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Введение 

 

Пуринергическая сигнальная система является одной из самых эволю-

ционно древних рецепторных систем, играющих существенную роль в изме-

нении свойств и функций различных клеток организма [Cekic, Linden, 2016]. 

Известно, что пуриновые рецепторы локализованы практически во всех ор-

ганах и тканях, они обнаружены на мембранах кардиомиоцитов, гладких 

мышечных клеток, форменных элементов крои и других клеток. Краткосроч-

ные пуринэргические сигналы отмечаются при регуляции экзокринной и эн-

докринной секреции, агрегации-дезагрегации тромбоцитов, вазодилатации, 

механочувствительной трансдукции. Долгосрочные пуринергические сигна-

лы участвуют в регуляции клеточной пролиферации, дифференциации, ми-

грации и гибели клеток, заживлении ран, старении и раке [Eltzschig, etal., 

2013]. 

Большую актуальность в настоящее время приобретает изучение влия-

ния эндогенного АТФ на функциональную активность лейкоцитов, форми-

рующих иммунологическую компетентность организма,  а так же тромбоци-

тов, способных принимать участие в реакциях антибактериального иммуни-

тета в условиях злокачественной пролиферации лимфоидного ростка крове-

творения. 

Объектом исследования выступали клетки крови здоровых людей и 

больных острым лимфобластным лейкозом (ОЛЛ). 

Предметом исследования  являлся потенциал поверхности клеток кро-

ви в норме и  условиях активации внеклеточных пуринерических сигнальных 

путей.  

Целью данной работы было оценить поверхностный потенциал клеток 

крови в условиях активации внеклеточных пуринергическх сигнальных пу-

тей. 

В соответствии с целью были поставлены задачи: 
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­ оценить изменения концентрации АТФ в крови здоровых людей и 

больных острым лимфобластным лейкозом в условиях активации  пуринер-

гических сигнальных путей; 

­ измерить поверхностный потенциал клеток крови в норме и при раз-

витии острого лимфобластного лейкоза; 

­ измерить поверхностный потенциал клеток крови в норме и при 

остром лимфобластном лейкозе в условиях активации пуринерических сиг-

нальных путей посредствам моделирования механического стресса in vitro; 

­ измерить поверхностный потенциал клеток крови в норме и при 

остром лимфобластном лейкозе в условиях активации пуринергических сиг-

нальных путей посредствам нагрузочного теста с экзогенной АТФ; 

­ провести сравнительный анализ влияния механического стресса и 

нагрузки с экзогенной АТФ на электрические свойства форменных элемен-

тов крови. 

Новизна работы заключается в том, что впервые проведено исследова-

ние электрических  свойств клеток крови при активации пуринергической 

сигнальной ситемы. Установлено что реакция клеток на молекулы АТФ про-

являлась в  повышении заряда плазмалеммы эритроцитов и тромбоцитов и 

снижении ПП лейкоцитов. В условиях лимфопролиферативных заболеваний 

происходит снижение экскреции молекул в АТФ во внеклеточную среду, что 

препятствует изменению электрических свойств клеток крови.  

Магистерская диссертация изложена на 71 страницах. Она состоит из 

оглавления, введения, трех глав, выводов. Список использованных источни-

ков насчитывает 104 наименования. В работе представлена 1 таблица, 22 ри-

сунка. 

По теме диссертации опубликовано  3  работы: 

1. Тищенко А. Ю., Сладкова Е. А. Особенности  потенциала  поверхно-

сти  эритроцитов  в  норме  и  прилимфопролиферативном  процессе  в  усло-

виях  механического  стресса // 22-я Международная Пущинская школа-
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конференция молодых ученых «Биология – наука XXI века»: Тезисы докла-

дов. 2018. С. 369. 

2.Изменение функциональных характеристик форменных элементов 

крови людей зрелого возраста при активации пуринергических сигнальных 

путей / Е. А.  Сладкова, М. Ю. Скоркина, Е. А. Шамрай, А. Ю.  Тищенко, М. 

Ю. Пальчиков // Фармацевтический кластер как интеграция науки, образова-

ния и производства:  сборник  материалов  7-й  международной  научно-

практической  телеконференции. 2018.  С. 86–89. 

3. Изменение механических свойств и заряда поверхностиформенных 

элементов крови в условиях активации пуринергической сигнальной системы 

/ Е. А. Сладкова, Е. А. Шамрай, А. Ю. Тищенко, М. Ю. Скоркина // Россий-

ский физиологический журнал  им. И. М. Сеченова. 2019. Т. 105, № 5.  С. 

643–649 

Работа выполнена при поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 

18-015-00032/18  
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Глава 1. Обзор литературы 

1.1. Особенности строения и функционирования биомембран 

1.1.1. Общий план организации биомембран 

 

Биомембраны представляют собой сложные молекулярные образова-

ния, отделяющие внутреннее содержимое клеток от внешнего окружения, 

при этом биологические мембраны создают условия для избирательного 

транспорта различных молекулярных компонентов, а также функционирова-

ния большого количества мембрановстроенных макромолекул (биополиме-

ров) [Рабинович, Талис, 2017].  

Биомембраны живых организмов формируют внутри клеток компарт-

менты (отсеки), обеспечивающие  функциональный барьер между внекле-

точными и внутриклеточными структурами, в том числе и органеллами. Эта 

компартментализация позволяет разделять определенные химические реак-

ции с целью повышения биохимической эффективности и ограниченного 

распространения продуктов реакции [Van Meer, et al., 2008]. 

В первоначально сформулированной «модели жидкой мозаики» Синге-

ра и Николсона [Singer, Nicolson, 1972], функция клеточных мембран как вы-

сокодинамичных барьеров, состоящих из мембранных белков и фосфолипи-

ды бислоев, заключается в контроле за движением ионов, воды и питатель-

ных веществ между компартментами. За последние десятилетия эта модель 

была усовершенствована путем включения липидных рафтов и цитоскелет-

ных «ограждений» и «пикетов» как дополнительных элементов, усложняю-

щих строение мембраны и имеющих решающее значение для функциониро-

вания мембранных белков [Nicolson, 2014;Paradigm shift…, 2005]. 

Мембраны не являются статичными структурами, большинство входя-

щих в их состав молекул могутперемещаться в плоскости мембраны, созда-

вая таким образом «текучесть» мембраны [Бойтлер, 1981].  

Характерной чертой  биомембран эукариотических клеток  является их 

структурная особенность: они представляют собой  объединение  молекул 
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липидов и белков, которые удерживаются вместе нековалентными взаимо-

действиями. Улеводы составляют лишь около 10 % и при этом всегда входят 

в состав гликолипидов и гликопротеинов [Геннис, 1997]. За счет этих взаи-

модействий обеспечивается структурная целостность мембран. 

Липидный бислой клеточных мембран представляет собой комплекс из 

очень большого количества липидных молекул, удерживаемых «гидрофоб-

ным эффектом», возникающим в результате совместного воздействия гидро-

фильных и гидрофобных взаимодействий, регулируемых структурой воды 

[Chandler, 2005]. В зависимости от температуры он может существовать в 

двух основных фазах: при низких температурах (ниже температуры плавле-

ния (Tпл)), бислой существут в гелевой фазе, при этом липидные алкильные 

цепи упорядочены, и их подвижность ограничена. Выше Tпл бислой суще-

ствует в фазе, называемой жидкокристаллической,  во время этой фазы  ал-

кильные цепи являются текучими и неупорядоченными [Wisniewskaet al., 

2005].  

В дополнение к барьерной функции, липиды обеспечивают мембранам 

потенциал для  клеточного деления, биологического размножения и внутри-

клеточного переноса молекул через мембраны, а также оказывают влияние на 

агрегацию и сегментацию определенных  мембранных белков.  Также липи-

ды могут выступать в качестве первого и второго мессенджеров в процессах 

передачи сигнала и молекулярного распознавания. Деградация амфипатиче-

ских липидов допускает явления двухсторонней сигнализации, которая мо-

жет осуществляться  в мембране гидрофобными частями молекулы, а также 

через цитозоль растворимыми (полярными) частями молекулы [Van Meer et 

al., 2008]. 

Все мембранные липиды являются амфипатическими (амфифильные, 

амфиполярные), то есть они содержат как гидрофильную (водолюбивую) об-

ласть (гидрофильная головка), так и гидрофобную (водоотталкивающую) об-

ласть (гидрофобный хвост). Амфипатическая природа мембранных липидов 

означает, что они естественно могут образовывать бислои, в которых гидро-
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фильные головки направлены наружу к водной среде, а гидрофобные хвосты 

направлены внутрь клетки [Watson, 2015]. 

В биологических мембранах липидную основу составляют молекулы 

фосфолипидов, гликолипиды и стероиды. В мембранах животных клеток бо-

лее 50% всех липидов составляют фосфолипиды. Углеводородные цепи фос-

фолипидов различаются по числу углеродных атомов, числу двойных связей 

и их конфигурации. Гидрофобная часть этих молекул представлена диацилг-

лицеролом (ДАГ), содержащим насыщенные или цис-ненасыщенные жирные 

ацильные цепи различной длины.  Количество углеродных атомов в углерод-

ных хвостах фосфолипидов вменяется в пределах от 14 до 24. Часто двойную 

связь содержат не оба, а только один из хвостов. Присутствие двойной связи 

в цис- конфигурации приводит к изгибу углеводородной цепи. Чем длиннее 

углеводородные заместители, тем длиннее неполярная часть молекулы липи-

да [Черенкевич и др., 2008]. 

Фосфолипиды можно разделить на 2 большие группы: 

1. Глицерофосфолипиды: фосфатидилхолин, фосфатидилэтаноламин, 

фосфатидилсерин, фосфатидилинозитол и фосфатидная кислота. 

2. Сфингофосфолипиды. К ним относятся производные церамида и 

сфингомиелин. 

В большинстве эукариотических мембран, фосфотидилхолин  состав-

ляет более 50% фосфолипидов [Van Meer et al., 2008]. Он спонтанно самоор-

ганизуется в виде плоского бислоя, в котором каждая молекула  фосфоти-

дилхолина имеет почти цилиндрическую геометрию, с липидными хвостами, 

обращенными друг к другу, и полярными головными группами, взаимодей-

ствующими с водной фазой [Chandler, 2005].  

Большинство молекул фосфотидилхолина имеют одну цис-

ненасыщенную жирную ацильную цепь, которая делает их жидкими при 

комнатной температуре. Фосфатидилэтаноламин, принимает коническую 

молекулярную геометрию из-за относительно небольшого размера его по-

лярной головной группы. Включение фосфатидилэтаноламина в двухслой-
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ные слои фосфотидилхолина создает напряжение кривизны на мембране, ко-

торая используется для расслоения, деления и слияния [Marsh, 2007]. Не-

бислойные липиды, такие как фосфатидилэтаноламин и кардиолипин, также 

могут быть использованы для размещения мембранных белков и модулиро-

вания их активности [Dowhan,  1997; Marsh,2007]. Дополнительным факто-

ром, который способствует напряжению кривизны в биомембранах, является 

асимметричное распределение различных липидов между двумя слоями 

[Malhotra, 2012]. 

Сфинголипиды составляют другой класс структурных липидов. Их 

гидрофобная основа – керамид (церамид). Основными сфинголипидами в 

клетках млекопитающих являются сфингомиелин и гликосфинголипиды, ко-

торые содержат моно-, ди- или олигосахариды на основе глюкозилцерамида 

и иногда галактозилцерамида [VanMeeret al, 2008]. Ганглиозиды представля-

ют собой гликосфинголипиды с концевыми сиаловыми кислотами. Сфинго-

липиды имеют насыщенные (или транс-ненасыщенные) хвосты, поэтому они 

способны образовывать более высокие и более узкие цилиндры, чем липиды 

фосфодитилхолина с той же длиной цепи, и, следовательно, они более плот-

но упаковываются, принимая твердую «гелевую» или близкую к ней фазу; 

разжижаются стеролами. Стеролы являются основными неполярными липи-

дами клеточных мембран, при этом   у млекопитающих преобладающим яв-

ляется  холестерин [Marsh, 2007]. 

Гликолипиды – соединения, содержащие один или несколько остатков 

моносахарида, связанные гликозидным соединением с гидрофобным фраг-

ментами, такими как ацилглицерин, сфингоид, керамид.  Гликолипиды пред-

ставлены цереброзидами, сульфатидами и ганглиозидами. Многие ученые 

отмечают  важную роль гликолипидов в поддержании функциональной це-

лостности нервной системы, в том числе, их участие  в различных нейроде-

генеративных процессах [Schneider, 2014]. Кроме того,  различные гликоли-

пиды задействованы в функциях  иммунокомпетентной системы организма. 

Так, некоторые ганглиозиды, при определенных состояниях организма могут 
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являться модуляторами иммунного ответа [Болдырев и др., 2006]. Кроме того 

гликолипиды играют важную роль в контакте клеток друг с другом,  участ-

вуют в рецепции, а также являются маркерами  клеточной дифференцировки 

[Chandler, 2005; Malhotra, 2012]. 

Стероиды в животной клетке представлены в основном холестерином, 

который является основным компонентом животных плазматических мем-

бран [Lundbaeketal., 2003; Болдырев и др., 2006; Рабинович, Талис, 2017]. 

Холестерин влияет на физические свойства липидных бислоев, регулируя те-

кучесть и толщину мембраны, за счет своей концентрации. Например, при 

высокой концентрации, холестерин повышает механическую прочность мем-

браны, снижает ее проницаемость и подавляет основной фазовый переход 

липидного бислоя. При низкой концентрации холестерин выступает в неко-

торой степени противоположно, вызывая смягчение бислоя и увеличение его 

проницаемости [The effect of cholesterol…, 1997]. В отсутствии холестерина 

мембраны быстро разрушаются. [Болдырев и др., 2006]. 

Головные части липидных молекул в физиологических условиях про-

являют или отрицательный заряд (характерно для кардиолипина, фосфати-

дилсерина, фосфатидилинозита), или являются электронейтральными (то 

есть содержат и отрицательный и положительный заряды) (характерно для 

сфингомиелина, фосфатидилхолина, фосфатидилэтаноламина) (табл. 1). 

Таблица 1 

Электрический заряд головной части мембранных липидов [Черенкевич и 

др., 2008] 

 

Головная группа 

(Х) 

Заряд головной 

группы 

Заряд фосфатной 

группы 

Суммарный за-

ряд головной ча-

сти молекулы 

Холин + – 0 

Серин +,– – – 

Инозит 0 – – 

Глицерин 0 – – 

Этаноламин + – 0 
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Липидный бислой – это довольно динамичная структура: образующие 

его липиды могут вращаться, двигаться в латеральном направлении (поверх-

ностная диффузия) и также переходить из слоя в слой (флип-флоп переход) 

[Болдырев и др., 1990; Pomorski,  Menon, 2006].  

Внутренние и внешние стороны бислоя отличаются по липидному со-

ставу. В клетках млекопитающих внешний слой плазматической мембраны 

содержит преимущественно фосфотидилхолин и сфингомиелин, тогда как 

фосфатидилсерин и фосфатидилэтаноламин находятся на внутренней сто-

роне. Во время запрограммированной гибели клеток – апоптоза, фосфати-

дилсерин переходит из внутренней стороны плазматической мембраны на 

внешнюю сторону под действием фермента скрамблазы [Von Heijne, 2007]. 

Фосфатидилсерин заряжен отрицательно, в отличие от фосфотидилхолина, у 

которого нет заряда, таким образом, перемещение фосфатидилсерина на 

внешнюю сторону изменяет заряд плазматической мембраны снаружи клет-

ки. Изменение поверхностного заряда обозначает апоптозную клетку для фа-

гоцитоза фагоцитарными клетками, например макрофагами [Watson, 2015]. 

Кроме того, транслокация липидов в цитозольный слой,  вызывает дисбаланс 

количества липидов, который может способствовать изгибу мембраны, необ-

ходимого для образования пузырьков [Pomorski, Menon, 2006].  

Асимметрия липидов в мембранах является следствием множества 

факторов, включая биофизические свойства, которые определяют способ-

ность липида самопроизвольно пересекать бислой, механизмы удержания 

липидов в одном слое бислоя и наличие транспортеров, которые помогают 

транслокации липидов [Paradigm shift of the plasma membrane…, 2005;Van 

Meer et al, 2008]. 

В многочисленных биохимических исследованиях была продемонстри-

рована специфичность липидов, было установлено, что некоторые фосфоли-

пиды оказывают существенное вияние на активность некоторых мембранных 

белков [Dowhan, 1997]. 
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Гидрофобные белки легко встраиваются в липидный бислой и являют-

ся ключевыми компонентами биологических мембран. По своей структуре 

они достаточно разнообразны. Их подразделяют на два типа: периферические 

и интегральные. Большинство биомембран содержат оба типа мембранных 

белков [Singer, Nicolson, 1972]. 

Интегральные мембранные белки, также называемые внутренними 

белками, имеют один или несколько сегментов, встроенных в фосфолипид-

ный бислой. Большинство интегральных белков содержат остатки гидрофоб-

ных боковых цепей, благодаря которым происходит взаимодействие с жир-

ными ацильными группами мембранных фосфолипидов и закрепление белка 

в мембране [Rietveld, Simons, 1998; Mulleretal., 2008]. Большинство инте-

гральных белков охватывает весь фосфолипидный бислой. Степень погруже-

ния интегральных белков в липидный матрикс определяется их аминокис-

лотным составом (количеством аминокислотных остатков с неполярными 

боковыми радикалами) и трехмерной пространственной структурой. Эти 

белки выполняют в мембране транспортную, рецепторную и ферментатив-

ную функции. К ним относят гликофорин, цитохром b, s, родопсин, бактери-

ородопсин, ценилатцюлаза, транспортные АТФазы и др. [Артюхов, Накваси-

на, 2000]. 

Некоторые из трансмембранных белков пронизывают мембрану один 

раз (фермент гуанилатциклаза, гликофорин), они называются битопически-

ми, другие имеют несколько доменов, пересекающих бислой, они называют-

ся политопические. Так, потенциал-управляемый Са2+ канал пересекает мем-

брану 19 раз. Наиболее часто встречаются мембранные белки с двумя-семью 

такими доменами [Remm, Sonnhammer, 2000; Болдырев и др., 2006]. 

Периферические мембранные белки, или внешние белки, не взаимо-

действуют с гидрофобным ядром фосфолипидного бислоя. Они способны 

обратимо связываться с фосфолипидным матриксом, а также перемещаться 

между мембраной и ее окружением    и легко вымываются из мембран. Неко-

торые из этих белков непосредственно связываются с заряженными группами 
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липидов мембран за счет электростатических взаимодействий, другие  через 

посредника, такого как, Са2+. Например, миелиновый основный белок, спек-

трин, протеинкиназа С, фосфолипазы. [Гринштейн, Кост, 2001]. 

По функциям периферические белки делятся на следующие группы: 

1) регуляторно-сигнальные (белки экстраклеточного матрикса); 

2) структурно-каркасные (актин-спектривовые комплексы); 

3) белки, обеспечивающие подвижность клеток и субклеточных струк-

тур (белки микротрубочек и микрофиламентов) [Артюхов, Наквасина, 2000]. 

Как и мембранные липиды, мембранные белки могут вращаются во-

круг оси, перпендикулярной плоскости бислоя (вращательная диффузия). 

Кроме того, многие мембранные белки способны перемещаться в боковом 

направлении в пределах мембраны (латеральная диффузия) [Chandler, 2005]. 

В  биологических мембранах, белки, позволяют клеткам «общаться» 

друг с другом и регистрировать изменения в окружающей их среде. Напри-

мер, мембранные белки могут служить переносчиками, чьи функции вклю-

чают в себя создание и/или поддержание градиентов концентрации электро-

литов, воды, питательных веществ, метаболических ко-факторов и других 

жизненно важных молекул. Белки могут вытеснять токсичные вещества, за-

хватывать нейромедиаторы и другие вещеста [Гринштейн, Кост, 2001]. Ди-

намическая перестройка мембранной и клеточной структуры с помощью та-

ких процессов, как эндоцитоз, экзоцитоз и фагоцитоз – все это требует спе-

цифических мембранных белков в сочетании с большим количеством ассо-

циированных с мембраной вспомогательных белков [VonHeijne, 2007]. 

Белки в составе мембранмогут функционировать как рецепторы для 

внеклеточных лигандов, связываясь с их внеклеточными или трансмембран-

ными доменами и передавая сигналы через бислой (передача и прием хими-

ческого сигнала). Двумя крупнейшими белковыми семействами в этой кате-

гории являются GPCR (рецепторы, сопряжённые с G-белком, или семиспи-

ральные рецепторы) и рецепторы фактора роста, такие как инсулиновый ре-

цептор или рецептор фактора роста фибробластов [Lundbaeketal., 2003]. 
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Мембранные белки также действуют как молекулы узнавания иммун-

ной системы и как молекулы адгезии, которые способствуют образованию 

плотных контактов и прикрепление клеток друг к другу. Они также могут 

служить в качестве преобразователей энергии, использующих электрохими-

ческие градиенты для получения высокоэнергетичексих соединений, таких 

как АТФ [Левгов и др., 1982]. Многие мембранные белки, такие как проте-

азы, дегидрогеназы и редуктазы, киназы и фосфатазы, проявляют классиче-

скую каталитическую активность фермента. Такие действия могут происхо-

дить как на поверхности бислоя так и глубоко внутри него. Мембранные бел-

ки также служат в качестве структурных молекул, поддерживающих поляр-

ность, форму и размер клеток и придающих уникальные свойства, необходи-

мые для их физиологической функции, например, позволяющие слияние и 

разделение мембран [von Heijne, 2007]. 

Углеводные компоненты биомембран находятся в составе мембранных 

белков (гликопротеинов и протеогликанов), липидов (гликолипидов) и муко-

полисахаридов [Болдырев и др., 2006]. Углеводы на поверхности клеток кон-

тролируют межклеточные взаимодействия и играют жизненно важную роль в 

различных физиологических процессах, выступая в качестве различных мар-

керов [Watson, 2015]. 

Локализация и структурное разнообразие углеводов на поверхности 

клеток обеспечивает распознавание факторов, определяющих направление 

межклеточных взаимодействий в ходе эмбрионального развития, связывание 

патогенов с тканями-мишенями и взаимодействия между клетками в иммун-

ной системе. Кроме того, изменения экспрессии на клеточной поверхности 

углеводов может привести к дефектам межклеточного распознавания или к 

неконтролируемому росту клеток, что связано с неопластической трансфор-

мацией и метастазами [The cancer glycome…, 2015]. 

Таким образом, биологическая мембрана является одной из наиболее 

важных структур клетки. Она представляет собой оболочку с уникальным 

строением, обеспечивающим барьерную функцию. Низкая проницаемость 
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мембраны для заряженных частиц, позволяет поддерживать неравновесное 

распределение ионов между внеклеточной и цитоплазматической сторонами 

клетки, что имеет решающее значение для нормального функционирования 

клеток. Разрушение мембраны приведет  к установлению равновесия и кле-

точному апоптозу. 

 

1.1.2. Особенности структурной организации мембран клеток крови 

 

Кровь состоит из жидкой части плазмы и взвешенных в ней форменных 

элементов: эритроцитов, лейкоцитов и тромбоцитов [Левгов и др., 1982].   

Эритроциты являются самой многочисленной группой форменных 

элементов крови, и наиболее высокоспециализированными дифференциро-

ванными клетками. Для зрелых эритроцитов характерны гомогенная цито-

плазма, отсутствие ядра и клеточных органелл [Артюхов, Наквасина, 2000]. 

Организация плазматической мембраны эритроцитов не отличается от орга-

низации других мембран клеток эукариот, но обладает при этом рядом спе-

цифических особенностей [Геннис, 1997]. 

Эритроцитарная мембрана состоит из двух доменов, представленных 

липидным бислоем и цитоскелетом. Липидный домен структурно аналогичен 

таковому у большинства клеток млекопитающих. Однако цитоскелет отлича-

ется от того, что считается цитоскелетом в других клетках, так как  он не со-

держит структурный белок тубулин и не участвует в подвижности клеток и 

фагоцитозе [Боровская и др., 2010]. 

Липидный домен состоит из почти равных частей липидных  и белко-

вых молеул. Основными липидами являются холестерин и фосфолипиды. 

Хотя холестерин равномерно распределен между двумя слоями  липидного 

бислоя, другие липиды распределены асимметрично. Гликолипиды, фосфа-

тидилхолин и сфингомиелин находятся во внешней стороне бислоя; фосфа-

тидилинозитолы, фосфатидилэтаноламин и фосфатидилсерин встречаются во 

внутреннем слое, обращенном к цитоплазме. Хотя силы и механизмы, ответ-
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ственные за асимметрию, неизвестны, перераспределение мембранных фос-

фолипидов может иметь серьезные последствия [Dowhan, 1997].  

Текучесть липидного домена определяется молярным отношением хо-

лестерина к фосфолипиду, степенью ненасыщенности ацильных цепей фос-

фолипида и соотношением фосфатидилхолина  и сфингомиелина. Фосфати-

дилхолин образует очень текучие липидные области, в то время как сфинго-

миелин наоборот делает мембрану более жесткой [The effect of cholesterol…, 

1997].  

Белки в липидном домене обычно распределяются от внутренней части 

эритроцита к внешней. Их можно структурно разделить на внутреннюю гид-

рофильную часть, мембранную гидрофобную часть и внешнюю гидрофиль-

ную часть с присоединенным углеводом. Некоторые группы крови опреде-

ляются структурой этих внешних углеводов [Голубков, 2014].  

Цитоскелет эритроцитов состоит из нескольких белков, которые обра-

зуют нитевидную сеть под липидным бислоем. Сеть состоит из спектрина, 

анкирина, актина и белка 4.1 [Костюк, 2016]. Цитоскелетные белки взаимо-

действуют с интегральными белками и липидами бислоя, таким образом, 

поддерживая  целостность мембраны. Цитоскелет играет важную роль в под-

держаниии формы, гибкости и организации липидов эритроцитов. Спектрин 

является доминирующим мембранным белком, как по количеству копий на 

эритроцит, так и по размеру. Он состоит из двух белков с молекулярной мас-

сой 240 000 и 220 000 дальтон. Оба белка представляют собой длинные гиб-

кие структуры, которые скручиваясь вместе, образуют гетеродимеры [Котык 

А., Яначек, 1980].  

Цитоскелет эритроцитов важен с физиологической точки зрения, по-

скольку унаследованные дефициты любого из его белков вызывают неста-

бильность мембраны, потерю мембранных липидов и повышенную тенден-

цию к слиянию пораженных эритроцитов [VonHeijne, 2007]. Хотя конфигу-

рация спектрина в физиологических условиях неизвестна, способность спек-

трина и, следовательно, цитоскелета расширяться, влияет на деформируе-
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мость эритроцитов и прочность мембраны [Головко, 2010]. Деформируе-

мость эритроцитов зависит от геометрии клетки (включая отношение по-

верхности к объему), вязкоупругих свойств мембраны и внутриклеточной 

вязкости (прежде всего концентрации гемоглобина). И деформируемость, и 

прочность мембраны в значительной степени зависят от цитоскелета эритро-

цитов [Костюк, 2016]. 

Нормальный двояковогнутый эритроцит человека объемом 90 мкл и 

площадью поверхности 140 мкм2 имеет избыточную площадь поверхности  

на 40% по сравнению со сферой того же объема. Без отношения избыточной 

площади поверхности к объему, клетка не способна деформироваться, по-

скольку любое отклонение от сферического состояния при постоянном объе-

ме подразумевает увеличение площади поверхности, что не позволяет  осу-

ществить липидный бислой [Dumezetal., 2004; Михайлова, 2012]. Поддержа-

ние объема клеток опосредуется различными мембранно-связанными пере-

носчиками ионов. Потеря площади поверхности в результате везикуляции 

мембраны или фрагментации клеток в результате снижения механической 

стабильности мембраны, а также увеличения объема клетки из-за дефектных 

переносчиков ионов, все это ставит под угрозу способность клетки деформи-

роваться и может привести к его преждевременному изъятию из кровообра-

щения [Lohman et al., 2012]. 

Уникальной особенностью нормальной мембраны эритроцитов являет-

ся ее высокая эластичность, которая позволяет клетке быстро реагировать на 

приложенные жидкие напряжения в циркуляции. 

Во время старения нормальные эритроциты теряют площадь поверхно-

сти и объем с небольшой потерей гемоглобина и, как следствие, плотность 

клеток постепенно увеличивается в течение 120-дневного периода жизни 

эритроцитов. Показано, что изменение величины шероховатости  обнаружи-

вается при деформации эритроцита, старении и развитии диабета, действии  

анестетиков, а также, при наследственном сфероцитозе [Бойтлер, 1981]. 
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Лейкоциты являются основными клеточными компонентами воспали-

тельного и иммунного ответа, которые защищают организм от инфекции и 

неоплазии и помогают в восстановлении поврежденных тканей. 

Различают два основных типа лейкоцитов: гранулоциты и агранулоци-

ты. Гранулоциты включают  в себя нейтрофилы, базофилы, эозинофилы и 

тучные клетки. Их зерна содержат энзимы, которые повреждают патогены и 

выпускают в кровоток воспалительных посредников [Черенкевич и др., 2008; 

Ярлин, 2010]. 

Мононуклеарные лейкоциты (агранулоциты) включают лимфоциты, 

моноциты, макрофаги и дендритные клетки. Эта группа клеток участвует как 

во врожденной, так и в адаптивной функции иммунной системы [Костюк, 

2016]. 

На нейтрофилы приходится наибольшее количество среди лейкоцитов 

(около 60 %).Ядро нейтрофилов делится – на 2–5 сегментов и окрашивается в 

темно-фиолетовый цвет (многолопастное ядро). Цитоплазма бледно-розовая 

с мелкими розово-фиолетовыми гранулами. Размер нейтрофилов 12–16 мик-

рометров в диаметре [Хаитов и др., 2010]. 

Эозинофилы составляют около 3% белых клеток  крови, диаметром 14–

16 микрометров. Ядро эозинофилов голубое и разделено на 2 сегмента. Ци-

топлазма бледно-розового цвета с крупными оранжевыми и красными грану-

лами [Ярлин., 2010]. 

Базофилы составляют самое низкое количество среди лейкоцитов (око-

ло 1%). Ядро базофилов имеет 2 доли, которые окрашивают фиолетовый  

цвет. Диаметр базофилов 14-16 микрометров. Цитоплазма бледно-розово-

коричневая, но содержит большие фиолетовые/сине-черные гранулы из-за 

чего ядро не ясное [Хаитов и др., 2010].  

Моноциты составляют около 6% белых клеток  крови. Моноциты име-

ют единичное ядро (извилистой формы); в виде  почки, фасоли или подковы 

с глубокими вмятинами и пятнами серо-голубого цвета. Цитоплазма иногда 

содержит  вакуоли (полость, заполненная жидкостью в цитоплазме). Моно-
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циты являются самыми крупными нормальными клетками крови и имеют 

диаметр 14-20 микрометров [Нестерова и др., 2015]. 

Лимфоциты являются вторыми по распространенности клетками  крови 

(около 30%) Имеют размер 8-15 микрометров в диаметре. Лимфоциты имеют 

большое, круглое или овальное, темное окрашивающееся ядро и небольшой 

ободок  цитоплазмы с бледно-голубого цветома. Иногда в цитоплазме могут 

встречаться  фиолетово-красноватые гранулы [Хаитов и др., 2010]. 

Структура мембран лейкоцитов является довольно слабо изученной.  

Функциональное состояние лейкоцитов зависит от наличия сложных взаимо-

действий между мембранными белками, цитоскелетом и сигнальными сетя-

ми. Мембранно-цитоскелетная ассоциация выступает в качестве супервизора 

для поддержания динамической формы клетки и непрерывного повторного 

моделирования «сигнальной архитектуры» иммунной клетки. Конечным от-

ражением этого динамического взаимодействия является клеточная поляри-

зация с образованием различных морфологических и функциональных полю-

сов с однонаправленной ориентацией движения лейкоцитов [Болдырев и др., 

1990].  

Цитоскелет лейкоцитов достаточно хорошо развит. Циркулирующие 

лейкоциты не адгезивны, но плотно связываются с эндотелиальными клетка-

ми после активации, что регулируются, в частности, взаимодействием β2 

субъединицы цитоплазматического хвоста с актиновым цитоскелетом [Ар-

тюхов, 2000].  

В покоящихся лейкоцитах β2 интегрины конститутивно связаны с ци-

тоскелетом актина через белок талин. Активация клеток индуцирует протео-

лиз талина и диссоциацию с β2 хвостом. Однако эта фаза является преходя-

щей, и сопровождается присоединением актиновых нитей к интегринам, что 

опосредуется белком α-актинина. Ассоциация α-актинина с интегринами мо-

жет стабилизировать цитоскелет и повысить прилипание к эндотелию и ми-

грацию через него. Предлагается, что сродство α-актинина к хвосту β2 регу-

лируется изменением конформации хвост [ Костюк, 2016]. 
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Интегрины представляют собой гетеродимерные трансмембранные мо-

лекулы адгезии, состоящие из нековалентно связанных α и β субъединиц, ко-

торые физически связываны внеклеточными лигандами с цитоскелетом [Mo-

lecularBiology…, 2002]. Цитоплазматический домен субъединиц интегрина β 

связывает эти рецепторы с цитоскелетом актина. Однако актиновые нити не 

могут напрямую связываться с интегринами. Вместо этого интегрины кос-

венно связаны с актиновыми нитями через несколько актин-связывая проте-

инов, включая α-актинин, талин, и филамин [VonHeijne, 2007].  

Несколько интегринов, включая LFA-1 и Mac-1, имеют общую β2 

субъединицу и присутствуют исключительно на лейкоцитах. Эти интегрины 

лейкоцитов опосредуют адгезию клетки к лигандам эндотелия как внутри-

клеточные молекулы прилипания. Ассоциация цитоскелета с цитоплазмати-

ческими хвостами интегрина  играет важную роль в регуляции внутрикле-

точных событий [Геннис, 1997]. Некоторые исследования предлагают, что в 

покоящихся клетках ЛФА-1 на лимфоцитах ограничен  актином цитоскелета 

и что Ca2 + - опосредованная активация фермента кальпаина при активации 

лейкоцита высвобождает LFA-1 из этого ограничения [Naum, Kaplan, 1991]. 

Лейкоциты при нормальной циркуляции имеют сферическую форму и 

не расширяют цитоплазматические проекции в виде псевдоподий, поскольку 

такие проекции препятствовали бы прохождению клеток через мелкие кро-

веносные сосуды. Однако при активации лейкоциты образуют крупные псев-

доподии, которые необходимы клеткам для прикрепления к эндотелию и ми-

грации через стенки  сосудов [Нестерова и др., 2015]. 

Поверхности лейкоцитов человека полностью покрыты субмикронны-

ми мембранными складками (микровиллами), которые имеют высоту поряд-

ка 0,2 мкм. Длина и форма складок мембраны неоднородны [Ярлин., 2010].  

Инфильтрация воспаленных тканей лейкоцитами, особенно лимфоци-

тами и нейтрофилами, является ключевым событием в развитии и прогресси-

ровании воспаления.  
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Нейтрофилы, макрофаги/моноциты и лимфоциты прилипают к эндоте-

лию и претерпевают изменения от сферического до морфологически упло-

щенного. Это необходимо для прочной адгезии и является необходимым 

условием для трансмиграции через эндотелий, будь то путем миграции меж-

ду эндотелиальными клетками или «через» эндотелиальную клетку [Хаитов и 

др., 2010].  

Изменение морфологии требует большого расширения площади по-

верхности лейкоцитов, что может быть реализовано за счет  экстраинвации 

гранулированного содержимого. Однако, внутриклеточных пузырьков не до-

статочно для использования в качестве мембранного резервуара. Одна грану-

ла диаметром 0,2 m  (1/50 диаметра нейтрофильного фагоцита) вносят толь-

ко 0,04% дополнительной площади мембраны. Удвоение площади поверхно-

сти потребовала бы 2500 слияния везикул с клеткой, чего не происходит в 

нормально функционирующей клетке. Сканирующая электронная микроско-

пия (СЭМ) показывает, что  лейкоциты имеют многочисленные поверхност-

ные морщины и складки, что означает, что фактическая площадь поверхно-

сти этих клеток значительно превышает площадь поверхности того же диа-

метра [Ярлин., 2010].  

Тромбоциты –  это очень мелкие ануклеарные клетки крови (1–4 мкм), 

которые играют основную роль в первичном гемостазе и механизмах сверты-

вания. Характеристика тромбоцитов требует их подсчета, связанного с точ-

ным анализом морфологии [Хаитов и др., 2010]. 

Форма торомбоцитов значительно меняется, она может быть круглой, 

овальной или стержневидной. Тромбоциты окрашивают от светло-голубого 

до фиолетового цвета, содержат много зернистости. Цитоплазму тромбоци-

тов можно разделить на две области: хромомер и гиаломер. Хромомер распо-

ложен в центре, где гранулы имеют тенденцию к агрегации. Гиаломер окру-

жает хромомер и образует голубую, незернистую зону [Stoltz, 1983].  

Незрелые тромбоциты могут быть дифференцированы от их зрелых 

аналогов по определенным морфологическим признакам: они имеют тенден-
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цию быть больше по размеру, и имеют сетчатую цитоплазму из-за остатков 

РНК. 

Поверхность мембраны тромбоцита имеет сложную структуру. Наруж-

ная поверхность тромбоцита покрыта гликокаликсом, который богат глико-

протеинами. В пространствах многослойной мембраны расположены микро-

трубочки, формирующие цитоскелет тромбоцита [Геннис, 1997]. 

Цитоплазматическая мембрана тромбоцитов внедряется внутрь клетки 

с образованием многочисленных переплетенных канальцев, которые связаны 

с внеклеточным пространством. Такую систему называют «открытой каналь-

цевой системой» (ОКС) [Костюк, 2016]. В ходе экспериментов было обнару-

жено, что на поверхности мембраны ОКС присутствуют те же гликопроте-

иды, что и на внешней мембране тромбоцитов. Таким образом, ОКС значи-

тельно увеличивает активную тромбоцитарную поверхность, что играет важ-

ную роль при изменении формы тромбоцита в период его активации [Голов-

ко, 2010]. 

Непосредственно в подмембранном пространстве распологаются плот-

ные микротрубочки, которые образуют особую плотную микротубулярную 

систему (ПМТС), не связанную с внеклеточным пространством. ПМТС раз-

вивается из мегакариоцитарного эндоплазматического ретикулума. В данной 

системе происходят процессы депонирования кальция и синтеза простаглан-

динов. Кроме того, образуя концентрические субмембранные структуры, 

ПМТС является частью цитоскелета тромбоцитов [Stoltz, 1983]. 

Важным свойствоммембраны интактных тромбоцитов, является разный 

фосфолипидный состав наружной и внутренней поверхности тромбоцита. В 

состав тромбоцитов входят фосфолипиды, которые делятся на 2 группы:  

1) не обладающие прокоагулянтной активностью, холиновые: фосфа-

тидилхолин (ФХ) и сфингомиелин (СФ); 

2) обладающие прокоагулянтными свойствами, кислые: фосфатидилсе-

рин (ФС), фосфатидилэтаноламин (ФЭ) и фосфатидилинозитол (ФИ) [Артю-

хов, Наквасина, 2000].  
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Фосфолипиды первой группы находятся как на наружной, так и на 

внутренней поверхности клеточной мембраны не активированных тромбо-

цитов.  

Фосфолипиды второй группы в не активированных тромбоцитах рас-

полагаются преимущественно на внутренней поверхности клеточной мем-

браны.  

В процессе активации тромбоцита концентрация ФС, ФЭ и ФИ на 

наружной поверхности значительно возрастает и образует прокоагулянтную 

поверхность, которая необходима для фиксации, активации и взаимодей-

ствия плазменных белков гемостаза. Кроме того, такое перераспределение 

изменяет вязкость и плотность клеточной мембраны, что так же играет важ-

ную рольв протекании гемостатических реакций. Кислые фосфолипиды мем-

браны тромбоцитов –  ФС, ФИ и ФЭ называют фактором 3 тромбоцитов, или 

тромбоцитарным тромбопластином [Костюк, 2016]. 

Помимо ПМТС, цитоскелет тромбоцитов образуют нити актина, спек-

трина и других протеинов, которые связаны с мембраной и пронизывают 

тромбоцит во всех направлениях. 

Нарушения морфологии тромбоцитов обнаруживаются при приобре-

тенных злокачественных гематологических заболеваниях, таких как миело-

пролиферативный или миелодиспластический синдромы и острый мегака-

риобластный лейкоз [Qian, Wen-jun, 2013]. 

 

1.2. Пуринергическая сигнальная система 

 

Пуринергическая сигнальная сигнализация представляет собой слож-

ную систему элементов, в которой молекула АТФ и родственные молекулы 

функционируют как межклеточные мессенджеры. Когда АТФ высвобождает-

ся во внеклеточное пространство, он активирует специфические рецепторы, 

принадлежащие к семейству P2 [Malec, 1996].   Параллельно, эктонуклеоти-

дазы превращают АТФ в его дефосфорилированные метаболиты, в том числе 
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аденозин, который стимулирует рецепторы Р1. Активность обоих рецепторов 

влияет на различные клеточные процессы[Cekic, Linden, 2016]. 

В здоровом организме АТФ почти всегда присутствует в клетках, где 

он достигает нескольких миллимолярных концентраций. Во внеклеточной 

среде концентрация АТФ незначительна, т. е. находится в низком наномо-

лярном диапазоне [Increased level of extracellular ATP…, 2008]. Огромный 

градиент внутри/внеклеточной концентрации, чрезвычайно ускоряет ско-

рость высвобождения АТФ в ответ на открытие АТФ-проводящих путей 

плазматической мембраны. Кроме того, АТФ хорошо растворим в воде и, 

следовательно, легко диффундирует в водной внеклеточной среде и быстро 

разлагается множеством мощных нуклеотидаз [Di Virgilio, 2016]. Наконец, 

что не менее важно, практически все эукариотические клетки оснащены спе-

цифическими рецепторами внеклеточной АТФ, рецепторами Р2 [Malec, 

1996].  Таким образом, АТФ является идеальным внеклеточным мессендже-

ром клеточного дистресса, а Р2-рецепторы – идеальными сенсорами «опас-

ности». Некоторые ученые считают, что аденозин, наиболее важный продукт 

деградации АТФ, также может быть важным «сигналом опасности» [Cekic, 

Linden, 2016], но, учитывая его в основном иммуносупрессивную активность, 

этот нуклеозид с большей вероятностью будет вмешиваться на более поздних 

стадиях как иммунорегуляторный медиатор обратной связи. 

Известны четыре подтипа рецепторов P1 (P1R) (A1, A2A, A2B и A3), 

восемь подтипов P2Y (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14) и семь подтипов P2X 

(P2X1-7) [Malec, 1996]. В основном все подтипы рецепторов P1 и P2 экспрес-

сируются иммунными клетками в зависимости от типа клеток и дифферен-

цировки. Рецепторы аденозина P1 широко экспрессируются иммунными 

клетками миелоидного и лимфоидного происхождения. Роль рецепторов А1 

и А3 недостаточно понятна, в то время как имеются убедительные доказа-

тельства решающей роли рецепторов А2А и А2В в контроле воспаления. Из-

за их связи с повышением цАМФ, рецепторы А2А и А2В в основном являют-

ся иммунодепрессантами [Cekic, Linden, 2016]. 
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P2YR-рецепторы также широко экспрессируются в иммунных клетках, 

и были тщательно описаны в нейтрофилах и эозинофилах, моноцитах, мак-

рофагах, дендритных клетках, T и B-лимфоцитах. Несколько подтипов P2YR 

были также идентифицированы в клетках естественных киллеров (NK). Было 

установлено, что экспрессия рецептора P2Y6 сильно повышена на эпители-

альных клетках дыхательных путей после индукции аллергического воспале-

ния дыхательных путей [Di Virgilio, 2016]. P2Y6R также исследовали на 

эозинофилах, тучных клетках, моноцитах и нейтрофилах: его активация свя-

зана с высвобождением провоспалительных цитокинов. Было обнаружено, 

что рецептор P2Y12R играет важную роль в коагуляции, так как вызывает 

активацию тромбоцитов и высвобождение медиатора воспаления [Purine re-

ceptor…, 2013]. Прямым следствием этих исследований стала разработка ан-

титромботической терапии, направленной на P2Y12R [Cekic, Linden, 2016]. 

Ввиду их решающей роли в ангиогенезе особое внимание было представлено 

характеристике рецепторов P2Y в эндотелиальных клетках. Существуют до-

казательства того, что P2YRs, экспрессируемые клетками CD31+, трансакти-

вируют рецептор 2 сосудистого эндотелиального фактора роста (VEGFR2), 

тем самым усиливая тубулогенез эндотелиальных клеток в микроокружении 

опухоли [Extracellular ATP and P2…, 2018]. Таким образом, можно с уверен-

ностью заключить, что практически все типы иммунных клеток, а также 

стромальные клетки экспрессируют множественные подтипы P2YR [Lohma-

netal., 2012]. 

Исследование P2XR в иммунных клетках началось примерно в то же 

время, что и P2YR, но развивалось медленнее, поскольку в течение длитель-

ного времени считалось, что ионные каналы играют незначительную роль в 

регуляции иммунных клеточных реакций [Di Virgilio, 2015]. Теперь эта точка 

зрения существенно изменилась, основная роль P2XR в иммунной регуляции 

была широко признана, и все больше внимание уделяется их экспрессии и 

функции. Человеческие нейтрофилы и эозинофилы, особенно после их акти-

вации, Т и В лимфоциты и NK-клетки экспрессируют P2X1R, P2X4R и 
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P2X7R [Cekic, Linden, 2016].). Экспрессия P2X5R была зарегистрирована 

только в Т-лимфоцитах [Lohmanetal., 2012].Тучные клетки экспрессируют 

P2X1R, P2X4R и P2X7R и, возможно, P2X3R [Extracellular ATP and P2…, 

2018].  

Существует формальное доказательство того, что АТФ высвобождает-

ся в микромолярных количествах в местах воспаления или повреждения [Di-

Virgilio, 2016]. Аналогичная демонстрация для других нуклеотидов отсут-

ствует, но разумно полагать, что их высвобождение аналогично выбросу 

АТФ. Оказавшись во внеклеточной среде, АТФ гидролизуется мощными 

нуклеотидазами плазматической мембраны (CD39 и CD73) с образованием 

АДФ, АМФ и аденозина, который является наиболее важным продуктом де-

градации АТФ [Lohman et al., 2012].Высвобождение нуклеотидов создает 

градиент концентрации, достаточный для поддержки хемотаксиса клеток на 

основе как АТФ, так и аденозина, поскольку направленная подвижность вос-

палительных клеток требует тесного взаимодействия между этими двумя пу-

ринами. Было показано, что высвобождение АТФ и образование аденозина 

способствуют хемотаксису, вызываемому хемотаксическими пептидами 

[Cekic, Linden, 2016]. 

Известно, что дендритные клетки смещают дифференцировку CD4 + Т-

лимфоцитов в сторону фенотипа Th1, Th2, Th17 или Treg [Lohman et al., 

2012].На этот процесс влияют несколько факторов, среди которых важную 

роль занимает аденозин и внеклеточный АТФ [Orlov, 2007; Extracellular ATP 

and P2…, 2018]. Воспалительная микросреда богата внеклеточным АТФ, ко-

торый в сочетании с другими провоспалительными факторами нарушает со-

зревание дендритных клеток в сторону фенотипа Th2. Аденозин, накаплива-

ющийся в местах воспаления, помимо модуляции дифференцировки денд-

ритных клеток, также влияет на функции макрофагов и лимфоцитов, а также 

на высвобождение VEGF (Факторы роста эндотелия сосудов) [Di Virgilio, 

2016].Стимуляция рецепторов A2B приводит к аномальной дифференциров-

ке ДК в «опухолевый» фенотип, характеризующийся снижением экспрессии 
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CD1a, снижением продукции CXCL10, снижением перекрестной презентации 

опухолевого антигена и повышенной секрецией VEGF[Cekic, Linden, 2016]. 

Кроме того, аденозин, действующий на рецепторы A2B, способствует раз-

множению клеток, участвующих в иммуносупрессии, таких как клетки-

супрессоры миелоидного происхождения (MDSC) [Inhibition of neutrophil…, 

2007; Di Virgilio, 2016]. 

Внеклеточные нуклеотиды оказывают широкий спектр воздействия на 

иммунные клетки, что имеет важные последствия при многих заболеваниях. 

Хотя первоначально считалось, что пуринергическая передача сигналов 

является важным и физиологически значимым сигнальным путем исключи-

тельно в нервной системе, становится все более очевидным, что она также 

играет значительную  роль в иммунных и воспалительных процессах. 

 

1.3. Характеристика функциональных параметров системы крови при 

развитии острого лимфобластного лейкоза 

1.3.1. Итиология и патогенез лейкоза 

 

Острые лимфобластные лейкозы (ОЛЛ) являются гетерогенной груп-

пой неопластических клональных заболеваний лимфопоэтической ткани, ха-

рактеризующихся накоплением лимфобластов в костном мозге [Зуховицкая, 

Фиясь, 2015]. 

Отличительной чертой ОЛЛ являются хромосомные аномалии и гене-

тические изменения, связанные с дифференцировкой и пролиферацией кле-

ток-предшественников лимфоцитов. У взрослых людей в 75% случаев забо-

левание развивается из злокачественных предшественников B-клеточной ли-

нии, остальная часть случаев приходится на злокачественные предшествен-

ники T-клеток [Terwilliger, Abdul-Hay, 2017].  

Большинство клинических проявлений отражают накопление злокаче-

ственных, плохо дифференцированных лимфоидных клеток в костном мозге, 
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периферической крови и, экстрамедуллярных участках [Bloodviscosi-

typarameter…, 1992].  

Отличительной чертой ОЛЛ являются хромосомные аберрации, тем не 

менее, их недостаточно для возникновения лейкемии. Характерные трансло-

кации включают t(12;21) [ETV6-RUNX1], t(1;19) [TCF3-PBX1], t (9;22) [BCR-

ABL1] и перестройку MLL. Совсем недавно был идентифицирован вариант с 

аналогичным профилем экспрессии гена (Филадельфийская хромосома) pH-

позитивный, но без перестройки BCR-ABL1 [Ladetal., 2017].  

Первые попытки классификации ОЛЛ были основаны на  морфологи-

ческих критериях, согласно  этой концепции ОЛЛ делили на 3 подтипа (L1, 

L2 и L3) на основании размера клеток, цитоплазмы, ядрышек, вакуолизации 

и базофилии. В 1997 году Всемирная организация здравоохранения предло-

жила составную классификацию в попытке учесть морфологию и цитогене-

тический профиль лейкозных бластов и определила три типа ОЛЛ: B-

лимфобластный, T-лимфобластный и лейкемию Burkitt-клеток [Terwilliger, 

Abdul-Hay, 2017]. Позднее пересмотренная в 2008 г. лейкемия Burkitt-клеток 

была устранена, и  больше не рассматривается отдельно от лимфомы Беркит-

та, а В-лимфобластный лейкоз был разделен на два подтипа: B-ОЛЛ с реци-

дивирующими генетическими аномалиями и B-ОЛЛ, без рецидивирующих 

генетических аномалий. B-ALL с рецидивирующими генетическими анома-

лиями дополнительно разграничивается на основе присутствующей специ-

фической хромосомной перестройки. У взрослых В-клеточный ОЛЛ состав-

ляет приблизительно 75% случаев, остальные случаи приходятся на T-

клеточный ОЛЛ [Зуховицкая,  Фиясь, 2015]. 

Патогенез ОЛЛ предполагает аномальную пролиферацию и дифферен-

цировку клональной популяции лимфоидных клеток [Смирнова, Манчук, 

2015]. Педиатрические исследования выявили генетические синдромы, пред-

располагающие к ОЛЛ, такие как синдром Дауна, анемия Фанкони, синдром 

Блума, атаксия телангиэктазия и синдром Неймегена. Другие предраспола-

гающие факторы включают воздействие ионизирующего излучения, пести-
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цидов, некоторых растворителей или вирусов, таких как вирус Эпштейна-

Барра и вирус иммунодефицита человека. Однако, в большинстве случаев, 

ОЛЛ появляется как злокачественная опухоль de novo у ранее здоровых ин-

дивидуумов [Апластическое проявление…, 1989]. 

Макроскопические проявления различных форм ОЛЛ сходны между 

собой, в связи с чем, определение их типологии может быть затруднено. При 

развернутой картине ОЛЛ костный мозг находящийся  плоских костях окра-

шен в  темно-красный или розово-красный цвет, жировой костный мозг в 

трубчатых костях замещается лейкозными разрастаниями [Lichtman, 1973]. В 

ряде случаев выявляется  увеличение селезенки, лимфатических узлов, пече-

ни.  Часто масса селезенки в два раза выше возрастной нормы. Пораженные 

лимфатические узлы окрашены в розово-красный цвет, мягкой консистен-

ции, не спаяны между собой. Печень, часто увеличена незначительно, на раз-

резе могут быть  видны мелкие серовато-белые полоски, соответствующие 

зонам лейкозной инфильтрации [Большая медицинская…, 2015].  

В костном мозге, по данным трепанобиопсии, на первых стадиях забо-

левания скопления бластных клеток являются очаговыми, в достаточном ко-

личестве обнаруживаются элементы деятельного костного мозга. Прогресси-

рование заболевания характеризуется увеличением числа и размеров лейкоз-

ных разрастаний, их слиянием, а затем диффузной инфильтрацией ткани 

костного мозга [Lichtman, 1973]. Лейкозная инфильтрация ткани селезенки и 

лимфатических узлов сопровождается уменьшением размеров и числа фол-

ликулов вплоть до полного их исчезновения. Лейкозная инфильтрация также 

может быть обнаружена в желудочно-кишечном тракте, легких, печени, 

сердце и др. [Зуховицкая,  Фиясь, 2015]. 

При остром лимфобластном лейкозе этиология подавления нормально-

го кроветворения остается не ясной. Наблюдается снижение количества нор-

мальных предшественников, недостаточное производство нормальных кро-

ветворных факторов роста и производство ингибирующих цитокинов злока-
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чественным клоном. Происходит инфильтрация негематопоэтических тканей 

лейкозными клетками [Moore etal., 1973, Aplasticpresentation…,1989]. 

Пороявление ОЛЛ может быть неспецифическим, с сочетанием кон-

ституциональных симптомов и признаков недостаточности костного мозга 

(анемия, тромбоцитопения, лейкопения) [Terwilliger, Abdul-Hay, 2017]. 

В начальный период развития ОЛЛ анемия не всегда возникает, однако 

позже она достигает высокой степени, при этом содержание гемоглобина 

снижается до 30-60 г/л (при норме 120-160 г/л), а число эритроцитов до 1,0-

1,5 × 1012 кл/л (при норме 4,3-5,5 × 1012 кл/л) и носит нормохромный или 

гиперхромный характер [Руководство..., 1985; Littlewood, Mandelli, 2002].  

Количество тромбоцитов в раннем периоде заболевания часто нор-

мальное, однако при прогрессировании заболевания число тромбоцитов сни-

жается, а при наступлении ремиссии вновь увеличивается (Руководство..., 

1985; Ковалева, 1990). 

На всех стадиях ОЛЛ у больных развивается Т-клеточный иммуноде-

фицит и уменьшение величины соотношения CD4/CD8. Особенностью реци-

дива ОЛЛ являляется увеличение содержания NK-клеток [Смирнова, Ман-

чук, 2013]. 

 

1.3.2. Морфология   и функционирование клеток крови при ОЛЛ 

 

Морфология и объемы клеток при ОЛЛ также меняются. Было показа-

но, что при острых лейкозах происходит  увеличение диаметра и высоты 

эритроцитов [Скоркина и др., 2012]. Площадь поверхности, объем, и диаметр 

лимфоцитов больных ОЛЛ обычно увеличен [Сладкова, Скоркина, 2013].   

Бластные формы клеток, обнаруживаемые при ОЛЛ в переферической 

крови имеют неправильные контуры цитоплазмы и ядро занимающее боль-

шую часть клетки [Скоркина и др., 2012; Клочкова и др., 2016] (рис.1.3).  

 



31 
 

 
 

Рис. 1.3. Полиморфизм бластных форм в периферической крови в группе 

больных ОЛЛ [Клочкова и др., 2016] 

 

Опухолевая трансформация клеток  крови сопровождается патологией 

митозов на стадии метафазы, что является ключевым механизмом нарастания 

генетической гетерогенности клеток крови на различных этапах бластомоге-

неза (рис. 1.4).  

 
 

Рис. 1.4. Патология митоза – полая метафаза [Клочкова и др., 2016] 

 

В лейкоформуле при развитии ОЛЛ отмечается дегенеративный сдвиг 

влево с увеличением числа моноцитов и базофилов на фоне снижения эози-
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нофилов и нейтрофилов.При   ОЛЛ наблюдается снижение интенсивности 

внутриклеточных метаболических процессов лимфоцитов, уменьшение ми-

тохондриального транспорта, гликолиза, метаболизма лимонной кислоты. 

Часто наблюдаются перекисные процессы в лимфоцитах, снижение внутри-

клеточного катаболизма липидов при увеличении переаминирова-

ния[Смирнова, Манчук, 2015].  

Хемилюминесцентная активность нейтрофильных гранулоцитов  у 

больных ОЛЛ по мере прогрессирования заболевания меняется от усиления 

на стадии первой атаки до снижения активности на стадиях ремиссии и по-

вторного рецидива, что вероятно обусловленно истощением внутренних ре-

зервов организма. 

При ОЛЛ наблюдается гипоксическая реакция системы крови, что свя-

зывают со снижением объемной массы эритроцитов (показатель гематокри-

та) и уменьшением средней концентрации гемоглобина в эритроците [Клоч-

кова и др., 2016]. 

Пациенты с острым лейкозом предрасположены к различным наруше-

ниям свертывания крови.Существует несколько исследований, показываю-

щих повышенную выработку тромбина, показанную комплексами тромбин-

антитромбин (AT) при диагностике и при начальной терапии ОЛЛ. Фактор 

VIII, фактор Виллебранда (vWF) и фибриноген являются положительными 

реагентами острой фазы. Кроме того, при ОЛЛ клетки также экспрессируют 

раковый прокоагулянт (РП). РП активирует фактор Х напрямую, независимо 

от фактора VII [Lad etal., 2017]. 

Химиотерапия при ОЛЛ увеличивает тромбогенный потенциал. Из них 

L-аспарагиназа,  которая истощает клетки на незаменимую аминокислоту ас-

парагин, также в конечном итоге истощает прокоагулянтные (фибриноген, 

факторы V, VII, VIII, IX, X и XI) и антикоагулянтые (AT, плазминоген, белок 

C/S) белки. L-Аспарагиназа может фактически вызывать протромботическое 

состояние, поскольку она активирует прокоагулянтные белки раньше, чем 

антикоагулянтные белки [Ladetal., 2017]. 
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Таким образом, признаки и симптомы ОЛЛ отражают расширение лей-

кемического клона в костном мозге с нарушением нормального кроветворе-

ния. 

 

1.3.3. Пуринергическая сигнальная система при ОЛЛ 

 

Пуринергическая сигнализация, где аденозин 5'-трифосфат (АТФ) и 

аденозин действуют как внеклеточные сигнальные молекулы, была впервые 

предложена в 1972 году [Burnstock, 2011]. Позже рецепторы пуринов и пи-

римидинов были клонированы и функционально охарактеризованы. В по-

следние годы был проведен ряд исследований патофизиологической роли 

пуринергической сигнализации и ее терапевтического потенциала при раз-

личных заболеваниях [Eltzschigetal., 2012; Burnstock, Francesco, 2013; Yang, 

2013]. 

Противоопухолевая активность АТФ была впервые показана в 1983 го-

ду. Было продемонстрировано, что добавление экзогенного АТФ к аденокар-

цинотомным клеткам рака поджелудочной железы и толстой кишки ингиби-

рует рост клеток, вызывая остановку клеточного цикла в фазе S. При этом, 

аденозин, напротив, повышал рост опухоли [Rapaport, 1983].  

Хотя общепризнано, что лечение АТФ или аналогами АТФ оказывает 

сильное цитотоксическое действие на несколько опухолей, также ясно, что 

низкие дозы АТФ (как это происходит, например, при спонтанном высво-

бождении этого нуклеотида практически из каждого типа клеток) оказывают 

стимулирующее на рост действие. В зависимости от выраженных подтипов 

Р2-рецепторов опухолевые клетки могут быть более чувствительными к ги-

бели или к трофическому эффекту АТФ [Burnstock, Francesco, 2013].  

Различные подтипы пуринергических рецепторов P2 участвуют в реак-

ции торможения роста, наблюдаемой в различных типах злокачественных 

клеток. Анти-неопластическое действие или должно привести  к ингибитиро-

ванию пролиферации клетки, промотированию дифференцирования клетки 
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(приводя к ингибированию пролиферации клетки) и смерти клетки или ком-

бинации этих 3 процессов. Вероятно, что конечный эффект обусловлен соче-

танием нескольких эффектов, вызванных стимуляцией более чем одного под-

типа рецепторов Р2. На сегодняшний день в ингибирование роста раковых 

клеток в основном вовлечены пять подтипов Р2-рецепторов, а именно P2X5, 

P2X7, P2Y 1 , P2Y 2 и P2Y 11 [Burnstock, 2011], причем разные клеточные 

линии по-разному реагируют на стимуляцию рецепторов. 

Имеются доказательства того, что опухолевые клетки различных видов 

выделяют значительное количество АТФ в ответ на механическую деформа-

цию, гипоксию и некоторые агенты, а также на последующий некроз и ише-

мию [Burnstock, Francesco, 2013]. Существует корреляция между уровнем 

АТФ в опухолевых клетках и развитием рака: АТФ-истощающие агенты мо-

гут заметно усилить терапию рака.  Химиотерапия индуцирует высвобожде-

ние АТФ из опухолевых клеток, что приводит к апоптотической гибели кле-

ток и вероятно, опосредуется  через рецепторы P2X7.  

Рецепторы P2X7 были описаны в лейкозных лимфоцитах человека. 

Имеются данные, свидетельствующие о том, что экспрессия и функция ре-

цепторов P2X7, которые могут опосредовать гибель или пролиферацию кле-

ток в зависимости от уровня активации, могут коррелировать с тяжестью 

лимфобластного лейкоза В-клеток [The role of P2X7…, 2009]. Экспрессия ре-

цептора P2X7 была значительно выше (по сравнению с мононуклеарными 

клетками костного мозга) в клетках пациентов с лимфобластным лейкозом, а 

также с острым и хроническим миелогенным лейкозом [Burnstock, Francesco, 

2013]. Утверждалось, что опосредованное рецептором P2X7 цитотоксическое 

действие на клеточные линии лейкемии KGla и J6-1 может происходить 

независимо от кальциевого ответа [Burnstock, 2011].  

При педиатрическом остром лейкозе было показано, что рецепторы 

P2X1, P2X4, P2X5 и P2X7 были активированы, в то время как рецепторы 

P2X2, P2X3 и P2X6 отсутствовали или незначительно экспрессировались, 

при этом самая высокая экспрессия рецепторов P2X7 была обнаружена у ре-
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цидивирующих пациентов [AbnormalexpressionofP2X…, 2010]. Также наблю-

далось значительное снижение экспрессии рецепторов P2X4, P2X5 и P2X7 

после полной ремиссии  при химиотерапии [DiVirgilio, 2015]. 

Было показано, что аденозин оказывает цитотоксическое действие на 

клетки лейкемии мыши L1210 [Burnstock, Francesco, 2013]. В клеточной ли-

нии лейкемии человека, U-937, цитотоксичность, вызванная АТФ, была 

двухфазной, первоначальный ответ был вызван АТФ, тогда как более позд-

ний ответ был вызван аденозином после эктоэнзимного распада АТФ 

[ATPdepletionas…, 1980].  

Пуринергические рецепторы также были идентифицированы на клет-

ках Jurkat, клеточной линии лейкемии человека. Гуанозин и дезоксигуанозин 

токсичны для клеток Jurkat за счет двух механизмов: истощение АТФ, вызы-

вающее некроз, и накопление дГТФ, приводящее к апоптозу. Было показано, 

что аденозин подавляет рост линии MOLT-4 лейкемических клеток Т-

лимфоцитов человека [Burnstock, Francesco, 2013]. При этом, А1 и А2-

подобные рецепторы оказывают противоположное влияние на высвобожде-

ние 5-гидрокситриптамина из линии опухолевых клеток мастоцитов, базаль-

ных клеток лейкемии RBL крыс [Burnstock, 2011]. 

Таким образом, пуринергическая сигнальная система осуществляет  

ведущую роль  в контроле и управлении злокачественных клеток. Нуклеоти-

ды и пуринергическая сигнализация  могут  использоваться в качестве био-

маркеров при различных заболеваниях, а также служить потенциальными 

новыми терапевтическими мишенями для лечения опухолевых процессов. 

 

1.4.  Методы определения заряда клеточной поверхности 

 

Известно, что большинство клеток животного происхождения на по-

верхности мембран несут определенный заряд, обусловленный присутствием 

ионизированных фосфатных и карбоксильных заместителей на внешней сто-

роне поверхностных макромолекул [Stoltz, 1983; Wilson, 2001]. 
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Для исследования поверхностного заряда клеток применяются различ-

ные методы. Наиболее распространенным методом является измерение по-

верхностного потенциала методом электрофореза. Так как заряд  клетки 

определяет ее электрокинетические свойства, то методом электрофореза 

можно определить скорость движения зарядов в электрическом поле. При 

этом, при изменении рН окружающей среды, величина электрофоретической 

подвижности будет меняться,  поскольку степень диссоциации ионогенных 

групп зависит от  рН [Ребров, 2009]. 

По полученному значению средней скорости электрофореза вычисля-

ется значение электрокинетического потенциала, по уравнению Гельмгольца- 

Смолуховского ( формула 1 )  

 

                                                  (1)  

 

где U 0 – скорость электрофореза, м/с; 

ε – относительная диэлектрическая проницаемость среды; 

ε0 – электрическая постоянная,  8,9∙10-12 А с/В м; 

Δφ – разность потенциалов, В; 

ζ – электрокинетический потенциал, В; 

k – коэффициент, зависящий от формы частиц; 

η – вязкость дисперсионной среды, Н с/м2; 

l –расстояние между электродами, м. 

 

Электрокинетический потенциал (дзета-потенциал) клеток можно из-

мерить, непосредственно наблюдая за их движением  в микроскоп (рис. 1.1). 
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Рис. 1.1. Установка для исследования электрофоретической подвижности 

клеток [Скамрова, 2014] 

 

 Это достигается наложением постоянного электрического поля на 

взвесь клеток. При этом движение клеток  идет в зависимости от знака заря-

да. Величину  электрофоретической подвижности рассчитывают по формуле 

2, при этом она прямо пропорционально величине электрического заряда 

клетки [Леонтьев, 2014]. 

 

𝑉 =
𝑆

𝐸·t
                                                              (2) 

 

где 𝑉 – путь клеток в сетке окуляр микрометра в одну сторону, мкм; 

Е – напряженность электрического поля, В/см; 

t – время, в течение которого клетки проходят  данное расстояние, с;  

 

Метод  микроэлектродной техники может быть использован и для из-

мерения биоэлектрического потенциала в одиночных клетках.  Недостатком 
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данного метода являются определенные методические трудности и большая 

затрата времени [Эффекты адреналина..., 2008; Сладкова,  Скоркина, 2014]. 

Еще одним методом, позволяющим измерить мембранный потенциал 

клеток, является применение оптических индикаторов зондов. Регистрация 

биопотенциала происходит за счет либо смещения спектрального максимума, 

либо за счет изменения интенсивности флуоресценции  [Freedman, Laris, 

1981; Добрецов, 1989] (рис. 1.2). 

 

 

 

Рис. 1.2.  А – Регистрация потенциала действия в мышечной клетке сердца 

кролика с помощью флуоресцентного потенциометрического зонда   di-4-

ANEPPS. В –  потенциал действия, зарегистрированный с помощью микро-

электрода [Ratiometryoftransmembrane…, 2000]. 

 

Метод измерения мембранного электрического заряда за счет оптиче-

ской флуоресценции в окрашенной красителем биологической системе был 

впервые предложен в начале 1970-х годов [Salzberg et al., 1973].С тех пор бы-

ли зарегистрированы значительные успехи в разработке и производстве оп-

тических красителей, чувствительных к электрическому заряду.  Потенцио-

метрические зонды включают катионные или цвиттерионные стирольные 

красители, катионные карбоцианины и родамины, анионные и гибридные ок-

сонолы и мероцианин 540 [A large change…, 1973]. Класс красителей зависит 

от таких факторов, как накопление в клетках, механизма ответа и токсично-

сти. Большое внимание заслуживает картирование мембранных электриче-
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ских явлений в разных областях большой клетки или группы клеток [Ross,  

Krauthamer, 1984]. 

Недостатками применения данного метода  является их неспецифиче-

ское связывание с мембранными структурами клетки, выгорание, аутофлуо-

ресценция [Сладкова,  Скоркина, 2014]. 

Особый интерес предствляет метод измерения поверхностного потен-

циала эритроцитов по изменению их степени агрегации. Агрегацию при этом 

индуцируют хлористым лактаном [Шереметев и др., 1991] либо альциановым 

голубым [Bernard et al., 1988].  Определение степени агрегации осуществля-

ется фотометрическим методом на агрометрах. После добавления агрегиру-

ющего агента идет просветление суспензии клеток вследствие образования 

агрегатов эритроцитов, что характеризуется падением оптической плотности. 

Данное явление фиксируется  в виде кривой –  агрегатограммы (в мм).  

Суть метода основана на том, что между отрицательными зарядами 

клеток и положительно заряженным используемым  веществом, образуются 

мостики, что приводит к агрегации клеток. При этом, чем больше отрица-

тельный заряд клеток, тем больше агрегация эритроцитов, и наоборот [Ше-

реметьев и др., 1991]. 

Достаточно перспективным методом измерения  потенциала поверхно-

сти клеток в настоящее время является использование атомно-силовой мик-

роскопии  (АСМ) с интегрированным методом зонда Кельвина (МЗК) 

[Allison et al., 2010]. Для данного метода используются специализированные 

кантилеверы с токопроводящим покрытием. Метод основывается на двух-

проходной методике. При первом проходе определяется рельеф поверхности 

образца с использованием полуконтактного метода АСМ-сканирования. На 

втором проходе этот рельеф отслеживается при прохождении зонда над об-

разцом на некоторой высоте для определения поверхностного электрическо-

го потенциала [Руководство…, 2006].  

Известно, что конечный размер наконечника в сканирующих зондовых 

микроскопах оказывает сильное влияние на измеряемое изображение. В си-
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ловой микроскопии с использование МЗК эффект измерительного наконеч-

ника усиливается благодаря дальнодействующей электростатической силе. 

МЗК применяет напряжение смещения к зонду проводящего атомно-

силового микроскопа (АСМ), чтобы компенсировать электростатические си-

лы между зондом и образцом [Girard, 2001; Reconstruction of surface…, 2013].  

Преимуществами данного метода являются простота технического ис-

полнения, высокая  достоверность получаемых результатов,  способность 

единовременно анализировать большой массив клеток, а также  оценивать 

поверхностный потенциал одиночной клетки [Сладкова,  Скоркина, 2014].  

Таким образом, существует несколько методов для измерения заряда 

клеточной поверхности, однако большинство из них характеризуются боль-

шой трудоемкостью и значительными временными затратами.  
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Глава 2. Материал и методы исследования 

 

Исследования были выполнены на базе лаборатории НИУ «БелГУ» 

«Физиология адаптационных процессов». Объектом исследования былапе-

риферическая кровь здоровых людей (n=60) и людей больных острым лим-

фобластным лейкозом(ОЛЛ) (n=50). Забор периферической крови проводили 

из локтевой вены с участиемспециализированногомедперсонала лаборатории 

Белгородской областной клинической больницы имени СвятителяИоасафа в 

одноразовые стерильные вакуумные пробирки, содержащие антикоагулянт 

ЭДТА-К2 в концентрации 2,0 мг (0,006843 моль/литр) на 1 мл крови.  

Экспериментпроводилив две серии. В первой серии венозную кровь 

здоровых доноров (n=30) и больных ОЛЛ (n=30) делили на две части: в 

опытной пробирке проводили активацию пуринергических сигнальныхпутей 

посредствоммодели «механического стресса», контрольную  пробирку остав-

ляли интактной.  Во второй серииопытную пробу подвергали нагрузочному 

тестус экзогенной АТФ. Всего во второй серии было исследовано 30 проб 

крови здоровых людей и 20 проб крови людей, больных ОЛЛ. В опытных и 

контрольных пробах определяли концентрацию АТФ. 

Механический стресс осуществляли согласно методу, описанному в 

работе [Oonishi et al.,1997]. Для этого 500 мкл цельной крови набирали в од-

норазовый туберкулиновый шприц (внутренний диаметр 4 мм, SF-Medical). 

Воздушные пузырьки при этом были тщательно удалены. Суспензию клеток 

пропускали  через одноразовую иглу 25-го калибра (длина 30 мм и внутрен-

ний диаметр 0,5 мм; SF-Medical). Инъекцию осуществлялипутем размещения 

груза массой 1 кг на верхнем конце вертикально закрепленного поршня 

шприца. Полученную кровь собиралив одноразовые 5-мл полипропиленовые 

центрифужные пробирки (рис. 2.1). Расстояние от кончика иглы до дна цен-

трифужной пробирки составляло 15 мм. 
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Рис. 2.1. Схематическое изображение инекционного способа выполнения  

механического стресса [Oonishi et al.,1997] 

 

Нагрузочный тест выполняли путем  инкубированиякрови с АТФ (1% 

раствор; Виал, Россия)в концентрации 10 µМв течение 15 мин при 370С. Та-

кая концентрация является физиологической в крови  in vivo [Increased level 

of extracellular ATP…, 2008]. Кровь больных ОЛЛ людейинкубировали с 

АТФ в концентрации 100 µМпри тех же условиях. Выбор экзогенной кон-

центрации АТФ обусловлен  данными  литературы,  согласно  которым  кон-

центрация  АТФ  во внеклеточной  среде  при  развитии  опухолей  значи-

тельно увеличивается до сотнимикромолей [Increased level of extracellular 

ATP…, 2008]. 

Концентрацию АТФ в крови определяли колориметрическим методом 

[Титова и др., 2008]. Метод основан на отщеплении от АТФ двух остатков 

фосфорной кислоты при непродолжительном гидролизе в кислой среде. 

Сравнение содержания органического фосфорав пробах до и после гидролиза 

дает представление о количестве лабильно связанного с АТФ фосфора, нахо-

дящегося в крови.  

Цельную кровь (0,1 мл) помещали в пробирку стоящую на ледяной 

бане, гомогенизируя 2,5 % раствором ТХУ (1мл) в течение 5 минут. Затем 

добавляли 1 мл физраствора (0,9 %), и продолжали экстракцию на холоде в 

течение того же периода времени. 
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В две пробирки, контрольную и опытную отбирали  по 0,5 мл получен-

ного раствора. В опытную пробирку добавляли 1 мл 1 М раствора соляной 

кислоты и  помещали в кипящую водяную баню на 10 мин для гидролиза 

фосфорных связей. Затем раствор охлаждали, добавляли 1 мл 1 М раствора 

гидроксида натрия. В контрольную пробирку (без кипячения) добавляли 1 мл 

1 М раствора гидроксида натрия и 1 мл 1 М раствора соляной кислоты. В обе 

пробирки добавляли по 7,5 мл физраствора (0,9 %) 

Для проведения качественной реакции из обеих проб отбирали по 5 мл 

жидкости  в новые пробирки. К каждой  добавляли 0,5 мл 1 М раствора мо-

либдата аммония, 0,5 мл 1 %-го раствора аскорбиновой кислоты и 2 мл 0,9 % 

физраствора. Содержимое пробирок быстро перемешивали и оставляли сто-

ять при комнатной температуре в течение 10 мин. 

Контрольную и опытную пробы колориметрировали на фотометре 

КФК-3 (Россия, 2015)  против физраствора  при длине волны 670 нм. Кон-

центрацию АТФ рассчитывали по разности оптических плотностей между  

раствором в контрольной пробирке (без гидролиза в кислой среде) и опыт-

нойпробиркепо калибровочному графику (рис.  2.2).  

 

 
 

Рис. 2.2.Зависимость оптической плотности раствора АТФ от его 

концентрации 
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Калибровочный график строили, используя раствор фосфат-ионов 

(ГСО 7791-2000) в концентрациях от 50 до 500 мкг/мл с шагом в 50 мкг/мл. 

Измерение АТФ выполняли в трех повторностях для каждой пробы. 

Подготовку образцов клеток крови контрольных и опытных групп вы-

полняли  по следующей схеме. Для разделения форменных элементов на 

эритроциты, лейкоциты и тромбоциты  конрольную и опытную пробирку с 

кровью центрифугировали 15 минут при 1500 об/мин. 

Затем нижнюю часть плазмы и лейкоцитарное кольцо отбирали в дру-

гую пробирку и центрифугировали 10 мин при 1500 об/мин, убирали надоса-

дочную жидкость. Получали суспензию лейкоцитов. 

Суспензию тромбоцитов получали согласно методу, описанному в ра-

боте [Таборская и др., 2016].  Для этого, кровь центрифугировали 10 минут 

при 2000 об/мин, затем 200 мл плазмы, богатой тромбоцитами отбирали в 

новую пробирку и добавляли 800 мл физиологического раствора. Центрифу-

гировали при тех же параметрах. Супернатант удаляли и добавляли к осадку 

200 мл бидистилированной воды, получали суспензию клеток. 

Исследование потенциала поверхности клеток осуществляли на атом-

но-силовом микроскопе ИНТЕГРА Вита (конфигурация на базе инвертиро-

ванного оптического микроскопа Olympus IX-71; производитель NT-МDТ, 

Зеленоград, 2009).Схема работы микроскопа представлена на рисунке (рис.  

2.3).В основе работы микроскопа лежит силовое взаимодействие между зон-

довым датчиком и поверхностью. Сила, воздействующая на зонд со стороны 

поверхности,  приводит к изгибу консоли. Регистрируя данный изгиб можно 

контролировать величину взаимодействия зонда с поверхностью [Миронов, 

2004]. В полуконтактном режиме происходят резонансные колебания канти-

левера над поверхностью образца, что позволяет значительно снизить дале-

ние на образец со стороны зонда [Руководство…,  2006]. 
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Рис. 2.3. Схема работы атомно-силового микроскопа [Самарин, 2006] 

 

Сканирование осуществляли в полуконтактном режиме методом зонда 

Кельвина. Из каждой пробы сканировали не менее 15 клеток.  Для сканиро-

вания использовали кантилеверы с токопроводящим титановым покрытием 

серии NSG03/TiN (Nanoworld, USA).   

Метод зонда Кельвина, позволяющий  изучать распределение поверх-

ностного потенциала, обладает рядом преимуществ по сравнению с другими 

способами регистрации заряда клеточной поверхности. Среди них простата 

технического  исполнения, возможность оценивать ПП в одиночной клетке, 

возможность сканирования большого массива клеток, а также    минимальное 

количество факторов, снижающих достоверность   получаемых результатов 

[Сладкова,   Скоркина, 2014].  

На первом проходе сканируемой строки производится отслеживание 

рельефа поверхности в полуконтактном режиме,  при котором частота коле-

баний кантилевера близка к резонансной ω0. Во время второго прохода меж-

ду зондом и образцом подается переменное, на частоте  ω = ω0, напряжение 

(Vac) и за счет поддержания определенного расстояния (z0), исключающего 
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влияние рельефа, производится измерение ПП (φ) (рис. 2.4). Таким образом, 

напряжение между зондом и поверхностью образца можно представить в ви-

де: V0 + Vac  sin( ωt) +  φ [Руководство…,  2006]. 

 

 

 

Рис. 2.4.Схема перемещения кантилевера в режиме зонда Кельвина.   

А – Первый проход зонда при сканировании для получения рельефа 

поверхности. Б –  второй  проход  зонда,  Ф –  потенциал поверхности 

[Руководство…, 2006] 

 

Пробоподготовку для исследования на АСМ проводили согласно 

«Способу регистрации изменения поверхностного заряда» (патент № 

2027188).  Фиксацию клеток крови осуществляли 0,25% глутаровым альдеги-

дом, в течение течениие 20 минут в соотношении  1:1. В исследованиях было 

показано, что глутаровый альдегид в низких концентрациях не изменяет за-

ряд поверхности клеток [Голубков, 2014]. По прошествии указанного време-

ни  суспензии эритроцитов и лейкоцитов дважды отмывались изотоничным 

0,9% растором хлорида натрия, путем центрифугирования в течение 5 минут 

при 1500 об/мин и отбора надосадочной жидкости. Суспензия тромбоцитов 

отмывалась бидистилированной водой при тех же параметрах.  Затем готови-

ли  препараты на обезжиренной металлической пластине. Пластину фиксиро-

вали  в  специальной подложке с пружинным механизмом, имеющую элек-

трический контакт для подачи постоянного тока и устанавливали в АСМ. 



47 
 

Обработку полученных АСМ-изображений проводили в программе 

Nova (производитель ЗАО «НТ-МДТ», Москва) с использование инструмента 

«Point Instruments» (рис.2.5). На каждой клетке определяли значение ПП в 20 

участках, и рассчитывали среднее значение. 

 

 

 

Рис 2.5. Распределение ПП по поверхности лимфоцитов:  

А – скан лимфоцитов (первый проход), Б – распределение ПП   

по поверхности лимфоцитов (второй проход) [Сладкова, Тикунова, 2016] 

 

Достоверность различий между контрольными и опытными пробами 

определяли с использованием t критерия Стьюдента при p<0,05 с учетом 

нормального распределения данных [Лакин, 1968].В работе приведены сред-

ние величины (М) и величины статистической ошибки средней (m). 
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Глава 3. Полученные результаты и их обсуждение 

3.1. Концентрация АТФ в крови здоровых и больных ОЛЛ людей при 

активации пуринергической сигнальной системы 

 

В результате проведенного исследования с помощью колориметриче-

ского метода установлена концентрация АТФ в пробах крови здоровых лю-

дей и людей больных ОЛЛ. При лимфопролиферативном заболевании этот 

параметр составлял 32,4 ± 2,7 мг/моль, что в 2,2 раза ниже, чем у здоровых 

людей (70,0 ± 5,1 мг/моль) (рис. 3.1). 

 

 
 

Рис. 3.1. Концентрация АТФ в интактной крови 

Примечание: *статистически достоверные различия по сравнению со здоровыми 

людьми по критерию Стьюдента при р<0,05. 

 

Под влиянием механического стресса уровень АТФ в крови здоровых 

людей увеличился в 2,3 раза (p<0,05) по сравнению с интактной кровью. 

Убольных ОЛЛ в условиях сдвиговой деформации концентрация АТФповы-

силась в 1,8 раза (p<0,05) по сравнению с контрольной группой  (рис.3.2). 
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Рис. 3.2. Концентрация АТФ в крови: опыт – под влиянием механического 

стресса in vitro, контроль – интактная кровь 

Примечание: *статистически достоверные различия между контрольной и опытной 

группами по критерию Стьюдента при р<0,05. 

 

В условиях воздействия экзогенного АТФ на форменные элементы 

крови установлено повышение уровня АТФ в крови здоровых людей в 2,8 ра-

за, у больных ОЛЛ  – в 22,7 раза (рис. 3.3). 
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Рис.  3.3. Концентрация АТФ в крови: опыт – под влиянием экзогенной 

нагрузки с АТФ, контроль – интактная  

Примечание: *статистически достоверные различия  между контрольной и опыт-

ной группой по критерию Стьюдента при р<0,05. 

 

При сравнении влияния механического стресса и экзогенной нагрузки с 

АТФ  на концентрацию АТФ у здоровых и больных ОЛЛ людей  установле-

но, что концентрация АТФ у больных людей после механического стресса 

была ниже в 2,7 раза по сравнению со значениями здоровых людей после 

аналогичной нагрузки. При этом,в условиях инкубации с внеклеточным 

АТФ, у больных ОЛЛ концентрация АТФ была выше в 3,8 раза по сравнению 

со значениями здоровых людей после аналогичной нагрузки (рис 3.4). 
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Рис.  3.4. Концентрация АТФ в крови здоровых и больных ОЛЛ людей : опыт 

– под влиянием экзогенной нагрузки с АТФ, контроль – интактная  

Примечание: *статистически достоверные различия  между здоровыми и больными 

ОЛЛ по критерию Стьюдента при р<0,05. 

 

Полученные данные свидетельствуют об экскреции молекул АТФ в 

межклеточное пространство в ответ на механическое воздействие движущих-

ся слоев плазмы. В крови больных ОЛЛ концентрация АТФ ниже как в ин-

тактной крови, так и при механическом стрессе, что может быть связано с 

изменением функциональной активности эритроцитов в условиях опухолево-

го процесса. 

Воздействие экзогенного АТФ приводило к увеличению количества 

АТФ в плазме крови как здоровых, так и больных людей. 
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3.2. Поверхностный потенциал клеток крови в норме и при остром 

лимфобластном лейкозе 

 

Установлено, что ПП лимфоцитов людей больных ОЛЛ был более по-

ложительный по сравнению ПП клеток здоровых людей, его значение выше на 

36 % (р<0,05) (рис 3.5). 

 

 

 

Рис.3.5.  ПП лимфоцитов в норме и при ОЛЛ 

Примечание: *статистически достоверные различия между значениями здоровых 

людей и больных ОЛЛ по критерию Стьюдента при р<0,05 

 

ПП тромбоцитов людей больных острым лимфобластным лейкозом 

был выше на 55 % (р<0,05)  по сравнению с контролем (рис.3.6). 
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Рис.3.6. ПП тромбоцитов в норме и при ОЛЛ 

Примечание: *статистически достоверные различия между значениями здоровых 

людей и больных ОЛЛ по критерию Стьюдента при р<0,05 

 

Выявленная особенность повышения ПП клеток крови при развитии 

лимфолейкозасогласуется с литературными данными [Сладкова, Скоркина, 

2014]. Опухолевые лимфоциты являются более деполяризованными, что мо-

жет быть связано с большей проницаемостью ионных каналов. Мембранная 

деполяризация играет функциональную роль в опухолевой прогрессии, ин-

дуцируя синтез ДНК и стимулируя митотическую активность [Staruschenko, 

Vedernikova, 2008]. Повышение ПП тромбоцитов может быть связано с хи-

миотерапевтическим воздействием, которое подрывает структурную целост-

ность тромбоцитов, вызывая чрезмерное выделение альфа и плотных гранул 

в периферическую кровь [Qian, Wen-jun, 2013], способствуя агрегации тром-

боцитов. 
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3.3. Поверхностный потенциал клеток крови здоровых людей и больных 

ОЛЛ в условиях механического стресса 

 

В условиях механического стресса ПП эритроцитов  и тромбоцитов 

стал более положительным. Значение заряда эритроцитов увеличилось на  

44 % (р<0,05), тромбоцитов на  40 % (р<0,05). ПП лимфоцитов напротив стал 

более отрицательным на 47 %  (р<0,05) по сравнению с контролем (рис. 3.7). 

 

 
 

Рис. 3.7. Поверхностный потенциал клеток крови здоровых людей. Опыт – 

под влиянием механического стресса in vitro, контроль – интактная кровь 

Примечание: *статистически достоверные различия между контрольной и опытной 

группами по критерию Стьюдента при р<0,05  

 

В настоящее время доказано, что на мембране эритроцитов нет специ-

фических Р-рецепторов непосредственно для молекулы АТ, но были иденти-

фицированырецепторы для АДФ и аденозина [Pafundo etal., 2010]. Ввиду это-

го,мы предполагаем, что продукты распада молекул АТФ  могли оказать вли-

яние на изменение электрических свойств красныхклеток крови за счет входа 

ионизированного кальция через ионную пору.В ряде работ описаны рецепто-
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ры P2X семейства, локализованные на поверхности лимфоцитов, взаимодей-

ствие молекул АТФ с этими рецепторами влечет за собой открытие Са2+- 

ионных каналов [Kaczmarek-Hájek, etal., 2012], что согласуется с установлен-

ным изменением потенциала поверхности лимфоцитов.Важным моментом в 

проведенном исследовании является установление повышения заряда по-

верхности тромбоцитов, возможно посредствам связывания продуктов рас-

пада АТФ с  Р2Y-рецепторами тромбоцитов.  Так, более положительно заря-

женная плазмалемма тромбоцитов вероятно активно взаимодействует с более 

отрицательно заряженной поверхностью лейкоцитов, что в свою очередь мо-

жет стимулировать воспалительный ответ. 

Поверхностный потенциал клеток крови людей больных ОЛЛ в усло-

виях механического стресса достоверно не отличался от контроля. Можно 

предположить, что в условиях лейкоза происходит нарушение функциониро-

вания ионных каналов клеток, в том числе частичное или полное ингибиро-

вание внутренних токов кальция через ионные каналы [Staruschenko, 

Vedernikova, 2002; Yang, Brackenbury, 2013] в связи с этим, пуринергический 

сигнальный каскад, который связан с повышением уровня внутриклеточного 

Са2+ не достаточно реализуется. Кроме того, мембраны лейкоцитов и тром-

боцитов уже находятся на стадии деполяризации, вызванной лейкозом и 

применением химиотерапевтических препаратов [Qian, Wen-jun,  2013; 

Boseetal., 2015]. 

 

3.4. Поверхностный потенциал клеток крови здоровых людей и больных 

ОЛЛ при активации внеклеточных пуринергических сигнальных путей 

invitro 

 

В условиях экзогенной нагрузки с АТФ у здоровых людей происходило 

увеличение заряда поверхности эритроцитов и тромбоцитов. ПП эритроцитов 

стал выше на 51 % (р<0,05), тромбоцитов на 33 % (р<0,05). ПП лимфоцитов 
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стал более отрицательным и снизился на 48 % (р<0,05)  по сравнению с кон-

тролем  (рис.3.8). 

 

 
 

Рис.3.8. Поверхностный потенциал клеток крови здоровых людей. Опыт – 

под влиянием экзогенной нагрузки с АТФ, контроль – интактная кровь 

Примечание: *статистически достоверные различия между показателями по 

критерию Стьюдента при р<0,05. 

 

У больных ОЛЛ в условиях инкубации с экзогенной АТФ потенциал 

поверхности клеток крови стал более положительным по сравнению с кон-

тролем. Так, ПП эритроцитов был выше на 34 % (р<0,05), лимфоцитов – на 

27 % (р<0,05)  и тромбоцитов на 34 % (р<0,05)  (рис.3.9). 
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Рис. 3.9. Поверхностный потенциал клеток крови больных ОЛЛ.  

Опыт – под влиянием экзогенной нагрузки с АТФ in vitro, контроль – 

интактная кровь. 

Примечание: *статистически достоверные различия между показателями по крите-

рию Стьюдента при р<0,05 

 

Таким образом, у здоровых людей, в условиях инкубирования крови с 

внеклеточным АТФ, изменения заряда клеток были схожи с таковыми, при 

механическом стрессе. У больных ОЛЛ полученные данные, возможно, свя-

заны с большей концентрацией АТФ воздействующей на клетки. Доказано, 

что стимуляция Р2-рецепторов оказывает различное воздействие на клетки в 

зависимости от внеклеточной концентрации АТФ [ExtracellularATP…, 2018].  

 

3.5. Сравнительный анализ влияния механического стресса и экзогенной 

нагрузки с АТФ invitro на форменные элементы крови 
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(р<0,05)   по сравнению с ПП лимфоцитов и тромбоцитов здоровых людей 

после аналогичной нагрузки (рис.3.10). 

 

 
 

Рис. 3.10. Поверхностный потенциал клеток крови в условиях механического 

стресса 

Примечание: *статистически достоверные различия между показателями по крите-

рию Стьюдента при р<0,05. 

 

В  условиях инкубации с экзогенной АТФ ПП тромбоцитов и лимфо-

цитов больних ОЛЛ был более положительным по сравнению с зарядом кле-

ток здоровых людей после аналогичной нагрузки на 66 % (р<0,05)  и 55 %  

(р<0,05) соответственно (рис 3.11). 
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Рис. 3.11. Поверхностный потенциал клеток крови здоровых и больных ОЛЛ 

людей при экзогенной нагрузке с АТФ 

Примечание: *статистически достоверные различия между показателями по крите-

рию Стьюдента при р<0,05 

 

При сравнении влияния механического стресса и экзогенной нагрузки с 

АТФ у  больных ОЛЛ людей обнаружен  более положительный заряд у лим-

фоцитов на 34 % (р<0,05)  (рис 3.12). 

 

 
 

*

*

-60

-50

-40

-30

-20

-10

0

ПП лимфоцита ПП тромбоцита

mV

здоровые люди

больные ОЛЛ

*

-30

-25

-20

-15

-10

-5

0

Механический стресс Экзогенная АТФ

mV



60 
 

Рис.  3.12. Поверхностный потенциал лимфоцитов больных ОЛЛ 

*Статистически достоверные различия между показателями по критерию 

Стьюдента при р<0,05 

Примечание: *статистически достоверные различия между показателями по крите-

рию Стьюдента при р<0,05 

 

Полученные данные могут быть связаны с повышенной экспрессией 

рецептора P2X7R на лейкозных клетках [TheroleofP2X7 receptor…, 2009]. Бо-

лее высокая концентрация АТФ при нагрузочном тесте способствует связы-

ванию пуринергического рецептора P2X7R с внеклеточным АТФ, что ведет к 

увеличению содержания внутриклеточного Na+ и Ca2+ в лимфоцитах [Extra-

cellularATP…, 2018].Увеличение заряда тромбоцитов у больных ОЛЛ при 

инкубации с экзогенным АТФ, может быть связано с наличием положитель-

ной обратной связи между активированной пролиферацией лейкозных кле-

ток, вызванной тромбоцитами и активацией тромбоцитов, вызванной лейкоз-

ными клетками. Молекулы AТФ, у больных ОЛЛ, опосредуют активацию 

тромбоцитов за счет  рецепторов P2Y12 и P2Y1, влияющих на содержание 

внутриклеточного кальция [Elaskalanietal., 2017]. 

Таким образом, полученные данные указывают на то, что молекула 

АТФ выступает регулятором электрических свойств плазмалеммы формен-

ных элементов крови как у здоровых людей, так и больных острым лим-

фобластным лейкозом. Установленные  экспериментальные данные имеют 

значение в изучении механизмов межклеточных взаимодействий в микро-

циркуляторном русле и могут быть учтены при поиске фармакологических 

регуляторных мишеней с целью поддержания функциональной активности 

иммунокомпетентных клеток в условиях патологического процесса. 

  



61 
 

Выводы 

 

1. В интактной крови здоровых людей концентрация АТФ выше по 

сравнению с интактной кровью больных ОЛЛ. При механической нагрузке  

концентрация АТФ в крови, как здоровых людей, так и больных ОЛЛ повы-

шается. 

2. Установлено, что развитие острых лимфоролиферативных процессов 

сопровождается появлением в переферической крови лимфоцитов и тромбо-

цитов с повышенным зарядом клеточной поверхности. 

3.При активации пуринерических сигнальных путей посредствам моде-

лирования механического стресса in vitro,  у здоровых людей установлено 

повышение поверхностного потенциала эритроцитов и тромбоцитов, и по-

нижение ПП лимфоцитов.  

4. В условиях экзогенной нагрузки с АТФ, у здоровых людей, поверх-

ностный потенциал эритроцитов и тромбоцитов увеличивался, а лимфоцитов 

снижался. У больных ОЛЛ экзогенная нагрузка с АТФ вызывала повышение 

ПП всех исследуемых клеток крови.  

5. В условиях механическго стресса, а так же в условиях инкубации 

сэкзогенным АТФ  ПП лимфоцитов и тромбоцитов людейбольных ОЛЛ был 

более положительным по сравнению с клетками здоровых людей после ана-

логичных нагрузок.   
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