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÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó æèâîòíîé êëåòêè

Â ñâÿçè ñ èññëåäîâàíèåì ìåõàíèçìà äåãèäðàòàöèîííîãî óìåíüøåíèÿ îáúåìà êëåòîê ïðè àïîïòîçå
ïðîâåäåí ðàñ÷åò áàëàíñà ïîòîêîâ K+, Na+ è Cl– ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó, â êîòîðîé èìåþòñÿ èîí-
íûå êàíàëû, Na+/K+-íàñîñ è êîòðàíñïîðò Na+K+2Cl– (NKCC) è Na+-Cl– (NC). Ïîêàçàíî, ÷òî, ðàñïîëàãàÿ
äàííûìè î ñòàöèîíàðíûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ K+, Na+, Cl–, ïîëíîì âõîäíîì ïîòîêå
Rb+(K+), èíãèáèðóåìîì óàáàèíîì ïîòîêå Rb+(K+) è ïîòîêå Cl–, ìîæíî ðåøåíèåì óðàâíåíèé áàëàíñà ïî-
òîêîâ ïîëó÷èòü çíà÷åíèÿ âñåõ îäíîíàïðàâëåííûõ ïîòîêîâ, ïðîíèöàåìîñòåé èîííûõ êàíàëîâ, ìåìáðàí-
íîãî ïîòåíöèàëà. Ýòî ïîçâîëÿåò îöåíèòü èçìåíåíèå ñîñòîÿíèÿ òðàêòîâ, â òîì ÷èñëå òåõ, ïîòîêè ÷åðåç êî-
òîðûå ìàëû è íå ìîãóò áûòü èññëåäîâàíû ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðîâ. Ïðîâåäåí ðàñ÷åò èçìåíåíèÿ èîííîãî
áàëàíñà ó êëåòîê U937, îñíîâàííûé íà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ â ïðåäûäóùåé íàøåé
ðàáîòå (Þðèíñêàÿ è äð., 2010). Ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî óìåíüøåíèå îáúåìà êëåòîê U937 ïðè àïîïòîçå,
âûçâàííîì ñòàóðîñïîðèíîì â êîíöåíòðàöèè 1 ìêÌ, îáóñëîâëåíî ïðåèìóùåñòâåííî ñíèæåíèåì àêòèâíî-
ñòè Na+/K+-íàñîñà â ñî÷åòàíèè ñî ñíèæåíèåì èíòåãðàëüíîé ïðîíèöàåìîñòè Na+-êàíàëîâ áåç ñóùåñòâåí-
íîãî óâåëè÷åíèÿ ïðîíèöàåìîñòè K+- è Cl–-êàíàëîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî êîòðàíñïîðò NKCC è NC, îáåñïå÷èâà-
þùèé íåðàâíîâåñíîå ñòàöèîíàðíîå ðàñïðåäåëåíèå Cl–, ñîñòàâëÿåò íåáîëüøóþ ÷àñòü îáùåãî ïîòîêà Cl–

÷åðåç ìåìáðàíó è íå ìîæåò áûòü âûäåëåí ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðîâ.
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êëåòêè, àïîïòîç.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÷èñëî èññëåäîâàíèé, ñâÿçàííûõ ñ
ñèñòåìíûì àíàëèçîì èîííîãî è âîäíîãî áàëàíñà â êëåòêå
â öåëîì, íåñîïîñòàâèìî ìàëî ïî ñðàâíåíèþ ñ îãðîìíûì
êîëè÷åñòâîì ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ èññëåäîâàíèþ ñèñòåì
ïåðåíîñà èîíîâ ÷åðåç êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó â îòäåëüíî-
ñòè. Ìåæäó òåì áåç ñèñòåìíîãî àíàëèçà íåëüçÿ ðàçîáðàòü-
ñÿ âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ, êîãäà ðå÷ü èäåò î âëèÿíèè òåõ èëè
èíûõ òðàíñïîðòåðîâ èëè êàíàëîâ íà ïðîöåññû, ðàçâåðòû-
âàþùèåñÿ â öåëîé êëåòêå. Ê ÷èñëó òàêèõ ÿâëåíèé îòíî-
ñèòñÿ, â ÷àñòíîñòè, àïîïòîç, ê èîííîé ðåãóëÿöèè êîòîðîãî
ñåé÷àñ ïðèâëå÷åíî âíèìàíèå ìíîãèõ èññëåäîâàòåëåé (Yu,
2003; Burg et al., 2006; Okada et al., 2006; Bortner, Cidlows-
ki, 2007; Lang et al., 2008; Hoffmann et al., 2009).

Îñíîâû ðàñ÷åòà èîííîãî è âîäíîãî áàëàíñà êëåòêè çà-
ëîæåíû äàâíî (Jakobsson, 1980; Lew, Bookchin, 1986; No-
votny, Jakobsson, 1996). Â ðàáîòàõ Âåðåíèíîâà ñ ñîòðóä-
íèêàìè ýòîò ðàñ÷åò áûë ïðèìåíåí ïðè èññëåäîâàíèè ìå-
õàíèçìà àïîïòîçíîãî ñîêðàùåíèÿ îáúåìà êëåòêè
(Âåðåíèíîâ è äð., 2004, 2006; Vereninov et al., 2007).
Îñíîâíàÿ ïðîáëåìà çäåñü â ïðèâÿçêå ðàñ÷åòíûõ ïàðàìåò-
ðîâ ê ðåàëüíî îïðåäåëÿåìûì ïîêàçàòåëÿì è â ïîñòðîåíèè
ñèñòåìû óðàâíåíèé, â êîòîðîé èñïîëüçóþòñÿ òîëüêî òå
ïàðàìåòðû, êîòîðûå ìîãóò áûòü îïðåäåëåíû â ýêñïå-
ðèìåíòå. Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå áûëè ïðîâåäåíû êîìïëåê-
ñíûå èññëåäîâàíèÿ ïîòîêîâ è ðàñïðåäåëåíèÿ òðåõ ãëàâ-
íûõ ìîíîâàëåíòíûõ èîíîâ: K+, Na+ è Cl– ó êëåòîê U937,

àïîïòîç êîòîðûõ âûçûâàëè ñòàóðîñïîðèíîì (Þðèíñêàÿ è
äð., 2010). Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñêîðîñòü ïåðåðàñïðå-
äåëåíèÿ ìîíîâàëåíòíûõ èîíîâ â ïðîöåññå àïîïòîçà ìàëà
ïî ñðàâíåíèþ ñî ñêîðîñòüþ óñòàíîâëåíèÿ áàëàíñà âõîä-
íûõ è âûõîäíûõ ïîòîêîâ, è èçìåíåíèå èîííîãî è âîäíî-
ãî áàëàíñà ïðè àïîïòîçå ñëåäóåò ðàññìàòðèâàòü êàê äðåéô
«êâàçèñáàëàíñèðîâàííîãî» ñîñòîÿíèÿ. Ýòî ïîçâîëÿåò èñ-
ïîëüçîâàòü óðàâíåíèÿ ìàòåðèàëüíîãî áàëàíñà ïðè èñ-
ñëåäîâàíèè ðàñïðåäåëåíèÿ ïîòîêîâ ïî îòäåëüíûì òðàê-
òàì. Èçìåíåíèå èîííîãî è âîäíîãî áàëàíñà ïðè àïîï-
òîçå — õîðîøàÿ ìîäåëü åñòåñòâåííîé ðåãóëÿöèè
èîííîãî ãîìåîñòàçà êëåòêè. Ïîäõîä, èñïîëüçîâàííûé ïðè
ðàñ÷åòå áàëàíñà ïîòîêîâ â ñâÿçè ñ èçó÷åíèåì àïîïòîçà,
ïðåäñòàâëÿåò îáùèé èíòåðåñ è ìîæåò áûòü ïðèìåíåí è
â äðóãèõ ñëó÷àÿõ, íàïðèìåð ïðè èçó÷åíèè èçìåíåíèÿ èîí-
íîãî è âîäíîãî áàëàíñà ïðè ïåðåõîäå êëåòîê ê ïðîëèôå-
ðàöèè.

Áàçîâûå óðàâíåíèÿ

Â ðàññìàòðèâàåìîé ìàòåìàòè÷åñêîé ìîäåëè Na+ è K+

ïåðåìåùàþòñÿ ÷åðåç êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó ïî èîííûì êà-
íàëàì, ÷åðåç Na+/K+-íàñîñ è êîòðàíñïîðòåðû NC è NKCC,
à Cl– — ÷åðåç êàíàëû è êîòðàíñïîðòåðû NC è NKCC. Òà-
êîé íàáîð òðàêòîâ îòðàæàåò îñíîâíûå ìåõàíèçìû ïåðåíî-
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ñà ìîíîâàëåíòíûõ èîíîâ, äîñòàòî÷íûå äëÿ ïîääåðæàíèÿ
õàðàêòåðíîãî äëÿ æèâîòíûõ êëåòîê ñòàöèîíàðíîãî ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ýòèõ èîíîâ ìåæäó öèòîïëàçìîé è ñðåäîé.
Íåòòî-ïîòîê ïî êàæäîìó èç ýòèõ òðàêòîâ íå ðàâåí íóëþ.
Ñóììà æå ïîòîêîâ ïî âñåì òðàêòàì äëÿ êàæäîãî âèäà
èîíîâ ïðè ñòàöèîíàðíîì èõ ðàñïðåäåëåíèè ðàâíà íóëþ.
Óðàâíåíèÿ áàëàíñà ïîòîêîâ K+, Na+ è Cl– èìåþò ñëåäóþ-
ùèé âèä:
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Ïåðâûå ÷ëåíû â ýòèõ óðàâíåíèÿõ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
ïîëíûå ïîòîêè ÷åðåç êàíàëû, ãäå pNa, pK è pCl ÿâëÿþòñÿ
ïðîíèöàåìîñòÿìè êàíàëîâ ïî Ãîëüäìàíó (Goldman,
1943; Jakobsson, 1980; Lew, Bookchin, 1986; Novotny, Ja-
kobsson , 1996; Âåðåíèíîâ è äð., 2004, 2006; Vereninov et
al., 2007). Áåçðàçìåðíûé ïîòåíöèàë u ñâÿçàí ñ ìåìáðàí-
íûì ïîòåíöèàëîì U â ìÂ ñîîòíîøåíèåì U = uRT/F. Ðàâ-
íîâåñíûé ïîòåíöèàë äëÿ K+ â óðàâíåíèè (2) ñâÿçàí ñ åãî
êîíöåíòðàöèÿìè ñîîòíîøåíèåì öK = ln([K+]o/[K+ )i]). Ïà-
ðàìåòð n ââåäåí â ïåðâûé ÷ëåí óðàâíåíèÿ (2) äëÿ ó÷åòà
ýôôåêòà íåãîëüäìàíîâñêîãî âûïðÿìëåíèÿ â K+-êàíàëàõ
(Hodgkin, Keynes, 1955). Â ñëó÷àå åñëè n = 1, ñïðàâåäëè-
âà îáû÷íàÿ ôîðìóëà Ãîëüäìàíà äëÿ ïîòîêà K+ ÷åðåç êà-
íàëû. ×ëåíû J

Na

P è I
K

P â óðàâíåíèÿõ (1) è (2) îòðàæàþò
âûõîäíîé ïîòîê Na+ è âõîäíîé ïîòîê K+ ÷åðåç
Na+/K+-íàñîñ. Ïðèíÿòî, ÷òî J I

Na

P

K

P= – .1 5 . Âõîäíîé ïîòîê
Na+ è âõîäíîé ïîòîê Cl– ñî ñòåõèîìåòðèåé 1 : 1 ÷åðåç
êîòðàíñïîðòåð NC â óðàâíåíèÿõ (1) è (3) ïðåäñòàâëåíû
÷ëåíîì INC. ×ëåí INKCC — ýòî âõîäíîé ïîòîê Na+, ðàâ-
íûé åìó âõîäíîé ïîòîê K+ è ïîëîâèíà âõîäíîãî ïîòîêà
Cl– ÷åðåç êîòðàíñïîðòåð NKCC, ïåðåíîñÿùèé ýòè èîíû
â ñîîòíîøåíèè 1 : 1 : 2 (Novotny, Jakobsson, 1996; Rus-
sell, 2000; Gamba, 2005). Âûõîäíûå ïîòîêè èîíîâ ÷åðåç
êîòðàíñïîðòåðû NC è NKCC ðàâíû JNC = fNC�INC è
JNKCC = fNKCC�INKCC. Êîýôôèöèåíòû fNC è fNKCC, îòðàæà-
þùèå ñîîòíîøåíèå êîíöåíòðàöèé K+, Na+ è Cl– â êëåòêå
è ñðåäå, îïðåäåëÿþòñÿ âûðàæåíèÿìè

fNC = [Na]i[Cl]i/([Na]o[Cl]o),

fNKCC = [Na]i[K]i[Cl]i[Cl]i/([Na]o[K]o[Cl]o[Cl]o).

Êîòðàíñïîðò NC ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ëèáî îäíèì ïå-
ðåíîñ÷èêîì òèïà TSC (ïî ãåííîé íîìåíêëàòóðå
SLC12A3) (Mount et al., 1998; Gamba, 2005), ëèáî äâóìÿ
ôóíêöèîíàëüíî ñâÿçàííûìè îáìåííèêàìè, òàêèìè êàê
NHE (SLC9A) è Cl–/HCO

3

– (SLC4) (Hoffmann, 1982; Rus-
sell, 2000). Êîòðàíñïîðò NKCC îñóùåñòâëÿåòñÿ ïåðåíîñ-
÷èêàìè ñåìåéñòâà SLC12A1, A2 (Mount et al., 1998; Rus-
sell, 2000; Gamba, 2005).

Ñèñòåìû ïåðåíîñà, â êîòîðûõ èìååò ìåñòî ýêâèâàëåí-
òíûé îáìåí èîíîâ îäíîãî âèäà ñ íóëåâûì íåòòî-ïîòîêîì,
â àíàëèçèðóåìîé ìîäåëè íå ðàññìàòðèâàþòñÿ. Áàëàíñî-
âûå óðàâíåíèÿ (1) è (3) íå âêëþ÷àþò â ñåáÿ òàêèå ïîòîêè.
Ñëåäóåò, îäíàêî, ïîìíèòü, ÷òî èõ âêëàä â ýêñïåðèìåí-
òàëüíî èçìåðÿåìûå îäíîíàïðàâëåííûå ïîòîêè ìîæåò
áûòü çíà÷èòåëüíûì (Hoffmann, 1982; Vereninov et al.,
2007) è ýòî ìîæåò ñîçäàâàòü òðóäíîñòè â îïðåäåëåíèè ïî-
òîêîâ ïî äðóãèì òðàêòàì.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðèíÿòî, ÷òî ICl — ýêñïåðèìåí-
òàëüíî èçìåðåííûé ïîòîê Cl–, âåëè÷èíà êîòîðîãî èñïîëü-
çóåòñÿ â ðàñ÷åòàõ êàê îäíà èç áàçîâûõ õàðàêòåðèñòèê, ñî-
äåðæèò òîëüêî êîìïîíåíòû, âõîäÿùèå â áàëàíñîâûå óðàâ-
íåíèÿ (1)—(3). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ïîòîê ICl íå ñîäåðæèò
êîìïîíåíòà, îòíîñÿùåãîñÿ ê ýêâèâàëåíòíîìó îáìåíó
Cl–/Cl–, è ìîæåò áûòü ïðåäñòàâëåí êàê ñóììà âõîäíûõ ïî-
òîêîâ ÷åðåç êàíàëüíûé è êîòðàíñïîðòåðíûå òðàêòû:
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ãäå öCl = ln([Cl]i/[Cl]o). Ïàðàìåòð f ââîäèòñÿ ïî ôîðìóëå
f = (fNC + bfNKCC)/(1 + b), à ïàðàìåòð b õàðàêòåðèçóåò ñî-
îòíîøåíèå âõîäíûõ ïîòîêîâ Cl– ÷åðåç êîòðàíñïîðòåðû
NKCC è NC:

b = 2INKCC/INC. (6)

Ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë u ìîæåò áûòü ñâÿçàí òàêæå ñ
îòíîøåíèåì âõîäíîãî è âûõîäíîãî ïîòîêîâ K+ ÷åðåç êà-
íàëû, åñëè èñïîëüçîâàòü èçâåñòíóþ ôîðìóëó Óññèíãà
(Ussing, 1949) èëè åå áîëåå îáùèé âàðèàíò, ïðåäóñìàòðè-
âàþùèé âîçìîæíîñòü ýôôåêòà âûïðÿìëåíèÿ â K+-êàíàëàõ
(Hodgkin, Keynes, 1955):
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íàëû ìîãóò áûòü íàéäåíû âû÷èòàíèåì èç ïîëíîãî ïîòî-
êà K+ ïîòîêîâ ÷åðåç íàíîñ è êîòðàíñïîðòåð NKCC:
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Ïîäñòàíîâêà ýòèõ ïîòîêîâ â ñîîòíîøåíèè (7) ïðèâîäèò ê
óðàâíåíèþ, ñâÿçûâàþùåìó ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë u ñ
ïîëíûì âõîäíûì ïîòîêîì K+, íàñîñíûì êàëèåâûì ïîòî-
êîì I

K

P , âõîäíûì ïîòîêîì INKCC è ñîîòíîøåíèåì êîíöåí-
òðàöèé K+, Na+ è Cl– â êëåòêå è ñðåäå (êîýôôèöèåíòîì
fNKCC):

{ – – ( )}exp[ ( – )]–I I I u n u
K K

P

NKCC
ϕ Κ

– { – ( )} .I f I u
K NKCC NKCC

= 0 (8)

Êîìáèíàöèÿ óðàâíåíèé (8) è (5) ïðèâîäèò ê òðàíñöåí-
äåíòíîìó óðàâíåíèþ äëÿ u, êîòîðîå ðåøàëè ÷èñëåííî

Ðàñ÷åò ïîòîêîâ K
+
, Na

+
è Cl

–
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ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ ïàðàìåòðîâ b è n ñ èñïîëüçîâà-
íèåì äàííûõ òàáë. 1. Ïðîíèöàåìîñòè êàíàëîâ è ïîòîêè
èîíîâ îïðåäåëÿëè ïîñëå ýòîãî ïî ïðèâåäåííûì âûøå
ôîðìóëàì ïîäñòàíîâêîé â íèõ íàéäåííîãî çíà÷åíèÿ ïî-
òåíöèàëà.

Àíàëèç áàëàíñà ïîòîêîâ â ðåàëüíîì ñëó÷àå

Â òàáë. 1 ïðåäñòàâëåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå,
ïî êîòîðûì áûë ïðîâåäåí ðàñ÷åò áàëàíñà ïàðöèàëüíûõ
ïîòîêîâ K+, Na+ è Cl– ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó
êëåòîê U937 â íîðìå è ïðè àïîïòîçå, âûçâàííîì 1 ìêÌ
ñòàóðîñïîðèíîì (Þðèíñêàÿ è äð., 2010). Äàííûå òàáë. 1
íå ïîçâîëÿþò îïðåäåëèòü, êàêîâî ñîîòíîøåíèå ïîòîêîâ
Cl– ïî òðàêòàì NC è NKCC, ò. å. ïàðàìåòð b, è èìååò ëè
ìåñòî ýôôåêò âûïðÿìëåíèÿ â K+-êàíàëàõ, ò. å. êàêîâî çíà-
÷åíèå ïàðàìåòðà n. Ïîýòîìó ðàñ÷åò ïðîâîäèëè äëÿ ðàçíûõ
b è n. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî â ñîîòâåòñòâèè ñ óðàâíå-
íèåì (1) áàëàíñ ïîòîêîâ âîçìîæåí ïðè âûïîëíåíèè óñëî-
âèé I I I

NKCC NC K

P+ ≤ ( . )1 5 è I J f
NC

max

Na

P

NC
< (– ) ( – )1 . Ìèíè-

ìàëüíî âîçìîæíîå çíà÷åíèå ïàðàìåòðà b, îïðåäåëÿåìîãî
êàê b I I

min
( )= 2

NKCC

min

NC

max , ñîîòâåòñòâóåò ñëó÷àþ pNa = 0. Áà-
ëàíñ ïîòîêîâ âîçìîæåí òîëüêî â îáëàñòè (2INKCC/INC) >
> bmin. Ñóùåñòâîâàíèå îãðàíè÷åíèÿ ñî ñòîðîíû ìàëûõ
çíà÷åíèé b ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî áåç NKCC áàëàíñ
ïîòîêîâ K+, Na+ è Cl– â êëåòêàõ ñ ðàññìàòðèâàåìûìè ñâîé-
ñòâàìè íå ìîæåò áûòü äîñòèãíóò, õîòÿ âåëè÷èíà ýòîãî
êîòðàíñïîðòà, êàê áóäåò ïîêàçàíî íèæå, ìîæåò áûòü ìà-
ëîé. Íàïðèìåð, äëÿ ñëó÷àÿ íîðìàëüíûõ êëåòîê áåç âû-
ïðÿìëåíèÿ â K+-êàíàëàõ I

NKCC

min ñîñòàâëÿåò ìåíåå 2 % îò
ïîëíîãî âõîäíîãî ïîòîêà êàëèÿ.

Â ïðåäåëüíîì ñëó÷àå, êîãäà â ñèñòåìå íåò òðàêòà NC,
â ïåðåíîñå K+, Na+ è Cl– ïðèíèìàþò ó÷àñòèå òîëüêî èîí-
íûå êàíàëû, íàñîñ è êîòðàíñïîðòåð NKCC è íåò ýôôåêòà
âûïðÿìëåíèÿ â K+-êàíàëàõ (n = 1), ðåøåíèå óêàçàííîé
âûøå ñèñòåìû óðàâíåíèé äàåò íàáîð çíà÷åíèé ïàðöèàëü-
íûõ ïîòîêîâ, êîýôôèöèåíòîâ ïðîíèöàåìîñòè è ìåìáðàí-
íîãî ïîòåíöèàëà, ïðåäñòàâëåííûé â òàáë. 2.

Åñëè ïðèíÿòü, ÷òî â K+-êàíàëàõ èìååò ìåñòî ýôôåêò
âûïðÿìëåíèÿ è n = 3, çíà÷åíèÿ ïîòîêîâ K+ ÷åðåç êàíàëû è
òðàêò NKCC è ñîîòâåòñòâåííî êîýôôèöèåíò ïðîíèöàåìî-
ñòè K+-êàíàëîâ ïîëó÷àþòñÿ èíûìè, ÷åì ïðè n = 1, òîãäà
êàê äðóãèå ïàðàìåòðû è ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë ïðàêòè-

÷åñêè íå èçìåíÿþòñÿ. Ñóùåñòâåííî, îäíàêî, ÷òî èçìåíå-
íèÿ ïðè àïîïòîçå îñíîâíûõ òðàêòîâ ïåðåíîñà, êðîìå
K+-êàíàëîâ, â ñðàâíèâàåìûõ ñëó÷àÿõ êà÷åñòâåííî îäèíà-
êîâû.
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Ò à á ë è ö à 1

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ âõîäíûõ ïîòîêîâ èîíîâ
è èõ êîíöåíòðàöèé â êëåòêàõ U937 â íîðìå è ïðè àïîïòîçå,

ïî êîòîðûì ðàññ÷èòàíû ïîòîêè èîíîâ
ïî ðàçëè÷íûì òðàêòàì è êîýôôèöèåíòû ïðîíèöàåìîñòè

êàíàëîâ, ïðèâåäåííûå â òàáë. 2 è íà ðèñóíêå

Óñëîâèå
IK I K

P ICl [Na+]i [K+]i [Cl–]i [Na+]o [K+]o [Cl–]o

ìêìîëü�ã–1�ìèí–1 êîíöåíòðàöèÿ, ìÌ

Íîðìà 4.36 3.67 32.5 39 126 41 140 5.8 116

Àïîïòîç 2.41 1.62 27.5 62 116 29 140 5.8 116

Ï ð è ì å ÷ à í è å. [Na+]i, [K+]i è [Cl–]i — êîíöåíòðàöèè èîíîâ â êëåò-
êå (ñ ïîäñòðî÷íûì èíäåêñîì o — â ñðåäå); IK — ïîëíûé âõîäíîé ïîòîê
K+, IK — ïîòîê K+, èíãèáèðóåìûé 0.1 ìÌ óàáàèíîì (íàñîñ); ICl — ïîë-
íûé âõîäíîé ïîòîê Cl–. Äàííûå ïîëó÷åíû, êàê îïèñàíî â íàøåé ïðåäøå-
ñòâóþùåé ðàáîòå, è îòíîñÿòñÿ ê êëåòêàì U937-160B2, àïîïòîç êîòîðûõ
âûçûâàëè ñòàóðîñïîðèíîì â êîíöåíòðàöèè 1 ìêÌ (Þðèíñêàÿ è äð.,
2010).

Ò à á ë è ö à 2

Âõîäíûå (I) è âûõîäíûå (J) ïîòîêè èîíîâ ïî ðàçëè÷íûì
òðàêòàì, ïðîíèöàåìîñòè èîííûõ êàíàëîâ (p) è ìåìáðàííûé

ïîòåíöèàë (U) ó êëåòîê U937 â íîðìå è ïðè àïîïòîçå

Ïîêàçàòåëü

Áåç âûïðÿìëåíèÿ,
n = 1

Ñ âûïðÿìëåíèåì,
n = 3

íîðìà àïîïòîç íîðìà àïîïòîç

Ìîäåëü NKCC

INKCC 0.148* 0.334 0.682 0.772

JNKCC –0.114 –0.179 –0.523 –0.414

JNa

P –5.51 –2.43 –5.51 –2.43

INa

G 6.06 2.55 5.92 2.32

J –0.59 –0.27 –0.57 –0.24

IK

P 3.67 1.62 3.67 1.62

IK

G 0.54 0.46 0.01 0.02

JK

G –4.25 –2.23 –3.84 –2.00

ICl

G 32.20 26.83 31.14 25.96

JCl

G –32.27 –27.14 –31.45 –26.67

pNa 0.027* 0.010 0.026 0.009

pk 0.058* 0.042 0.001 0.002

pCl 0.484* 0.509 0.470 0.497

U –27.4 –37.7 –27.6 –38.1

Ìîäåëü NKCC+NC

INC 0.287 0.645 1.361 1.538

JNC –0.028 –0.070 –0.133 –0.166

INKCC 0.143 0.323 0.681 0.769

JNKCC –0.110 –0.173 –0.522 –0.412

JNa

P –5.51 2.43 –5.51 –2.43

INa

G 5.77 1.90 4.54 0.78

JNa

G –0.56 –0.20 –0.42 –0.08

IK

P 3.67 1.62 3.67 1.62

IK

G 0.55 0.47 0.01 0.02

JK

G –4.25 –2.24 –3.84 –2.00

ICl

G 31.93 26.21 29.78 24.42

JCl

G –32.25 –27.08 –31.32 –26.51

pNa 0.026 0.007 0.020 0.003

pK 0.059 0.043 0.001 0.002

pCl 0.482 0.503 0.461 0.484

U –27.6 –38.3 –28.7 –39.6

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïîäñòðî÷íûìè è íàäñòðî÷íûìè èíäåêñàìè ïîêàçà-
íû èîíû è òðàêòû, ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ ïîòîêè: ñèñòåìû êîòðàíñïîðòà
NKCC, NC, êàíàëû — G è íàñîñ — P. INKCC — ýòî âõîäíîé ïîòîê Na+,
ðàâíûé åìó âõîäíîé ïîòîê K+ è ïîëîâèíà âõîäíîãî ïîòîêà Cl– ÷åðåç
êîòðàíñïîðòåð NKCC. Âû÷èñëåííûå çíà÷åíèÿ ñîîòâåòñòâóþò ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûì çíà÷åíèÿì, ïðèâåäåííûì â òàáë. 1. Ðàñ÷åò ïðîâåäåí ñ ó÷å-
òîì è áåç ó÷åòà ýôôåêòà âûïðÿìëåíèÿ â êàëèåâûõ êàíàëàõ äëÿ äâóõ ñëó-
÷àåâ, êîãäà â êëåòêå èìååòñÿ ëèøü îäèí êîòðàíñïîðòåð NKCC èëè êîãäà
îäíîâðåìåííî ïðèñóòñòâóþò NCKK è NC ñ îäèíàêîâûìè ïîòîêàìè Cl–

÷åðåç íèõ (INKCC = 0.5�INC). Ðàçìåðíîñòü ïîòîêîâ I, J —
ìêìîëü�ã–1

�ìèí–1, êîýôôèöèåíòîâ ïðîíèöàåìîñòè pNa, pK, pCl ìåì-
áðàííîãî ïîòåíöèàëà U — ìÂ. Ïðèíÿòî, ÷òî èçìåðåííûé ïîòîê Cl– íå ñî-
äåðæèò êîìïîíåíòà, îòíîñÿùåãîñÿ ê ñèñòåìå ýêâèâàëåíòíîãî îáìåíà.
Çâåçäî÷êàìè îòìå÷åíû ðåïåðíûå çíà÷åíèÿ äëÿ ïðèâåäåííûõ íà ðèñóíêå
áåçðàçìåðíûõ âåëè÷èí.
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Çàâèñèìîñòü ðàñ÷åòíîãî çíà÷åíèÿ ïðîíèöàåìîñòåé äëÿ êàíàëîâ Na+, K+ è Cl– (à, á), ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà U (â, ã) è âõîäíûõ ïî-
òîêîâ ÷åðåç êîòðàíñïîðòåðû NKCC è NC (ä, å) îò ñîîòíîøåíèÿ âõîäíûõ ïîòîêîâ Cl– ïî òðàêòó NKCC è NC.

×åðíûå çíà÷êè ñîîòâåòñòâóþò àïîïòîçíûì, à ñâåòëûå — íîðìàëüíûì êëåòêàì. à, â, ä — êàëèåâûå êàíàëû «áåç âûïðÿìëåíèÿ» (n = 1); á, ã, å — êàëèå-
âûå êàíàëû «ñ âûïðÿìëåíèåì» (n = 3). Èçìåíåíèÿ pNa, pK, pCl, INKCC ïîêàçàíû ïî îòíîøåíèþ ê ñîîòâåòñòâóþùèì çíà÷åíèÿì ó íîðìàëüíûõ êëåòîê, îò-

ìå÷åííûì â òàáë. 2 çâåçäî÷êîé. Ïîòîê INC ïðèâåäåí ïî îòíîøåíèþ ê ïîòîêó INKCC, îòìå÷åííîìó â òàáë. 2 çâåçäî÷êîé.



Êîãäà â ñèñòåìå åñòü äâà êîòðàíñïîðòåðà, NKCC è
NC, ðåøåíèå ñèñòåìû óðàâíåíèé (5) è (8) çàâèñèò îò ñîîò-
íîøåíèÿ ïîòîêîâ ïî ýòèì òðàêòàòàì, êîòîðîå õàðàêòåðè-
çóåòñÿ ïàðàìåòðîì b. Â òàáë. 2 ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû äëÿ
÷àñòíîãî ñëó÷àÿ b = 1, à íà ðèñóíêå ïîêàçàíî, êàê âû÷èñ-
ëÿåìûå çíà÷åíèÿ êîýôôèöèåíòîâ ïðîíèöàåìîñòè, ïàðöè-
àëüíûå ïîòîêè è ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë èçìåíÿþòñÿ ïðè
âàðèàöèè ñîîòíîøåíèÿ ïîòîêîâ ïî òðàêòàì NKCC è NC â
øèðîêîì èíòåðâàëå. Ìîæíî âèäåòü (ñì. ðèñóíîê, à, á),
÷òî ïðè óìåíüøåíèè b íàñòóïàåò ìîìåíò, êîãäà ïîòîê Na+

÷åðåç êàíàëû ñòàíîâèòñÿ èñ÷åçàþùå ìàëûì, pNa ïðèáëè-
æàåòñÿ ê íóëþ è äàëåå ïåðåõîäèò â çàïðåùåííóþ îáëàñòü
îòðèöàòåëüíûõ çíà÷åíèé. Ñóùåñòâîâàíèå ïðåäåëà, êàê
óæå îòìå÷àëîñü âûøå, îçíà÷àåò íåâîçìîæíîñòü áàëàíñà
ïîòîêîâ ïðè ïðîèçâîëüíîì ñîîòíîøåíèè ïîòîêîâ ïî òðàê-
òàì NKCC è NC. Êàê ïîêàçûâàþò ïðåäñòàâëåííûå äàí-
íûå, ó íîðìàëüíûõ è àïîïòîçíûõ êëåòîê ïðåäåëüíî äîïó-
ñòèìûå çíà÷åíèÿ b ðàçëè÷àþòñÿ. Ýòî ñâÿçàíî ñ ðàçíûìè
çíà÷åíèÿìè èñõîäíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ äëÿ
íîðìàëüíûõ è àïîïòîçíûõ êëåòîê (òàáë. 1). Ïðåäåëüíîå
çíà÷åíèå b èçìåíÿåòñÿ è â òîì ñëó÷àå, êîãäà ââîäèòñÿ ýô-
ôåêò âûïðÿìëåíèÿ â K+-êàíàëàõ.

Ñóùåñòâåííî ëè ñêàçûâàåòñÿ íåîïðåäåëåííîñòü â âû-
áîðå b íà ïîëó÷àåìûõ ðàñ÷åòîì çíà÷åíèÿõ êîýôôèöèåí-
òîâ ïðîíèöàåìîñòè è ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà? Íåòðóäíî
âèäåòü, ÷òî çíà÷åíèÿ pK è pCl ïðè øèðîêèõ âàðèàöèÿõ b èç-
ìåíÿþòñÿ âñåãî íà 10—20 %, à çíà÷åíèå ìåìáðàííîãî ïî-
òåíöèàëà — íà 2—5 ìÂ. Òîëüêî pNa èçìåíÿåòñÿ ñóùåñò-
âåííî â îáëàñòè ìàëûõ çíà÷åíèé b.

Ïðè ââåäåíèè ýôôåêòà âûïðÿìëåíèÿ â K+-êàíàëàõ, åñ-
òåñòâåííî, èçìåíÿåòñÿ ñîîòíîøåíèå ìåæäó ïðÿìûì è îá-
ðàòíûì ïîòîêàìè K+ ÷åðåç êàíàëû, èçìåíÿþòñÿ çíà÷åíèÿ
pK è ïîòîêà K+ ïî òðàêòó NKCC. Ðàñ÷åòíûå çíà÷åíèÿ êî-
ýôôèöèåíòîâ ïðîíèöàåìîñòè pNa, pCl è ìåìáðàííîãî ïî-
òåíöèàëà èçìåíÿþòñÿ ïðè ýòîì íåçíà÷èòåëüíî.

Çíà÷åíèå ïàðàìåòðà b íàèáîëåå ñóùåñòâåííî îòðàæà-
åòñÿ íà ñîîòíîøåíèè ïàðöèàëüíûõ ïîòîêîâ ïî òðàêòàì
NKCC è NC. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïîòîê Cl– ÷åðåç NKCC
îêàçûâàåòñÿ ìàëûì ïî ñðàâíåíèþ ñ îáùèì ïîòîêîì Cl– âî
âñåé îáëàñòè çíà÷åíèé b. Òàê íàïðèìåð, ïðè b = 10 îí ñî-
ñòàâëÿåò òîëüêî 1 % îò ICl, è ýòî ìàêñèìàëüíî âîçìîæíàÿ
âåëè÷èíà ïðè îòñóòñòâèè ýôôåêòà âûïðÿìëåíèÿ â Ka+-êà-
íàëàõ. Â ïðîòèâîïîëîæíîì ñëó÷àå, åñëè, íàïðèìåð, INC â
40 ðàç áîëüøå, ÷åì INKCC, àáñîëþòíîå çíà÷åíèå INC ñîñòàâ-
ëÿåò 5.9 ìêìîëü�ã–1�ìèí–1 (40�0.148 = 5.9), ò. å. 18 % ïîë-
íîãî âõîäíîãî ïîòîêà Cl–, ðàâíîãî 32.5 ìêìîëü�ã–1�ìèí–1

(òàáë. 1). Òàêèì îáðàçîì, ïðè INC � INKCC ïàðöèàëüíûé
ïîòîê INC ìîæåò áûòü âûäåëåí èíãèáèòîðíûì àíàëèçîì,
òîãäà êàê ïðè INKCC � INC ïîòîê INKCC ñëèøêîì ìàë, ÷òî-
áû åãî ìîæíî áûëî çàìåòèòü íà ôîíå áîëüøîãî îáùåãî
ïîòîêà Cl–.

Èçìåíåíèÿ â îñíîâíûõ òðàêòàõ ïåðåíîñà K+,
Na+ è Cl– ïðè àïîïòîçå êëåòîê U937,
âûçâàííîì 1 ìêÌ ñòàóðîñïîðèíîì

Ïîëó÷åííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå è ðàñ÷åòíûå äàííûå
ïîçâîëÿþò îïðåäåëèòü, ñ èçìåíåíèÿìè êàêèõ òðàêòîâ ìî-
ãóò áûòü ñâÿçàíû èçìåíåíèÿ èîííîãî è âîäíîãî áàëàíñà ó
ðàññìàòðèâàåìûõ êëåòîê. Â ïðåäøåñòâóþùåé ðàáîòå
(Þðèíñêàÿ è äð., 2010) ïîêàçàíî, ÷òî èçìåíåíèå ïðè
àïîïòîçå âîäíîãî áàëàíñà êëåòêè, ñîäåðæàíèÿ ìîíîâà-
ëåíòíûõ èîíîâ è èõ ïîòîêîâ îáóñëîâëåíî íå òîëüêî èçìå-
íåíèåì ïðîíèöàåìîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû, íî è èçìå-

íåíèåì ñîäåðæàíèÿ â êëåòêå íå ïðîíèêàþùèõ ÷åðåç ìåì-
áðàíó âíóòðèêëåòî÷íûõ îñìîëèòîâ. Íà óìåíüøåíèå ïðè
àïîïòîçå àêòèâíîñòè Na+/K+-íàñîñà äîñòàòî÷íî îïðåäå-
ëåííî óêàçûâàåò óìåíüøåíèå èíãèáèðóåìîãî óàáàèíîì
âõîäíîãî ïîòîêà I

K

P (Vereninov et al., 2008; Þðèíñêàÿ è
äð., 2010). Ñóäèòü îá èçìåíåíèè ñâîéñòâ äðóãèõ òðàêòîâ,
â ÷àñòíîñòè èîííûõ êàíàëîâ è ñèñòåì êîòðàíñïîðòà, ìîæ-
íî ïî ïàðàìåòðàì, ïîëó÷åííûì â ðåçóëüòàòå ðàñ÷åòà. Íàè-
áîëåå èíòåðåñíûì è íîâûì çäåñü ÿâëÿåòñÿ óìåíüøåíèå
èíòåãðàëüíîé ïðîíèöàåìîñòè Na+-êàíàëîâ (pNa), êîòîðîå
èìååò ìåñòî âî âñåõ ðàññìîòðåííûõ ñëó÷àÿõ (ñì. ðèñóíîê,
à, á) è êîòîðîå ÿâëÿåòñÿ ãëàâíîé ïðè÷èíîé îòñóòñòâèÿ íà-
áóõàíèÿ êëåòêè è äàæå åå äåãèäðàòàöèè, íåñìîòðÿ íà ñíè-
æåíèå àêòèâíîñòè Na+/K+-íàñîñà. Ýòîò âûâîä îñòàåòñÿ â
ñèëå íåçàâèñèìî îò ïðèíèìàåìûõ äîïóùåíèé îòíîñè-
òåëüíî ñîîòíîøåíèÿ ïîòîêîâ ïî òðàêòàì NKCC è NC è
ýôôåêòà âûïðÿìëåíèÿ â K+-êàíàëàõ. Ðàñ÷åò ïîêàçûâàåò,
÷òî èíòåãðàëüíàÿ ïðîíèöàåìîñòü K+-êàíàëîâ â ðàññìàòðè-
âàåìîì ñëó÷àå íåñêîëüêî óìåíüøàåòñÿ, åñëè îòñóòñòâóåò
âûïðÿìëåíèå â K+-êàíàëàõ, è óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè íàëè÷èè
ýôôåêòà âûïðÿìëåíèÿ (òàáë. 2). Èíòåãðàëüíàÿ ïðîíèöàå-
ìîñòü Cl–-êàíàëîâ, îöåíèâàåìàÿ ïî pCl, â èññëåäîâàííîì
ñëó÷àå ñóùåñòâåííî íå èçìåíÿåòñÿ. Èçìåíåíèå ïðè àïîï-
òîçå âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ Cl– ñëåäóåò ñâÿçûâàòü
ñ ãèïåðïîëÿðèçàöèåé êëåòêè ïðèìåðíî íà 10 ìÂ (ñì. ðè-
ñóíîê, â, ã). Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, ïðè àïîïòî-
çå ïðîèñõîäèò äåïîëÿðèçàöèÿ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû
êëåòêè (Bortner et al., 2001; Düssmann et al., 2003; Franco et
al., 2006). Ýòî ðàñõîæäåíèå ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî îñî-
áåííîñòÿìè êëåòîê èëè ðàçíûìè ñòàäèÿìè àïîïòîçà, íî
ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî è íåàäåêâàòíîñòüþ èñïîëüçîâàí-
íîé íàìè ìîäåëè. Ñïåöèàëüíûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî äåïî-
ëÿðèçàöèþ êëåòêè ìîæíî ïîëó÷èòü ïðè òåõ æå èñõîäíûõ
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, åñëè ââåñòè â ìîäåëü êîòðàí-
ñïîðòåð KCC è ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî ïðè àïîïòîçå êîòðàí-
ñïîðò K+-Cl– óìåíüøàåòñÿ. Èç âûðàæåíèÿ (7) ìîæíî âûâå-
ñòè ôîðìóëó äëÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà U â ñëó÷àå
ïðè íàëè÷èè â ñèñòåìå òðåõ êîòðàíñïîðòåðîâ:
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(9)

ãäå IKC — âõîäíîé ïîòîê K+ è Cl– ÷åðåç êîòðàíñïîðòåð
KCC, à fKC îïðåäåëÿåòñÿ êàê fKC = [K]i[Cl]i/([K]o[Cl]o).
Óìåíüøåíèå IKC ïðè àïîïòîçå ñîãëàñíî ôîðìóëå (9)
ïðèâîäèò ê äåïîëÿðèçàöèè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû
êëåòêè.

Ðàíåå âûñêàçûâàëîñü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî âàæ-
íóþ ðîëü â àïîïòîçíîé äåãèäðàòàöèè êëåòêè èãðàþò èç-
ìåíåíèÿ â ñèñòåìàõ êîòðàíñïîðòà NKCC è NC (Âåðåíè-
íîâ è äð., 2004, 2006; Vereninov et al., 2007). Ïðåäñòàâëåí-
íûå âûøå ðàñ÷åòû ïîäòâåðæäàþò, ÷òî áåç ýòèõ ñèñòåì
ðåàëüíî íàáëþäàåìûå áàëàíñ ïîòîêîâ K+, Na+ è Cl– è íå-
ðàâíîâåñíîå ñòàöèîíàðíîå ðàñïðåäåëåíèå Cl– íåâîçìîæ-
íû. Âìåñòå ñ òåì âûÿñíÿåòñÿ, ÷òî ïîòîêè ïî ýòèì òðàêòàì
ìîãóò áûòü íåáîëüøèìè. Ýòè ïîòîêè òðóäíî âûÿâèòü è
èññëåäîâàòü ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà. Êàê ïî-
êàçûâàþò ïðèâåäåííûå ðàñ÷åòû, ïðè àïîïòîçå ýòè ïîòîêè
íå èçìåíÿþòñÿ èëè íåñêîëüêî âîçðàñòàþò, íî èçìåíÿåòñÿ
ëè ïðè ýòîì ñîîòíîøåíèå ìåæäó ïîòîêàìè ïî òðàêòàì
NKCC è NC, â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñêàçàòü íåâîçìîæíî.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
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09-04-00301à) è òîãî æå ôîíäà ñîâìåñòíî ñ Ãåðìàíèåé
(ôîíä DFG, ïðîåêò 436 RUS 113/488/0-2R è ÐÔÔÈ
06-04-04000).
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COMPUTATION OF THE K+, Na+ AND Cl– FLUXES THROUGH PLASMA MEMBRANE OF ANIMAL

CELL WITH Na+/K+ PUMP, NKCC, NC COTRANSPORTERS, AND IONIC CHANNELS

WITH AND WITHOUT NON-GOLDMAN RECTIFICATION IN K+ CHANNELS.

NORMA AND APOPTOSIS

A. A. Rubashkin, V. E. Yurinskaya, A. A. Vereninov1

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg; e-mail: verenino@mail.ru

The balance of K+, Na+ and Cl– fluxes through cell membrane with the Na+/K+ pump, ion channels and
NKCC and NC cotransporters is considered. It is shown that all unidirectional K+, Na+ and Cl– fluxes through
cell membrane, permeability coefficients of ion channels and membrane potential can be computed for balanced
ion distribution between cell and the medium if K+, Na+ and Cl– concentration in cell water and three fluxes are
known: total Cl– flux, total K+ influx and ouabain-inhibitable «pump» component of the K+ influx. Changes in
the mortovalent ion balance in lymphoid cells U937 induced to apoptosis by 1 ìM staurosporine are analyzed as
an example. It is found that the apoptotic shift in ion and water balance in studied cells is caused by a decrease in
the pump activity which is accompanied by a decrease in the integral permeability of Na+ channels without sig-
nificant increase in K+ and Cl– channel permeabilities. Computation shows that only a small part of the total flu-
xes of K+, Na+ and Cl– accounts for the fluxes via NKCC and NC cotransporters. Therefore, cotransport fluxes
can not be studied using inhibitors.

K e y w o r d s: cell ion and water balance, apoptosis, ion channels, ion transporters, Cl– fluxes.
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