдавливают липидный 

бислой и проявляют высокоафинное связывание со всеми изученными на 

этот предмет белками. Таким, например, Boudreault с коллегами наблюдал, 

что при концентрациях 10-100 мкМ Gd
3+

 блокирует люциферазную 

активность. (Boudreault and Grygorczyk 2002). Sachs с коллегами сообщил, 

что активность механочувствительных каналов может ингибироваться 

GsMTx4, пептидом изолированным из яда тарантула. Этот компонент 

ингибировал RVD в клетках почек крыс, но не действовал на первичные 

крысиные астроциты и клетки эпителия почек собаки (Madin-Darby canine 

kidney - MDCK) (Hua et al. 2010).  

Рассматривая 2-х мерную модель восприятия клеточного объёма 

через изменения натяжения плазматической мембраны, важно заметить, 

что из-за большого количества инвагинаций плазматической мембраны в 

ядерных клетках, создание значительной механической силы в процессе 

набухания или сжатия представляется маловероятным. В самом деле, 

электрофизиологические эксперименты не зарегистрировали изменений в 

ёмкости мембран (параметр, связанный с полной площадью мембраны) 
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даже при 2-х кратном увеличении клеточного объёма. (Bezanilla 2008). Для 

изучения роли мембранных резервов в изменениях объема клеток, был 

использован метод реконструкции поверхности с помощью 2-х 

изображений (Double Image Surface Reconstruction - DISUR) (Boudreault 

and Grygorczyk 2004;Fels et al. 2009;Groulx et al. 2006). Этот метод 

позволяет точно и быстро измерить высоту клетки, полную поверхность и 

объём с временным разрешением ~100 мс у одиночных прикреплённых к 

подложке клеток и рассмотрен нами в разделе 3.3. В этом исследовании, 

используя этот метод Гру с соавторами показали, что 3 вида ядерных 

клеток млекопитающих при помещении их в гипотоническую среду 

увеличивали их поверхность и объём до разрыва мембраны в ~3 и 10-раз 

соответственно (Groulx et al. 2006). Важно, что увеличение объёма клеток 

до 2-х кратного идёт за счёт изменения формы и разворачивания мембраны 

клетки, в то время как значительное включение эндомембранных структур 

происходит при экстремальном набухании. Это заключение согласуется с 

раскрытием мембранных впячиваний в процессе умеренного 

гипотонического набухания в опухолевых клетках Эрлиха и человеческих 

эритроцитах, выявленных сканирующей электронной микроскопией и 

АСМ, соответственно. (Hoffmann 2000) (Parshina et al. 2013). В этой связи 

необходимо отметить, что у эритроцитов млекопитающих, лишенных 

внутриклеточных мембран, разрыв плазматической мембраны происходит 

при умеренном (~70%) увеличении объёма (Kageyama et al. 1989). 

Следует подчеркнуть, что данные, рассмотренные выше, не 

исключают возможное появление механического натяжения у 

высокоспециализированных клеток или в мембранных сегментах. Таким 

образом, например, клетки волос состоят из сотен стереоцил, заполненных 

актином, которые образуют ряды увеличением длины. В этих клетках, 

даже малейшее механическое отклонение пучка резко увеличивает 

механическое напряжение и растягивает мембранный компартмент, 
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ограниченный в пространстве, изобилующий ионными каналами (Gillespie 

and Walker 2001). У прикреплённых к субстрату клеток, лимитированная 

пространством плазматическая мембрана, изобилующая гетеродимерами 

 интегрина может быть рассмотрена как ещё один кандидат, где стресс 

натяжения может быть запущен набуханием клетки. Действительно, 

ингибирование интегрин/src киназного сигнала блокирует RVD в 

гепатоцитах. (vom Dahl et al. 2003;Schliess and Haussinger 2007). В 

миоцитах, интегриновый сигнал активирует объём регулируемые 

анионные каналы, в то время как в эпителиальных клетках почек он 

вовлечён в экспрессию отвечающего на напряжение усиливающего связи 

белка (TonEBP), запускаемого гиперосмотическим окружением. (Browe 

and Baumgarten 2004) (Moeckel et al. 2013). 

Кавеолы, это специализированные впячивания плазматической 

мембраны с диаметром около 50 нм, находимые в большинстве животных 

клеток изученных на данный момент. В зависимости от типа клеток, они 

состоят из 4 изоформ специализированных белков, кавеолином и содержат 

большую концентрацию холестерола (Sowa 2012). Недавно показали, что 

кавеолы выступают в роли мембранного резерва, отвечая на механический 

стресс быстрым распадом. (Kozera et al. 2009) (Sihna et al. 2011). Trouet с 

коллегами сообщили, что доминантный негативный кавеолин-1 

ингибирует объем-чувствительные анионные каналы  в эндотелиальных 

клетках (Trouet et al. 2001). В отличие от этого, Eduarsen et al. Увидели, что 

целостность кавеол не нужна для регуляции клеточного объёма в 

адипоцитах. Таким образом, дополнительные эксперименты должны быть 

проведены для того, чтобы изучить роль кавеол в восприятии клеточного 

объёма. (Eduardsen et al. 2011)  
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2.1.3.5.Трехмерный цитоскелет 

Архитектура ядерных клеток поддерживается трехмерным 

внутриклеточным цитоскелетом, состоящим из актиновых 

микрофиламентов, микротрубочек и промежуточных филаментов (Рис. 

4а). Несколько исследовательских команд отдали ключевую роль в 

ощущении клеточного объёма реорганизации сети цитоскелета (для 

обзора, см. Lang et al. 1998a;Hoffmann and Simonsen 1989;Hoffmann et al. 

2009). В соответствии с этой гипотезой, изменения клеточного объёма, 

приводят к реорганизации сети цитоскелета, что в свою очередь 

воздействует на конформацию и функциональную активность различных 

белков, связанных с цитоскелетом. Эта гипотеза поддерживается двумя 

важнейшими наблюдениями. Первое, были найдены актиновые 

микрофиламенты в деполимеризованном и полимеризованном состоянии в 

различных не прикреплённых набухших и сжатых клетках, 

соответственно. Второе, в нескольких типах клеток, добавление агентов, 

разрушающих F-актин (цитохалазин, латрункулин) и агентов 

деполимеризующих микротрубочки (колхицин, винбластин) подавило 

RVI/RVD или другие объём зависимые клеточные ответы (для обзора см. 

(Papakonstanti et al. 2000;Di Ciano-Oliveira et al. 2006;Jakab et al. 

2002;Hoffmann et al. 2009)). В наших недавних экспериментах, 

проведенных с помощью техники DISUR, не было замечено сколько-

нибудь значительное действие винбластина и цитохалазина на RVD A549 

клеток. (Platonova et al. 2013). Следует также отметить, что ионные потоки, 

связанные с объёмом были обнаружены в эритроцитах млекопитающих, в 

которых нет трёхмерного цитоскелета. (Parker 1993;Orlov et al. 1993).  
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Рис. 4. Основные компоненты 3-х мерного цитоскелета (А) и 2-х 

мерного цитоскелета (мембранного каркаса) (В)  

 

2.1.3.6. Двумерный цитоскелет (мембранный каркас) и 

полифосфоинозитиды 

Архитектура плазматической мембраны поддерживается двумерной 

(2D) сеткой цитоскелета, которая находится прямо под плазматической 

мембраной и называется кортикальным цитоскелетом. Эта структура 

состоит из спектриновых гетеродимеров, актиновых волокон и белков, 

участвующих в регуляции спектрин-актиновых взаимодействий и 

заякоривающих данную сеть к интегральным белкам мембраны и кислым 

фосфолипидам, включая полифосфоинозитиды. (Рис. 4B).  

Безъядерные эритроциты млекопитающих, у которых нет типичного 

трёхмерного цитоскелета, зачастую используются для функционального 

анализа примембранной кортикальной сети цитоскелета. 

Фармакологические методы исследования мембранного каркаса пока не 

разработаны. Было показано, однако, что повышение температуры до 49-

50
o
C приводит к необратимому плавлению спектриновых гетеродимеров в 
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человеческих и крысиных тенях эритроцитов. (Brandts et al. 1978) (Shnyrov 

et al. 1990) (Brandts et al. 1978;Shnyrov et al. 1990;Gulak et al. 1984). В 

нашей лаборатории было установлено, что 10-минутная преинкубация 

крысиных эритроцитов при 49
 o

C убирает объём-зависимую регуляцию 

Na
+
,K

+
,2Cl

-
  и K

+
,Cl

-
 котранспортёров (Orlov et al. 1993). На основании этих 

данных было предположена роль мембранного каркаса как сенсора 

изменений клеточного объёма. 

В противоположность красным кровяным клеткам крысы, 

гиперосмотическое сжатие очень слабо действует на активность 

Na
+
,K

+
,2Cl

-
 котранспорта в эритроцитах человека. (Orlov et al. 1989). 

Учитывая это обстоятельство в экспериментах на эритроцитах человека 

изучалась активность K
+
,Cl

-
 котранспорта. Было установлено, что 10-ти 

минутная преинкубация человеческих эритроцитов при 49
 o

C увеличивало 

базовую активность этого переносчика и резко снижало его активацию в 

ответ на гипоосмотическое набухание. (Orlov et al. 1997;Sachs 1998). Для 

дальнейшего  изучения роли 2D кортикального цитоскелета в восприятии 

объёма, Паршина и сотрудники использовали АСМ. Этот метод выявил 

складчатый мембранный рельеф фиксированных человеческих 

эритроцитов со средней высотой волны 3-5 нм, покрытой глобулярными 

структурами с диаметром 40-50 нм и средней высотой 1-2 нм. Набухание 

эритроцитов из-за уменьшения осмолярности среды уменьшает высоту 

мембранных волн на 40% и увеличивает K
+
,Cl

-
 котранспорт примерно в 6 

раз. Как объём чувствительные изменения мембранного рельефа, так и 

активность K
+
,Cl

-
 котранспорта отсутствовали после 10-ти минутной 

инкубации при 50
 o

C (Parshina et al. 2013). Эти результаты также 

предполагают, что объём-зависимая реорганизация 2D спектрин-

актиновой сети участвует в регуляции активности объём-чувствительных 

ионных транспортёров.  
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Содержание фосфатидилинозитол-4,5-дифосфата (PIP2), 

находящегося на внутренней поверхности плазматической мембраны 

является главным регулятором полимеризации актиновых филаментов 

(Janmey and Lindberg 2004). Больше, чем 20 лет назад, Орлов с 

сотрудниками обнаружили, что гиперосмотическое сжатие резко 

увеличивает содержание PIP2 в плазматической мембране эритроцитов 

крыс (Orlov et al. 1989). Позднее этот феномен был также обнаружен в 

ядерных клетках млекопитающих (Nasuhoglu et al. 2002;Yamamoto et al. 

2006;Nielsen et al. 2007). Эти данные, дали возможность предположить 

центральную роль PIP2 в реорганизации актиновых микрофиламентов при 

сжатии клеток (Yamamoto et al. 2006). Нельсен с коллегами предположили, 

что аккумуляция PIP2 при сжатии клеток происходит из-за увеличения 

ионной силы цитоплазмы, а не из-за изменений клеточного объёма per se. 

(Nielsen et al. 2007). В этой связи необходимо отметить, что не смотря на 

одинаковое увеличение ионной силы, запускаемой гиперосмотическим 

сжатием, аккумуляцией PIP2  которые и активация Na
+
,K

+
,2Cl

-
 

котранспортёра и Na
+
/H

+
 обменника были обнаружены в эритроцитах 

крысы, но не человека (Orlov et al. 1989). Молекулярные механизмы, 

лежащие в основе этих различий, остаются не исследованными.  

Фосфорилирование фосфатидилинозитол 4-фосфата до PIP2 

катализируется PIP2-киназой. Используя siRNA, Ямамото с коллегами 

показали, что и увеличение PIP2 и реорганизация актинового цитоскелета в 

сжатых HeLa клетках приводит к отсутствию фосфатидилинозитолкиназы 

изоформы PIP5KIB. Они также показали, что активация этой киназы 

исчезает при добавлении каликулина А – ингибиторе Ser/Thr фосфатазы 1. 

(Yamamoto et al. 2006). PIP2 может быть далее фосфорилирован 

фосфатидил инозитол 3-киназой (PI-3K), в результате чего образуется 

фосфатидилинозитол 3,4,5-трифосфат (PIP3). Browe и Baumgarten 

показали, что ингибирование PI-3K вортманнином и  LY294002 приводит к 
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исчезновению активации тока хлорида, запускаемого интегрин-зависимым 

натяжением кардиомиоцитов (Browe and Baumgarten 2006). Роль PI-3K в 

сигналинге, запускаемом клеточным набуханием, остается не изученной.  

 

2.1.3.7. Концентрация макромолекул: цитоплазма как биогель  

В 80-х, начале 90-х годов несколько групп предложили, что общая 

концентрация макромолекул в цитоплазме (т.н. macromolecular crowding) 

регулирует функции цитоплазматических белков (Minton 1981;Fulton 1982) 

и может служить сенсором клеточного объема (Minton et al. 1992;Parker 

1993). Согласно концепции macromolecular crowding, изменение белок-

белковых взаимодействий при набухании и сжатии активирует/ингибирует 

неидентифицированную серин-треониновую киназу, которая контролирует 

активность объем-зависимых транспортеров. Эта гипотеза получила 

экспериментальные подтверждения в эритроцитах, где манипуляции с 

цитоплазматической концентрацией белка регулируют чувствительность 

K+,Cl-­котранспорта к набуханию и Na+/H+­обмена к сжатию (Colclasure 

and Parker 1991;Colclasure and Parker 1992;Minton et al. 1992;Parker 1993). К 

сожалению, гипотеза macromolecular crowding не была проверена в 

ядерных клетках, где физико-химические свойства и общая концентрация 

белков в цитоплазме сильно отличаются от эритроцитов.  

Высокая концентрация макромолекул, связанных сетью белков 

цитоскелета, определяют функционирование цитоплазмы как гидрогеля. 

Этот вывод был в начале поддержан данными, показывающими, что 

аксоплазма гигантского аксона после ее выдавливания в раствор с высоким 

содержанием K
+
  удерживает цилиндрическую структуру (Brown and Lasek 

1993). Недавно, Fels с соавторами показал, что пермеабилизация 

плазматической мембраны со средними концентрациями дигитонина или 

амфотерицина B приводит к диссипации Доннановского равновесия и 
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набуханию клетки, но не воздействует на целостность ядерных клеток 

млекопитающих.  (Fels et al. 2009). Неожиданно, они обнаружили, что 

пермеабилизованные клетки набухают и сжимаются в гипо- и 

гиперосмотических растворах, соответственно (Рис. 5А). Примечательно, 

запускаемые осмолярностью изменения объёма были в несколько раз 

больше, чем те, что наблюдались у нативных клеток (Рис. 5B), что 

согласовывалось с высокой способностью биогеля цитоплазмы связывать 

воду. Связывание или отдача большого количества воды может привести к 

быстрому изменению физико-химических свойств биогеля, что позволяет 

рассматривать его как основной компонент осмосенсора.  

 

Рис. 5. А. Кинетика изменения объема пермеабилизованных 

А549 клеток после их перемещения в анизосмотические среды, 

полученная с помощью метода DISUR В. Зависимость объема интактных 

и пермебилизованных А549 клеток в координатах Вант-Гоффа (Fels et al., 

2009).  
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2.1.4. Внутриклеточная сигнализация, связанная с изменением объема 

клеток 

Литература, посвященная объем-зависимым сигнальным системам 

необъятна. Например, обзор Ланга и коллег (Lang et al. 1998a) включает 

более 1400 избранных цитат. Вероятно, не существует ни одного 

классического каскада внутриклеточной сигнализации, который не был бы 

предложен на роль трансдуктора объемного сигнала. В этой связи важно 

отделить те внутриклеточные пути, которые участвуют в переносе 

объемного сигнала к исполнительным транспортерам, от тех каскадов, 

активность которых к этому прямого отношения не имеет. Данные по 

этому вопросу ввиду ограничения объема суммированы в Таблице 2. Для 

детального знакомства с этим вопросом мы рекомендуем обзоры (Mongin 

and Orlov 2001;Lang et al. 1998a;Hoffmann et al. 2009;Strange et al. 

2006;Kahle et al. 2005). 

Таблица 2. Основные системы внутриклеточной сигнализации, 

участвующие в трансдукции объемного сигнала (Mongin and Orlov 

2001)  

Внутриклеточный 

мессенджер или 

сигнальный 

каскад 

 

Доказательства в пользу 

 

Доводы против 

Внутриклеточный 

Са
2+

 

В ряде клеток, осмотическое 

набухание вызывает 

увеличение [Са
2+

]i. 

Безкальциевые среды и 

хелаторы Са
2+

 блокируют RVD 

и активацию ионных каналов. 

В большинстве клеток RVD и 

активация ионных каналов, не 

требует увеличения [Са
2+

]i. 

 

Кальмодулин (KM) Антагонисты КМ блокируют:  

- RVD и активацию анионных 

каналов при набухании 

- RVI и активацию Na
+
,K

+
,2Cl

-
 

котранспортера и Na
+
/H

+
-

обменника при сжатии 

Антагонисты КМ эффективны и 

в тех случаях, когда [Са
2+

]i 

поддерживается на уровне ниже 

пороговой концентрации для 

активации КМ. 

 

Протеинкиназа С 

(ПКС) 

Ингибиторы ПКС устраняют 

RVD, влияние сжатия на 

анионные каналы и набухания 

на Na
+
,K

+
,2Cl

-
 котранспорт и 

Na
+
/H

+
-обмен 

Влияние сжатия на ПКС не 

обнаружено. В большинстве 

клеток ПКС модулирует 

базальную активность объем- 

чувствительных транспортеров 
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Киназа легких 

цепей миозина 

(MLCK) 

 

Активация при модуляции 

клеточного объема. 

Ингибиторы MLCK подавляют 

активацию Na
+
,K

+
,2Cl

-
 

котранспорта при сжатии и 

анионных каналов при 

набухании 

Только фармакологические 

доказательства участия; 

ингибиторы MLCK не 

обладают достаточно высокой 

специфичностью 

Са
2+

/кальмодулин-

зависимая киназа II 

КМ-ПК 

RVI – Ингибиторы КМ-ПК 

блокируют активацию 

Na
+
,K

+
,2Cl

-
 котранспорта 

Недостаточно данных, чтобы 

судить об универсальности 

участия КМ-ПК в RVI.  Не ясно 

может ли этот путь 

активироваться без увеличения 

[Са
2+

]i. 

Тирозиновые 

киназы (ТК)  

 

Активация ТК при набухании 

клеток. Во многих типах клеток 

RVD подавляется 

ингибиторами ТК. В 

лимфоцитах Src-киназа 

необходима для объемной 

регуляции анионных каналов 

Ряд данных об активации 

каналов для органических 

осмолитов свидетельствуют в 

пользу того, что ТК не 

передают объемный сигнал, а 

модулируют объемную 

чувствительность.  

Фосфолипаза А 

(ФлА) 

Ингибиторы ФлА блокируют 

объемную регуляцию и 

активацию анионных каналов в 

тромбоцитах и асцитных 

клетках 

Только фармакологические 

доказательства участия; 

ингибиторы ФлА не обладают 

достаточно высокой 

специфичностью 

Эйкозаноиды 

(простагландины и 

лейкотриены) 

 

Эйкозаноиды высвобождаются 

при набухании клеток и 

активируют катионные и 

анионные каналы. 

Недостаточно данных, чтобы 

судить об универсальности 

этого механизма, вероятно, этот 

путь не имеет функционального 

значения при сжатии 

 

2.2. Физиологическое и патофизиологическое значение изменения 

объема клеток 

Изменение объема оказывает влияние на целый ряд 

физиологических и патофизиологических реакций клетки, включая синтез 

и катаболизм гликогена, высвобождение гормонов и нейротрансмиттеров, 

процессы транскрипции и трансляции, генерацию активных форм 

кислорода, пролиферацию и миграцию клеток. Литература по этому 

вопросу огромна и проанализирована в целом ряде обзоров (Haussinger and 

Lang 1991a;Haussinger 1996;Lang et al. 1998a;Hoffmann et al. 2009;Mongin 

and Kimelberg 2005a;Dubois and Rouzaire-Dubois 2012). В этом разделе мы 
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рассмотрим данные о регуляции объема клеток гормонами и 

нейротрансмиттерами и о роли изменений объема в гибели клеток, 

имеющим непосредственное отношение к задачам нашей работы. 

 

2.2.1. Изменение объема клеток при действии гормонов и 

нейротрансмиттеров 

 Рецептор-опосредованные механизмы регуляции объема клеток 

можно условно разделить на две группы. Лиганд-зависимые ионные 

каналы, активирующиеся при связывании лиганда непосредственно с 

каналом (Egan et al. 2006). Рецепторы, напрямую не связанные с каналами. 

Среди них наиболее изучены GPCR – рецепторы, сопряженные с GTP-

связывающими G-белками (G-protein coupled receptor). Выделяют четыре 

подкласса G-белков: Gαs, Gαi/o, Gαq и Gα12/13  (Lefkowitz 2007;Lefkowitz 

2007). Сигнализация через GPCRs контролируется по принципу 

негативной обратной связи: если GPCRs подвергается длительной или 

повторяющейся стимуляции, то он подвергается десенситизации, 

приводящей к снижению способности рецептора активировать 

соответствующий G-белок и инициировать внутриклеточные сигнальные 

каскады. Этот процесс контролируется серин/треонин киназами GRKs 

(GPCR kinases), которые фосфорилируют GPCRs. GRK фосфорилирование 

увеличивает сродство GPCR к белкам класса аррестинов. Связывание 

арестина в свою очередь предотвращает GPCR от связывания с G-белком 

и таким образом снижает функциональную активность сигнального пути 

до 80% (Lefkowitz 2007). 

Как отмечалось выше, при нормальных физиологических условиях, 

осмолярность внеклеточной жидкости млекопитающих за исключением 

отделов, граничащих с эпителием почечных канальцев, поддерживается на 

постоянном уровне и клеточный объём определяется прежде всего 
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осмолярностью цитоплазмы, изменения которой может, обусловлено за 

счет нейрональной, гормональной и аутокринной активации 

транспортеров, обеспечивающих трансмембранный перенос 

одновалентных ионов и органических осмолитиков. Так, например, 

инсулин увеличивает объем клеток печени, активируя Na
+
/H

+
 обмен, 

Na
+
,K

+
,2Cl

-
 котранспорт и Na

+
/K

+
-АТФазу (Schliess and Haussinger 2000). 

Синхронное действие этих транспортёров должно приводить к 

накоплению в клетке калия и впоследствии к набуханию. Запускаемый 

инсулином каскад является необходимой частью для генерации 

антипротеолитического ответа. Было установлено, что клеточное 

набухание, запускаемое инсулином, опосредуемо PI-3K и участвует в 

активации MAP-киназ. Условия, при которых мишени инсулина находятся 

в дегидратируемом состоянии, такие как гиперосмолярность или 

недостаток аминокислот, часто ассоциируются с устойчивостью к 

инсулину. В печени, гиперосмолярность нарушает PI-3K зависимое 

поглощение K
+
 и клеточное набухание в ответ на инсулин, приводя к 

устойчивости MAP-киназ и протеолизу после регуляции инсулином 

(Schliess and Haussinger 2000). В противоположность инсулину, глюкагон 

уменьшает размер гепатоцитов, предположительно активируя ионные 

каналы (Haussinger and Lang 1991b;Hallbrucker et al. 1991). В самом деле, 

глюкагон активирует Na
+
/K

+
-AТФазу, но одновременно уменьшает 

количество внутриклеточного K
+
, возможно в связи с одновременным 

открытием K
+
 каналов, ингибируемых Ba

2+
 и хинидином (Haussinger 1996). 

Эффект увеличения объёма инсулина связывается с его 

антипротеолитическим действием. Наоборот, сжатие гепатоцитов 

глюкагоном приводит к его протеолитическому эффекту (Hallbrucker et al. 

1991). Нужно подчеркнуть, что полумаксимальные эффекты инсулина и 

глюкагона на гидратацию клеток печени обнаружены при концентрации 

гормонов в крови воротной вены, т.е. 1.0 и 0.1 нМ соответственно 
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(Haussinger 1996). Блокирование изменения клеточного объёма в ответ на 

инсулин может быть общим знаменателем в устойчивости к инсулину, 

вызванной дегидратацией, наблюдаемых в клинических условиях при 

сепсисе, ожогах и сахарном диабетe (Schliess and Haussinger 2000).  

Факторы роста увеличивают клеточный объём стимулируя Na
+
/H

+
 

обмен и частично NKCC котранспорт. Предполагается, что происходящее 

при этом увеличение клеточного объёма является предпосылкой для 

стимуляции клеточной пролиферации (Ritter and Woll 1996;Kapus et al. 

1994;Orlowski and Grinstein 2004).  

Несколько возбуждающих нейротрансмиттеров, такие как глютамин, 

активируют Na
+
 каналы или неселективные катионные каналы с 

последующим входом натрия, деполяризацией, входом хлора и 

увеличением клетки. Некоторые нейротрансмиттеры, такие как гамма-

аминобутиловая кислота (ГАБА), активируют калиевые каналы, приводя к 

гиперполяризации, выходу хлора и тем самым к уменьшению объёма (Lang 

et al. 1998a;El-Gharbawy et al. 2001). В нейронах симпатческого ганглия 

крыс ГАБА активирует Cl
-
 каналы. Деполяризация из-за выхода Cl

-
 

запускает выход K
+
 через K

+
 каналы. Клеточная потеря KCl приводит к 

сжатию клетки. Это, возможно, является сигналом для стимуляции 

Na
+
,K

+
,2Cl

-
 котранспорта. Переносчик не только возвращает клеточный 

объём, но также поддерживает внутриклеточную концентрацию Cl
-
. Таким 

образом, деполяризация поддерживается в присутствии ГАБА. Если ГАБА 

действует вместе с ингибитором Na
+
,K

+
,2Cl

-
 котранспорта фуросемидом, 

то деполяризация временна из-за диссипации внутриклеточной активности 

Cl
-
. Вероятно, что NaCl-KCl симпорт модифицирует эффект медиаторов у 

нескольких других нейронов и может играть роль в захвате внеклеточного 

K
+
  клетками глии (Mongin and Kimelberg 2005a;Mongin 2007).  
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2.2.1.1. Пуринэргические рецепторы как регуляторы ионного 

транспорта 

Данные приведенные выше и детально рассмотренные в обзорах 

(Vazquez-Juarez et al. 2008;Fisher et al. 2008;Franco et al. 2008)

 указывают на ключевую роль рецепторов, связанных с G-белками, в 

регуляции объема клеток. В нашей работе мы обратили особое внимание 

на пуринергические рецепторы (P2), которые активируются АТФ, УТФ и 

несколькими другими пуриновыми нуклеотидами (Burnstock 2007a). P2 

рецепторы подразделяются на 2 больших группы P2X – рецептор-

управляемые ионные каналы и P2Y – рецепторы, сопряженные с G 

белками (Рис. 6). На настоящий момент клонировано и функционально 

охарактеризовано 7 подтипов P2X (P2X1-7) и 8 подтипов P2Y (P2Y1, P2Y2, 

P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 и P2Y14) рецепторов (Burnstock 2007a). 

Основные характеристики этих рецепторов представлены в Таблице 3.  

 

Рис 6. Схема, иллюстрирующая принцип работы Р2Х (A) и P2Y 

(B) рецепторов. Подробности см. в тексте.  
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Таблица 3. Основные характеристики P2 рецепторов (Burnstock 

2007a;Burnstock 2007b;Rayment et al. 2007)  

 
Рецепт

ор 
Локализация Активаторы* Ингибиторы* 

Механизм 

трансдукции 

P2X1 

гладкие мышцы, 

тромбоциты, нейроны 

задних рогов спинного 

мозга 

α,β-

meATP=ATP=2-

MeSATP, L-β,γ-

meATP 

TNP-ATP, IP5I, 

NF023, NF449 

катионный 

канал (Ca
2+

 и 

Na
+
) 

P2X2 

гладкие мышцы, ЦНС, 

сетчатка, хромаффинные 

клетки, сенсорные и 

вегетативные ганглии 

ATP≥ATPγS≥2MeS

ATP 

>>α,β-meATP 

сурамин, 

isoPPADS, 

RB2, 

NF770, NF279 

ионный канал 

(главным 

образом Ca
2+

) 

P2X3 

сенсорные нейроны, ядро 

одиночного пути, 

некоторые 

симпатические нейроны  

2-

MeSATP≥ATP≥α,β-

meATP≥Ap4A  

TNP-ATP, 

PPADS, 
A317491, 

NF110, Ip5I, 

phenol red 

катионный 

канал 

P2X4 
ЦНС, семенники, толстая 

кишка, гладкие мышцы 

ATP>>α,β-meATP, 

CTP 

TNP-ATP 

(слабый), BBG 

(слабый), 

фенолфталеин 

ионный канал 

(особенно Ca
2+

) 

P2X5 

пролиферирующие 

клетки кожи, 

пищеварительный тракт, 

мочевой пузырь, тимус, 

спинной мозг, гладкие 

мышцы 

ATP>>α,β-meATP, 

ATPγS 
сурамин, 

PPADS, BBG 
ионный канал 

P2X6 
ЦНС, двигательные 

нейроны спинного мозга 
- - ионный канал 

P2X7 

клетки иммунной 

системы, кожи, 

поджелудочной железы 

BzATP>ATP≥2-

MeSATP>> α,β-

meATP 

KN62, KN04, 

MRS2427, 

OATP 

кумасси 

бриллиантовый 

синий 

катионный 

канал и 

большая пора с 

пролонгирован

ной активацией 

P2Y1 

эпителиальные и 

эндотелиальные клетки, 

тромбоциты, клетки 

иммунной системы, 

остеокласты 

2-

MeSADP=ADPβS>

2-

MeSATP=ADP>AT

P, MRS2365 

MRS2179, 

MRS2500, 

MRS2279, PIT 

активация Gαq; 

PLC-β 

P2Y2 

иммунные клетки, 

эпителиальные и 

эндотелиальные клетки, 

почечные канальцы, 

остеобласты, гладкие 

мышцы 

 UTP=ATP, UTPγS, 

INS 37217, INS365 

сурамин>RB2, 

ARC126313 

активация Gαq 

и возможно 

Gαi/o; PLC-β 
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P2Y4 эндотелиальные клетки, 
гладкие мышцы 

UTP≥ATP, UTPγS, 
INS 37217 

RB2 > сурамин 
активация Gαq 
и возможно 
Gαi/o; PLC-β 

P2Y6 

некоторые 

эпителиальные клетки, 

плацента, Т-клетки, 

тимус, гладкие мышцы 

UDP>UTP>>ATP, 

UDPβS, IDP 
MRS2578 

активация Gαq; 

PLC-β 

P2Y11 селезенка, кишечник, 
гранулоциты 

ARC67085MX> 
BzATP≥ATPγS>AT
P 

сурамин>RB2, 

NF157, 5’-

AMPS 

активация Gαq и 
Gαs; PLC-β 

P2Y12 тромбоциты, глиальные 
клетки 

2-
MeSADP≥ADP>>A
TP 

CT50547, 

ARC69931MX, 

INS49266, 

AZD6140, 

PSB0413, 

ARL66096,  

2-MeSAMP 

Gαi/o; 
ингибирование 
аденилатциклаз

ы 

P2Y13 
селезенка, головной мозг, 

костный мозг, 
лимфатические узлы 

ADP=2-

MeSADP>>ATP=2- 

MeSATP 

MRS2211, 2-
MeSAMP 

Gαi/o 

P2Y14 
плацента, жировая ткань, 
желудок, кишечник, 

отдельные участи мозга 

UDP glucose = 
UDP-galactose 

- Gαq 

 

* Сокращения: BBG - Brilliant Blue Green, BzATP - 2'-&3'-O-(4-benzoyl-

benzoyl)-ATP, CTP - cytosine triphosphate, Ip5I - di-inosine pentaphosphate, 2-

Me-SADP - 2-methylthio ADP, 2-MeSATP - 2-methylthio ATP, PLC - 

фосфолипаза C, RB2 - reactive blue 2. Выделены соединения, 

использованы в нашей работе.  

 

Кроме специфических рецепторов обязательным условием 

проведения внеклеточного сигнала является наличие систем, приводящих 

к быстрой нормализации локальной концентрации агонисты. В случае 

пуринергической системы гидролиз АТФ до АМФ и аденозина 

осуществляют нуклеозид трифосфат дифосфогидролазы (NTPDases 1, 2, 3 

и 8), нуклеотид пирофосфатазы (NPP 1, 2 и 3), алкалин фосфатазу и 5′-

нуклеотидазу (Zimmermann 2006), которые относятся к суперсемейству 

экто-АТФаз, впервые обнаруженных  в лаборатории В.А. Энгельгардта 

(Wenkstern and Engelhardt 1959;Orlov 2007;Orlov 2007). Пуринергическая 

сигнализация включает высвобождение АТР совместно с такими 

«классическими» нейротрансмиттерами, как норадреналин и ацетилхолин 
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в различных типах нейронов периферической и центральной нервной 

системы, а также экзо- и эндокринное высвобождение пуринов из не 

нейрональных клеток. ATP, высвобождающийся как котрансмиттер из 

различных нервных окончаний, может активировать различные 

рецепторы. Так, например, ATP высвобождающийся с норадреналином и 

нейропептидом Y из периваскулярных симпатических нервов действует на 

P2X и P2Y рецепторы гладкомышечных клеток (ГМК), вызывая их 

сокращение, тогда как ATP высвобождающийся совместно с 

кальцийтонин генсвязанным пептидом (calcitonin gene-related peptide), 

субстанцией P и нейрокинином А из сенсорно-моторных нервов вовремя 

“аксон-рефлекса” действует на P2Y рецепторы и приводит либо к 

расслаблению, либо к сокращению ГМК. ATP и UTP, высвобождающийся 

из эндотелиальных клеток во время напряжения сдвига (shear stress) и 

гипоксии, приводит к аутокринной активации P2Y рецепторов, 

образованию оксида азота (NO) и последующей вазодилатации. 

Высвобождающийся из агрегирующих тромбоцитов АТФ вместе с АДФ 

так же действует на эндотелиальные рецепторы (Burnstock 2006a;Burnstock 

2006b). 

Специальная роль в регуляции клеточного объёма 

предположительно принадлежит пуринергическим рецепторам, связанным 

с G белкам из семейства P2Y, которые активируются АТФ, УТФ и УТП и 

несколькими другими пуриновыми (Таблица 3). Например, в двух 

клеточных линиях Madin-Darby canine kidney (MDCK), C7 и C11, которые 

соответственно представляют собой главные и вставочные клетки 

собирательных трубочек, АТФ вызывает транзиторную активацию объем-

чувствительного Na
+
,K

+
,2Cl

-
 котранспортёра NKCC1. В C11-MDCK 

клетках, за первоначальной пуринергической активацией NKCC1 следует 

полное ингибирование этого переносчика (Akimova et al. 2006a). В 

глиальных клетках мозга, астроцитах, АТФ потенцировано модулирует 
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открытие объём-регулируемых анионных каналов (VRAC) и, таким 

образом, контролируется выброс из глии нейротрансмиттера глутамата 

(Mongin and Kimelberg 2005b). В гепатоцитах, аутокринный выброс АТФ и 

активация P2Y рецепторов по всей видимости являются обязательным 

условием активации VRAC и последующего RVD (Wang et al. 1996).  

В отличие от большего количества данных, показывающих 

ключевую роль пуринергических рецепторов в регуляции ионного 

транспорта, систематические исследование их роли в регуляции объема до 

сих пор не проводились, что отчасти связано с методическим 

ограничениями, рассмотренными в разделе 2.3. В нашей работе мы 

использовали преимущества техники, DISUR, рассмотренной в Разделе 

3.3, для исследования роли Р2 рецепторов в регуляции объема C11-MDCK 

клеток. 

 

2.2.2. Изменение объема клеток при действии факторов, приводящих к 

гибели клеток  

Клеточная смерть сопровождается диссипацией электрохимического 

градиента моновалентных ионов через плазматическую мембрану, что в 

свою очередь, может быть достаточным условием изменения клеточного 

объёма (Lang et al. 1998a;Lang et al. 2005;Hoffmann et al. 2009;Haussinger 

and Reinehr 2011). До последнего времени, считалось твердо 

установленным, что сжатие и набухание клеток является обязательными 

признаками, двух морфологически различных форм клеточной смерти, 

апоптоза и некроза, соответственно, и что изменения клеточного объема 

является непосредственной причиной запуска и/или развития клеточной 

смерти. В этом разделе мы рассматривает литературу, посвященную этим 

вопросам биофизики клетки. 
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2.2.2.1 Изменение клеточного объёма как подход для классификации 

клеточной смерти 

Два морфологически-различные типа клеточной смерти были 

зарегистрированы в исследованиях образцов тканей. Смерть группы 

соседних клеток, вызванная гипоксией, гипертермия, вирусной или 

бактериальной инфекцией или присутствие токсинов и ядов известна как 

некроз, термин введённый более ста лет назад Вирховым. Некротические 

стимулы приводят к набуханию клетки, разрыву плазматической 

мембраны, выбросу лизосомальных энзимов, образованию очага 

воспаления и поглощению разрушенных клеток макрофагами (Duvall and 

Wyllie 1986;Jordan and Harrison 1999;Cotter et al. 1990). В 

противоположность некрозу, клеточная смерть единичных клеток без 

воспаления называется апоптозом. Этот вариант клеточной смерти 

сопровождается сжатием клетки и конденсацией ядра, изменением формы 

плазматической мембраны (инвагинацией с образованием пузырьков, 

получивших в англоязычной литературе название “membrane blebbing”), 

фрагментацией ядра и формированием апоптотических телец. На 

начальных этапах, апоптоз происходит без разрыва плазматической 

мембраны и утечки компонентов цитоплазмы, лежащего в основе  

воспалительного ответа тканей.  Апоптоз может запускаться как 

внутренними так и или внешними стимулами. К внутренним стимулам 

относится стауроспорин (неселективный ингибитор протеин киназы С), 

тапсигаргин (ингибитор Ca
2+

 насоса саркоплазматического ретикулюма), 

этопозид (ингибитор топоизомеразы II ДНК), дексаметазон и некоторые 

другие стероидные соединения, а также радиация, взаимодейстуюшая с 

ДНК и другими внутриклеточными мишенями. Воздействие этих 

факторов сопровождается выходом из митохондрии цитохрома c, который 

вместе с апоптотическим протеаз-активирующим фактором, стимулирует 

прокаспазу-9, относящуюся к семейству цистеиновых протеаз со 
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специфичностью к остаткам аспартата. К внешним стимулам апоптоза 

относится Fas-лиганд (Fas-L) и члены семейства фактора некроза опухоли 

(TNF), взаимодействующие с рецептором CD95, который в свою очередь 

рекрутирует прокаспазу-8. Как «внутренний» так и «внешний» 

завершаются активацией каспазы-3 (Duvall and Wyllie 1986;Bortner and 

Cidlowski 2011).  

Множество биохимических изменений, таких как выход цитохрома c 

из митохондрии, активация каспаз, экспозиция фосфатидилсерина на 

внешней стороне плазматической мембраны, разрушение хроматина и 

деградация ДНК с появлением множества фрагментов 180- 200 парных 

фрагментов (так называемых DNA laddering), были описаны как 

универсальные маркеры  апоптотических клеткок (Duvall and Wyllie 1986). 

Следует однако отметить, что выброс цитохрома наблюдался в клетках 

Jurkat, претерпевающих смерть клеток морфологически идентичную 

некрозу (Heiden et al. 1997), и ингибиторы каспаз замедляют развитие 

клеточной смерти, вызванной гипоксией и токсинами, т.е. классическими 

стимулами некроза (Shimizu et al. 1996). Более того, активация каспазы-3 

является обязательным условием активации Т клеточного рецептора и 

описана в интактных лимфоцитах (Alam et al. 1990). В свою очередь, 

имеются примеры смерти клеток, морфологически идентичной апоптозу, 

которая происходит в отсутствии межнуклеосомального расщепления 

ДНК и образования фрагментов хроматина (Columbano 1995), в то время 

как оба эти процесса обнаружены во время некротической смерти клеток 

(Columbano 1995). Транслокация фосфатидилсерина на внешнюю 

поверхность плазматической мембраны происходит из-за увеличения 

[Ca
2+

]i и активации скрамблазы (Zhou et al. 1997), то есть процессов, 

отмеченных в ходе различных физиологических и патофизиологических 

реакций клетки, включая активацию тромбоцитов (Gyulkhandanyan et al. 
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2012) и гемолиз эритроцитов, вызванный гипотоническим набуханием 

(Williamson et al. 1985).  

Уже в первых работах, посвященных описанию апоптоза в клетках 

иммунной системы, уменьшенный клеточный объём воспринимался как 

отличительный признак это вида клеточной смерти, получившей название 

«некроз, опосредованный сжатием» (Kerr et al. 1972). Позднее, различия 

изменения объема умирающих клеткок было классифицировано Окада с 

сотрудниками как necrotic volume increase (NVI) и apoptotic volume 

decrease (AVD) (Okada et al. 2001). Данные приведённые ниже 

показывают, что однонаправленные изменения активности ионных 

транспортёров оказывают тканеспецифическое влияние на объем клеток, 

что в свою очередь подразумевает тканеспецифический нежели 

универсальный характер вовлечения изменений клеточного объема на 

запуск и развитие  клеточной смерти.  

 

2.2.2.2 Термодинамическая модель вовлечения мембранных 

транспортеров в изменения клеточного объёма 

Термодинамические модели предсказывают, что окончательное 

действие стимула клеточной смерти на клеточный объём зависит от 

различных параметров, включая электрохимический потенциал мембраны 

(Em), относительную проводимость моновалентных катионов (PNa, PK, PCl) 

и двигающую силу, предсказанную из их электрохимического градиента.  

Так, например, в электрически-возбудимых клетках с Em~EK, [K
+
]i = [K

+
]iN 

и [Cl
-
]i>[Cl

-
]iN, активация K

+
 каналов не воздействует на клеточный объём. 

Здесь, [K
+
]iN и [Cl

-
]iN означают внутриклеточную концентрацию K

+ 
 и Cl

-
 в 

условиях равновесия Нернста. В этом типе клеток, сжатие клеток может 

запускаться стимуляцией Cl
-
 каналов которые, в свою очередь, могут 

привести к деполяризации мембраны и выходу K
+
 (Рис. 7A). Напротив, в 
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эритроцитах млекопитающих и других клетках с Em~ECl, [K
+
]i>[K

+
]iN, [Cl

-

]i~[Cl
-
]iN и PCl>>PK активация K

+
 каналов приводит к гиперполяризации и 

выходу Cl
- 
и осмотически-связанной воды (Рис. 7B). Этот случай 

суицидальной клеточной смерти, опосредуемый увеличением [Ca
2+

]i и 

активацией Ca
2+

-регулируемых K
+ 
каналов со средней проводимостью  

(IKCa) детально исследован в лаборатории д-ра Ланга и получил название 

эриптоза (Lang et al. 2003b;Schneider et al. 2007;Lang et al. 2003a). В 

клетках с EK~ECl~Em, активация K
+
 или Cl

-
 каналов приводит к 

противоположным эффектам на Cl
-
 и K

+
 потоки, минимизируя или даже 

противодействуя их вовлечению в регуляции объема клеток. Так, 

например, в клетках  Jurkat  проходящих апоптоз в присутствии Fas-L или 

керамидов, активность потенциал зависимых K
+
 каналов (KV1.3) 

уменьшается, а не увеличивается (Szabo et al. 1996;Gulbins et al. 1997a). 

Рис. 7. Термодинамическая модель путей ионного транспорта, 

участвующих в уменьшение (DVD) и в увеличение (DVI) объёма 

умирающей клетки. Рисунки A и B иллюстрируют перекрёстное влияние 

K
+
 и Cl

-
 каналов, запускающих DVD в клетках с разным мембранным 

потенциалом (Em) и внутриклеточными K+ ([K
+
]i) и Cl

-
 ([Cl

-
]i) 

концентрациями. Рисунок C показывает ионные транспортёры, 

участвующие в DVI. 1 – Na
+
,K

+
-ATPase; 2 – Na

+
-связанный транспорт 

органических осмолитов (OROS). Для расшифровок других аббревиатур, 

см. текст.  
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В отличие от  AVD, NVI может быть опосредовано активацией 

Na
+
/H

+
 обменника и других направленных внутрь, Na

+
-связанных 

транспортеров, включая Na
+
,K

+
,2Cl

-
, Na

+
,HCO3

-
 и Na

+
,Pi котранспортёры, 

или симпортом Na
+
 и низкомолекулярных органических осмолитов. В 

самом деле, рядом исследователей было показано, что развитие апоптоза 

связано с ингибированием Na
+
/H

+
 обменника (для обзора, см (Lang and 

Hoffmann 2011)). Однако, насколько нам известно, никто не показал 

объём-зависимое участие этого переносчика в некротическом варианте 

клеточной смерти. Альтернативная модель предлагает, что NVI 

запускается накоплением Na
+
 через активацию неселективных катионных 

каналов (Nielsen et al. 2007) (Рис. 7C). Увеличенная проходимость для Na
+
, 

в свою очередь, приводит к диссипации Гиббс-Доннановского равновесия, 

которое заканчивается деполяризацией мембраны и аккумуляцией Cl
-
 и 

осмотически связанной воды (Carini et al. 1999). Диссипация Гиббс-

Доннановского равновесия также ускоряется недостатком энергии, 

происходящим из-за активации Na
+
,K

+
-АТФ-азы в надежде нормализовать 

[Na
+
]i в ущерб высокому потреблению АТФ. Данные, подтверждающие 

эту модель, были в основном получены на ишемических гепатоцитах 

(Carini et al. 1995).  

Вместе с увеличением накопления Na
+
, вызванного активацией 

входящих потоков этого катиона, NVI может быть запущен 

продолжительным ингибированием Na
+
,K+-АТФ-азы (Рис. 7C). 

Необходимо отметить, что эта модель применима к клеткам с PK и PCl>PNa, 

[Cl
-
]i<[Cl

-
]iN и [Na

+
]i<[Na

+
]iN, и время развития NVI зависит от скорости 

входа Na
+
  (Macknight and Leaf 1977). Но и в данном случае имеются 

существенные тканеспецифическое различия. Так, например, 

продолжительное ингибирование Na
+
,K

+
-АТФ-азы не изменило объёма, 
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измеряемого как пространство, доступное для [
14

C]-мочевины, в клетках 

Jurkat (Nobel et al. 2000) и клетках гладкой мускулатуры (VSMC) аорты 

крыс (Taurin et al. 2002a), и уменьшало, а не увеличивало объём 

кардиомиоцитов (Smith et al. 1993). Последний феномен возможно 

обусловлен выходом K
+
 через Ca

2+
-активированные каналы и из-за 

недостатка притока Na
+ 
в силу

 
Na

+
/Ca

2+
 обменника, обнаруженного в этих 

клетках (Blaustein and Lederer 1999). В самом деле, в безкальциевой среде 

ингибирование Na
+
,K+-ATФ-азы уабаином сопровождалось набуханием, а 

не сжатием кардиомиоцитов (Smith et al. 1993). 

 

2.2.2.3. Изменения объёма, запускаемые стимулами клеточной смерти 

Анализ изменений объёма в клетках, подверженных влиянию 

апоптотических стимулов зафиксировал 2 стадии AVD. Первая стадия 

наблюдается в отсутствии морфологических маркёров и связана с  10-30% 

уменьшением клеточного объёма. Вторая стадия представляет собой 50-

70% уменьшение клеточного объёма и развивается параллельно с 

пузырением плазматической мембраны, также как и с накоплением 

апоптотических телец (Beauvais et al. 1995;Bortner and Cidlowski 2011). 

Этот вывод, однако, противоречит сообщениям об отсутствии первичного 

AVD в клетках, претерпевающих морфологически идентичный апоптоз 

(Hortelano et al. 2002).  

Эти данные, равно как и термодинамический анализ последствий 

изменения активности ионных транспортеров предполагают, что 

клеточное сжатие не может быть принято как универсальный маркёр 

апоптоза. В этой связи можно предположить, что апоптоз должен быть 

далее классифицирован в соответствии с особенностями поведения 

клеточного объёма. Однако такая классификация кажется 

преждевременной. В самом деле, учитывая отсутствие каких-либо 
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количественных биохимических маркёров апоптоза, Kroemer с коллегами 

полагают, что «классификация типов клеточной смерти – задача более 

важная для судебного отдела полиции, чем для научного сообщества, 

исследующего биохимические и биофизические механизмы клеточной 

смерти» (Kroemer et al. 2005). Иными словами, является ли классификация 

клеточной смерти на апоптоз, некроз и т.д. в отсутствии однозначных 

биохимических маркеров хоть сколько-то полезной? Имея эту 

неопределённость ввиду Номенклатурный комитет клеточной смерти 

предложил заменить привлекательные греческие слова апоптоз и некроз 

на выражения, такие как «клеточная смерть, запускаемая осмотическим 

шоком», «клеточная смерть, запускаемая устранением ростовых 

факторов”, и т.д. (Kroemer et al. 2005). В этой связи мы предложили 

исключить термины AVD и NVI (Orlov et al. 2013), оставляя DVD (dying 

cell volume decrease (уменьшение объёма умирающей клетки)) и DVI 

(dying cell volume increase (увеличение объёма умирающей клетки)) для 

описания процессов сжатия и набухания, регистрируемых в умирающих 

клетках.  

Наряду с концептуальными проблемами, противоречивость данных 

об изменении объема при действии факторов, приводящих к смерти 

клеток, объясняется методическими ограничениями, рассмотренными в 

заключительной главе обзора литературы. Учитывая это обстоятельство, 

мы использовали для исследования изменений объема умирающих клеток 

методику DISUR, которая позволила нам одновременно измерять 

клеточную высоту, всю площадь поверхности и объём нетронутой, 

прикреплённой к субстрату клетки с временным разрешением ~100 мс 

(Boudreault and Grygorczyk 2004).  
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2.2.2.4. Является ли сжатие достаточным стимулом для смерти 

клеток? 

Несколько независимых подходов использовались для ответа на этот 

вопрос. Эти данные кратко суммированы ниже. Для более подробного 

обзора, см. (Gulbins et al. 2001;Bortner and Cidlowski 1998;Bortner and 

Cidlowski 2007;Lang et al. 2004;Lang and Hoffmann 2011).  

DVD кинетика. Сопоставление кинетики DVD и появления 

биохимических и морфологических маркёров клеточной смерти, 

указывает на то, что их временные различия определяются как типом 

исследованных клеток, так и природой стимула, вызывающих их гибель. 

Так, в клетках U973, KB, NG108-15, HeLa и человеческих T лимфоцитах, 

обработанных стауроспорином, уменьшение объема наблюдалось за 2-5 

часов до того апоптотических изменений ядра и было устойчиво к набору 

ингибиторов каспаз (Wesselborg and Kabelitz 1993). Напротив, уменьшение 

объёма Jurkat клеток, обработанных Fas-лигандом, был выявлен только в 

популяции клеток, обладающих нарушенной целостностью ДНК, потерей 

митохондриального потенциала и активированной каспазой-3 (Bortner and 

Cidlowski 1996;Bortner et al. 1997;Bortner and Cidlowski 1999;Thompson et 

al. 2001;Bortner et al. 2008). В этом случае сжатие клеток подавлялась 

ингибитором каспазы zVAD.fmk (Nobel et al. 2000). Таким образом, в этом 

случае DVD может участвовать в развитии механизма клеточной смерти 

на этапе ниже активации каспазы. Первичное DVD тоже не было замечено 

в клетках HeLa, облученных УФ-светом, и в тимоцитах крысы, 

облученных жесткой гамма-радиацией (Ohyama et al. 1981).  

 

Эффект гипер - и изоосмотического сжатия. Гиперосмотическое 

сжатие,  запускаемое приростом осмоляльности от 300 до 600-700 мОсм, 

приводит к смерти клеток иммунной системы (Bortner and Cidlowski 

1996;Orlov et al. 1999c), эндотелиальных клеток сосудов (Malek et al. 
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1998;Alfieri et al. 2002;Kim et al. 2002), mIMCD3 почечных эпителиальных 

клеток (Michea et al. 2000), HeLa клеток (Bilney and Murray 1998) и D54-

MG клеток глиомы человека (Ernest et al. 2008). Во всех цитированных 

исследованиях, умирающие клетки обладали маркёрами «классического» 

апоптоза, таких как деградация ДНК, расщепление хроматина, появление 

фосфатидилсерина и активация каспаз. Должно быть замечено, однако, 

что похожее увеличение осмоляльности среды лишь частично увеличило 

апоптоз в клетках нейробластомы SH-SY5Y (Matthew and Feldman 1996) и 

не действовало на клетки MDCK (Orlov et al. 1996a), Cos-7, GH3 и HeLa 

клетки (Bortner and Cidlowski 1996). Более того,  Lang с коллегами 

наблюдали, что 20-30% увеличение осмоляльности ингибировало, а не 

запустило апоптоз в Jurkat клетках, обработанных Fas-лигандом (Gulbins et 

al. 1997b).  

Различная чувствительность клеток млекопитающих к 

гипертоническому окружению была подтверждена сравнительным 

анализом дозовых зависимостей увеличения осмоляльности на выживание 

клеток (Orlov et al. 2004a). Эти эксперименты показали, что добавление 

300 мМ маннитола увеличивает фрагментацию хроматина в Jurkat и 

эндотелиальных клетках свиной аорты (PAEC) в ~10- и 2-раза, 

соответственно, но не влияет на разрушение хроматина в MDCK клетках. 

Самая низкая чувствительность к осмоляльности среды была обнаружена 

в клетках гладкой мускулатуры аорты крысы (VSMC). В этих клетках, 

разрушение хроматина даже в присутствии 500 мМ маннитола не 

превышало 10% от общего содержания [
3
H]-меченой ДНК (Рис. 8A). 

Высокая сопротивляемость апоптозу была также выявлена в хондроцитах, 

подвергнутых гиперосмотическому действию. (Lewis et al. 2013). Было 

установлено, что вне зависимости от происхождения клетки, добавление  

400 мМ маннитола уменьшало объём клеток, измеренный по объему  

пространства, доступного для [
14

C]-мочевины,  на ~40% (Рис. 8B), 
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Необходимо отметить, что это в 2 раза больше значений уменьшения 

объема клеток, обнаруженных до проявления первых маркеров клеточной 

смерти (см. выше). 

 

Рис. 8. Эффект гипертоничности на апоптоз и клеточный объём. 
A. Доза зависимое действие маннитола на разрушение хроматина в 

гладкомышечных клетках сосудов из аорты крысы (VSMC), в 

эндотелиальных клетках аорты свиньи (PAEC), эпителиальных клетках 

Мадин-Дарби почек собак (C7-MDCK) и Юркат клетках. B. Объём 

доступного места для  [14C]-мочевины в VSMC, PAEC и C7-MDCK 

клетках с 30-мин инкубацией в присутствии 400 мM маннитола (Orlov et 

al., 2004).  

 

Физиологические последствия гиперосмотического и 

изоосмотического сжатия могут существенно различаться (Koltsova et al. 

2012a). Действительно, гиперосмотическое сжатие увеличивает 

внутриклеточную ионную силу, в то время как изоосмотическое сжатие, 

опосредуется потерей внутриклеточных осмолитов. В этой связи было 

использовано несколько независимых подходов для изучения роли 

изменения клеточного объёма в генерации сигналов, приводящих к 

клеточной смерти. Известно, что большинство клеток подверженных 

действию гипотонического раствора проходят быстрое RVD, 
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происходящее из-за выхода внутриклеточных осмолитов, и нормализации 

осмоляльности среды, приводит к сжатию клеток (Lang et al. 1998a). Мы 

наблюдали, что этот т.н. “post-RVD” протокол уменьшал объём 

гладкомышечных клеток, трансфецированных E1A аденовирусом  (E1A-

VSMC клетки) в ~2-раза, но не снижал их выживаемость (Orlov et al. 

2004a). Для сравнения,, ~20-30% изменение клеточного объёма, 

запускаемое изоосмотической заменой Cl
-
 на глюконат или аспартат или 

Na
+
 на N-метил-D-глютамин, приводит к смерти HeLa и U937 клеток, с 

каноническими маркёрами апоптоза (Nukui et al. 2006;Maeno et al. 2006a). 

В этой связи следует отметить, что наряду с сжатием клеток, обеднение 

среды Na
+
- и Cl- влияет на концентрацию моновалентных ионов внутри 

клетки, что в свою очередь может модифицировать развитие клеточной 

смерти через регуляцию экспрессии набора генов, в том числе генов 

вовлеченных в процессы пролиферации и смерти клеток  (Koltsova et al. 

2012b;Orlov et al. 2013).   

Эффект среды с высоким содержанием K
+
. В большом количестве 

клеточных линий, DVD опосредован потерей K
+
, основного 

внутриклеточного неорганического осмолита. Так, в тимоцитах, 

подвергнутых обработке дексаметазоном, концентрация K
+

i –, измеренная 

методом плазменной масс-спектрометрия и 
86

Rb как радиоактивного 

аналога K
+
 , уменьшалась в  2-3-раза (Hughes et al. 1997;Gomez-Angelats et 

al. 2000). Активация апоптоза в клетках CEM-C7A, обработанных 

дексаметазоном, сопровождалось ~40% потерей K
+
, измеренной методом 

пламенной фотометрией (Benson et al. 1996). Похожее уменьшение K
+

i 

наблюдалось в мышиных L клетках, претерпевающих апоптоз в 

присутствии ингибиторов клеточного цикла  (Barbiero et al. 1995). Две 

фазы изменений внутриклеточного содержания моновалентных ионов 

были показаны в клетках U937 при действии стауроспорина. Ранняя фаза, 

при которой происходит уменьшение K
+

i и Cl
-
I, соответствует клеточному 
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сжатию и предшествует активации каспазы 3, в то время как следующая 

фаза, начинающаяся с активации каспазы 3, была характеризуется 

накоплением Na
+

i  (Arrebola et al. 2005). В Jurkat клетках, обработанных 

Fas-L, увеличение входа 
86

Rb в 2 раза было полностью блокировано 

ингибитором пан каспазы zVAD.fmk (Nobel et al. 2000), предполагая, что 

эти события являются следствием, а не механизмом апоптоза для больших 

деталей см. (Lang and Hoffmann 2011).  

Термодинамическая модель предсказывает, что диссипация 

трансмембранного градиента K
+
 в среде с высоким содержанием K

+
 будет 

подавлять DVD-опосредуемую клеточную смерть (Рис. 7). В самом деле, 

Cidlowski с коллегами наблюдал, что увеличение[K
+
]o от 5 да 100 мМ 

замедляло смерть Jurkat клеткок, обработанных Fas-L (Bortner et al. 

1997;Gomez-Angelats et al. 2000). Умеренное ингибирование каспазы 3 

средой с высоким содержанием[K
+
]o было также описано для тимоцитов, 

подвергшихся обработке дексаметазоном, тапсигаргином и 

стауроспорином (Hughes et al. 1997), VSMC, подвергнувшихся действию 

протонофора FCCP (Krick et al. 2001) и нейрональных клеток под 

действием амилоида (Colom et al. 1998). Добавление 200 мМ KCl 

полностью блокировало смерть HeLa клеток, запускаемую 

гиперосмотической средой (400 mM sorbitol) (Smith et al. 1988). Следует, 

однако, отметить, что похожая защита наблюдалась также при 

эквимолярной замене KCl на NaCl. Эти данные предполагают, что как 

минимум в нескольких типов клеток, антиапоптотическое действие среды 

с высоким содержанием K
+
  опосредовано увеличением ионной силы, а не 

ингибированием DVD, опосредованного утечкой K
+
. Следует также 

отметить, что независимо от подавления потери K
+
 и DVD, прирост [K

+
]o 

значительно влияет на электрический потенциал плазматической 

мембраны и активность потенциал-чувствительноых мембранносвязанных 

белков. Имея это ввиду, в нашей лаборатории были исследованы клетки 
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E1A-VSMC, претерпевающие быстрый апоптоз в отсутствии ростовых 

факторов. В этих экспериментах на было обнаружено защиты E1A-VSMC 

клеток от апоптоза при увеличении [K
+
]o от 5 до 126 мМ (Orlov et al. 

2004a).  

Эффект модуляторов ион-транспортирующих систем. В 

многочисленных исследованиях было продемонстрировано, что в ходе 

развития смерти клеток изменяется активность ион-транспортирующих 

систем, принимающих участие в регуляции объема клеток. Этот список 

включает потенциал зависимые K
+
 каналы (Kv1.3, Kv1.1, Kv4), Ca

2+
-

активируемые K
+
 каналы, KATP, не селективные катионные каналы, 

потенциал-регулируемые анионные каналы и потенциал-зависимые 

анионные каналы (для обзоров, см. (Lang and Hoffmann 2011;Hoffmann 

2011;Prevarskaya et al. 2007)). Эти данные и термодинамические модели, 

рассмотренные нами ранее (Рис. 7), предсказывают, что модуляторы 

ионного транспорта будут воздействовать на  DVD-зависимую клеточную 

смерть. Действительно, Maeno с коллегами показали, что в клеточных 

линиях HeLa, U937, PC12 и NG108-15 не селективные ингибиторы 

анионных каналов (4,4'-diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonic acid (DIDS), 5-

nitro-2-(3-phenylpropylamino)benzoic acid (NPPB), phloretin) и K
+
 канал (5 

mM Ba
2+
) полностью блокировали DVD, запускаемый 2-мя различными 

индукторами апоптоза, и увеличивали  выживаемость клеток (Maeno et al. 

2000). Трансфекция мутационно-инактивированных анионных каналов, 

вовлеченных в патогенез муковисцидоза (cystic fibrosis transmembrane 

regulator anion channels) подавляла смерть эпителиальных клеток, 

подвергнутых воздействию этопозида (Gottlieb and Dosanjih 2001), в то 

время как нарушение потенциал-зависимых хлорных каналов CIC-3 

уменьшило апоптоз в миокарде мышей подверженных ишемической 

реперфузии (Bozeat et al. 2011). Wei с коллегами сообщили, что DIDS и 

NPPB ингибировали  DVD но не влияли на активацию каспазы-3 и 
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фрагментацию ДНК в обработанных стауроспорином кортикальных 

нейронах (Wei et al. 2012). Ингибитор IKCa клотримазол блокировал DVD 

и смерть клеток глиобластомы, подверженных действию стауроспорина, 

но не клеток подверженных действию TRAIL, индуцирующего апоптоз 

через взаимодействие со специализированным рецептором (McFerrin et al. 

2012). Очень слабое ингибирование или отсутствие каких-либо 

защищающих действий блокаторов K
+
 каналов было описано в других 

исследованиях (Krick et al. 2001;Szabo et al. 1998;Gottlieb and Dosanjih 

2001;Colom et al. 1998;Tremblay et al. 2001;Hu and Heikka 2000;Beauvais et 

al. 1995;Ernest et al. 2008;Krumschnabel et al. 2007). 

Следует отметить, что у блокаторов каналов, использовавшихся в 

выше цитируемых работах, есть различные побочные эффекты. Так, 

например, блокатор K
+
 каналов Ba

2+
 подавлял активность Na

+
,K

+
,2Cl- 

котранспорта (Orlov et al. 1996b), флоретин значительно уменьшал 

количество внутриклеточного АТФ (Skriabin et al. 2000), в то время как 

блокатор объём-чувствительных анионных каналов, 4-(2-Butyl-6,7-

dichloro-2cyclopentyl-inden-1-on-5-yl) кетомасляная кислота, потенциально 

ингибировала коннексиновые гемиканалы и транспортёр глютамата GLT-1 

(Bowens et al. 2013). Используя карибдотоксин, более селективный 

ингибитор IKCa и Ca
2+

-активируемые K
+
-каналы высокой проводимости 

(BKCa), Elliot и Higgins показали изменение DVD и апоптоза в тимоцитах, 

происходящего при добавлении Ca
2+

 ионофора (Elliott and Higgins 2003). 

Напротив, ни карибдотоксин, ни апамин, ингибитор Ca
2+

-активируемых 

K
+
-каналов малой проводимости (SKCa), не оказали воздействия на апоптоз 

в Jurkat клетках, подверженных действию Fas-L (Nobel et al. 2000). 
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2.2.2.5. Является ли набухание достаточным стимулом для смерти 

клеток? 

Несколько исследовательских групп, предположили, что смерть 

клеток, определяемая морфологами как некроз, происходит из-за разрыва 

плазматической мембраны, вызванного набуханием клетки (Barros et al. 

2001;Carini et al. 1999;Okada et al. 2001). Данные, подтверждающие эту 

гипотезу были большей частью получены на гепатоцитах, подвергнутых 

энергетическому голоданию.  Было показано, что набухание и смерть 

АТФ-истощённых гепатоцитов уменьшалась в безнатриевой среде и 

увеличивалась, когда выход  K
+
 ингибировался BaCl2 (Carini et al. 

1995;Carini et al. 1999;Piper and Large 2003). Та же исследовательская 

группа показала, что объём набухание гепатоцитов при энергетическом 

голодании частично компенсировался за счёт  RVD (Barros et al. 

2001;Carini et al. 1999). Это наблюдение представляется нам 

маловероятным так как ингибирование Na
+
,K

+
-АТФазы происходит и 

диссипация электрохимического K
+
 градиента, а потому резко уменьшает 

эффективность RVD. 

Действие гипотонической среды на выживаемость клеток было 

изучено для того, чтобы проверить хемиосмотическую модель некроза. 

Malek с коллегами показали, что уменьшение осмоляльности среды в 2 

раза только незначительно уменьшает выживаемость эндотелиальных 

клеток, изолированных из аорты быка (Malek et al. 1998). Снижение 

осмоляльность среды от 290 до 150 мОсм также не влияло на 

жизнеспособность гепатоцитов, (Carini et al. 1999). Более того было 

обнаружено, что  умеренное набухание при 200 мОсм способствовало 

улучшению жизнеспособности гепатоцитов в условиях гипоксии, что 

связывалось с выбросом АТФ и активацией P2Y рецепторов(Carini et al. 

2006). 
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Groulx с коллегами использовал  DISUR для оценки площади 

поверхности и объёма одиночных, прикреплённых к субстрату  A549, 

16HBE14o-, CHO и NIH 3T3 клеток, подвергавшихся значительному  (6 

мОсм) гипотоническому стрессу (Groulx et al. 2006). Это исследование 

показало, что у всех клеточных линий имеются большие мембранные 

запасы, которые позволяют увеличивать площадь поверхности и объём 

клеток в 4- и 10-раз, соответственно, в основном за счёт изменения формы 

клеток, а также дополнительного внутриклеточного мембранного резерва. 

Большие мембранные резервы препятствуют разрыву плазматической 

мембраны в ответ умеренное увеличение объема клеток, отмеченного как 

DVI. Действительно, даже после пермеабилизации плазматической 

мембраны и полного разрушения Гиббс-Доннановского равновесия, объём 

всех ядерных клеток, изученных на данный момент, увеличился менее чем 

в 2 раза (Fels et al. 2009). Это значение примерно в 5 раз меньше, чем 

порог приращения клеточного объёма, который приводит к разрыву 

плазматической мембраны в ядерных клетках  (Groulx et al. 2006). Мы 

продолжили исследование этого вопроса, используя технику DISUR b 

клетки, подвергнутые долгосрочному ингибированию Na
+
,K

+
-АТФазы (см. 

раздел 4.1) 

  

2.3. Методы, используемые для измерения объема клеток: 

преимущества и недостатки   

На данный момент существуют 2 группы методик измерения 

клеточного объёма. С помощью первой группы определяется 

относительное изменение клеточного объёма, с помощью второй группы 

методов измеряются абсолютные величины клеточного объёма. 

Одним из основных способов анализа измерения относительного 

объёма клеток, является метод гашения флуоресценции зондов. При 
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высоких концентрациях, флуоресценция некоторые флуорофоров 

(например кальцеин-АМ) резко уменьшается (т.н. эффект внутреннего 

фильтра), что может быть использовано для анализа изменений объёма 

клетки. В культуре пигментных эпителиальных клетках сетчатки, 

флуоресценция кальцеина и внеклеточная осмолярность были линейно 

связаны. Сравнимые результаты были достигнуты при возбуждении 

BCECF (2’,7’-би-(2-карбоксиэтил)-5-(и-6)-карбоксифлуоресцеин) в его 

изосбестической точке (430 нм) (Hamann et al. 2002a).  

Вторая группа подходов исследования клеточного объёма позволяет 

измерять абсолютный объём клеток. Объём не прикрепленных к подложке 

клеток может быть оценен с помощью обычного светового микроскопа, 

если допустить что они принимают сферическую форму. Также, для этого 

широко используются полное электрическое сопротивление (импеданс). С 

помощью этого оборудования (т.н. Coulter Counter) можно быстро оценить 

объём большого количества суспендированных клеток (Nakahari et al. 

1990). В проточном цитометре используется метод измерения 

светорассеяния (Рис. 9). В этой системе плавающие клетки проходят через 

сужающуюся камеру под давлением. Окружающий этот центральный 

поток канал содержит раствор, который из-за геометрии камеры находится 

под более низким давлением, но двигается быстрее чем центральный 

образец. Этот окружающий поток создаёт тянущий эффект. Это 

втягивание приводит к тому, что клетки в центральном канале 

выстраиваются в цепочку перед выходом, такой эффект называется 

гидродинамическим фокусированием. Как только клетки выстраиваются в 

ряд, окружной поток и образец параллельно выходят из цитометра. В 

точке, где образец гидродинамически сфокусирован и находится в 

ламинарном потоке один или несколько световых ресурсов направлены на 

поток для регистрации сигнала. Световым ресурсом зачастую является 

лазер или дуговая лампа. В то время как клетка проходит через пучок 
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света, он рассеивается во всех направлениях. Регистратор ловит свет, 

который рассеян до 20
о
 градусов от излучаемого пучка света, что 

находится в соответствии с размером клетки (Mullaney and Dean 1970). 

 

 

Рис. 9. Схема метода 

светорассеяния в проточном 

цитометре для определения 

клеточного объёма. Объяснения в 

тексте  

 

 

 

Другой метод, предложенный J.Gregg с коллегами  заключается в 

том, что локальная толщина клетки выражается через интенсивность 

изображения (Pис. 10). Покровное стекло с выращенными на нём клетками 

помещаются в очень не глубокую камеру, которая по своей глубине чуть 

больше высоты клеток. Среда, в которой находятся клетки, содержит 

яркий краситель не проницаемый для мембраны blue 9 (AB9). 

Изображение получается при максимальном поглощении красителем (630 

нм). Проходя через камеру, свет поглощается соответственно с путем, 

пройденным через краситель. В тех областях, где клетки толще, а слой 

красителя тоньше, конечная картинка получается светлее (Gregg et al. 

2010). Важным аспектом является то, что красители должны быть не 

токсичными по отношению к клеткам и не выцветать в ходе длительного 

эксперимента.  Ещё один метод, для измерения объёма предложил William 

Grover с соавторами (Рис. 11) (Grover et al. 2011). Для измерения массы, 

объёма и плотности клеток измеряют силу Архимеда, действующую на 

клетки в 2-х различных по плотности растворах, но одинаковых по 

тоничности.  
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где m – это масса клетки, - это плотность более густой жидкости, - 

плотность менее густой жидкости. В данном случае используется 

микропотоковая система для измерения плотности одиночной клетки. В 

качестве «весов» для взвешивания клеток в 2-х различных жидкостях 

используется погружной микроканальный резонатор (ПМР), 

изготовленный микротехнологическими методами микроструйный сенсор 

массы. Как показано на рисунке 9 ПМР состоит из силиконового 

кантилевера с вырезанным микроканалом. Кантилевер осциллирует 

пропорционально своей массе и клетка, проходящая через канал изменяет 

резонансную частоту кантилевера пропорционально подъёмной массе 

клетки. Для измерения плотности одиночной клетки с помощью ПМР, его 

сначала заполняли двумя жидкостями: первая содержала интересующие 

клетки в буфере или среде (красная), другая с такой же тоничностью как и 

первая, но более плотная (синяя). Плотность красного раствора 

определялась по резонансной частоте кантилевера, пока он был наполнен 

красной жидкостью (шаг 1). Подъёмная сила клетки в красной жидкости 

считалась далее по высоте пика резонансной частоты, в то время как 

клетка проходила через кантилевер (шаг 2). Далее клетка попадала в синий 

раствор, где более быстрый поток быстро сменяет красную жидкость на 

синюю вокруг клетки. Замена жидкости вокруг клетки проходит очень 

быстро, примерно за 1 сек. Направление движения затем меняется на 

противоположное, голубая жидкость наполняет кантилевер (шаг 3). Далее 

клетка проходит через кантилевер во второй раз, для того, чтобы измерить 

её подъёмную силу в синей жидкости (шаг 4). С помощью этого метода 

можно измерять массу, объём и плотность примерно 500 клеток в час с 

точностью до 0.01г/мл. Ими было замечено, что различия между 

здоровыми клетками в плотности примерно в 100 раз меньше их вариаций 
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в объёме и массе. Таким образом, этим методом можно измерять 

изменения в клеточной плотности, которые было невозможно 

зарегистрировать с помощью измерения массы и объёма.  

 

Рис. 10 Метод определения клеточного 

объёма с помощью локальной 

интенсивности изображения  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 11. Принцип вычисления объёма клетки с помощью измерения 

силы Архимеда. Для пояснений см. текст.  

 

Корчев с коллегами предложили метод сканирующей ион 

проводящей микроскопии (СИПМ) (Рис. 12) определения объёма живых 

клеток, который позволяет характеризовать количественно и с высоким 

разрешением динамические изменения клеточного объёма на 

функционирующих клетках (Korchev et al. 2000). Чувствительным зондом 

для СИПМ является стеклянная микропипетка, наполненная электролитом, 
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которая подключена к высокому сопротивлению, усилителю тока и 

смонтирована на 3D подвижной управляемой компьютером платформе. 

Контролирующая электроника отслеживает движение платформы для 

сканирования образца под стеклянным зондом. Положение зонда, по 

отношению к поверхности клетки, сильно действует на поток ионов через 

пипетку - поток ионов уменьшается при приближении клетки к кончику 

зонда. Поток ионов даёт сигнал в цепи с обратной связью, которая 

контролирует вертикальное положение оси позиционной системы и 

обеспечивает не соприкосновение образца и зонда. Изображение клеток 

СИПМ включает в себя сканирование растра. СИПМ картинка состоит из 

трехмерной карты поверхности с ограниченным количеством точек, n, где 

каждая растровая точка представляет собой высоту клетки. До оценки 

клеточного объёма с помощью СИПМ, нужно измерить вертикальное 

положение (Zref) кончика зонда на субстрате, где были выращены клетки 

(Рис. 12A). Это позволит рассчитать настоящую высоту клетки z(x,y) 

вычитая Zref из измеренного значения высоты (Z(x,y)). Это особо важно, 

когда производится исследования кластера клеток и полученная картинка 

не содержит сравнительную точку субстрата. Предполагая, что базальная 

клеточная мембрана плотно прилегает к субстрату (например, стеклянному 

предметному стеклу, мембране) объём клетки (Vcell) может быть оценён с 

помощью формулы 

     (1) 

где n – количество сканированных точек на клетку, z(x,y) высота клетки в 

каждой точке растра, dx и dy инкременты скана (размеры пикселя) в 

направлении x и y. СИПМ имеет разрешение 10 нм по вертикали и 50 нм 

по горизонтальным направлениям. С помощью этой техники можно 

измерять широких диапазон объёмов от 10
-19

 до 10
-9

 литров. Клеточный 

объём, также как и объём различных клеточных структур, таких как 

ламеллоподиа, дендриты или микроворсинки может быть измерен с 
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точностью до 2.5*10
-20

 л. Образец не требует предварительного 

приготовления перед измерением объёма. Значения z(x,y) и Vcell могут 

быть оценены с ошибкой меньше чем 0,2% (Korchev et al. 2000).  

Следует, однако, отметить, что все перечисленные выше методы 

имеют существенные ограничения. Так, светорассеяние, рефрактометрия и 

техника Coulter Counter применима только к клеткам, находящимся в 

суспензии и сравнительно простой (как правило, сферической) формы. 

Применение этих методов для клеток более сложной формы затруднено в 

связи с тем, что они не могут зачастую различить изменения объема и 

формы. Следует также отметить, что перевод прикрепленных к подложке 

клеток в суспензию путем трипсинизации существенно влияет на их объем 

и форму и может также провоцировать смерть клеток  (т.н. anoikis) 

(Akimova et al. 2008). Измерение объема внутриклеточной воды с 

помощью проникающих через мембрану и не метаболизирующих в 

цитоплазме соединений, как например [
14

C]-мочевина и метил-D-[
14

C]-

глюкоза, требует длительных времен инкубации для установления их 

стационарного распределения и интенсивной промывки клеток от меток, 

локализованных во внеклеточном пространстве.  Более того, данные 

полученные этим методом могут быть искажены за счет изменения 

гидрофильнсоти внутриклеточного содержимого при действии стимулов, 

приводящих к смерти клеток (Hortelano et al. 2001). Трехмерная 

реконструкция изображения клетки с помощью лазерной 

интерференционной или голографической микроскопии (Poulsen et al. 

2010) не может быть использована для регистрации объемных изменений 

так как рефрактерный индекс цитоплазмы зависит от объема клетки 

(Yusipovich et al. 2011). Техника измерения тушения флуоресценции 

красителей предполагает их равномерное распределение в цитоплазме 

(Solenov et al. 2004). Конфокальная и атомно-силовая микроскопия требует 

сравнительно длительных времен инкубации (2-3 мин), в течение которых 
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могут развиваться нежелательные фотодинамические эффекты (Kunz and 

Stark 1997).  

 

 

 

Рис. 12. Принцип работы сканирующей ион проводящей 

микроскопии  

 

Учитывая эти ограничения, Boudreault и Grygorczyk разработали 

метод dual surface reconstruction  technique (DISUR), основанный на 

фазовоконтрастной микроскопии в двух направлениях (Boudreault and 

Grygorczyk 2004). Этот метод, позволяющий одновременно измерять 

высоту, площадь поверхности и объем одиночных клеток, прикрепленных 

к подложке, с временным разрешением ~100 ms, рассмотрен нами в 

Разделе 3.3. 
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3. Материалы и методы 

3.1. Гладкомышечные клетки 

Измерение ионных потоков в полосках сосудов затруднено ввиду 

большого и труднопромываемого внеклеточного пространства, а также 

существенной гетерогенности клеток. В этой связи мы использовали 

культуру ГМК WKY-7, которые были получены из аорты крыс линии 

Wistar-Kyoto (WKY) и подвергнуты фенотипическому и биохимическому 

скринингу в посевах низкой плотности (Davis et al. 2003). Эта клеточная 

линия обладает выраженным сократительным фенотипом, который 

характеризуется экспрессией специфичных для гладких мышц белков: α-

актина, белка SM22, киназы легких цепей миозина, а так же высокой 

чувствительностью к ангиотензину ІІ и эндотелину-1, измеренной по 

уровню митоген-активированного фосфорилирования протеин киназы 

Erk1/2 (Davis et al. 2003). Клетки WKY-7 растили в модифицированной 

среде Дульбекко (DMEM), содержащей 2 мМ глутамина, 10% бычьей 

сыворотки, 100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина. Среда 

менялась каждые два дня. Клетки, достигшие 80% конфлюэнтности, 

использовали в дальнейших экспериментах. Для синхронизации культуры 

и прекращения пролиферативной активности, перед экспериментами 

клетки инкубировали в течение 48 часов в присутствии 0.2% телячьей 

сыворотки. 

 

3.2. Клетки C11-MDCK 

C11-MDCK - эта клеточная линия субклонирована из MDCK клеток 

с помощью метода посева клеток после их многократного разведения (low 

density seeding strategy). Полученные в результате этого подхода C11-

MDCK клетки поддерживают pHi на уровне  7.16, обладают высокой 
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проводимостью для Cl
-
 и H

+
 и обладают низким трансэпителиальным 

электрическим сопротивлением при их посеве на проницаемые подложки. 

По этим свойствам, а также по содержанию белков-маркеров они 

напоминают интеркалированные клетки собирательных трубочек, 

основной задачей которых является регуляция кислотно-щелочного 

равновесия (Gekle et al. 1994). C11-MDCK клетки выращивали среде Игла, 

модифицированной по способу Дульбекко  (DMEM), в которую были 

добавлены 10% эмбриональная телячья сыворотка, 2 мМ глютамин , 100 

U/мл пенициллин, и 100 мкг/мл стрептомицин, и использовались при 

посадках от 60 до 80 (Akimova et al. 2006a).  

 

3.3. Измерения клеточного объёма 

Для трехмерной реконструкции топографии клеточной поверхности, 

в лаборатории др. Григорчик был разработан метод, основанный на 2-х 

изображениях клетки, взятых в 2-х перпендикулярных плоскостях (Рис. 

13). Этот метод получил название метода реконструкции поверхности с 

помощью 2-х изображений (Double Image Surface Reconstruction Technique, 

DISUR) (Boudreault and Grygorczyk 2004). Конечным результатом 

процедуры DISUR является пачка изображений, похожая на пачку 

изображений, получаемых при конфокальной микроскопии. Наружный 

контур клеточной основы, наблюдаемый близко от поверхности 

прикрепления к стеклу, служит шаблоном для генерирования пачки 

клеточных срезов. По мере того, как мы продвигаемся от основания 

клетки к её верхушке, наружный контур неуклонно сжимается, в 

пропорции, задаваемой профилем клетки, видимым сбоку. Клеточный 

объём, поверхность и высота были посчитаны из таких 

реконструированных клеточных моделей. Все подсчёты были реализованы 

с помощью excel (Microsoft, Redmond, WA). 
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Рис. 13. Блок-схема установки, используемой для измерения объема 

клеток с помощью метода DISUR.  
 

Для визуализации реконструированной клеточной модели в 3D, 

данные, полученные с помощью методики DISUR или с помощью CLSM, 

были использованы для генерации матрицы 2D, содержащей примерные z-

координаты точек поверхности клеточной мембраны.3D перспектива 

клеточной модели затем строится с помощью ORIGIN (Microcal Software, 

Northampton, MA). Мы предположили (предположение 1), что из-за того, 

что объём ядра в ядерных клетках велик, их вершина будет находиться над 

геометрическим центром ядра, форма, похожая на жареное яйцо в виде 

глазуньи. Как было подтверждено конфокальной микроскопией, полная 

3D форма клетки может быть реконструирована, до достаточной точности, 

с помощью только 2-х изображений, на одном из которых будет 

изображена клетка сбоку с фокусировкой на вершине, на другой должен 

быть изображен наружный контур клеточной основы, изображение 

должно быть сфокусировано около поверхности покровного стекла. 

Поверхности, соответствующие данным изображениям, являются 
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взаимноперпендикулярными и пересекаются между собой по линии LL’ 

(Рис.14 А). Мы предположили (предположение 2) что линия LL’ проходит 

через точку nc’ (проекция центра ядра nc) и пересекает базу клеточного 

профиля в точках А и С. 

 

Рис. 14. Принцип реконструкции трехмерного изображения 

клетки с помощью метода DISUR. Расшифровка обозначений 

приведена в тексте.  
 

При выборе клеток для анализа и реконструкции, мы не брали 

клетки, которые были слишком близки к краю покровного стекла, так как 

в большом количестве случаев они были повреждены в процессе 

установки покровного стекла в микроскоп. Это также могло быть 

следствием интенсивных капиллярных сил на краю стекла. Однако, при 

фокусировке на клетках, далеких от края покровного стекла, мы не могли 

чётко различить поверхность субстрата (что соответствует LL’) вследствие 
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частиц, находящихся вне фокуса, но всё равно смазывающих изображение. 

Всё же, точное нахождение можно было зафиксировать с помощью 

изображения сверху. В этом изображении, положение линии LL’ легко 

находится, так как она должна быть горизонтальна и пересекать точку nc’ 

(Рис. 14 С). Линия LL’ также пересекается с контуром клетки в точках А и 

С. Положение на оси-x любой из этих точек, является достаточным для 

локализации LL’ на виде поверхности сбоку. Здесь, мы выбрали точку 

левее nc’ (подписанную как А). 

Вертикальная ось, проходящая через центр ядра (nc-ось, Рис. 14 В) 

делит профиль клетки на 2 половины. Обычно мы наблюдали, что каждая 

половинка профиля может быть превращена в другую половинку с 

удовлетворительной точностью с помощью симметричного отображения 

на 180° и изменяя размер соответственно с изменением расположения края 

клетки от этой оси. Таким образом, для того, чтобы избежать ненужной 

информации, мы оцифровывали только левый профиль клетки. Точки, 

показывающие контур полупрофиля бокового вида клетки (между линией 

LL’ и клеточной вершиной) были выбраны в ручную с помощью 

программного обеспечения MetaView (Universal Imaging, West Chester, PA) 

как описано на Рис. 14В и их координаты были занесены в excel. 

Оцифрованный полупрофиль далее сглаживался с помощью полинома 5-

ой степени (методом наименьших квадратов). Это уравнение было в 

дальнейшем использовано для генерации набора из n равноудалённых 

точек вдоль оси z, в среднем 20-25, в зависимости от требуемого 

разрешения. Эти точки, в дальнейшем, генерировали пачку клеточных 

срезов. 

После оцифровки клеточных профилей и внешнего контура основы, 

происходит оцифровка всего набора n-1 клеточных срезов с контуром 

основы, принятым за шаблон. Целью было генерировать срезы, которые 

бы совпадали с поперечными сечениями плазматической мембраны клетки 
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вдоль оси z. Изначальные координаты каждого из слоёв были заданы 

точками из полупрофиля (см. оцифровка клеточного профиля); m-1 точка 

были соответственно экстраполированы от этой изначальной точки для 

того, чтобы закончить один срез. Для наглядного представления всей 

процедуры, мы изображаем, на Рис. 15, вычисление первой 

экстраполированной точки В’ в срезе (i+1). Её положение определяется в 

соответствии с методом, основанном на паре параллельных векторов. На 

Рис 15 (А) (верх) есть вектор A   A’, обозначенный двумя соседними 

точками в контуре, которые служат ссылкой для вектора В В’, лежащего 

в следующей поверхности сверху (Рис 15А, низ). Начальная точка вектора 

В В’ известна; координаты точки В рассчитываются из левого профиля 

клетки, но его величина и направление не известны и требуют два 

дополнительных предположения для решения этого вопроса. Мы 

постулируем (предположение 3) что, с макроскопической точки зрения, 

клеточная поверхность является непрерывной, гладкая, или, скажем иначе, 

там нет изгиба. В таком случае векторы A   A’ и В В’ параллельны друг 

другу. Также, предположено (предположение 4), что вектор В В’ ( (i+1)i) 

пропорционален по модулю вектору A   A’( ij) в соответствии с его 

расстоянием от оси nc (Рис.). Это расстояние D измеряется между концами 

векторов (точка А и В) и осью nc (см также Рис., низ). Каждый из векторов 

соответствует стороне косоугольного треугольника. У одного 

треугольника вершинами являются точки В, В’ и nc’ и он вписан в другой 

треугольник A, A’ и nc’. В этой ситуации, отношение амплитуд вектора vij 

к v(i+1)j пропорционально отношению длины стороны треугольника Dij к 

D(i+1)j как определено Уравнением. (1). 
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С того момента как размер v(i+1)j или B B’ посчитан, положение B’ 

легко находится. Описанный здесь процесс повторяется шаг за шагом до 

того момента как новый слой, состоящий из m точек завершён. 

 

Рис. 15. Принцип оцифровки клеточных профилей и внешнего 

контура основы с помощью метода DISUR. Расшифровка обозначений 

приведена в тексте.  
 

Для определения параметров клетки из 3D модели использовали 

следующие подходы.   

Высота. Высота клетки соответствует z-координате клеточной 

верхушки, определённой по фотографиям бокового вида 

Объём. Клеточный объём аппроксимируется суммой n-1 

элементарных значений Vi, как описано в Рис. 16А. Каждый 

элементарный объём Vi является аппроксимацией пространства, 

находящегося между двумя прилегающими плоскостями и ограниченного 

клеточной поверхностью. Оно генерируется (образуется) путём экструзии 

цилиндра ∆z высоты из поверхности усреднения двух площадей 

поперечного сечения inti и inti+1. Уравнение (2) служит для оценки 
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клеточного поперечного сечения inti. Объём всей клетки рассчитываемый 

с помощью уравнения (4) соответствует суммированию всех 

индивидуальных Vi элементов, как определено Уравнением (3). 

 

 

 

Площадь поверхности. Техника, основанная на трапеции, была 

более не применима для оценки полной поверхности клетки из CLSM-

полученных изображений из-за отсутствия порядка во вручную 

оцифрованных изображениях. Немного менее точный, но всё ещё 

благонадёжный приём был использован для клеток с аксиальной 

симметрией. На Рис. 16B ассиметричные поперечные сечения (inti и inti+1) 

превращены в 2 круга с соответствующей поверхностью с радиусами ri и 

ri+1, соответственно, которые высчитываются из уравнения (7). 

Симметричная фигура, которая получается в результате такого 

преображения, является усечённым конусом. Боковая поверхность (SFCi) 

этой фигуры (уравнение 8) представляет собой сумму поверхностей 

срезов. Сумма n-1 боковых поверхностей SFCi, при высоте ∆z плюс 

поверхность прикрепления к покровному стеклу int1, соответствует 

клеточной поверхности, как описано Уравнением (9). Этот метод был 

также использован для оценки клеточной поверхности клеток, 

реконструированных с помощью DISUR только в проверочных 

экспериментах. 
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Используя этот подход, были впервые определены размеры резерва 

плазматической мембраны при набухании клеток (Groulx et al. 2006), роль 

цитоплазматического гидрогеля в осмо - и pH-чувствительности клеток 

(Fels et al. 2009). В данной работе мы использовали этот метод для 

исследований изменений объема при активации пуринэргических 

рецепторов и при действии факторов, приводящих к смерти клеток. В 

наших работах клеточный объём измерялся у прикреплённых к субстрату 

клеток с помощью улучшенной версии метода реконструкции 

поверхности с помощью 2-х изображений (DISUR), как описано в деталях 

выше(Fels et al. 2009;Groulx et al. 2006). Клетки были слегка 

трипсинизированы, посажены с низкой плотностью на покровное стекло и 

они восстанавливались в среде, содержащей сыворотку в течение 12 -24 

часов. Покровные стёкла затем устанавливались в 2-х мл. проточную 

камеру, перфузировнную со скоростью 1.3 мл/мин изотонической средой 

А, забуференную HEPES при 37°C. Состав среды A был следующим (в 

мM): 135 NaCl, 3.8 KCl, 1.2 MgSO4, 1.3 CaCl2, 1.2 KH2PO4, 10 D-глюкоза, 

10 HEPES (pH=7.4, отрегулированный NaOH). В некоторых 

экспериментах, осмолярность среды была понижена до ≤30% уменьшая 

[NaCl] до 85 мM, или увеличена на ~50% добавлением до 150 мM 

маннитола. В без-Ca
2+

-среде, CaCl2 был пропущен и добавлен 0.2 мM 

EGTА. Клеточный изображения сбоку и сверху записываются каждые 100 

мс с помощью 0.40NA и 0.25NA объективов, 2 независимых, 

миниатюрных камер (Moticam 350, Motic Instruments Inc., Richmond, BC, 

Canada) и Motic программным обеспечением при 0.14 m/пиксель и 0.18 

m/пиксель разрешении для вида сбоку и сверху, соответственно. Эти 
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изображения нужны для генерации набора топографических кривых 

клеточной поверхности из оцифрованного профиля вида клетки сбоку и 

контура основы. Клеточный объём и поверхность рассчитывались из 

реконструированной модели клеточной топографии. Все вычисления 

производились с помощью MATLAB (Math Works, Inc., Natick, MA).  

 

Рис. 16. Принцип расчета объема (А) и поверхности клетки (В) с 

помощью метода DISUR. Расшифровка обозначений приведена в тексте.  

 

3.4. Внутриклеточная концентрация Ca
2+

 
 
([Ca

2+
]i)  

Эти эксперименты проводились в соответствии с ранее описанным 

методом (Taurin et al. 2002a). Кратко, C11-MDCK клетки, выращенные на 

стеклянных покровных стёклах, инкубировались в течение  30-40 мин в 

среде А, включающую в себя  5-10 мкМ fura 2-AM. Далее, клетки 

отмывались, вставлялись в диагональную позицию  custom-made 1x1-cm 

кюветы, перфузировались со скоростью  1.3 мл/мин, и флуоресценция 

измерялась при постоянном перемешивании при  37
o
C (ex = 340 и 380 нм, 

slit 4 nm; em = 510 нм, slit 12 nm), в спектрофлуорометре  SPEX FluoroMax  

(Edison, NJ). Свободный [Ca
2+

]i был посчитан как [Ca
2+

]i = Kd(R – 
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Rmin)/(Rmax – R), где  Kd это константа диссоциации Ca
2+

-fura 2 комплекса  

(224 нМ при 37
o
C), и R = F340/F380 отношения флуоресценции при  ex = 

340 и 380 нм. Для того чтобы определить Fmax, клетки подвергались 

воздействию  0.5 мкМ иономицина в присутствии  1 мМ CaCl2. Для 

определения Fmin, MnCl2 добавлялся, до окончательной концентрации  2 

мМ. 

  

3.5. Внутриклеточный состав моновалентных ионов  

C11-MDCK клетки высеивались на 12-ти луночные плашки и 

выращивались до конфлюэнтности в DMEM, содержащей сыворотку, как 

описано выше. Клетки промывались физиологическим раствором с 

фосфатным буфером (PBS), инкубировались 2 ч в 2 мл среды А, 

включающей  0.5 Ci/мл 
86

Rb, 2-3 Ci/мл 
22

Na или 1-2Ci/мл 
36

Cl. В ряде 

случаев клетки инкубировали до 1 часа в присутствии 100 M ATP и 

ингибиторов ион-транспортирующих систем. Для того чтобы избежать 

быстрой деградации ATP ecto-ATPaзами в этих экспериментах, а также в 

опытах по изучению экспрессии c-Fos, проведенных в отсутствии 

проточной камеры, добавляли ингибитор этого фермента 100 M ARL 

67156. В предыдущих исследованиях было установлено, что это 

соединение снижает скорость деградации АТР C11-MDCK клетками в 8-

10 раз (Akimova et al. 2006a). Клетки переносили на лед, промывали 4 раза 

4 мл холодной среды, содержащей 100 mM MgCl2 и 10 mM HEPES-tris (pH 

7.4), после чего их лизировали 1 ml раствора, содержащего 1% SDS и 4 

mM EDTA. Радиоактивность клеточного лизата измеряли на жидкостном 

сцинциляционном анализаторе и содержание внутриклеточного 

обмениваемого K
+
, Na

+
 и Cl

-
 рассчитывали как V=A/am , где A – 

радиоактивность образца (cpm), a – специфическая радиоактивность 
86

Rb 
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(K
+
), 

36
Cl и 

22
Na (cpm/nmol) в среде инкубации и m – содержание белка в 

образце (mg). 

 

3.6. Тест на образование фрагментов хроматина 

В этом исследовании использовалась ранее описанная методика 

(Orlov et al. 1996a) с незначительными изменениями, описанными ниже. 

Клетки, выращивались в Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) в 

24-луночных плашках, с содержанием сыворотки и 0.1 мкКю/мл [
3
H]-

тимидина. После 24 часов, они промывались 2x2 мл DMEM и 

инкубировались  48 часов в  DMEM с сывороткой и  соединениями, 

указанными на рисунках и таблицах. Далее, среда собиралась и 

центрифугировалась при 900 об/мин в течение 10 мин, после чего 

собирался супернатант, а клетки в осадке и оставшиеся на подложке 

лизировались добавлением раствора, содержащего 10 мМ EDTA, 10 мМ 

трис-HCl и 0.5% тритон X100 (pH 8.0). Далее, клеточные лизаты 

соединялись, осаждались 12,000 об/мин., 10 мин и супернатант 

переносился для измерения радиоактивности (фракция F1). Оставшаяся 

радиоактивность из плашек и лунок экстрагировалась с помощью 

раствора, содержащего 1% SDS и 4 мМ EDTA (фракция F2). 

Относительный состав внутриклеточных хроматиновых фрагментов 

рассчитывался как процент от общего [
3
H]-меченного ДНК: F1/(F1+F2) x 

100%. 

 

3.7. Активность каспазы-3  

Клетки, выращенные на 6-ти луночных плашках, переносились на 

лёд, соскабливались с подложки, осаждались при  5,000 об/мин в течение 

10 мин при 4
o
C и промывались дважды 3 ml ледяным PBS. Далее, осадок 

смешивался с 150 л среды, содержащей 0.32 M сахарозы, 5 мМ EDTA, 10 
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мМ трис-HCl (pH 8.0), 1% тритона X100, 2 мМ дитиотреитола, 1 мM 

PMSF, 10 г/мл пепстатина A и 10 г/мл апротина. Образцы 

центрифугировались (14,000 об/мин, 10 мин, 4
o
C), и 100 л супернатанта 

замораживались жидким азотом и хранились при -80
o
C. Для измерения 

активности фермента, 20-л образцы переносились в 400 л буфера, 

содержащего 5 мМ MgCl2, 1 мМ EGTA, 50 мМ трис-HCl (pH 7.0), 0.1% 

CHAPS, 1 мМ дитиотриэтола, 40 M DEVD-AMC (N-ацетил-Asp-Glu-Val-

Asp-7-амино-4-метилкумарин) с или без 2 M ингибитора каспазы-3 Ac-

DEVD-CHO. После 2-3 часов инкубации при  37
o
C реакция 

останавливалась добавлением 1 мл 0.5 M глицин-NaOH буфера (pH 10.0). 

Образцы разводились водой, и флуоресценция измерялась с помощью 

SPEX FluoroMax спектрофлуориметра при ex = 365 нм и em = 465 нм 

(щели 4 and 20 nm, соответственно). Сигнал флуоресценции калибровался 

AMC в диапазоне концентрации от 0.01 до 0.3 M. Активность каспазы-3 

рассчитывалась как разница активности DEVDазы в отсутствии и в 

присутствии Ac-DEVD-CHO. Для больших подробностей см. (Orlov et al. 

1999b).  

 

3.8. Выброс цитохрома C 

Экстракты цельных клеток отмывались охлажденным на льду PBS и 

обрабатывались буфером, используемым для выделения митохондрий  

(pierce, Rockford, IL). Лизаты смешивались с буфером, включающим в 

себя 10 мM KCl, 250 мМ сахарозы, 2 мM MgCl2, 1 мM EGTA, 1 мM 

дитиотреитола и коктейль ингибиторов протеаз, указанный в разделе 3.7. 

Митохондрии седиментировались и супернатант, содержащий 30-40 мг 

белка был разделен с помощью полиакриламидного гель-электрофореза в 

присутствии 6-12.5% градиента концентраций додецилсульфата натрия. 

Белки переносились на  поливинильную мембрану и блокировались 5% 
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сухим молоком. Мембраны инкубировались всю ночь с антителами против 

цитохрома с (Cell Signalling, Hornsby, ON) и обрабатывались вторичными 

антителами в соответствии с инструкцией изготовителя (Cell Signalling, 

Hornsby, ON).  

 

3.9. Высвобождение лактатдегидрогеназы (LDH) 

 Для измерения  активности LDH, 0.5 мл инкубационной среды 

смешивалось с таким же объёмом 1% тритона X100, и прикреплённые 

клетки откреплялись с помощью 0.5% тритона X-100. Далее, 300 л 

образцов переносились в  2 мл буфера, содержащего 50 мМ трис-HCl (pH 

7.4), 50 мМ KCl, 0.075 мM HADH (восстановленный -никотинамид-

аденин динуклеотид) и 1 мM пирувата натрия. Кинетика деградации 

HADH отслеживалась с помощью SPEX FluoroMax спектрофлуориметра 

при ex = 349 нм и em = 420 нм (slits 4 и 20 нм, соответственно). 

Высвобождение LDH рассчитывалось как процент от общей активности 

фермента.  

 

3.10. Определение количества клеток, прикрепленных к подложке 

 Для определения количества клеток, прикреплённых к подложке, 

клетки выращивались в 24-х луночных плашках в присутствии или 

отсутствии уабаина, промывались 4 раза PBS, и количества белка в 

клетках, прикреплённых к подложке, измерялось с помощью 

модифицированного метода Лоури (см. раздел 3.11). 
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3.11. Измерение содержания белка модифицированным методом 

Лоури 

В большинстве случаев, содержания белка определяли с помощью 

модифицированного метода Лоури  (Hartee 1972). Для этого в четыре 

лунки каждой плашки добавляли по 1 мл дистиллированной воды и 1 мл 

раствора А (10% Na2CO3, 0,5 M NaOH, 0,2% нитрат натрия). Далее клетки 

соскребали и клеточный лизат переносили в пробирки и инкубировали в 

течение 10 минут при 50
о
С. Затем добавляли 0,1 мл раствора Б, 

содержащий 1% CuSO4 x 5H2O, 2% нитрат натрия и 1 M NaOH, и 

инкубировали 10 минут при комнатной температуре. По окончании 

инкубации добавляли 3 мл 0,125 N раствора Фолина-Чокальтеу, 

инкубировали 10 минут при 50
о
С и измеряли оптическую плотность проб 

с помощью спектрофотометра при длине волны 595 нм (Ultrospec 3100 pro 

UV/Visible Spectrophotometer, GE Healthcare, UK). Для построения 

калибровочного графика использовали маточный раствор сывороточного 

альбумина быка (БСА) с концентрацией 1 мг/мл.  

 

3.12. Измерение содержания белка методом Бредфорда 

Учитывая то, что клеточный лизат, предназначенный для 

проведения электрофореза, содержит додецилсульфат натрия (SDS), 

несовместимый с методом Лоури, концентрацию белка в этом случае 

определяли по методу Бредфорда с использованием готового реактива 

компании Bio-Rad (изготовитель). Оптическую плотность проб измеряли 

на спектрофотометре при длине волны 595 нм. Для построения 

калибровочного графика использовали маточный раствор БСА с 

концентрацией 0,1 мг/мл.  
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3.13. Электрофорез белков в полиакриламидном геле  

Разделение белков в образцах тканевого лизата БА проводили с 

помощью электрофореза в полиакриламидном геле по методу Лэммли в 

присутствии 10% SDS. Для проведения электрофореза использовали 4%-

ный концентрирующий гель и 10% разделяющий гель. Белковые пробы 

перед нанесением на гель инкубировали в течение 10 минут при 95
о
С в 

буфере для образцов. Электрофорез проводили при напряжении 70V в 

концентрирующем геле, а в разделяющем геле напряжение составляло 

140V. 

 

3.14. Вестерн-блот 

Разделение белков проводили в полиакриламидном геле по методу 

Лэммли с последующим переносом на нитроцеллюлозную мембрану 

(“Mini Trans-Blot”, Bio-Rad) в буфере для переноса (25 мМ трис - 192 мМ 

глицин (рН 8,3), 20% метанол) в течение 1,5 часов при токе 400 мА. Для 

проверки качества переноса белков мембрану окрашивали красителем 

Ponceau (0,02%), а затем краситель удаляли промыванием мембраны 

раствором PBS и проводили блокировку 0.5%-ым обезжиренным молоком, 

приготовленным на растворе 0.05% Tween 20 (PBS-Tween) при комнатной 

температуре в течение часа при постоянном перемешивании, после чего 

образцы инкубировали с первичными поликлональными антителами (0,12 

мкг антител на 1 мл раствора PBS-Tween, содержащего 0.5%-ое 

обезжиренное молоко) в течение ночи при 4
о
С на качалке. После 

трехкратного промывания по 15 минут раствором Tween-PBS к 

нитроцеллюлозной мембране добавляли вторичные антимышиные 

антитела, конъюгированные с пероксидазой хрена (титр 1:5000) и 

инкубировали 1 час при комнатной температуре при перемешивании. 

Нитроцеллюлозу промывали 3 раза раствором Tween-PBS в течение 15 
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мин, после чего белки визуализировали с помощью набора 

хемилюминесценции (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) и 

экспонировали на фотобумагу (Kodak) с последующим проявлением 

(Kodak X-Omat 2000A). 

 

Реактивы 

Буметанид, ATP, UTP, форсколин, карибдотоксин, паксилин, 

клотримазол, 6,N,N’-диэтил-,-дибромометилен-D-аденозин-5-трифосфат 

(ARL 67156), сурамин, 2’-деокси-N
6
-метиладенозин-3’,5’-дифосфат 

(MRS2179), ибериотоксин были получены от Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO); BAPTA-AM, fura 2-AM, иономицин, 4-форбол 12-миристат 13-

ацетат (4-PMA), 4-форбол-12,13-дидеканоат (4-PDD)  и 5-нитро-2-(3-

фенилпропиламинобензойная кислота (NPPB) – EMD-Calbiochem (La Jolla, 

CA); N,N''-1,4-бутанедиил-bis[N'-(3-изотиоцианафенил)]тио мочевина  

(MRS2578) – Tocris Chemicals, Ellisville, MO. D-глюкоза, соли и буферы 

были получены от Sigma-Aldrich или Anachemia (Montreal, PQ). Метил-

[
3
H]-тимидин, 

86
RbCl, H

36
Cl и 

22
NaCl были произведены CN Biomedicals, 

Inc. (Irvine, CA). Поликлональные антитела на c-Fos были получены от 

Santa Cruz Biotechnology.  DEVD-AMC, DEVD-CHO и z-VAD.fmk – 

BIOMOL Research Laboratories (Plymouth Meeting, PA). Остальные 

реагенты были получены от Gibco-BRL (Gaithersburg, MO), Calbiochem (La 

Jolla, CA), Sigma (St. Louis, MO) и Anachemia (Montreal, QC). 

 

Статистическая обработка результатов 

Статистическую обработку полученных результатов проводили с 

помощью компьютерной программы Microsoft Excel 2003. При 

проведении сравнительного анализа подсчитывали среднее 

арифметическое (М) и значения стандартной ошибки (m). Для оценки 
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достоверности различий между группами применяли параметрический t-

критерий Стьюдента. Результаты считались достоверными при значении 

доверительной вероятности (риск ошибки, р) менее 0.05. 
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4. Результаты 

 

4.1. Изменения клеточного объёма, вызванные ингибированием 

Na
+
,K

+
-АТФазы и смерть С11-MDCK клеток  

Na
+
,K

+
-АТФаза- это гетеродимер, состоящий из каталитических  α- и 

регуляторных β-субъединиц, играет ключевую роль в поддержании 

электрохимического градиента моновалентных катионов во всех 

изученных на данный момент ядерных клетках животного происхождения. 

Многочисленные исследования показали, что уабаин и другие 

кардиотонические стероиды (CTS) резко понижают трансмембранные 

градиенты Na
+
 и K

+
 через ингибирование каталитических α1-α4 изоформ. 

В свою очередь, диссипация ионных градиентов приводит к изменению 

различных Na
+

i,K
+

i-зависимых клеточных функций, такие как 

электрический мембранный потенциал, клеточный объём, 

трансэпителиальное движение солей и осмотически связанной воды, 

симпорт Na
+
 с глюкозой, аминокислотами, нуклеотидами, и т.д. (Scheiner-

Bobis 2002).  

В отличие от универсального воздействия на описанные выше 

клеточные функции, длительная инкубация с CTS влияет на выживаемость 

клеток тканеспецифичным образом. Так, например, CTS не влиял на 

жизнеспособность эпителиальных клеток почек обезьяны (Contreras et al. 

1995;Contreras et al. 1999;Contreras et al. 1999;Contreras et al. 1999;Contreras 

et al. 1999), лимфоцитов человека (Falciola et al. 1994), гладкомышечных 

клеток сосудов крыс (VSMC) (Orlov et al. 1999c;Orlov et al. 2001;Orlov et al. 

2001;Orlov et al. 2001;Orlov et al. 2001), крысиных астроцитов (Akimova et 

al. 2006b) и Jurkat клеток (Panayiotidis et al. 2010), но приводил к массовой 

гибели MDCK клеток (Ledbetter et al. 1986;Bolivar et al. 1987;Bolivar et al. 
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1987;Bolivar et al. 1987) и эндотелиальных клеток, изолированных из 

аорты свиньи (Orlov et al. 2004b).  

Смерть эпителиальных и эндотелиальных клеток, вызванная добавкой 

CTS, несёт в себе комбинированные признаки канонического некроза 

(умеренное клеточное набухание, незначительная маркировка ДНК в 

присутствии терминальной трансферазы, окраска ядра не проницающими 

через мембрану красителями, таких как пропидиум иодид) и апоптоза 

(ядерная конденсация в клетках, окрашеных с помощью красок, 

проходящих в клетку, таких как Hoechst 33342, расщепление хроматина, 

активация каспазы-3). Однако, в отличие от классического апоптоза, 

смерть MDCK клеток, обработанных уабаином, не чувствительна к 

ингибитору пан-каспазы z-VAD.fmk (Contreras et al. 1999;Pchejetski et al. 

2003;Orlov et al. 2004b;Pchejetski et al. 2003;Orlov et al. 2004b).  

В соответствии с хемиосмотической моделью (Armstrong 2003), 

клеточное набухание, происходящее из-за диссипации Гиббс-

Доннановского равновесия, может быть достаточным для разрыва 

плазматической мембраны (Okada et al. 2001;Carini et al. 1999). Для 

изучения этой гипотезы, мы использовали методику DISUR для сравнения 

кинетик клеточного объёма при действии уабаина и гипотонического шока 

на CTS-чувствительных C11-MDCK клетки и CTS-устойчивые VSMC.  

 

4.1.1 Действия уабаина и безкалиевой среды на внутриклеточный 

состав катионов и жизнеспособность клеток  

Ранее было установлено, что добавление 3 M уабаина полностью 

блокирует Na
+
,K

+
-АТФазу в C11-MDCK клетках (Akimova et al. 2005a; 

Akimova et al. 2005a). В таблице 4 показано, что 5-час инкубация C11-

MDCK клетках с 3 M уабаином приводит к ~13-кратному увеличению 

Na
+

i и 9-ти кратному уменьшению K
+

i. Твердо установлено, что сродство 
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универсальной изоформы 1-Na
+
,K

+
-ATPaзы к CTS у крысы, мыши и 

некоторых других грызунов в ~ 1000 раз меньше, чем у других 

млекопитающих (Lingrel et al. 2007). Учитывая это обстоятельство, в 

экспериментах с VSMC крысы, мы увеличивали концентрацию уабаина до 

3,000 M. В этой концентрации уабаин вызывал в VSMC ~14-кратное 

увеличение Na
+

i и 11-кратное падение К
+

i (Таблица 4). Cравнение 

Таблицы 4 и Рисунка 17 показывает что в обоих типах клеток полная 

инверсия соотношения [Na
+
]i/[K

+
]i происходит через 2 часа после 

добавления уабаина. Как и следовало ожидать, ~10-кратное увеличение 

[Na
+
]i было также обнаружено через 5 часов инкубации клеток в 

безкалиевой среде. В этом случае, добавление уабаина увеличивало 

содержание [Na
+
]i менее чем на 30% (Таблица 4).  

 

Таблица 4. Действие уабаина и безкалиевой среды на 

внутриклеточное содержание Na
+

i и K
+

i в клетках эпителия почечных 

канальцев (C11-MDCK) и гладкой мускулатуры сосудов (VSMC) 
 

Среда C11-MDCK VSMC 

 Na
+

i, нмоль на 

мг белка 

K
+

i,  нмоль на 

мг белка 

Na
+

i,  нмоль на 

мг белка 

K
+

i,  нмоль 

на мг белка 

Контроль 

(вреда A) 

72±13 834±89 64±21 896±97 

Среда A + 

уабаин* 

933±103
#
 91±21

#
 895±120

#
 80±19# 

Без-K
+ 
среда 789±89 ND 786±99 ND 

Без-K
+ 

 среда + 

уабаин* 

1,004±156 ND 962±78 ND 

 

Содержание Na
+

i и K
+

i были измерены после 5-ти часовой инкубации 

клеток в контрольной или без-K
+
 средах. *В экспериментах с C11-MDCK 

клетками и VSMC, уабаин добавлялся в концентрациях 3 и 3,000 M, 

соответственно. Показаны средние значения ± S.E., которые получены в 

экспериментах, проведённых 4 раза.  
#
p<0.001 в сравнении с контролем. 

ND – значения не измерялись.  
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Рис. 17. Кинетики изменения внутриклеточного содержания Na
+
 и 

K
+ 

в присутствии уабаина в эпителиальных клетках почек (C11-

MDCK) и гладкомышечных клетках сосудов (VSMC). В C11-MDCK 

клетки и VSMC, уабаин был добавлен в концентрации 3 и 3,000 мМ, 

соответственно. Результаты представлены как среднее арифметическое ± 

стандартная ошибка. 

 

В соответствии с ранее опубликованными данными (Pchejetski et al. 

2003), мы обнаружили, что 24-час ингибирование Na
+
,K

+
-ATPазы с 

уабаином приводила к накоплению плавающих округлых C11-MDCK 

клеток (Рис. 18) и появлению таких маркеров клеточной смерти, как 

фрагментация хроматина и высвобождение LDH (Таблица 5). В отличие 

от C11-MDCK клеток 24-час инкубация с уабаином не влияла на 

морфологию и выживаемость VSMC. В отличие от уабаина, ни 

выживаемость C11-MDCK, ни VSMC клеток изменялась при 

ингибировании Na
+
,K

+
-ATPaзы в безкалиевой среде. В безкалиевой среде 

уабаин вызывал смерть С11-MDCK клеток, но не влиял на 

жизнеспособность (Рис. 18, Таблица 5). 
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 Рис. 18. Фазово-контрастная микроскопия эпителиальных клеток 

почек (C11-MDCK) и гладкомышечных клеток сосудов (VSMC) 

подверженных 24 ч. Инкубации с уабаином и в безкалиевой среде (K+-

free medium). Уабаин добавлялся в концентрациях 3 и 3,000 мМ к C11-

MDCK клеткам и VSMC, соответственно. 
 

Таблица 5. Действие уабаина и безкалиевой среды на отрыв от 

подложки, распад хроматина и высвобождение LDH из клеток 

эпителия почечных канальцев (C11-MDCK) и гладкой мускулатуры 

сосудов (VSMC) 
 

Среда C11-MDCK VSMC 

 Оторвавш

иеся 

клетки,   

% 

Распад 

хроматин

а,  % 

Выбро

с LDH 

,  

% 

Оторва

вшиеся 

клетки,   

% 

Распад 

хромати

на,  % 

Выброс 

LDH ,  

% 

1.Контроль 

(Среда A) 

6±3 5±2 7±3 4±1 3±1 9±4 

2. Среда A +  

уабаин* 

78±9 27±4 89±7 5±3 3±2 6±2 

3. без-K
+
 

среда 

5±4 4±4 9±6 7±4 6±4 10±5 

4.без-K
+
 среда 

+ уабаин* 

88±11 33±6 93±5 3±2 5±3 7±4 

P1,2  <0.001 <0.01 <0.001 NS NS NS 

P3,4 <0.001 <0.02 <0.001 NS NS NS 

Клеточное прикрепление, распад хроматина и выброс LDH измерялись 

после 24 ч. Инкубации клеток в контрольной или без- K
+
 среде ± уабаин. 

*В экспериментах с C11-MDCK клетками и VSMC, уабаин добавлялся в 

концентрациях 3 и 3,000 M, соответственно. Общее количество клеток, 

общее количество LDH и [
3
H]-тимидин-меченного DNA принималось за 
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100%. Показаны средние значения ± SE, полученные в 4 экспериментах 

(прикрепление клеток) или в 3-х экспериментах (разрушение хроматина и 

выброс LDH). NS - недостоверно.  

4.1.2 Воздействие уабаина и безкалиевой среды на объём клеток 

Учитывая, что 2-х часовая инкубация с уабаином приводит к 

полномасштабной потере K
+

i и накоплению Na
+

i (Рис. 18), мы измеряли 

изменения клеточного объёма после 3-х часового ингибирования Na
+
,K

+
-

АТФазы. Таблица 6 показывает, что подавление Na
+
,K

+
-АТФазной 

активности уабаином и в среде, свободной от K
+
 , увеличило объём C11-

MDCK клеток на 20% и 13%, соответственно. Незначительное набухание 

было также замечено в подверженных действию уабаина VSMC клетках. 

Добавление уабаина к безкалиевой среде увеличило объем C11-MDCK 

клеток на 25-30%; однако эта разница не была статистически значимой. 

 

Таблица 6. Объём клеток эпителия почек (C11-MDCK) и 

гладкомышечных клеток сосудов (VSMC) через 3 ч. Инкубации с 

уабаином или в без- K
+
 среде 

Среда  Клеточный объём, % 

 C11-MDCK VSMC 

Контроль (среда A) 104±5 (n=4) 101±3 (n=4) 

Среда A + уабаин 120±6 (n=7) 113±7 (n=5) 

Без-K
+
 среда 113±3 (n=4) ND 

Без-K
+
среда + уабаин 145±25 (n=4) ND 

 

*В экспериментах на C11-MDCK клетках и VSMC, уабаин добавлялся в 

концентрациях 3 и 3,000 M, соответственно. Результаты представлены 

как среднее арифметическое ± стандартная ошибка, полученные в 

независимых экспериментах. ND – значения не измерялись. 

 

Ранее, мы видели, что смерть MDCK клеток при действии уабаина 

может быть зарегистрирована по их отрыву от подложки через 5 часов с 

максимальным возрастанием расщепления хроматина и активацией 

каспазы-3 в течение 10-12 часов после добавления уабаина (Pchejetski et al. 
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2003;Akimova et al. 2009;Akimova et al. 2009;Akimova et al. 2009). Имея это 

ввиду, в дополнительных экспериментах, мы увеличили время 

экспериментов до 7 часов и измеряли клеточный объём за несколько 

минут до клеточной смерти. Мы заметили, что за 5-10 минут до отделения 

обработанных уабаином C11-MDCK клеток от подложки их объём 

увеличивался на ~30-40% (Рис.19, Таблица 7). Эти данные согласуются с 

~30% увеличением пространства, доступного для 
14

C-мочевины, 

задокументированного в C7-MDCK клетках через 6 часов после 

добавления уабаина (Pchejetski et al. 2003). 

 

Рис. 19. A Репрезентативная кинетика изменения объёма 3 мM 

уабаином в C11-MDCK клетках. Времена добавления уабаина и отрыва 

клеток показаны стрелками. B. Верх: Вид клетки сбоку через 40 мин и 4 ч. 

50 мин. После добавления уабаина. Низ: 3D модели, соответствующие 

этим же клеткам через 40 мин. и 4 ч. 50 мин. после добавления уабаина, 

которые были сделаны с помощью метода DISUR  
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Таблица 7. Объём обработанных уабаином C11-MDCK клеток за 

несколько минут до их открепления от подложки  

 Клеточный 

объём (%) 

Время 

измерения 

объёма (мин) 

Время 

открепления 

клетки (мин) 

Эксперимент 1. 141 260 265 

Эксперимент 2 134 345 348 

Эксперимент. 3 156 313 321 

Эксперимент. 4 138 422 425 

Эксперимент. 5 129 307 311 

Средние ± S.E.  140±9 329±54 334±53 

 

Данные получены в 5 независимых экспериментах. Для больших деталей, 

см. Рис. 3.  

4.1.3. Клеточный объём и освобождение LDH в гипотонической среде 

Для того чтобы изучить является ли достаточным, умеренное 

набухание, зафиксированное при действии уабаина в C11-MDCK клетках 

(Рис. 19, Таблицы 6 и 7), для разрыва плазматической мембраны, мы 

сравнили кинетику увеличения объёма и выброса LDH в клетках, 

находящихся под действием сильного гипотонического шока. Рисунок 20 

показывает, что увеличение в 2-3-раза объёма C11-MDCK клеток 

достигалось через ~2-3 минуты, в то время как максимальное возрастание 

(~5-раз) было задокументировано через ~10 минут после уменьшения 

осмолярности среды от ~310 до 15 мОсм. В параллельных экспериментах, 

мы измерили выброс LDH через 3- и 10-мин действия гипотонической 

среды на C11-MDCK. Мы обнаружили крайне малый и статистически 

недостоверный выброс LDH через 3 мин, что контрастировало с 

полномасштабным выбросом LDH через 10 мин после гипотонического 

шока (Таблица 8).  



93 

 

 Рис. 20. A. 
Репрезентативные 

кинетики изменения 

клеточного объёма в C11-

MDCK клетках при 

действии гипотонической 

среды, содержащей 1 мM 

MgCl2, 1 мM CaCl2 и 10 

мM HEPES-NaOH (pH 

7.4). B. 3D модели, 

соответствующие 

временные точки 

отмечены стрелками (~7, 

13 и 22 мин), которые 

были получены с 

помощью метода DISUR.  

  
 

Таблица 8. Клеточный объём и выброс LDH в C11-MDCK клетках, 

подвергшихся действию гипоосмотической среды 

 

 Клеточный объём (%) Выброс LDH  (%) 

1. 10-мин действие 

изоосмотической среды 

А 

103±7 (n=3) 12±6 (n=4) 

2. 3-мин действие 

гипосмотической среды 

248±62 (n=5) 17±8 (n=4) 

3. 10-мин действие 

гипоосмотической 

среды 

494±26 (n=5) 91±5 (n=4) 

P1,2 NS NS 

P1,3 <0.0001 <0.0005 

 

Гипоосмотическая среда содержала 1 мМ MgCl2, 1 мМ CaCl2 и 10 мМ 

HEPES-NaOH (pH 7.4). Изначальный клеточный объём и полное 

содержание LDH в клетках были приняты за  100%. Результаты 

представлены как среднее арифметическое ± стандартная ошибка, 

полученные из n независимых экспериментов. NS- различия статистически 

не достоверны.  
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4.1.4. Изменения клеточного объёма, вызванные пермеабилизацией 

плазматической мембраны  

Недавно в нашей лаборатории было установлено, что клетки 

млекопитающих с пермеабилизованной плазматической мембраной ведут 

себя как осмометры, указывая на важный вклад цитоплазматического 

гидрогеля в феномен осмочувствительности (Fels et al. 2009). Используя 

динамическое молекулярное моделирование и измерения проводимости, 

Vrbka с коллегами показали, существенное различие в скорости 

связывания с белками Na
+
 и K

+
 (Vrbka et al. 2006). Для проверки влияния 

возможного изменения свойств гидрогеля цитоплазмы при вызванном 

уабаином увеличении соотношения внутриклеточных концентраций Na
+
 и 

K
+
, мы использовали клетки, пермеабилизованных по протоколу 

показанному на рисунке 21. Как и предполагалось, частичная диссипация 

Гиббс-Доннановского равновесия, происходящая из-за замены 

внеклеточного Na
+
 на K

+
 привела к набуханию C11-MDCK и VSMC 

клеток на 14% и 30%, соответственно (Таблица 9). В обоих типах клеток, 

набухание в дальнейшем увеличивалось при пермеабилизации клеточной 

мембраны дигитонином. Эти данные согласуются с предыдущими 

результатами, полученными при изучении действии дигитонина на A549, 

16HBE14o и Hl-60 клетки (Fels et al. 2009). Мы не наблюдали какого-то 

сильного воздействия замены K
+
 на Na

+
 на объём пермеабилизованных 

VSMC и C11-MDCK клеток (Таблица 9).  
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Рис. 21. A. Репрезентативная кинетика изменения объёма C11-MDCK 

клеток после пермеабилизации с дигитонином и инверсии [Na
+
]/ [K

+
] 

соотношения. ILS содержит 1,200 mM KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM ATP, 11 

mM дитиотреитол, 25 mM имидазол, 10 mM HEPES-KOH (pH 7.1). 5 мг/мл 

дигитонина добавлялось на 5 мин. В high-Na ILS, KCl заменялся на 

эквимолярное количество NaCl. Номера у стрелочек (1-4) соответствуют 

моментам измерения клеточного объёма, показанным в таблице 6. B. Вид 

3D моделей клетки, соответствующих временным точкам, указанным 

стрелками (~6, 21, 43 и 61 мин), которые были получены с помощью 

методики DISUR.  
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Таблица 9. Влияние инверсии внеклеточного соотношения [Na
+
]/[K

+
] 

и пермеабилизации на объём эпителиальных клеток почек (C11-

MDCK) и клеток гладкой мускулатуры сосудов (VSMC) 

 

Среда  Клеточный объём (%) 

 C11-MDCK (n=6) VSMC (n=4) 

1.Контроль (среда А) 

 

97±6  103±9 

2.Раствор, 

напоминающий 

внутриклеточный  (ILS) 

114±16 130±19 

3.ILS + дигитонин 

 

156±31 213±32 

4. ILS с высоким 

содержанием Na 

157±31 261±47 

P1,3 NS <0.02 

P3,4 NS NS 

 

ILS содержит 120 мM KCl, 5 мM MgCl2, 1 мM ATP, 11 мM дитиотриэтол, 

25 мM имидазола, 10 мM HEPES-KOH (pH 7.1). 5 г/мл дигитонина 

добавлялось на  протяжении 5 мин. В ILS с высоким содержанием Na, KCl 

был заменён эквимолярным количеством NaCl. Номера, показанные 

италиком в левой колонке, соответствуют номерам стрелок на Рисунке 28, 

показывающим время измерения клеточного объёма. Изначальный 

клеточный объём был принят за 100%. Результаты представлены как 

среднее арифметическое ± стандартная ошибка, полученные из n 

независимых экспериментов. NS - различия статистически не достоверны.  
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4.2. Изменение объема гладкомышечных клеток сосудов при действии 

индукторов апоптоза 

 

 4.2.1. Динамика апоптоза в E1A-VSMC: ингибирование уабаином и 

форсколином  

В соответствии с ранее опубликованными данными (Orlov et al. 

1999c;Orlov et al. 1999b) через 4-5 ч часов после помещения E1A-VSMC 

клеткок в среду, лишенную ростовых факторов, приводило к 10-ти 

кратной активации активности каспазы-3 и 15-ти кратному увеличению 

накопления фрагментации хроматина, считающихся каноническими 

маркерами апоптоза (Рис. 22). Этот вывод был подтвержден с помощью 

фазовоконтрастной микроскопии, которая показала массивное накопление 

маленьких, плавающих апоптотических тел (Рис. 23), содержащих 

пикнотичные остатки ядер клеток (Рис. 24). Согласно с ранее 

опубликованными данными (Orlov et al. 1999c;Orlov et al. 1999b), 

микроскопические исследования показали, что как ингибирование  Na
+
,K

+
-

ATФазы уабаином, так  и активация аденилатциклазы форсколином резко 

подавляло апоптоз E1A-VSMC клеток, вызванный отсутствием ростовых 

факторов (Рис. 23 и 24). Этот вывод был подтвержден измерениями 

активности каспазы-3, накоплением фрагментов хроматина и выбросом 

цитохрома c из митохондрий (Рис. 25).  

 Рис. 22. Кинетика активации 

каспазы-3 (1) и расщепления хроматина 

(2) в E1A-VSMC, запускаемые 

сывороточным голоданием. В точке, 

взятой за 0, клетки были промыты PBS и 

был добавлен без сывороточный-DMEM. 

Результаты представлены как среднее 

арифметическое ± стандартная ошибка, 

полученные в 3 (каспаза-3) и 4-х 

экспериментах (расщепление хроматина). 
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Рис. 23. Микрофотографии E1A-VSMC клеток, после 3-х часовой 

инкубации в присутствии 10% телячьей сыворотки (CS) или в без CS 

в среде Игла, модифицированной по способу Дульбекко (DMEM) с 

или без 1 мM уабаина и 10 мМ форсколина. Уабаин добавляли за 2 часа 

до удаления сыворотки. 

 
 

Рис. 24. Микрофотографии E1A-VSMC клеток, после 6-ти часовой 

инкубации в присутствии 10% телячьей сыворотки (CS) или в 

безсывороточной (CS-free) DMEM с или без 1 мМ уабаина и 10 мМ 

форсколина. Уабаин был добавлен за 2 часа до замены раствора на 

безсывороточный. 
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Рис. 25. Эффект сывороточного голодания, 1 мМ уабаина и 10 мМ 

форсколина на активность каспазы-3 (A), расщепления хроматина (B) 

и выброса цитохрома c из митохондрий (C) у E1A-VSMC. Клетки 

промывались PBS и инкубировались 5 ч в присутствии 10% телячьей 

сыворотки (CS) или в безсывороточной среде. Уабаин был добавлен за 2 

часа до удаления сыворотки. Результаты представлены как среднее 

арифметическое ± стандартная ошибка, полученные в экспериментах, 

проведенных в 3-х экземплярах (caspase-3) и 4-х экземплярах 

(расщепление хроматина). 

 

4.2.2. Кинетика модуляций объёма в голодающих по сыворотке E1A-

VSMC 

Рисунок 26A показывает, что после 30-60-мин лаг-фазы объём E1A-

VSMC клеток, лишенных ростовых факторов, увеличивался на ~30-50%. 

Процесс набухания клеток завершался быстрым апоптотическим 

коллапсом, регистрируемым по образованию пузырьков плазматической 

мембраны (т.н. blebbing) и заканчивающимся в течение 10-15 мин 

формированием множества апоптотических тел (Рис. 26C). Клеточное 

набухание предшествовало активации каспазы-3 и расщеплению 
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хроматина, которые можно было увидеть через 4-5 час после устранения 

ростовых факторов. После начала сывороточного голодания (Рис. 23). У 

E1A-VSMC клеток, которые были предварительно обработаны уабаином 

или форсколином, устранение ростовых факторов не вызывало 

достоверного изменения объема (Рис. 26A, Таблица 10). 

 

 

Рис. 26. Эффект сывороточного голодания, уабаина и форсколина на 

объём E1A-VSMC. A. Репрезентативные кинетики изменения объёма, 

запускаемого сывороточным голоданием в отсутствии (1-3) и присутствии 

1 мM уабаина (4) или 10 мM форсколина (5). Уабаин добавлялся за 2 часа 

до удаления сыворотки. B. Верх: Вид сбоку клетки, чья кинетика 

изменения объёма показана красным через 25 и 143 мин после удаления 

сыворотки и эти точки показаны на рис. A стрелочками. Низ: 3D модель, 

соответствующая виду той же клетки в те же точки времени, полученная с 

помощью методики DISUR. C. Изображения клетки сбоку, показывающие 

коллапс голодающей по сыворотке клетки, чья динамика объёма показана 

красным. 
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Таблица 10. Эффект устранения ростовых факторов, уабаина и 

форсколина на объём E1A-VSMC клеток 
 

Добавление/ 

изъятие 

n Клеточный 

объём, % 

Время 

последнего 

измерения 

клеточного 

объёма, мин 

Время 

клеточного 

коллапса, 

мин 

Контроль (10% CS) 5 105±6 308±17 ND 

CS-free  7 142±8
*
 140±58

#
 148±52 

CS-free + 1 мM 

уабаин 

3 116±17 331±15 ND 

CS-free + 10 M 

форсколин 

4 96±12 331±16 ND 

 

Результаты представлены как среднее арифметическое ± стандартная 

ошибка, которые были получены из n независимых экспериментов. 

Начальные значения клеточного объёма брались за 100%. Уабаин был 

добавлен за 2 часа до устранения ростовых факторов. ND – клеточный 

коллапс не был зарегистрирован. *p<0.005 в сравнении с контрольными 

значениями. 

 

4.2.3. Кинетика модуляций объёма  E1A-VSMC клеток при действии 

стауроспорина   

           Стауроспорин известен как сильный стимулятор апоптоза во всех 

изученных типах клеток (Okada et al. 2001). В этом смысле E1A-VSMC 

клетки не являются исключением. Рисунок 34А показывает, что  5-ти 

часовая инкубация E1A-VSMC в присутствии 1 M стауроспорина 

приводит к массивному накоплению мёртвых клеток. Как и в случае 
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отсутствия ростовых факторов, клетки, обработанные стауроспорином, 

выявили резкую активацию каспазы 3 (Рис. 27B) и накопление 

фрагментов хроматина (Рис. 27C). Однако, в отличие от сывороточного 

голодания, стауроспорин запускал быстрое клеточное сжатие, которое 

приводило к уменьшению клеточного объёма на ~30% через 90 мин 

инкубации (Рис. 28A-C). Важно отметить, что не смотря на различное 

поведение объёмов, после 2-5-часов максимального сжатия, клетки, 

находящиеся под воздействием стауроспорина претерпевали 

морфологически такое же мембранное почкование и апоптотический 

коллапс (Рис. 28D) как и в случае E1A-VSMC, лишенных ростовых 

факторов (Рис. 26C).  

 

Рис. 27. Эффект стауроспорина на морфологию (A), активность 

каспазы-3 (B) и расщепление хроматина (C) у E1A-VSMC. Клетки 

инкубировались в течение 5-ти часов в присутствии 10% телячьей 

сыворотки и 1 мМ стауроспорина. Показаны средние арифметические 

значения ± S.E., полученные в  3-х (каспаза - 3) и 4-х (расщепление 

хроматина) экспериментах. * p<0.002 в сравнении с контролем.  
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Рис. 28. Эффект стауроспорина на объём E1A-VSMC. A. 

Репрезентативные кинетики изменения объёма, запускаемые добавлением 

1 мM стауроспорина в DMEM содержащую 10% телячьей сыворотки. B. 

Верх: Изображения сбоку клеток, чья кинетика изменения объёма показана 

через 11 и 90 минут после добавления стауроспорина.  Низ: 

Соответствующие 3D модели этой же клетки, в те же моменты времени, 

полученные с помощью методики DISUR. C. Объём E1A-VSMC через 90 

мин инкубации в присутствии и отсутствии стауроспорина. Результаты 

представлены как среднее арифметическое ± стандартная ошибка, 

полученные из n независимых экспериментов, показаны. Начальные 

значения клеточного объёма были взяты за 100%. D. Изображения клеток 

сбоку, показывающие коллапс клеток при сывороточном голодании, чья 

кинетика клеточного объёма показана красным. 

 

4.2.4. Действие анизосмотической среды 

 Для исследования того, достаточно ли изменения клеточного 

объёма, зарегистрированных в E1A-VSMC клетках, лишенных ростовых 

факторов или обработанных стауроспорином, для запуска апоптоза, мы 

сравнили действия анизосмотической среды на динамику клеточного 

объёма, активацию каспазы 3 и разрушение хроматина. Как и 
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предполагалось, искусственно уменьшение осмолярности DMEM  при 

помощи уменьшения [NaCl] от 135 до 85 мМ приводило к временному 

увеличению клеточного объёма на ~50%, который почти что полностью 

восстанавливался через 30 мин из-за активации систем, участвующих в 

регуляторном уменьшении объёма (RVD) (Рис. 29A). Последующая 

перфузия E1A-VSMC изосмотической средой приводит к временному 

сжатию (так называемое пост-RVD изоосмотическое сжатие), которое 

исчезало со временем из-за включения механизмов регуляторного 

увеличения объёма (RVI). Увеличение осмоляльности DMEM 

добавлением 150 и 300 мМ маннитола уменьшало клеточный объём на ~20 

и 40%, соответственно (Рис. 29B).  

 

Рис. 29. Репрезентативные кинетики изменения клеточного объёма в 

E1A-VSMC, обработанных гипосмотической (A) и гиперосмотической 

(B) средами. Изоосмотическая среда (aDMEM) содержала (в мМ) 135 

NaCl, 5 KCl, 1.3 CaCl2, 1.2 MgSO4, 1.2 NaH2PO4, 10 глюкозы, 10 HEPES-

NaOH (pH 7.4), 10% телячьей сыворотки, витамины и аминокислоты в 

концентрациях, указанных для приготовления DMEM. В 

гипоосмотической среде, [NaCl] была уменьшена до 85 мМ; 

осмоляльность была увеличена с помощью добавления 150 и 300 мМ 

маннитола.  

 

В таблице 11 показано, что 3-х часовая инкубация E1A-VSMC клеток в 

изосмотической среде не влияла на активность каспазы-3 и разрушение 
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хроматина. Ни активность каспазы-3, ни разрушение хроматина не 

изменились при гипоосмотическом набухании, изоосмотическом сжатии и 

умеренном гиперосмотическом сжатии, вызванном добавлением 150 мМ 

маннитола, в то время как 24-часовая инкубация в присутствии 300 мМ 

маннитола увеличило активность каспазы-3  накопление фрагментов 

хроматина в ~10-раз.   

Таблица 11. Действие анизосмотической среды на клеточный объём, 

активность каспазы-3 и расщепление хроматина в  E1A-VSMC 

клетках 

 

 Клеточны

й объём
#
, 

% 

Активность 

каспазы-3, , 

нмоль (мг белка)
-1

 

мин
-1

 

Расщепление 

хроматина, 

% 

  3 ч 24 ч 3 ч 24 ч 

Контроль 

(aDMEM) 

 

ND 0.70±0.2

0 

0.88±0.08 1.91±0.3

4 

2.99±0.27 

Гипосмотическо

е набухание 

153±11 

(n=5) 

0.78±0.1

1 

1.09±0.15 2.48±0.4

2 

3.13±0.33 

Изосмотическое 

сжатие 

77±7 

(n=5) 

0.64±0.0

9 

0.95±0.14 1.33±0.1

9 

2.93±0.30 

Умеренное 

гиперосмотичес

кое сжатие 

76±4 

(n=3) 

0.77±0.1

4 

1.44±0.30 2.45±0.2

7 

4.48±0.61 

Сильное 

гиперосмотичес

кое сжатие 

52±5 

(n=3) 

0.98±0.2

3 

7.88±0.66

* 

3.77±0.4

1 

22.01±2.22

* 

   

Гипосмотическое набухание запускалось уменьшением [NaCl] в aDMEM 

от 135 до 85 мМ. Изосмотическое сжатие  происходило после 30-ти 

минутного гипоосмотического набухания клеток при их перфузии 

изоосмотическим aDMEM. Для того чтобы запустить умеренное и сильное 

гиперосмотическое сжатие, клетки перфузировались  aDMEM, 

содержащим 150 и 300 мМ маннитола, соответственно. 
#
Клеточный объём 

измерялся в моменты максимального изменения (для доп. Деталей, см. 

Рис. 36). Результаты представлены как среднее арифметическое ± 

стандартная ошибка, были получены из n независимых экспериментов 

(измерений клеточного объёма) или экспериментов, предпринятых с тремя 
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(каспаза-3) и четырьмя (расщепление хроматина) образцами. Начальный 

клеточный объём и общее содержание [
3
H]-тимидин-меченной ДНК были 

взяты за 100%. *p<0.001 в сравнении с контрольными значениями. 

4.3. Пуринэргическая регуляция объема интеркалированных клеток 

эпителия почечных канальцев  

 

4.3.1 Эффекты АТФ, УТФ и анизосмотической среды на клеточный 

объём C11-MDCK клеток 

Как видно на Рисунке 30А, 30-ти минутное добавление 50 M АТФ 

приводит к прогрессивному, зависящему от времени сжатию C11-MDCK 

клеток после изначальной ~5 минутной задержки. АТФ-запускаемое 

сжатие развивалось далее после отмывки АТФ и сохранялось на 

протяжении 2-3 часов. В среднем, через 60 мин (30 минут инкубации с 

АТФ за которыми следовали 30 мин инкубации без АТФ), объём C11-

MDCK клеток уменьшался на 55±11% (Рис. 30 B). Следует отметить, что - 

клеточное сжатие при действии АТФ было более сильным по сравнению с 

клеточным сжатием 38±8% (n=4) в клетках, перфузированных 

гиперосмотической средой, где осмолярность была увеличена на ~50% 

добавлением 150 мМ маннитола (Рис. 31A). Гиперосмотически сжатые 

клетки показали очень ограниченное или не показали вообще 

регуляторное увеличение объёма (RVI) и полностью восстанавливали 

объёма при их возвращении в изотоническую среду (Рис. 31A). Напротив,  

при действии гипоосмотической среды, где осмолярность была уменьшена 

на ~30%, C11-MDCK клетки быстро набухли на 54±13% (n=5), полностью 

восстановили свой объём в течение последующих 10-15 мин, и сжимались 

при возвращении в изоосмотическую среду (Рис. 31B). Это вторичное 

сжатие может быть объяснено уменьшением количества внутриклеточных 

осмолитов, обусловленное активацией систем, вовлеченных в RVD, что 

сделало осмолярность цитоплазмы пониженной по отношению к 

изоосмотической внеклеточной среде. Полученные нами результаты 
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согласуются с быстрым RVD и незначительным RVI, выявленных в 

суспензии MDCK клеток с помощью методики Coulter counter (Roy and 

Sauvé 1987;Rothstein and Mack 1990;Rothstein and Mack 1990;Rothstein and 

Mack 1990). 

 

Рис. 30. АТФ приводит к продолжительному сжатию  C11-MDCK 

клеток. A: Типичные кривые, показывающие, зависящие от времени 

изменения высоты, площади поверхности и объёма в клетках, 

перфузируемых 50 мМ АТФ в течение 30 минут при изоосмотических 

условиях. Начальные значения высоты, поверхности и объёма были взяты 

за 100%. B: Количественные изменения клеточного объёма в клетках, 

подверженных 60 мин перфузированию изоосмотической средой (control), 

или в течение 30 мин изоосмотической средой, содержащей 50 мМ АТФ, 

за которыми следовало 30 мин среды без АТФ (ATP). Начальные значения 

клеточного объёма были измерены до добавления АТФ или vehicle, и 

варьировали в диапазоне 4,268±246 мм
3 

(n = 53). Во всех случаях, 

индивидуальный начальный объём клеток был принят за 100%. p<0.05, vs. 

control. C, D: Вид сбоку светового микроскопа одной клетки до 

добавления АТФ (C), и через 30-мин инкубации с 50 мM АТФ, за 

которыми следовала 30 мин инкубация в без-АТФ среде (D). E, F: 

Соответствующий вид 3D моделей, соответствующих изображениям C и 

D, которые были сформированы с помощью методики DISUR , как 

описано в Материалах и Методах.  
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Рис. 31. Динамика клеточного 

объёма в C11-MDCK клетках, 

подверженных действию 

гиперосмотической (A) или 

гипосмотической (B) среды. A: 
Репрезентативная кинетика 

изменений высоты, поверхности 

и объёма клеток, находящихся в 

течение 30 мин в 

гиперосмотической среде (+150 

mM mannitol). Начальные 

значения были приняты за 

100%. B: Репрезентативная 

кинетика изменений высоты, 

поверхности и объёма клеток  

C11-MDCK находящихся в 

течение 30 мин в 

гипотонической среде ([NaCl] 

уменьшена от 135 до 85 mM). 

Начальный объём был принят за 

100%. 

 

 

Аналогично АТФ, 30 минутная перфузия с 50 M УТФ вызывало 

длительное сжатие C11-MDCK клеток (Рис. 32A). В 4 независимых 

экспериментах, среднее уменьшение клеточного объёма при действии 

УТФ было ~45% (Рис. 32B). Контрольные клетки не показали 

статистически значимого изменения объёма за аналогичный период 

времени (Рис. 32A). Эти данные убедительно показывают, что клеточное 

сжатие запускается активацией АТФ - и УТФ-чувствительных P2Y 

рецепторов, а не АТФ-чувствительными, УТФ-резистентными P2X 

рецепторами (см. Таблицу 3).  
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Рис. 32. Эффект агониста 

P2Y UTP на C11-MDCK 

клеточный объём.  A: 
Репрезентативные кинетики 

объёма контрольных клеток 

(1) и клеток, перфузированных 

в течение 30 мин 

изосмотической средой, 

содержащей 50 mM UTP (2). 

Момент добавления UTP 

показан стрелочкой. 

Начальный объём был принят 

за 100%. B: Среднее 

изменение объёма клеток, 

подверженных перфузии 

изосмотической среды в 

течение 60 мин (control) или 

30 мин с 50 mM UTP за 

которыми следовали 30 мин 

без UTP среды (UTP). UTP добавлялся через 5 минут после изначальной 

перфузии изосмотической средой как показано A. Начальное значение 

объёма до добавления UTP or vehicle были приняты за 100%. Результаты 

представлены как среднее арифметическое ± стандартная ошибка, 

полученные в 4 независимых экспериментах. **p<0.01, по сравнению с 

контролем.  

 

4.3.2 Роль Ca
2+

i и протеинкиназы A и C  

В предыдущих исследованиях было установлено, что P2Y 

рецепторы в C11-MDCK клетках запускают различные сигнальные 

каскады, включая активацию протеинкиназы С (PKC), увеличение[Ca
2+

]i и 

накопление цАМФ (Orlov et al. 1999a;Akimova et al. 2006a). Имея это 

ввиду, мы исследовали роль этих сигнальных систем в сжатии C11-MDCK 

клеток в ответ на добавление АТФ. 

Как добавление Ca
2+

 ионофора иономицина, так и активатора Ca
2+

- и 

фосфолипид-чувствительных изоформ PKC, 4-PMA, приводило к 

развивающемуся во времени сжатию C11-MDCK клеток (Рис. 33A), что 
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соответствовало уменьшению клеточного объёма на ~30% (Таблица 12). 

Ранее ~20% уменьшение объёма при действии иономицина было 

обнаружено в линии клеток MDCK-F с помощью атомно-силовой 

микроскопии (Schneider et al. 2000). Когда 4-PMA и иономицин 

добавлялись последовательно, их эффекты на клеточный объём 

суммировались (Рис. 33B), и после 1 часа инкубации с этими 

соединениями, клеточный объём уменьшился на  ~60% (Таблица 12). 

Обработка C11-MDCK клеток не активным аналогом  4-PMA, 4-PDD, 

также как и активатором аденилатциклазы форсколином, который резко 

увеличивал продукцию цАМФ в C11-MDCK клетках (Orlov et al. 1999a), 

не влияли на клеточный объём (Рис. 33C, Таблица 12). 

 

Рис. 33. Репрезентативная кинетика действия Ca
2+ 

 ионофора 

иономицина, активатора PKC 4b-PMA и активатора аденилат 

циклазы форсколина на объём одиночны C11-MDCK клеток. Один 

иономицин (A), 1 мМ 4b-PMA (A), комбинация 4b-PMA и иономицина (B), 

или 10 мМ форсколин (C) были добавлены как отмечено. Начальный 

клеточный объём был принят за 100%. 
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Таблица 12. Действие иономицина, 4-PMA, 4-PDD и форсколина на 

объём C11-MDCK клеток  

 

Добавление, M n Клеточный объём (%) 

Ничего (Контроль) 3 97±5 

Иономицин, 1 4 70±4 (p<0.01) 

4-PMA, 1 4 73±4 (p<0.05) 

4-PDD, 1 3 105±8 (NS) 

Форсколин, 10 3 103±7 (NS) 

Иономицин + 4-PMA 4 43±6 (p<0.002) 

Клетки инкубировались в течение 1 часа в среде A с соединениями, 

перечисленными в левой колонке. Начальный клеточный объём был 

принят за 100%. Результаты представлены как среднее арифметическое ± 

стандартная ошибка, полученные в n независимых экспериментах, p 

значения показаны. NS - не значительно. 

 

Как видно из Рисунка 21, как АТФ, так и УТФ запускали быстрое 

увеличение [Ca
2+

]i со среднемаксимальными значениями  775±102 (n=4) и 

783±121 nM (n=3) для АТФ и УТФ, соответственно. Мы не наблюдали 

никакого значительного действия 4-PMA на исходный уровень [Ca
2+

]i 

(данные не приведены). Для дальнейшего исследования роли Ca
2+

 в АТФ-

запускаемом клеточном сжатии, мы нагрузили C11-MDCK клетки Ca
2+

i 

хелатором BAPTA-AM в свободной от Ca
2+

 среде, содержащей 

внеклеточный Ca
2+

 хелатор EGTA. Эта процедура блокировала АТФ-

запускаемое увеличение [Ca
2+

]i в C11-MDCK клетках (Рис. 21C, [Ca
2+

]i = 

673±91 (n=4) и 67±33 нМ (n=3) в контроле и в присутствии хелаторов Ca
2+

, 

соответственно, p<0.001) и полностью предотвратило клеточное сжатие, 

запускаемое АТФ, УТФ и 4-PMA (Таблица 13). Полученные в этом 

разделе результаты указывают на ключевую роль [Ca
2+

]i и Ca
2+

-зависимых 

изоформ PKC в клеточном сжатии, запускаемом агонистами P2Y 

рецепторов. 
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Рис. 34. Репрезентативные 

кинетики показывающие 

действие 50 мM ATP (a, c) и 

UTP (b) на концентрацию 

[Ca
2+

]i в C11-MDCK клетках. a, 

b) – Клетки перфузировались 

контрольной средой A; c) – 

Клетки перфузировались в 

течение 30 мин с 20 mM 

BAPTA-AM в без-Ca
2+

 среде A , 

содержащей 0.2 mM EGTA, и 

затем добавлялся ATP. 

 

Таблица 13. Хелаторы внеклеточного и внутриклеточного Ca
2+

 

полностью предотвращает сжатие C11-MDCK клеток, вызванное 

добавками АТФ-, УТФ- и 4-PMA 

 

Добавки, M n Клеточный объём (%) 

1. Ничего (контроль) 3 103±6 

2. АТФ, 50 5 55±5 (p<0.001) 

3. УТФ, 50 5 58±6 (p<0.005)  

4. 4-PMA, 1 4 68±5 (p<0.01) 

5. BAPTA-AM, 20 3 95±6 (NS) 

6. BAPTA-AM + АТФ 3 98±7 (NS) 

7. BAPTA-AM + УТФ 3 105±6 (NS) 

8. BAPTA-AM + 4-PMA 3 104±8 (NS) 

В экспериментах 1-4, C11-MDCK клетки инкубировались в среде А в 

течение 30 мин и соединения, перечисленные в левой колонке, 

добавлялись на последующий 1 час. В экспериментах 5-8, клетки 

перфузировались в течение 30 мин с BAPTA-AM с без-Ca
2+

 среде А, 

содержащей 0.2 mM EGTA и затем ATP, UTP и 4-PMA добавлялись на 1 

час. Начальный объём клеток был принят за 100%. Результаты 

представлены как среднее арифметическое ± стандартная ошибка, 

полученные в n независимых экспериментах. NS - не значительно. 
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4.3.3 Эффект антагонистов P2Y рецепторов 

 За исключением P2Y14, АТФ активирует все клонированные 

пуринергические рецепторы, в то время как УТФ является мощным и 

селективным агонистом P2Y2, P2Y4 и P2Y6 рецепторов (Таблица 3) 

(Burnstock 2007b). Ранее, в нашей лаборатории было установлено, что  

C11-MDCK клетки экспрессируют мРНК, кодирующие P2Y1, P2Y2, P2Y11 

и P2Y12 рецепторы (Akimova et al. 2006a). Исходя из этих данных, мы 

исследовали действия селективных антагонистов  P2Y1 и P2Y6 рецепторов, 

соединений  MRS2179 и MRS2578, соответственно, и сурамина, 

антагониста  P2X2, P2X5, P2Y2, P2Y4 и P2Y11 рецепторов (Burnstock 

2007b), на изменения  клеточного объёма и прирост [Ca
2+

i], вызванные 

добавками АТФ и УТФ. Таблица 14 показывает, что сурамин полностью 

устранял клеточное сжатие и сильно уменьшал прирост [Ca
2+

]i , 

вызванный АТФ и УТФ. В отличии от этого, ни  MRS2179, ни MRS2578 

не воздействовали на эти параметры. 
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Таблица 14. Действие антагонистов пуринергических рецепторов на 

клеточное сжатие и на увеличение [Ca2+]i, запускаемое АТФ и УТФ. 
 

Добавки, M Клеточный 

объём, % 

Maксимальный прирост 

[Ca
2+

]I в ответ на добавки 

ATP or UTP, nM 

1. АТФ, 100 (n=4) 52±8 673±91 

2. АТФ + MRS2179, 10 (n=3) 59±6 703±82 

3. АТФ + MRS2578, 10 (n=3) 49±7 651±88 

4. АТФ + сурамин, 100 (n=5) 99±11 93±67 

5. УТФ, 100 (n=3) 58±8 781±132 

6. УТФ + сурамин (n=5) 104±12 118±56 

P1,4 <0.02 <0.005 

P5,6 <0.02 <0.005 

 

C11-MDCK клетки перфузировались в течение 10 мин в среде A с или без 

антагонистов пуринергических рецепторов, перечисленных в левой 

колонке. Далее, АТФ или УТФ были добавлены на 60 мин (измерения 

клеточного объёма) или 10 мин (измерения [Ca
2+

]i). Изначальный 

клеточный объём был принят за 100%. Показаны средние значения ± SE 

для n экспериментов и p значения <0.05. 

 

4.3.4 Эффект ингибиторов ионного транспорта на АТФ-зависимые 

изменения клеточного объёма  

В нашей лаборатории было обнаружено, что увеличение 

осмолярности среды уменьшает объём клеток карциномы лёгких A549 

после диссипации трансмембранных градиентов Na
+
 и K

+
 и даже после 

пермеабилизации плазматической мембраны (Fels et al. 2009). Для 

изучения роли трансмембранных ионных градиентов при АТФ-зависимом 

сжатии C11-MDCK клеток, мы подвергли эти клетки действию среды, 

напоминающей по соотношению концентраций натрия и калия (высокий-

K
+
/низкий-Na

+
) внутриклеточную среду. В соответствии с данными, 

полученными ранее (O'Neill 1999), эта среда вызывала набухание C11-
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MDCK клеток (Рис. 35A). Мы также обнаружили, что диссипация ионных 

градиентов, имеющая место в этой среде, полностью предотвратила АТФ-

зависимое сжатие клеток (Рис. 35B). Эти результаты свидетельствуют о 

том, что сжатие клеток под действием АТФ происходит из-за активации 

направленных наружу и/или ингибированием направленных внутрь 

ионных потоков и осмотически связанной с ними воды, а не изменением 

функционирования гидрогеля цитоплазмы как осмосенсора.  

 

Рис. 35. Для ATP-запускаемого  сжатия C11-MDCK клеток 

необходимы K+ и Na+ трансмембранные градиенты. A: 
Репрезентативная кинетика изменения клеточного объёма, запускаемая 

перфузией высокой-K+, низкий-Na+ похожего на внутриклеточного 

раствора (ILS) содержащего (in mM) 10 NaCl, 110 KCl, 1 MgCl2, 1 CaCl2, 5 

глюкозы и 10 HEPES (pH 7.2, 37oC). B: Средние объёмы C11-MDCK 

клеток, подверженных действию 60 мин ILS или в течение 30 мин ILS 

среды, за которой следовало 30 мин в той же среде, содержащей 50 mM 

ATP. Начальный объём клеток, измеренный до применения ILS среды, 

был взят за 100%. Данные показывают средние значения ± SE полученные 

в 3 независимых экспериментах.  

 

Ранее было установлено, что продолжительная инкубация  C11-

MDCK клеткок в присутствии АТФ и УТФ приводит к практически 

полному ингибированию  Na
+
,K

+
,2Cl

–
 котранспорта (Orlov et al. 

1999a;Brindikova et al. 2003). Таблица 15 показывает, что 30 минутное 

ингибирование Na
+
,K

+
,2Cl

–
 котранспорта с помощью 20 M буметанида 
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приводит к несущественному (~15-20%) уменьшению объёма C11-MDCK 

клеток;. в присутствии буметанида сжатие, запускаемое АТФ, 

сохранялось. Эти результаты, показывают, что ингибирование Na
+
,K

+
,2Cl

–
 

котранспорта не является непосредственной причиной АТФ-зависимого 

сжатия C11-MDCK клеток . 

 

Таблица 15. Действие ингибиторов ионного транспорта на сжатие 

C11-MDCK клеток, вызванное добавлением АТФ  
 

Добавки, M n Клеточный объём (%) 

1. Нет (контроль) 5 99±3 

2. Буметанид, 10 5 79±4  

3. Карибдотоксин, 0.1 3 111±5 

4. Паксилин, 2 3 112±6 

5. Клотримазол, 2 3 95±6 

6. Ибериотоксин, 0.1 3 104±7 

7. NPPB, 100 3 97±6 

8. АТФ, 50 6 47±6 

9. Буметанид + АТФ 6 52±5 

10. Карибдотоксин + АТФ 4 96±4 

11. Паксилин + АТФ 4 101±6 

12. Ибериотоксин + АТФ 4 90±7 

13. Клотримазол + АТФ 6 67±9 

14. NPPB + АТФ 6 92±9 

P1,2  <0.01 

P1,8  <0.001 

P1,9  <0.001 

P2,9  <0.005 

P1,13  <0.005 

P8,10  <0.001 

P8,11  <0.001 

P8,12  <0.005 

P8,13  =0.092 

P8,14  <0.002 
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C11-MDCK клетки перфузировались средой А в течение 60 мин с или без 

ингибиторов ионного транспорта, перечисленных в левой колонке. В 

экспериментах 8-14, ATP добавлялось в течение последних 30 мин 

перфузии. Изначальный объём клеток был принят за 100%. Результаты 

представлены как среднее арифметическое ± стандартная ошибка, 

полученные в n независимых экспериментах. p <0.05. 

 

Так как K
+
 является главным внутриклеточным осмолитом, мы 

исследовали действие K
+
 каналов. Паксилин и ибериотоксин, известны как 

селективные ингибиторы Ca
2+

-активируемых K
+
 каналов высокой 

проводимости, (BKCa), карибдотоксин является ингибитором BKCa и Ca
2+

-

активируемых K
+
 каналов средней-проводимости (IKCa), в то время как 

клотримазол блокирует IKCa, но не BKCa (Wulff et al. 2000;Pedarzani and 

Stocker 2008;Sanchez and McManus 1996;Pedarzani and Stocker 

2008;Sanchez and McManus 1996). Мы обнаружили, что 1 часовая 

инкубация с карибдотоксином и паксилином приводит к умеренному 

набуханию C11-MDCK клеток (Таблица 15), что согласуется с данными, 

полученным при действии карибдотоксина на MDCK-F клетки (Schneider 

et al. 2000). Важно, что карибдотоксин, ибериотоксин и паксилин 

полностью предотвращают клеточное сжатие, запускаемое АТФ. Ни 

базовый клеточный объём, и АТФ-запускаемое клеточное сжатие не 

изменились при действии клотримазола.  

NPPB, соединение, которое блокирует практически все известные 

анионные каналы, включая Ca
2+

-активируемые Cl
-
 каналы и объём-

регулируемые анионные каналы VRAC (Nilius and Droogmans 2001), 

полностью подавляло сжатие C11-MDCK клеток, вызванное добавлением 

АТФ (Таблица 15). 

 



118 

 

4.3.5 Действие АТФ на внутриклеточный состав моновалентных 

ионов 

Для определения потеря какого из внутриклеточных осмолитов 

связана с клеточным сжатием, мы измеряли внутриклеточный состав  K
+
, 

Na
+
, и Cl

−
 как стационарное распределение 

86
Rb

+
, 

22
Na

+
, и 

36
Cl

−
, 

соответственно. Как видно из Таблицы 16, 1-часовая инкубация  C11-

MDCK клеток с АТФ уменьшало внутриклеточное содержание  

обмениваемого  K
+
 и Cl

-
 на ~20%. Ингибирование экто-АТФазы с 

помощью добавления  100 M ARL 67156 не изменило внутриклеточный 

состав этих моновалентных ионов, но увеличило потерю K
+
 и Cl

−
 в 

клетках при действии АТФ до 33% (p<0.02) и 41% (и p<0.05), 

соответственно. Принимая это во внимание, мы исследовали действие 

ингибиторов  K
+
 и Cl

-
 каналов в присутствии  ARL 67156. Мы 

обнаружили, что ингибирование Ca
2+

-активируемых K
+
 каналов 

паксилином, ибериотоксином и карибдотоксином полностью 

предотвратило потерю  K
+
 и Cl

-
 , запускаемую АТФ. Действие АТФ на 

внутриклеточный состав ионов также уменьшался при действии 

ингибитора анионных каналов NPPB (Таблица 16).  
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Таблица 16. Действие АТФ и ингибиторов ион-транспортирующих 

систем на внутриклеточный состав моновалентных катионов (нмоль 

на мг белка) 

 

Добавки, M  K
+
 

 

Na
+
 

 

Cl
-
 

 

Нет (контроль) 210±12 49±10 146±19 

АТФ, 100 161±12* ND 114±17 

ARL 67156, 100 221±18 ND 152±21 

АТФ + ARL 67156 141±13** 32±8 86±10* 

АТФ + ARL 67156+ карибдотоксин, 0.1 205±15 35±12 138±17 

АТФ + ARL 67156+ паксилин, 2 218±8 43±10 150±14 

АТФ + ARL 67156+ ибериотоксин, 0.1 197±11 40±8 130±12 

АТФ + ARL 67156+ NPPB, 100 189±15 50±13 139±16 

 

Клетки инкубировались в течение 1 ч в среде А с соединениями, 

перечисленными в левой колонке. Результаты представлены как среднее 

арифметическое ± стандартная ошибка, полученные в 3 независимых 

экспериментах.*, ** - p < 0.05 и <0.02 относительно контроля, 

соответственно. ND – эти параметры не измерялись. 

 

4.3.6. Карибдотоксин и NPPB подавляют АТФ-индуцированную 

экспрессию c-Fos  

 Так как промотор c-Fos включает (Ca
2+

+cAMP) чувствительные 

элементы, его экспрессии регулируется различными стимулами, 

вызывающими увеличение [Ca
2+

] (Taurin et al. 2002a) и активацию 

протеинкиназ А и С, отмеченные при действии агонистов P2Y рецепторов 

(Muscella et al. 2003). Имея это ввиду, мы сравнили действие АТФ на 

экспрессию c-Fos в отсутствии и присутствии карибдотоксина и NPPB – 

ингибиторов ионных каналов, препятствующих АТФ-индуцированному 

сжатию C11-MDCK клеток (Таблица 16). Рисунок 36 показывает, что 30 

минутная инкубация C11-MDCK клеток с АТФ увеличивает содержание 

белка c-Fos в ~5-раз. Аналогично их действию на АТФ-индуцируемое 
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сжатие клеток (Таблица 16), карибдотоксин резко уменьшал, а NPPB 

полностью ингибировал прирост содержания иммунореактивного белка в 

ответ на активацию P2Y рецепторов. 

Рис.36. c-Fos экспрессия в C11-MDCK клетках. A: Репрезентативный 

Вестерн блот, показывающий эффект ATP, карибдотоксина и NPPB на c-

Fos и GAPDH содержание в C11-MDCK клетках. B: Эффект 

карибдотоксина и NPPB на отношение c-Fos/GAPDH в контрольных и 

подверженных действию ATP клеток. Клетки инкубировались в среде А, 

содержащей 100 mM ARL 67156 ± 0.1 mM карибдотоксин или100 mM 

NPPB в течение 10 мин, и затем 50 mM ATP или vehicle добавлялись на 

следующие 30 мин. c-Fos/GAPDH отношение в отсутствии ATP и других 

тестированных компонентов было взято за 1.0. Показаны средние 

значения± SE, полученные в 4 экспериментах. 
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5. Обсуждение результатов 

 

5.1 Смерть С11-MDCK клеток при действии уабаина не опосредуется 

набуханием и разрывом плазматической мембраны 

В соответствии с термодинамической моделью, рассмотренной в разделе 

2.2.2.2, уабаин и другие CTS вызывают диссипацию Гиббс-Доннановского 

равновесия и электрического мембранного потенциала, что в свою очередь, 

может привести к увеличению объёма и разрушению плазматической 

мембраны (Macknight and Leaf 1977;Armstrong 2003;Armstrong 2003). 

Данные, согласующиеся с этой гипотезой, были в основном получены на 

гепатоцитах, подверженных АТФ голоданию через гипоксию, 

окислительный стресс или ингибирование окислительного 

фосфорилирования. Используя электронный измеритель размеров клеток и 

измерение светорассеяния суспензии клеток, Carini с коллегами обнаружили, 

что гепатоциты, подверженные АТФ голоданию набухают в 2 фазы: 

изначальное ~15% набухание с сохраненной целостностью плазматической 

мембраны, и конечное 30-40% набухание, за которым следует резкое 

увеличение проницаемости плазматической мембраны для пропидиум 

иодида и накопление мёртвых клеток (Carini et al. 1999). Они также заметили, 

что набухание и смерть гепатоцитов устранялась в среде, лишенной Na
+
 

(Carini et al. 1995).  

Рассматривая эту хемиосмотическую гипотезу смерти набухших клеток, 

необходимо подчёркнуть, что действие CTS на клеточный объём различно в 

различных типах клеток. Так, 10-30-мин инкубация с уабаином вызывала 

набухание желудочковых миоцитов морских свинок (Takeuchi et al. 2006) и 

нейронов пиявки Retzius (Dierkes et al. 2006), не воздействовала на объём 

желудочковых миоцитов кролика (Drewnowska and Baumgarten 1991), 

гепатоцитов (Russo et al. 1994) и астроцитов (Kimelberg and Ransom 1986) 
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крысы, клеток линий Jurkat  (Nobel et al. 2000) и A6 (Granitzer et al. 1994) и 

приводило к сжатию миоцитов сердца, выделенных из эмбрионов цыплят 

(Smith et al. 1993) и нейронов улитки Helix aspersa (Alvarez-Leefmans et al. 

1992). В перфузированных корковых собирательных трубочках кроликов, 

уабаин запускал временное набухание, за которым следовало уменьшение 

объёма с финальным объёмом на 15% ниже контрольных значений (Strange 

1990).  

Вместе с ткане - и видоспецифическим вовлечением внутриклеточных 

моновалентных ионов и органических осмолитов в регулирование объёма 

клеток (Lang et al. 1998a;Mongin and Orlov 2001;Hoffmann et al. 2009;Mongin 

and Orlov 2001;Hoffmann et al. 2009;Lang et al. 1998a;Hoffmann et al. 2009), 

противоречивые результаты, полученные в при исследовании 

цитотоксического действия CTS, могут быть как объяснены отсутствием 

надёжных методов мониторинга в течение длительного времени динамики 

изменения объёма прикреплённых к подложке клеток. В самом деле, как 

отмечалось выше, светорассеяние может применяться для относительной 

оценки клеточного объёма суспендированных клеток однородной формы. 

Измерение объема с помощью счётчика Культера может быть также 

использовано только для суспендированных клеток, а трипсинизация 

прикрепленных к подложке клеток с целью переведения их в суспензию, 

может быть достаточным условием для изменения клеточного объёма 

(Andersen et al. 2005). Кроме того, открепление эпителиальных и 

эндотелиальных клеток от подложки, приводит к так называемому аноикису, 

вид клеточной смерти, сопровождающийся их сжатием (Akimova et al. 2008). 

Количественная оценка клеточного объёма из измерений площади планарной 

поверхности не может быть также использована в этом случае, так как 

изменение объёма клеток, прикреплённых к подложке,  происходит в 

основном за счёт изменения их высоты, а не планарной площади  (Boudreault 

and Grygorczyk 2004;Groulx et al. 2006;Groulx et al. 2006;Fels et al. 2009;Groulx 
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et al. 2006). Альтернативные техники, использующие проницающие через 

мембрану радиоактивные метки, такие как [
14

C]urea, или метил-D-

[
14

C]глюкозу, нуждаются в продолжительной преинкубации, имеют 

ограниченную точность, и не могут использоваться для исследования 

быстрого изменения объёма. Некоторые эти ограничения могут быть 

установлены с помощью измерений объёма, основанных на изозбестическом 

совмещении флуоресценции красителей, таких как fluo-2, кальцеин или 

BCECF. Нужно подчеркнуть, что такие методы предполагают гомогенное 

распределение оптически-активных молекул внутри клетки, их 

незначительное фотовысвечивание вместе с минимальными побочными 

эффектами, которые могут возникать при продуцировании активных форм 

кислорода (Solenov et al. 2004;Hamann et al. 2002b;Hamann et al. 

2002b;Hamann et al. 2002b). В дополнение, утечка этих реагентов, также как и 

тетраэтиламмониевых катионов, измеряемая ион-селективными 

микроэлектродами (Reuss 1985), усложняет их использование для 

сравнительного анализа длительной кинетики изменения клеточного объёма, 

вызванных CTS.  

Учитывая указанные выше ограничения, мы применили метод DISUR 

для сравнения кинетики модуляции объёма CTS-чувствительных C11-MDCK 

клеткок и CTS-устойчивых клеток гладкой мускулатуры крысы (VSMC). 

Данные, полученные в этих экспериментах, показывают, что разрыв 

плазматической мембраны при клеточном набухании не участвует в 

цитотоксическом действии уабаина. В самом деле, полномасштабная 

инверсия соотношения [Na
+
]i/[K

+
]i как в C11-MDCK, так и VSMC клетках 

наблюдалась через 2 ч после добавления уабаина (Рис. 17). В этой временной 

точке, объём C11-MDCK и VSMC клеток при действии уабаина увеличивался 

на 16% и 12%, соответственно (Таблица 6). Мы также заметили, что схоже с 

оуабаином, ингибирование Na
+
,K

+
-АТФазы в без K

+
 среде привело к резкой 

инверсии [Na
+
]i/[K

+
]i отношения и умеренному набуханию C11-MDCK клеток 
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(Таблица 6). Однако, в отличие от уабаина, мы не наблюдали 

цитотоксического действия на C11-MDCK клетки среды без калия, 

вызывающих сходное уабаином ингибирование Na
+
,K

+
-АТФазы и 

диссипацию трансмембранного градиента натрия (Рис. 18, Таблица 5). Это 

любопытное явление было изначально описано для C7-MDCK клеток 

Пшежетским с коллегами (Pchejetski et al. 2003) и затем подтверждено 

Contreras et al. (Contreras et al. 2004). Изучая клетки, пермеабилизованные 

дигитонином, мы обнаружили, что ингибирование Na
+
,K

+
-АТФазы приводит 

также к незначительному набуханию (Рис. 21, Таблица 9). В последующих 

экспериментах мы увеличили время инкубации с уабаином до 7 ч и показали, 

что за 5-10 мин до открепления от подложки объём C11-MDCK клеток, 

обработанных уабаином, увеличился на ~30-40% (Рис. 19, Таблица 7). 

Важно отметить, что выброс LDH из гипосмотически набухших клеток как 

маркер нарушенной целостности плазматической мембраны запускался, 

когда объём C11-MDCK клеток увеличивался в ~5-раз, но отсутствовал при 

2-3-кратном увеличении объема клеток (Таблица 8). Эти данные 

сопоставимы с предыдущими результатами, показывающими что A549, 

16HBE14o-, NIH 3T3 и клетки семенников китайского хомячка имеют 

большой мембранный резерв, который в силу наличия инвагинаций 

плазматической мембраны и внутриклеточных мембран позволяют без 

литического разрыва увеличить поверхность плазматической мембраны и 

объём клеток в ~4- и 10-раз, соответственно, (Groulx et al. 2006). 

Механизм, лежащий в основе независимого от объёма клеток разрыва 

плазматической мембраны и смерти клеток при действии CTS, остаётся 

плохо изученным. На продолжении последних 2 десятилетий, несколько 

исследовательских групп показали, что Na
+

i,K
+

i-независимые эффекты CTS, 

включая кавеолин-опосредованное взаимодействие α-Na
+
,K

+
-ATФазы с 

мембранно ассоциированной тирозин киназой Src, которая, в свою очередь, 

активирует различные сигнальные пути, включая митоген-активируемые 
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протеин киназы (MAPK), фосфатидилинозитол 3-киназу (PI3K), PI3K-

зависимую протеин киназа B, фосфолипазу C (PLC), колебания[Ca
2+

]i и 

увеличение продукция активных форм кислорода  (АФК) (для обзора, см (Xie 

2003;Aperia 2007;Schoner and Scheiner-Bobis 2007)). В предыдущем 

исследовании, Акимова с сотрудниками не нашла какого-либо участия  PLC, 

Ca
2+

i и АФК в индуцированной уабаином смерти С11- и С7-MDCK клеток 

(Akimova et al. 2005b). Было установлено, однако, что смерть MDCK клеток, 

при действии CTS уменьшалась при умеренном закислении цитоплазмы 

(Akimova et al. 2006c), ингибировании p38 MAPK киназы (Akimova et al. 

2009) и трансфекции клеток  CTS-устойчивой  1-Na
+
,K

+
-ATФазой (Akimova 

et al. 2010). Относительное участие различных субъединиц Na
+
,K

+
-ATФазы 

также как и de novo экспрессированных H
+

i-чувствительных генов в 

клеточной смерти, вызванной  CTS, должно быть изучено в дальнейших 

исследованиях. 

 

5.2 Набухание, а не сжатие предшествует смерти гладкомышечных 

клетках сосудов, вызванной устранением ростовых факторов 

Ранние морфологическое исследование привели исследователей к 

гипотезе, что сжатие является не только универсальным маркёром апоптоза, 

но участвует в запуске и/или развитии механизма клеточной смерти (см. 

Раздел 2.2). Проведенные нами эксперименты показали, что увеличение 

клеточного объёма ~50%, а не сжатие предшествует смерти E1A-VSMC 

клеткок, вызванной отсутствием в среде инкубации ростовых факторов, 

считающимся классическим индуктором апоптоза (Рис. 26). Это наблюдение 

соответствует увеличению объёма на 10-20%, зафиксированное в опухолевых 

клетках асцита Эрлиха при действии цисплатина (Tastesen et al. 2010), и 

лимфоцитах человека, обработанных агонистами P2X7 рецепторов (Taylor et 

al. 2008). Следует заметить, однако, что набухание клеток асцита Эрлиха 
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было заметно через 16 ч после добавления цисплатина и могло быть 

следствием вторичного некроза, а не раннего апоптоза, в то время как 

умеренное набухание P2X7-стимулированных лимфоцитов было замечено 

после их транзиторного сжатия. В наших экспериментах мы не видели 

предварительного сжатия E1A-VSMC клеток при их переносе в среду, 

лишенную ростовых факторов. Мы также заметили, что набухание 

предшествовало появлению апоптотических клеткок (Рис. 26), активации 

каспазы-3 и разрушению хроматина (Рис. 27).  

Несколько сценариев может быть предложено для разнонаправленного 

изменения объёма, обработанных триггерами апоптоза.  

Первое, изменение объёма клеток, претерпевающих апоптоз. находится 

под контролем тканеспецифичного набора транспортёров плазматической 

мембраны, участвующих в перемещении главных осмолитов и поддержании 

их электрохимического градиента на плазматической мембране. Эта гипотеза 

соответствует термодинамической модели, рассматривающей вовлечение 

ионных транспортёров в регуляцию объёма в клетках с разным мембранным 

потенциалом (Em) и внутриклеточными концентрациями K
+
 ([K

+
]i) и Cl

-
 ([Cl

-

]i) (Рис. 7). В самом деле, в клетках с  Em~EK>ECl, [K
+
]i = [K

+
]iN и [Cl

-
]i>[Cl

-
]iN, 

активация K
+
 каналов не влияет на клеточный объём, в то время как 

активация Cl
-
 каналов приводит к деполяризации мембраны, выходу K

+
 и 

клеточному сжатию (здесь, [K
+
]iN и [Cl

-
]iN означают внутриклеточные 

концентрации K
+
 и Cl

-
 , которые соответствуют потенциалам равновесия 

Нернста (EK и ECl, соответственно). В клетках с Em~ECl<EK, [K
+
]i>[K

+
]iN, [Cl

-

]i~[Cl
-
]iN и PCl>>PK, активация K

+
 каналов приводит к гиперполяризации и 

выходу Cl
-
 и осмотически зависимой воды. Это как раз и является случаем 

эритроцитов млекопитающих с Em~ECl=[Cl
-
]iN ~-10 mV. В этих клетках, 

стимулы, повышающие [Ca
2+

]i, резко увеличивает K
+
 проводимость через 

активацию IKCa каналов, которые, в свою очередь, приводят к клеточному 

сжатию и так называемому эриптозу (Schneider et al. 2007). В отличие от 
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этого, в клетках с [Cl
-
]i<[Cl

-
]iN, активация Cl

-
 каналов приводит к клеточному 

набуханию. Важно отметить, что вместе с ионными каналами, [Cl
-
]i 

находится под контролем электронейтральных котранспортёров Na
+
,K

+
,2Cl

-
 и 

K
+
,Cl

-
, чья экспрессия и активность изменяются при действии различных 

гормонов и нейротрансмиттеров, а также контролируется объёмом  клеток 

(Gamba 2005).   

Второе, апоптотический стимул различной природы оказывают 

различное влияние на активность транспортирующих систем, 

контролирующих объем клеток. В самом деле, мы обнаружили, что в отличие 

от устранения ростовых факторов, E1A-VSMC клетки, обработанные другим 

классическим триггером апоптоза - стауроспорином - уменьшили свой объём 

~30% (Рис. 28). Это наблюдении соответствует уменьшению среднего 

объёма HeLa, U937 и NG108-15 клеток при действии стауроспорина, 

измеренному с помощью счётчика Культера (Maeno et al. 2000;Yurinskaya et 

al. 2005), обработанных стауроспорином мозжечковых грануловидных 

нейронов, у которых измерение объёма рассчитывали из площади 

поперечного сечения (Hernandez-Enriquez et al. 2010) и T24 клеток, где объем 

рассчитывался с помощью недавно разработанной методики негативного 

трансмиссионного контраста не проницающего через мембрану красителя с 

последующей трехмерной реконструкцией (Gregg et al. 2010).   

Третье, уменьшение клеточного объёма, отмеченное в клетках, 

проходящих апоптоз, может быть, как минимум частично объяснено 

вторичными событиями, такими как пузырение плазматической мембраны и 

формирование апоптотических тел, а не первичным сжатием, запускаемым 

направленным наружу движением внутриклеточных осмолитов и 

осмотически связанной воды. Эта гипотеза поддерживается сравнительным 

анализом динамики изменения клеточного объёма и появлением 

биохимических и морфологических признаков апоптоза  (Ohyama et al. 

1981;Bortner and Cidlowski 1996;Bortner et al. 1997;l'Hoste et al. 
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2010;Feldenberg et al. 1999;Bortner and Cidlowski 1999;Hortelano et al. 

2002;Bortner et al. 1997) (подробнее см. раздел 2.2). 

В данном исследовании, мы преодолели эти проблемы, используя 

методику  DISUR, разработанную в нашей лаборатории (Boudreault and 

Grygorczyk 2004) для одновременного измерения объёма и площади 

поверхности в одиночных прикреплённых клетках. Геометрия клеток, 

проходящих апоптоз, указывает на то, что упаковка изначального клеточного 

объёма в меньшие апоптотические тела требует либо уменьшения объёма 

или увеличения поверхности плазматической мембраны. Предполагая, что 

изначальная площадь поверхности клеток, проходящих апоптоз и полная 

площадь поверхности апоптотических тел равна, , Nunez с коллегами заявил, 

что уменьшение объёма является геометрическим детерминантом клеток, 

разбирающихся на апоптотические тела (Nunez et al. 2010). Следует 

подчеркнуть, однако, что это предположение противоречит экспериментам, 

показывающим, что, из-за вставки внутриклеточных везикул, у ядерных 

клеток есть очень большие запасы плазматической мембраны, которые 

позволяют им увеличивать площадь плазматической мембраны и объёма в  

~4- и 10-раз, соответственно, в отсутствии литических разрывов (Groulx et al. 

2006). Мы наблюдали, что в моменты, соответствующие максимальному 

набуханию, поверхность E1A-VSMC клеток во время сывороточног 

голодания увеличивалась на  32±11% (n=7; p<0.02). 

Наши результаты показывают, что набухание предшествовало 

появлению апоптотических тел, увеличению активности каспазы-3, а также 

разрушению хроматина в E1A-VSMC клетках, лишенных ростовых 

факторов. Ранее было установлено, что ингибирование  Na
+
,K

+
-ATФазы 

уабаином подавляет апоптоз в E1A-VSMC через экспрессию Na
+

i-

чувствительных генов, включая морталин (Orlov et al. 1999c;Taurin et al. 

2002b). Ингибирование этой модели апоптоза также наблюдалось при 

активации цАМФ-сигнальной системы -адренергическими агонистами и 
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форсколином ингибирует апоптоз (Orlov et al. 1999b). Здесь, мы сообщаем, 

что уабаин и форсколин упраздняют набухание при сывороточном голодании 

E1A-VSMC (Рис. 26, Таблица 10). Эти результаты, предполагают, что 

клеточное набухание может участвовать в запуске и/или развитии апоптоза. 

Эта гипотеза, однако, противоречит 2 следующим наблюдениям. (i) Мы не 

обнаружили никакого признака апоптоза в E1A-VSMC подверженных 

набуханию в гипоосмотической среде (Таблица 11). Следует подчеркнуть, 

однако, что из-за эффективного RVD, объём E1A-VSMC клеток в 

гипотоническом растворе был увеличен на 50% только временно и 

практически полностью нормализовался через 30 мин (Рис. 29), в то время 

как апоптозу предшествовало как минимум 30 минутное устойчивое 

набухание (Рис. 26, Таблица 10). (ii) Устойчивое сжатие, а не набухание 

наблюдалось в E1A-VSMC, проходящих апоптоз в присутствии 

стауроспорина (Рис. 28).  

Для изучения того, участвует ли 30±5% сжатие, обнаруженное при 

действии стауроспорина (Рис. 28), в запуске и развитии апоптоза, мы 

измерили активность каспазы-3 и фрагментацию хроматина в E1A-VSMC 

клетках при изо- и гиперосмотическом сжатии. Таблица 11 показывает, что 

ни временное уменьшение клеточного объёма, происходящее из-за переноса 

клеток из гипо- в изоосмотический раствор, ни изменение клеточного объёма 

на 24±4%, запускаемое добавление 150 мМ маннитола, ни привело к 

апоптозу E1A-VSMC. Резкое увеличение апоптоза было заметно через 24-ч 

после добавления 300 мМ маннитола, приводящего к уменьшению объёма 

E1A-VSMC клеток на 48±5% (Таблица 11). Это наблюдение соответствует 

предыдущим данным, показывающим, что увеличение осмолярности от 300 

до 600-700 мОсм при добавлении маннитола, мочевины или NaCl привело к 

смерти клеток иммунной системы (Bortner and Cidlowski 1996;Orlov et al. 

1999c),  mIMCD3 линии эпителиальных клеток почек (Michea et al. 2000), 

HeLa клеток (Bilney and Murray 1998), D54-MG клеток человеческой глиомы 
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(Ernest et al. 2008) и эритроцитов (Lang et al. 2004). Следует отметить, однако, 

что похожее увеличение осмоляльности среды только незначительно 

увеличило апоптоз в  SH-SY5Y клетках нейробластомы (Matthew and 

Feldman 1996) и не действовало на выживаемость VSMC, MDCK клеток 

(Orlov et al. 1996a;Orlov et al. 2004a), Cos-7, GH3 и HeLa клеток (Bortner and 

Cidlowski 1996). Механизм, лежащий в основе различной чувствительности 

клеток к гиперосмотическому стрессу и их применимость к апоптозу при 

изоосмотическом состоянии, остаётся плохо изученным. Было 

предположено, что клетки, резистентные к апоптозу в гиперосмотической 

среде, быстро восстанавливают свой объём, запуская  RVI (Bortner and 

Cidlowski 1996;Maeno et al. 2006b). Действительно, апоптотический стимул 

прекращает  RVI, описанный в гиперосмотически сжатых клетках HeLa 

(Ernest et al. 2008;Subramanyam et al. 2010). Однако, и MDCK, и VSMC 

клетки, подвергнутые 2-кратному сжатию при добавлении 150 мM 

маннитола, прекрасно выживали (Orlov et al. 2004a), не смотря на отсутствие 

сколько-нибудь значительного RVI (Koltsova et al. 2011). Недавние 

исследования, показали, что чувствительность клеток к гиперосмотическому 

стрессу обратно зависит от уровня экспрессии CD95 рецепторов (Reinehr and 

Haussinger 2007). Возможная роль пертурбации клеточного объёма в 

активации этих рецепторов в E1A-VSMC клетках при сывороточном 

голодании и действии стауроспорина должна быть изучена в 

дополнительных экспериментах.  
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5.3 Роль уменьшения объема в регуляции функционирования 

интерстициальных клеток эпителия почечных канальцев 

пуринэргическими рецепторами  

 

Мы впервые показали, что продолжительная активация  P2Y 

рецепторов приводит к сильному и длительному сжатию C11-MDCK клеток, 

физиологические характеристики которых близки к интеркалирующим 

клеткам эпителия дистального отдела нефрона. Запускаемые АТФ, 

изменения клеточного объёма опосредуются активацией карибдотоксин -, 

ибериотоксин - и паксиллин-чувствительных, Ca
2+

-активируемых K
+
 каналов 

с высокой проводимостью и NPPB-чувствительных анионных каналов. 

Следует отметить, что клеточное сжатие, обнаруженное нами, ответственно 

за некоторые физиологические последствия активации пуринергических 

рецепторов. В самом деле, нами было установлено, что запускаемая АТФ 

экспрессия гена раннего ответа c-Fos полностью предотвращалась 

блокаторами K
+
 и анионных каналов, которые участвуют в клеточном 

сжатии. Таким образом, клеточный объём может служить как ранее не 

замеченный сигнал/трансдуцирующий фактор в пуринергической регуляции 

интерстициальных клеток. Рассмотрим это положение более подробно. 

  

5.3.1. Сильное и продолжительное сжатие C11-MDCK клеток при 

действии АТФ/УТФ.  

Существующая литература предполагает, что агонисты P2Y рецептора 

могут изменять клеточный объём в зависимости от типа клеток. Так, было 

замечено, что АТФ приводит к сжатию гепатоцитов и клеток асцитной 

опухоли Эрлиха (vom Dahl et al. 1991;Pedersen et al. 1998), но набуханию 

астроцитов мозга(Pedersen et al. 1998) (Takano et al. 2005). Не смотря на то, 

что изменения клеточного объёма могут иметь физиологическое значение, 
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особенно для почечных эпителиальных клеток, которые подвергаются 

частым изменениям клеточного объёма при анизосмотическом окружении, 

детальных исследований динамики клеточного объёма в ответ на АТФ не 

существует. Такая информация отсутствует отчасти из-за того, что нет 

надёжной неинвазивной методики для описания клеточного объёма в течение 

длительного периода времени. В этом исследовании, мы использовали 

разработанную в лаборатории доктора Григорчика методику DISUR для того, 

чтобы закрыть пробелы в нашем знании о влиянии пуринэргических 

рецепторов на объем эпителиальных клеток. С помощью этого метода мы 

впервые обнаружили, АТФ вызывает сильное и продолжительное сжатие 

C11-MDCK клеток изолированных из почек собаки и близких по своим 

параметрам интеркалированным клеткам из собирательных трубочек (Рис. 

30). УТФ имело одинаковое с АТФ действие в запуске клеточного сжатия 

(Рис. 32), указывая на участие АТФ/УТФ-чувствительных P2Y рецепторов, 

активация которых запускает сигнальный каскад через взаимодействие с 

ГТФ-связывающими G-белками.  

Роли рецепторов, связанных с G-белками в регуляции клеточного 

объёма посвящено значительное число исследований (Fisher et al. 2008;Franco 

et al. 2008;Franco et al. 2008). Так было установлено, что агонисты этих 

рецепторов, включая АТФ, могут оказывать влияние на объем клеток, 

ускорять восстановление клеточного объёма в условиях анизосмотической 

среды и влиять на активность ион-транспортирующих систем, принимающих 

участие в регуляции объема клетки (Mongin and Kimelberg 2005b;Tilly et al. 

2010;Loveday et al. 2003;Franco et al. 2004;Tilly et al. 2010;Loveday et al. 

2003;Franco et al. 2004). Так, например, было установлено, изменение 

клеточного объема мышиных фибробластов при действии с брадикинина 

(Ritter et al. 1992), крысиных гепатоцитов аргинин-вазопрессина (AVP), 

инсулина, глюкагона, аденозина и АТФ (vom Dahl et al. 1991;Hallbrucker et al. 

1991;Hallbrucker et al. 1991), крысиных астроцитов при действии AVP и АТФ 
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(Takano et al. 2005;Del Bigio et al. 1992;Del Bigio et al. 1992), в крысиных 

гладкомышечных клетках сосудов при активации бета-адренергических 

рецепторов изопротеренолом (Orlov et al. 1996c), а в крысиных L6 

миобластах при активации мускаринового рецептора ацетилхолином (Sen et 

al. 1995). Следует, однако, отметить, что во всех указанных выше случаях 

изменения клеточного объёма не превышали +10-15% от начальных 

значений. В этой связи ~50% сжатие, которое мы наблюдали в C11-MDCK 

клетках, было неожиданным и беспрецедентным. Такое сжатие было 

сравнимо или даже превышало клеточное сжатие, запускаемое 

гипертоническим раствором с 50% увеличением осмолярности (Рис. 31). 

Этот феномен, несомненно, должен иметь важное участие в физиологии 

почек, рассмотренное в разделе 5.3.3.  

 

5.3.2. Клеточный механизм, служащий связывающим звеном при АТФ-

индуцируемом клеточном сжатии 

В предыдущих работах было установлено, что C11-MDCK клетки 

экспрессируют мРНК, кодирующие  P2Y1, P2Y2, P2Y11 и P2Y12 рецепторы 

(Akimova et al. 2006a). Основываясь на одинаковом действии АТФ и УТФ на 

клеточный объём C11-MDCK клеток, обнаруженный в данной работе (Рис. 

30 и 32), можно предположить, что клеточное сжатие запускается P2Y2 

рецепторами, взаимодействующими с Gq/G11 белками и обладающими 

одинаковым сродством к этим нуклеотидам (Burnstock 2007a). В самом деле, 

ни MRS2179 ни MRS2578, селективные антагонисты УТФ-чувствительных 

P2Y1 и P2Y6 рецепторов, не влияли на клеточное сжатие клеток, в то время 

как сурамин - антагонист широкого спектра пуринергических рецепторов, 

включая P2Y2, P2Y4 и P2Y11, полностью блокировал прирост Ca
2+

i и 

клеточное сжатие, запускаемые АТФ и УТФ (Taблица 14). 
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Активация Gq/G11-связанных P2Y рецепторов, включая P2Y2, ведёт к 

стимуляции фосфолипазы C-, увеличивает продукцию инозитол-1,4,5-

трифосфата (IP3) и диацилглицерола (DAG) что, в свою очередь, приводит к 

выбросу Ca
2+

 из IP3-чувствительных внутриклеточных резервов и активации 

Ca
2+

- и DAG-чувствительных PKC изоформ. В наших экспериментах, 

хелатирование [Ca
2+

]i с помощью BAPTA-AM полностью устраняло действие 

эффект АТФ на клеточный объём (Таблица 13). Мы также обнаружили, что 

сжатие C11-MDCK клеток может быть вызвано добавками Ca
2+

 ионофора 

иономицина и активатора DAG-зависимых изоформ PKC 4-PMA (Рис. 33). 

Действие 4-PMA и иономицина на объём C11-MDCK клеток были 

аддитивными (Рис. 33), а их комбинация привела примерно к такому же 

сжатию клеток, как и в присутствии АТФ/УТФ (Таблица 12). Действие 4-

PMA на клеточный объём резко уменьшалось при добавлении хелаторов 

Ca
2+

i (Таблица 13), указывая на участие Ca
2+

-чувствительных, DAG-

зависимых изоформ PKC. Похожий механизм, включающий Ca
2+

-

чувствительных, DAG-зависимых изоформ изоформы PKC и РКСI был 

ранее показан в случае активации АТФ объём-чувствительных ионных 

каналов астроцитов (Rudkouskaya et al. 2008). 

A priori, АТФ-индуцированное клеточное сжатие должно быть 

обусловлено значительной Ca
2+

-зависимой потерей внутриклеточных 

осмолитов. В самом деле, разрушение трансмембранного ионного градиента, 

происходящее при переносе C11-MDCK клеток в похожую на 

внутриклеточную ионную среду, полностью устраняло действие АТФ на 

клеточный объём (Рис. 35). Мы также обнаружили, что добавление АТФ 

вызывало уменьшение содержания внутриклеточного K
+
 и Cl

−
 на ~35% и 

~40%, соответственно (Таблица 16). Следует отметить, что потеря 

внутриклеточного K
+
 и Cl

−
 представляется недостаточной для полного 

объяснения уменьшения клеточного объема на 55-60%. В этой связи, можно 
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предположить, что АТФ/УТФ-индуцированное сжатие также ассоциировано 

с потерей внутриклеточных органических осмолитов, обнаруженном в 

других исследованиях (Lang et al. 1998a;Hoffmann et al. 2009). 

MDCK клетки экспрессируют несколько типов Ca
2+

-активируемых К+ 

каналов, включая BKCa и IKCa, а также Cl
−
 каналы, ингибируемыми NPPB 

(Lang and Paulmichl 1995;Bourcier et al. 2002;Bourcier et al. 2002). Pacha с 

коллегами наблюдали, что апикальная мембрана интеркалированных клеток 

высоко изобилуют BKCa в сравнении с главными (principal) клетками 

собирающих канальцев, ответственных за гормональную регуляцию водно-

солевого гомеостаза в дистальном отделе нефрона (Pacha et al. 1991). В 

данном исследовании, мы обнаружили, что АТФ-индуцированное сжатие 

похоже на итеркалированные C11-MDCK клетки полностью подавлялось 

ингибиторами BKCa ибериотоксином и паксилином, также как и NPPB и не 

селективным блокатором BKCa/IKCa карибдотоксином, в то время как 

ингибитор IKCa клотримазол существенного влияния не оказывал (Таблица 

15). Паксилин, ибериотоксин, карибдотоксин и NPPB также предотвратили 

потерю внутриклеточного K
+
 and Cl

−
 (Таблица 16). Эти результаты говорят о 

том, что BKCa и NPBB-чувствительные анионные каналы играют ключевую 

роль в потере K
+
 и Cl

-
 и сжатии клеток при действии АТФ (Рис. 37). Следует 

подчеркнуть, однако, что из-за, плохо изученной фармакологии ионных 

каналов и P2Y эпителиальных клеток собаки и возможные побочные 

эффекты выше описанных соединений, для окончательной проверки 

предложенной модели необходимо провести более детальное исследование 

дозовой зависимости действия указанных выше соединений, а также 

эксперименты с использованием siRNA с целью избирательного нокдауна 

белков-мишеней.  
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Рис. 37. Механизм сжатия клеток эпителия почечных канальцев при 

активации P2Y2 рецепторов  

 

5.3.3. Физиологические значения АТФ-индуцированных изменений 

клеточного объёма  

Для выяснения физиологического значения клеточного сжатия, 

вызванного активацией пуринэргических рецепторов, мы изучили его связь с 

активацией экспрессии c-Fos, который принадлежит супер-семейству генов 

раннего ответа. Мы обнаружили, что 30 мин инкубация с АТФ приводит к 

увеличению в ~5-раз содержания иммунореактивного c-Fos белка (Рис. 36). 

Этот эффект АТФ сильно уменьшался при добавлении карибдотоксина и 

полностью устранялся добавкой NPPB. Так как эти ингибиторы ионных 

каналов устраняли АТФ-индуцированное сжатие клеток, полученные данные 

указывают на ключевую роль клеточного сжатия в активации транскрипция 

c-Fos и проведения сигналов, опосредованных c-Fos-чувствительными 

генами позднего ответа. Такая связь может встречаться в почках, например, 

во время действия на интерстициальные клетки, выступающих на большее 
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расстояние в просвет почечных канальцев по отношению к главным 

(principal) клеткам, таких стимулов как механическое раздражение и 

трансэпителиальные пульсовые колебания давления, которые, как было 

показано, приводит к массивному выбросу АТФ и УТФ с апикальной и 

базолатеральной поверхностей эпителиального монослоя клеток (Burnstock 

2007a). В самом деле, недавно, используя клетки, нагруженные кальцеином, 

Holtzclaw с коллегами показали, что 30-мин воздействие механического 

стресса приводит к сжатию C11-MDCK клеток, которое исчезало при Ca
2+

i-

истощении, ингибировании K
+
 каналов и значительно уменьшалось в 

клетках, подвергнутых воздействию BKCa-4 siRNA (Holtzclaw et al. 2010). 

Рассматривая эти данные в совокупности с результатами наших 

исследований, мы предполагаем, что пуринергические сигналы, запускаемые 

аутокринным выбросом АТФ/УТФ, участвуют в сжатии интерстициальных 

клеток и в увеличении интралюминального диаметра, запускаемые 

механическими стимулами. Эта гипотеза согласуется с ингибированием Ca
2+

i 

сигналинга, провоцируемого трансэпителиальными пульсовыми 

колебаниями давления в монослоях поляризованных MDCK клеток, при 

разрушении внеклеточного АТФ апиразой и добавлении неспецифического 

антагониста P2X и P2Y рецепторов сурамина (Praetorius et al. 2005). 

Учитывая роль P2Y2 рецепторов в проведении сигналов, запускаемых в 

интерстициальных клетках добавками АТФ и УТФ (Akimova et al. 2006a), 

мыши, лишенные P2Y2 рецепторов должны быть исследованы для изучения 

роли пуринергических сигналов в функционировании интерстициальных 

клеток в условиях механическим стресса in vivo. 
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6. Заключение 

В предыдущих исследованиях было установлено, что длительная 

инкубация с уабаином и другими CTS, ингибирующими Na
+
,K

+
-АТФазу, не 

влияет на жизнеспособность клеток гладкой мускулатуры сосудов крысы 

(VSMC), но вызывает нарушение целостности плазматической мембраны и 

смерть C11-MDCK клеток. В этой связи, в первой части нашей работы мы 

применили уникальную методику DISUR, разработанную в Научно-

исследовательском центре университета г. Монреаль, для сравнения влияния 

уабаина на объем VSMC и C11-MDCK клеток. Наши результаты показывают, 

что разрыв плазматической мембраны в C11-MDCK клетках под действием 

уабаина не является прямым следствием клеточного набухания, запускаемого 

ингибированием Na
+
,K

+
-АТФазы и инверсией соотношения [Na

+
]i/[K

+
]i. 

Во второй части нашей работы мы обнаружили разнонаправленное 

изменение клеточного объёма (набухание vs. сжатие) в E1A-VSMC клетках, 

претерпевающих апоптоз, вызываемый отсутствием ростовых факторов и 

стауроспорином. Эти данные показывают, что клеточное сжатие не может 

считаться универсальным маркёром апоптоза. Мы также обнаружили, что ни 

набухание, ни сжатие, обнаруженное при отсутствии ростовых факторов и 

добавки стауроспорина, соответственно, не являются достаточным условием 

для генерации сигнала, приводящего к смерти клеток. 

В третьей части работы нами с использованием техники DISUR, было 

впервые описано сильное и устойчивое во времени сжатие C11-MDCK 

клеток, являющихся культуральной моделью интеркалирующих клеток 

собирательных канальцев почек, в ответ на стимуляцию Р2Y 

пуринергических рецепторов. Нами установлено, что клеточное сжатие 

опосредуется увеличением [Ca
2+

]i и активацией Са
2+

-чувствительных 

изоформ протеинкиназы С, которые, в свою очередь, запускают массовый 

выход K
+
 и Cl

-
 через Ca

2+
-активирууемые калиевые каналы BKCa и NPPB-



 139 

чувствительные анионные каналы, соответственно. Мы также показали, что 

клеточное сжатие принимает участие в пуринергической регуляции 

экспрессии гена раннего ответа c-Fos. Таким образом, уменьшение 

клеточного объёма может служить ранее неизвестным сигнальным фактором 

в пуринергической регуляции функций клеток эпителия почечных канальцев. 

1. Каков механизм активации экспрессии гена раннего ответа c-Fos при 

сжатии клеток и каковы функциональные последствия этого явления?  

2. Каков механизм тканеспецифического действия уабаина на 

жизнеспособность клеток?  

3. Каков механизм нарушения целостности плазматической мембраны 

клеток эпителия почечных канальцев при действии CTS, не 

являющейся прямым следствием ингибирования  Na
+
,K

+
-АТФазы, 

инверсии соотношения [Na
+
]i/[K

+
]i  и увеличения объема клеток?  

4. Каково относительное участие ион-транспортирующих систем клетки в 

разнонаправленном изменении их объема при действии индукторов 

клеточной смерти?  

Мы надеемся, что ответы на эти вопросы, имеющие первоочередное 

физиологическое и патофизиологическое значение, будут получены в 

ближайших исследованиях.  
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7.Выводы 
 

1. Длительное ингибирование Na
+
,K

+
-АТФазы уабаином не влияет на 

жизнеспособность клеток гладкой мускулатуры сосудов крысы (VSMC), но 

вызывает некроз C11-MDCK клеток, регистрируемый по высвобождению 

лактатдегидрогеназы (LDH) как следствие нарушения целостности 

плазматической мембраны. 

 

2. Ингибитор Na
+
,K

+
-АТФазы уабаин вызывает умеренное набухание как 

VSMC, так и C11-MDCK клеток, опосредованное инверсией соотношения 

[Na
+
]i/[K

+
]i. Сопоставление этих данных с изменением объема и 

высвобождением LDH в гипосмотической среде показывает, что разрыв 

плазматической мембраны C11-MDCK клеток под действием уабаина не 

является прямым следствием увеличения их объема. 

 

3. Канонические индукторы апоптоза - устранение ростовых факторов и 

стауроспорин - оказывают разнонаправленное влияние на объём VSMC 

клеток, трансфецированных E1A аденовирусом (~50% набухание и 30% 

сжатие, соответственно). Эксперменты, проведенные в гипо- и 

гиперосмотической среде, показывают, что изменение объема E1A-VSMC 

клеток в пределах, отмеченных при запуске апоптоза, не является 

достаточным условием для генерации сигнала, приводящего к их смерти.  

 

4. Активация P2Y2 пуринэргических рецепторов АТФ и УТФ вызывает 2-х 

кратное уменьшение объема клеток эпителия почечных канальцев (клетки 

C11-MDCK). Сжатие C11-MDCK клеток опосредовано увеличением 

внутриклеточной концентрации Ca
2+
, активацией Са

2+
-чувствительных 

изоформ протеинкиназы С, потерей калия и хлора и устраняется при 
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действии ингибиторов анионных каналов и Ca
2+

-активируемых К
+
 каналов 

высокой проводимости. 

 

5. Активация P2Y2 рецепторов сопровождается увеличением экспрессии гена 

раннего ответа с-Fos, которая подавлялась ингибиторами как Ca
2+

-

активируемых калиевых каналов высокой проводимости, так и анионных 

каналов. Эти данные свидетельствуют о важной роли регуляции клеточного 

объема в функционировании клеток эпителия почечных канальцев.  
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