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ïðè àïîïòîçå êëåòîê U937

Ïðîâåäåíû ïëàìåííî-ýìèññèîííûå è ðàäèîèçîòîïíûå èññëåäîâàíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ K+, Na+, Cl– è
ïîòîêîâ K+(Rb+) è Cl– ïðè àïîïòîçå êëåòîê U937, âûçâàííîì ñòàóðîñïîðèíîì (0.2 èëè 1 ìêÌ). Ïîêàçàíî,
÷òî îáùåå óìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ îñìîëèòîâ, ïðèâîäÿùåå ê äåãèäðàòàöèè êëåòîê, îáóñëîâëåíî íà 2/3
óìåíüøåíèåì ñóììàðíîãî ñîäåðæàíèÿ ìîíîâàëåíòíûõ èîíîâ è íà 1/3 óìåíüøåíèåì ñîäåðæàíèÿ äðóãèõ
îñìîëèòîâ. Èçìåíåíèå ñóììàðíîãî ñîäåðæàíèÿ ìîíîâàëåíòíûõ èîíîâ ñêëàäûâàåòñÿ èç óìåíüøåíèÿ ñî-
äåðæàíèÿ K+ è Cl– è óâåëè÷åíèÿ ñîäåðæàíèÿ Na+. Ïîêàçàíî, ÷òî ñêîðîñòü âõîäà è âûõîäà èç êëåòîê 22Na,
36Cl è Rb+ ñóùåñòâåííî âûøå ñêîðîñòè èçìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ èîíîâ ïðè àïîïòîçå.
Ýòî äàåò îñíîâàíèå èñïîëüçîâàòü äëÿ ðàñ÷åòà èîííîãî è âîäíîãî áàëàíñà êëåòêè ïðè àïîïòîçå óðàâíåíèÿ
áàëàíñà âõîäíûõ è âûõîäíûõ ïîòîêîâ. Ñóäÿ ïî èçìåíåíèþ óàáàèí-÷óâñòâèòåëüíîãî è óàáàèí-ðåçèñòåíò-
íîãî êîìïîíåíòîâ âõîäíîãî ïîòîêà Rb+(K+), ïðè àïîïòîçå, âûçâàííîì ó êëåòîê U937 ñòàóðîñïîðèíîì â
êîíöåíòðàöèè 0.2 ìêÌ, íàèáîëåå ñóùåñòâåííîå çíà÷åíèå â ïåðåñòðîéêå èîííîãî áàëàíñà èìååò óâåëè÷å-
íèå ïîòîêà K+ ÷åðåç êàíàëû, à ïðè àïîïòîçå, âûçâàííîì 1 ìêÌ ñòàóðîñïîðèíîì, — ñíèæåíèå àêòèâíîñòè
Na+/K+-íàñîñà. Ñíèæåíèå ñòàöèîíàðíîãî óðîâíÿ Cl– â êëåòêå ïðè àïîïòîçå â 1.4—1.8 ðàçà ñîïðîâîæäàåò-
ñÿ óìåíüøåíèåì ñòàöèîíàðíîãî îáìåííîãî ïîòîêà Cl– â 1.2—1.6 ðàçà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àïîïòîç, èîííûå òðàíñïîðòåðû, èîííûå êàíàëû, ïîòîêè K+, Na+, Cl–.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÒÕÓ — òðèõëîðóêñóñíàÿ êèñëîòà, Bum — áóìåòàíèä, DIDS — 4,
4�-äèèçîöèàíî-2, 2�-ñòèëüáåí-äèñóëüôîíîâàÿ êèñëîòà, NPPB — 5-íèòðî-2-(3-ôåíèëïðîïèëàìèíî)áåí-
çîéíàÿ êèñëîòà, STS — ñòàóðîñïîðèí.

Ïðîãðàììèðóåìîå ðàçðóøåíèå êëåòîê ïðè àïîïòîçå
îòëè÷àåòñÿ îò ðàçðóøåíèÿ â ðåçóëüòàòå íåñïåöèôè÷åñêîãî
ïîâðåæäåíèÿ òåì, ÷òî ïðè àïîïòîçå íåò îñìîòè÷åñêîãî
ëèçèñà êëåòêè. Â ðåãóëÿöèè âîäíîãî áàëàíñà êëåòêè ïðè
àïîïòîçå, êàê è â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ, ïåðâîñòåïåííóþ
ðîëü èãðàþò ìîíîâàëåíòíûå èîíû. Âñå èññëåäîâàòåëè
ñõîäÿòñÿ íà òîì, ÷òî ïðè àïîïòîçå ñíèæàåòñÿ âíóòðèêëå-
òî÷íîå ñîäåðæàíèå K+. Îäíàêî êàê ñîîòíîñèòñÿ ñíèæåíèå
ñîäåðæàíèÿ K+ ñî ñíèæåíèåì ñîäåðæàíèÿ äðóãèõ îñìîëè-
òîâ è âîäû, êàêîâû ìåõàíèçìû ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ ìîíî-
âàëåíòíûõ èîíîâ ïðè àïîïòîçå, èññëåäîâàíî íåäîñòàòî÷-
íî, õîòÿ ðîëü ìîíîâàëåíòíûõ èîíîâ â ðåãóëÿöèè àïîïòîçà
èíòåðåñóåò â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìíîãèõ èññëåäîâàòåëåé
(Yu, 2003; Burg et al., 2006; Okada et al., 2006; Øèðîêîâà,
2007; Bortner, Cidlowski, 2007; Lang et al., 2008; Hoffmann
et al., 2009). Ïðåäûäóùèå íàøè ðàáîòû áûëè ïîñâÿùåíû
èññëåäîâàíèþ èçìåíåíèé ïðè àïîïòîçå ðàñïðåäåëåíèÿ è
ïîòîêîâ ìîíîâàëåòíûõ êàòèîíîâ (Âåðåíèíîâ è äð., 2004;
Yurinskaya et al., 2005a, 2005b; Vereninov et al., 2007,
2008). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðèâîäÿòñÿ äàííûå, ïîëó÷åí-
íûå ïðè èññëåäîâàíèè ïîòîêîâ è ðàñïðåäåëåíèÿ íå òîëüêî
K+ è Na+, íî îäíîâðåìåííî è Cl–. Ýòî ïîçâîëèëî îöåíèòü
èçìåíåíèå ïðè àïîïòîçå ñîäåðæàíèÿ êàê ìîíîâàëåíòíûõ
èîíîâ, òàê è äðóãèõ âíóòðèêëåòî÷íûõ îñìîëèòîâ. Èññëå-
äîâàíèå ïîòîêîâ Cl– è Rb+ áûëî íåîáõîäèìî äëÿ òîãî,

÷òîáû ïîëó÷èòü áàçîâûå äàííûå, ïîçâîëÿþùèå ñâÿçàòü
ïîòîêè âñåõ ãëàâíûõ ìîíîâàëåíòíûõ èîíîâ, è ïóòåì àíà-
ëèçà îáùåãî áàëàíñà ïîòîêîâ ïîäîéòè ê âûÿñíåíèþ ìåõà-
íèçìà ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ èîíîâ ïðè àïîïòîçå. Ðàñ÷åò áà-
ëàíñà ïîòîêîâ ðàññìàòðèâàåòñÿ â ñëåäóþùåé ñòàòüå (Ðó-
áàøêèí è äð., 2010).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè íà äâóõ ñóáëèíèÿõ êëåòîê
ãèñòèîöèòàðíîé ëèìôîìû ÷åëîâåêà U937: êëåòêè
U937-160B2 ïîëó÷åíû èç êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ, à êëåòêè U937-DSMZ — èç
Ãåðìàíñêîé êîëëåêöèè ìèêðîîðãàíèçìîâ è êëåòî÷íûõ
êóëüòóð (DSMZ). Ñóùåñòâåííûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ñóáëè-
íèÿìè ïî ïîêàçàòåëÿì, êîòîðûå èçó÷àëè â íàñòîÿùåé ðà-
áîòå, íå íàáëþäàëîñü. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óêàçàí-
íûå êëåòî÷íûå ñóáëèíèè ðàçëè÷àþòñÿ ïî âåëè÷èíå ïîòî-
êîâ ÷åðåç Na+/K+-íàñîñ (Vereninov et al., 2008). Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå RPMI 1640 (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñî-
äåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êîðîâû (HyClo-
ne Standard, ÑØÀ), ïðè 37 °Ñ è 5 % CO2. Ïëîòíîñòü êëå-
òî÷íîé ñóñïåíçèè â ýêñïåðèìåíòàõ ñîñòàâëÿëà
(1.0—1.5)�106 êë./ìë. Äëÿ èíäóêöèè àïîïòîçà â êóëüòó-
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ðàëüíóþ ñðåäó âíîñèëè ñòàóðîñïîðèí (STS; Sigma-Aldrich,
Ãåðìàíèÿ) â êîíöåíòðàöèè 0.2 èëè 1 ìêÌ è âûäåðæèâàëè
4—5 ÷. Èñõîäíûì áûë 0.2 ìÌ ðàñòâîð STS â DMSO. Êî-
íå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ DMSO íå ïðåâûøàëà 0.1—0.5 %.
Äëÿ èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà èîííûõ ïîòîêîâ èñïîëüçîâà-
ëè óàáàèí (0.1 ìÌ), áóìåòàíèä (0.05 ìÌ), DIDS (0.5 ìÌ)
è NPPB (0.25 ìÌ) (Sigma-Aldrich, Ãåðìàíèÿ).

Ñîäåðæàíèå âíóòðèêëåòî÷íîé âîäû îïðåäåëÿëè ïî
ïëàâó÷åé ïëîòíîñòè êëåòîê â ãðàäèåíòå Ïåðêîëëà. Ãðàäè-
åíò ïëîòíîñòè ãîòîâèëè íà îñíîâå 35—40%-íîãî Ïåðêîë-
ëà (Pharmacia, Øâåöèÿ), êàê îïèñàíî ðàíåå (Âåðåíèíîâ
è äð., 2004). Ñãóùåííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê ((3—5)�106

êëåòîê â 100—200 ìêë) íàñëàèâàëè íà ïîâåðõíîñòü ãðàäè-
åíòà Ïåðêîëëà è öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 400 g.
Ïëàâó÷óþ ïëîòíîñòü êëåòîê îïðåäåëÿëè ïî îòíîøåíèþ ê
ìàðêåðàì ïëîòíîñòè (1.033, 1.049 è 1.062 ã/ìë, Sigma-Ald-
rich, Ãåðìàíèÿ). Ñîäåðæàíèå âîäû íà 1 ã áåëêà (v) ðàññ÷è-
òûâàëè ïî ôîðìóëå v = (1 – ñ/ññóõ.)/[0.79(p – 1)], ãäå ñ —
ïëàâó÷àÿ ïëîòíîñòü êëåòîê, ññóõ. — ïëîòíîñòü ñóõîé ìàñ-
ñû êëåòêè. Ïëîòíîñòü ñóõîé ìàññû êëåòêè ïðèíèìàëè
ðàâíîé 1.35 ã/ìë, à äîëþ áåëêà â ñóõîé ìàññå — ðàâíîé
0.79. Èñïîëüçîâàííûé íàìè ìåòîä îïðåäåëåíèÿ âíóòðè-
êëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ âîäû ñóùåñòâåííî ÷óâñòâèòåëü-
íåå ðàñïðîñòðàíåííîãî ìåòîäà, îñíîâàííîãî íà ñîïîñòàâ-
ëåíèè ñîäåðæàíèÿ â êëåòî÷íîì îñàäêå ìàðêåðîâ, ïðîíè-
êàþùèõ è íå ïðîíèêàþùèõ â êëåòêó. Òàê, èçìåíåíèå
âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ âîäû íà 10 % ñîîòâåòñòâó-
åò èçìåíåíèþ ïëàâó÷åé ïëîòíîñòè êëåòîê íà 0.005 ã/ìë è
ïðèâîäèò ê ëåãêî ðåãèñòðèðóåìîìó â íàøèõ óñëîâèÿõ
ñìåùåíèþ êëåòîê â ïðîáèðêå íà 1 ñì.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ
èîíîâ êëåòêè îñàæäàëè, ïðîìûâàëè ïÿòèêðàòíî 96 ìÌ
ðàñòâîðîì MgCl2 áåç ðåñóñïåíäèðîâàíèÿ è ëèçèðîâàëè
5%-íûì ðàñòâîðîì òðèõëîðóêñóñíîé êèñëîòû (ÒÕÓ). Ñî-
äåðæàíèå êàòèîíîâ â íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè îïðåäåëÿëè
ïëàìåííî-ýìèññèîííûì ìåòîäîì íà ñïåêòðîôîòîìåòðå
Ïåðêèí-Ýëìåð ÀÀ 306. Ðàäèîàêòèâíîñòü 36Cl â íåé èçìå-
ðÿëè â æèäêîì ñöèíòèëëÿòîðå íà àíàëèçàòîðå Beckman
LS 6500. Âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå èîíîâ Cl– îöåíè-
âàëè ïî ðàñïðåäåëåíèþ ìåæäó êëåòêàìè è ñðåäîé èçîòîïà
36Cl. Îñàäîê ïîñëå óäàëåíèÿ íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè ðàñ-
òâîðÿëè â 0.1 í. NaOH è àíàëèçèðîâàëè íà ñîäåðæàíèå
áåëêà ïî ìåòîäó Ëîóðè. Ñîäåðæàíèå èîíîâ ðàññ÷èòûâàëè
â ìêìîëü íà 1 ã êëåòî÷íîãî áåëêà.

Êîíñòàíòû ñêîðîñòè îáìåíà èîíîâ ìåæäó êëåòêîé è
ñðåäîé îïðåäåëÿëè ïî êðèâûì âõîäà è âûõîäà èîíîâ. Ïðè
èçìåðåíèè âõîäíûõ ïîòîêîâ Rb+ è Li+ â êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó âíîñèëè RbCl (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ 2.5 ìÌ) è
LiCl (5 ìÌ). Âðåìÿ èíêóáàöèè ñ Rb+ â ïðèñóòñòâèè
0.1 ìÌ óàáàèíà èëè áåç íåãî ñîñòàâëÿëî 10 ìèí. Áîëåå
äëèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ ñ óàáàèíîì, êàê áûëî ïîêàçàíî ðà-
íåå (Vereninov et al., 2007), ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó
óâåëè÷åíèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ Na+. Êèíåòè-
êó âõîäà Na+ è Cl– îöåíèâàëè ïî ïîñòóïëåíèþ â êëåòêè
èçîòîïîâ 22Na è 36Cl. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ êèíåòèêè âûõîäà
èîíîâ êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî íàãðóæàëè â òå÷åíèå 20 ÷ â
ñðåäå RPMI, ñîäåðæàùåé RbCl (1 ìÌ), è äîïîëíèòåëüíî
1.5 ÷ â ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì LiCl (5 ìÌ) è èíäèêàòîðíûõ
êîëè÷åñòâ èçîòîïîâ 36Cl (d4.4�103 Áê/ìë; Èçîòîï, Ðîññèÿ)
è 22Na. Ðàáîòà ñ 22Na îïèñàíà ðàíåå (Vereninov et al., 2007).
Ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî âõîä è âûõîä èíäèêàòîðíûõ êîëè-
÷åñòâ èîíîâ ìåæäó êëåòêîé è ñðåäîé ïîä÷èíÿþòñÿ óðàâ-
íåíèÿì ïðîñòîé ýêñïîíåíöèàëüíîé êèíåòèêè: y(t) =
= yt =�(1 – exp(–kt)) äëÿ âõîäà èîíîâ è y(t) = y0exp(–kt) —
äëÿ âûõîäà, ãäå y(t) — ñîäåðæàíèå èíäèêàòîðíîãî èîíà â

ìîìåíò âðåìåíè t (5, 10, 20 ìèí), yt =� è y0 — ñîîòâåòñò-
âåííî êîíå÷íîå è èñõîäíîå ñîäåðæàíèå èîíà, k — êîí-
ñòàíòà ñêîðîñòè â îáîèõ óðàâíåíèÿõ. Çíà÷åíèÿ k íàõîäèëè
êàê èç óðàâíåíèé êðèâûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 2, òàê è
óñðåäíåíèåì çíà÷åíèé, ïîëó÷åííûõ ðàñ÷åòîì äëÿ îòäåëü-
íûõ âðåìåíí*ûõ òî÷åê.

Ðåçóëüòàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ
Ñòüþäåíòà, äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ïî çíà÷å-
íèþ P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñ î ä å ð æ à í è å î ñ ì î ë è ò î â ó ê ë å ò î ê U 9 3 7 â
í î ð ì å è ï ð è à ï î ï ò î ç å. Ïîñêîëüêó ó æèâîòíûõ êëå-
òîê íåò æåñòêîé îáîëî÷êè, óñëîâèåì âîäíîãî áàëàíñà ÿâ-
ëÿåòñÿ ðàâåíñòâî ñóììàðíîé âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðà-
öèè îñìîëèòîâ èõ ñóììàðíîé êîíöåíòðàöèè â ñðåäå. Îò-
ñþäà ñëåäóåò, ÷òî ïî ñîäåðæàíèþ â êëåòêå âîäû ìîæíî
îïðåäåëèòü îáùåå ñîäåðæàíèå â íåé îñìîëèòîâ, à åñëè èç-
âåñòíî ñîäåðæàíèå K+, Na+, Cl–, ìîæíî íàéòè ñóììàðíîå
ñîäåðæàíèå îñòàëüíûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ îñìîëèòîâ.
Ê ñîæàëåíèþ, ñóùåñòâóþùèå â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìåòîäû
îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé âîäû âåñüìà
íåñîâåðøåííû è òî÷íîå çíà÷åíèå ïîëó÷èòü òðóäíî. Ìà-
ëî÷èñëåííîñòü ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ êîëè÷åñòâåííûì
îöåíêàì ñâÿçè ìåæäó èçìåíåíèåì ñîäåðæàíèÿ îñìîëèòîâ
è ñîäåðæàíèÿ âîäû ïðè àïîïòîçå, îáóñëîâëåíî èìåííî
òðóäíîñòÿìè â òî÷íîì îïðåäåëåíèè âíóòðèêëåòî÷íîãî ñî-
äåðæàíèÿ âîäû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûë ïðèìåíåí íàè-
áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûé ìåòîä, îñíîâàííûé íà îïðåäåëå-
íèè ïëàâó÷åé ïëîòíîñòè êëåòîê â ãðàäèåíòå Ïåðêîëëà.
Èññëåäîâàíèå èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ âîäû â êëåòêàõ ïðè
àïîïòîçå äàííûì ìåòîäîì è ðàäèîèçîòîïíûì äàâàëî
ñõîäíûå ðåçóëüòàòû (Vereninov et al., 2008).

Â òàáë. 1 ïðåäñòàâëåíû äàííûå, õàðàêòåðèçóþùèå
âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå îñìîëèòîâ ó êëåòîê
U937-160B2 â íîðìå è ïðè àïîïòîçå, âûçâàííîì STS (0.2
èëè 1 ìêÌ), à íà ðèñ. 1 ïîêàçàíî èçìåíåíèå îñíîâíûõ
ãðóïï âíóòðèêëåòî÷íûõ îñìîëèòîâ ïðè àïîïòîçå. Óìåíü-
øåíèå ñîäåðæàíèÿ îñìîëèòîâ ïðè àïîïòîçå, âûçâàííîì
ïðè êîíöåíòðàöèè STS 0.2 èëè 1 ìêÌ, ñîñòàâëÿåò ñîîò-
âåòñòâåííî 0.2 è 0.3 ììîëü/ã (äåãèäðàòàöèÿ ñîîòâåòñòâåí-
íî íà 11.3 è 17.6 %). Îíî ñêëàäûâàëîñü èç ñóììàðíîé
ïîòåðè K i

+ , Cl i

– (0.14 è 0.27 ììîëü/ã äëÿ STS 0.2 è 1 ìêÌ
ñîîòâåòñòâåííî), óìåíüøåíèÿ ñîäåðæàíèÿ «îñòàëü-
íûõ» îñìîëèòîâ (0.07 è 0.1 ììîëü/ã) è ïðîòèâîïîëîæíî
íàïðàâëåííîãî óâåëè÷åíèÿ ñîäåðæàíèÿ Na+ (0.01 è
0.07 ììîëü/ã). Ïîòåðÿ ýëåêòðè÷åñêîãî çàðÿäà, ñâÿçàííàÿ ñ
óìåíüøåíèåì ñîäåðæàíèÿ Na+ è K+, êîìïåíñèðîâàëàñü
ñíèæåíèåì ñîäåðæàíèÿ Cl– ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ. Òà-
êèì îáðàçîì, îáùåå óìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ îñìîëèòîâ
ïðè àïîïòîçå, âûçâàííîì è 0.2, è 1 ìêÌ STS, íà 2/3
áûëî îáóñëîâëåíî èçìåíåíèåì ñîäåðæàíèÿ ìîíîâàëåíò-
íûõ èîíîâ è íà 1/3 óìåíüøåíèåì ñîäåðæàíèÿ äðóãèõ
îñìîëèòîâ. Õîòÿ óêàçàíèÿ íà èçìåíåíèå ïðè àïîïòîçå
òðàíñïîðòà íåýëåêòðîëèòîâ, â ÷àñòíîñòè òàóðèíà, äîñòà-
òî÷íî ìíîãî÷èñëåííû (ñì. îáçîðû: Lang et al., 2008; Hof-
fmann et al., 2009), êîìïëåêñíûå èññëåäîâàíèÿ èçìåíåíèÿ
ïðè àïîïòîçå âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ âîäû, K+,
Na+, Cl– è äðóãèõ âíóòðèêëåòî÷íûõ îñìîëèòîâ áûëè ïðåä-
ïðèíÿòû òîëüêî â íåäàâíåé ðàáîòå äàòñêèõ èññëåäîâàòå-
ëåé (Poulsen et al., 2010).

Îäíîâðåìåííîå îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ èîíîâ è
âîäû, ïîçâîëÿþùåå îöåíèòü èçìåíåíèå êîíöåíòðàöèè
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+
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+
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–
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èîíîâ, ïîêàçàëî, ÷òî èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè K+ è Cl– âî
âíóòðèêëåòî÷íîé âîäå âåñüìà íåâåëèêè. Âðÿä ëè îíè ìî-
ãóò âëèÿòü íà ñîñòîÿíèå ðåãóëÿòîðà àïîïòîçà âðîäå êàñ-
ïàç, êàê ýòî ïðåäïîëàãàþò íåêîòîðûå èññëåäîâàòåëè
(Hughes et al., 1997). Ðîëü K+ è Cl– â ðåãóëÿöèè àïîïòîçà â
ñâåòå ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ íåëüçÿ ñâÿçûâàòü ñ èçìå-
íåíèåì êîíöåíòðàöèè ýòèõ èîíîâ â öèòîïëàçìå. I

K

G

È ç ì å í å í è å ï î ò î ê î â ì î í î â à ë å í ò í û õ è î í î â
ï ð è à ï î ï ò î ç å. Èçìåíåíèå ïîòîêîâ 22Na, Li+ è Rb+ ïðè
àïîïòîçå, âûçâàííîì STS, áûëî èññëåäîâàíî è îïèñàíî
íàìè ðàíåå (Vereninov et al., 2007). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ïëàìåííî-ýìèññèîííûå îïðåäåëåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî
ñîäåðæàíèÿ ìîíîâàëåíòíûõ êàòèîíîâ ó êëåòîê U937 áûëè
ñîâìåùåíû ñ èçìåðåíèÿìè ñîäåðæàíèÿ è ïîòîêîâ 36Cl. Íà
ðèñ. 2 ïðèâåäåíû êðèâûå âõîäà è âûõîäà 36Cl, 22Na, Li+ è
Rb+, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ õîðîøèì ôèçèîëîãè÷åñêèì àíàëî-
ãîì K+ è äâèæåíèå êîòîðîãî îòðàæàåò äâèæåíèå K+.
Ó ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê ñêîðîñòü óñòàíîâëåíèÿ ñòà-
öèîíàðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ K+, Na+ è Cl– ìåæäó öèòîïëàç-
ìîé è ñðåäîé êàê â íîðìå, òàê è ïðè àïîïòîçå âî ìíîãî ðàç
âûøå, ÷åì ó êëåòîê, ñëóæèâøèõ îáúåêòîì â êëàññè÷åñêèõ
èññëåäîâàíèÿõ òðàíñïîðòà èîíîâ ÷åðåç êëåòî÷íóþ ìåìá-

ðàíó, òàêèõ êàê ýðèòðîöèòû, ñêåëåòíûå ìûøå÷íûå âîëîê-
íà è àêñîíû ãîëîâîíîãèõ ìîëëþñêîâ (Âåðåíèíîâ,
Ìàðàõîâà, 1986). Ó ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê U937 çà
1 ìèí îáìåíèâàåòñÿ îêîëî 15 % âíóòðèêëåòî÷íîãî Cl–, äî
40 % — Na+, 5 % — Li+ è îêîëî 1 % — Rb+ (K+) (òàáë. 2).
Îáìåííûå ïîòîêè ó êëåòîê U937-160B2 ñîñòàâëÿþò ïî Cl–

30—40, ïî K+
d4 è ïî Na+

d50—75 ììîëü/ã�ìèí
(òàáë. 1).

Êàê ïðè àïîïòîçå ñîîòíîñÿòñÿ îáìåííûå ïîòîêè ñî
ñêîðîñòüþ èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ èîíîâ, ò. å. ñ íåòòî-ïî-
òîêàìè? Íåòòî-ïîòîêè K+, Na+, Cl– â ðàññìàòðèâàåìûõ
îïûòàõ èìåëè âåëè÷èíó, ïðèâåäåííóþ â òàáë. 1. Íåòðóä-
íî âèäåòü, ÷òî îíè â íåñêîëüêî ðàç ìåíüøå îáìåííûõ ïî-
òîêîâ. Ñëåäóåò åùå ó÷èòûâàòü, ÷òî îñíîâíûå èçìåíåíèÿ
ñîäåðæàíèÿ èîíîâ ïðîèñõîäÿò âíà÷àëå (ðèñ. 3, à, á). Â èí-
òåðâàëå 3—5 ÷ íåòòî-ïîòîêè åùå ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ
îáìåííûìè ïîòîêàìè ñîîòâåòñòâóþùèõ èîíîâ-ìåòîê. Îò-
ñþäà ñëåäóåò, ÷òî ðàñïðåäåëåíèå K+, Na+, Cl– è èçìåðåí-
íûå îáìåííûå ïîòîêè, ïî êðàéíåé ìåðå â èíòåðâàëå
3—5 ÷, ìîæíî ñ÷èòàòü êâàçèñòàöèîíàðíûìè. Ðàçóìååòñÿ,
ôèçèîëîãè÷åñêîå ñîñòîÿíèå êëåòêè â öåëîì íå ñòàöèîíàð-
íî. Àïîïòîç ðàçâèâàåòñÿ. Îá ýòîì ñâèäåòåëüñòâóåò, â ÷à-
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Ò à á ë è ö à 1

Âîäíûé è èîííûé áàëàíñ ó êëåòîê U937 â íîðìå è ïðè àïîïòîçå,
âûçâàííîì ñòàóðîñïîðèíîì (STS, 0.2 èëè 1 ìêÌ)

Ïîêàçàòåëü Íîðìà STS, 0.2 ìêÌ Íîðìà STS, 1 ìêÌ

Ïëîòíîñòü êëåòêè, ã/ìë 1.046—1.055 1.052—1.059 1.048—1.055 1.055—1.064

Ñîäåðæàíèå âîäû, ìë/ã 5.64 � 0.12 (8) 5.00 � 0.07 (8) 5.52 � 0.13 (4) 4.55 � 0.06 (4)

Äåãèäðàòàöèÿ, % –11.3 –17.6

Cli

– , ììîëü/ã 0.23 � 0.01 (32) 0.16 � 0.01 (28) 0.23 � 0.01 (14) 0.13 � 0.01 (14)

Ki

+ , ììîëü/ã 0.59 � 0.01 (34) 0.51 � 0.01 (28) 0.70 � 0.03 (16) 0.53 � 0.02 (16)

Nai

–
, ììîëü/ã 0.14 � 0.01 (34) 0.15 � 0.01 (28) 0.21 � 0.01 (16) 0.28 � 0.01 (16)

Âñåãî îñìîëèòîâ, ììîëü/ã 1.75 1.55 1.71 1.41

Na K Cli i i

–+ ++ + , ììîëü/ã 0.95 0.82 1.14 0.94

Îñòàëüíûå 0.80 0.73 0.57 0.47

[Na+]i, ìÌ 24.50 30.2 38.60 62.00

[K+]i, ìÌ 104.00 102.00 126.00 116.00

[Cl–]i, ìÌ 40.00 32.00 41.00 29.00

kCl, ìèí–1 0.19 � 0.03 (5) 0.17 � 0.02 (8) 0.14 � 0.01 (8) 0.21 � 0.01 (18)

IRb 1.71 � 0.07 (31) 1.87 � 0.10 (28) 1.88 � 0.08 (23) 1.04 � 0.07 (23)

IRb

G 0.27 � 0.01 (31) 0.44 � 0.03 (28) 0.30 � 0.02 (23) 0.33 � 0.01 (23)

Íåòòî-ïîòîêè K+ –0.32 –0.70

Íåòòî-ïîòîêè Na+ +0.054 +0.29

Íåòòî-ïîòîêè Cl– –0.28 –0.40

Ïîëíûå îáìåííûå ICl 43.00 27.00 33.00 28.00

còàöèîíàðíûå ïîòîêè IK 4.00 4.30 4.40 2.40

Ïàðöèàëüíûå ïîòîêè IK

P 3.30 3.30 3.70 1.60

Ïàðöèàëüíûå ïîòîêè IK

G 0.00 1.00 0.70 0.80

Ï ð è ì å ÷ à í è å. IRb, IK — ïîëíûå ïîòîêè Rb+ è K+, I Rb

G , I K

G — óàáàèí-ðåçèñòåíòíûå êîìïîíåíòû âõîäíûõ ïîòîêîâ Rb+ è K+,
I K

P — ïîòîê K+, èíãèáèðóåìûé 0.1 ìÌ óàáàèíîì (íàñîñ). Âñå ïîòîêè âûðàæåíû â ìêìîëü íà 1 ã áåëêà çà 1 ìèí. Ïîòîêè K+ ïîëó÷å-
íû óìíîæåíèåì ïîòîêîâ Rb+ íà ñîîòíîøåíèå êîíöåíòðàöèé K+ è Rb+ â ñðåäå (5.8 è 2.5 ìÌ ñîîòâåòñòâåííî). Çíà÷åíèÿ êîíñòàíò
ñêîðîñòè îáìåíà Cl– â îïûòàõ ñ 0.2 ìêÌ STS ïîëó÷åíû ïî êðèâûì âõîäà 36Cl, àíàëîãè÷íûì êðèâûì íà ðèñ. 2, à, â îïûòàõ ñ 1 ìêÌ
STS — ïî êðèâûì âûõîäà 36Cl èç êëåòîê (ðèñ. 2, á). Ïîëíûé îáìåííûé ïîòîê èîíîâ Cl– ïîëó÷åí óìíîæåíèåì âíóòðèêëåòî÷íîãî ñî-
äåðæàíèÿ Cl– íà êîíñòàíòó ñêîðîñòè îáìåíà kCl. Ïðè ðàñ÷åòå îáùåãî ñîäåðæàíèÿ îñìîëèòîâ â êëåòêå ïðèíÿòî, ÷òî ñðåäà ñîäåðæèò
îñìîëèòû â êîíöåíòðàöèè 310 ìîñìîëü/ë. «Îñòàëüíûå» âíóòðèêëåòî÷íûå îñìîëèòû âû÷èñëåíû êàê ðàçíîñòü ìåæäó îáùèì ñîäåð-
æàíèåì è ñîäåðæàíèåì K+, Na+ è Cl–. Íåòòî-ïîòîêè èîíîâ âû÷èñëåíû ïðè äîïóùåíèè ëèíåéíîãî èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ èîíîâ â
êëåòêàõ ïðè àïîïòîçå çà 4 ÷. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðòíûå îøèáêè, â ñêîáêàõ — ÷èñëî îïðåäåëåíèé.



ñòíîñòè, èçìåíåíèå âî âðåìåíè ïîòîêîâ Rb+, ïîêàçàííîå
íà ðèñ. 3, â, ã. Ñóùåñòâåííî, îäíàêî, ÷òî â êàæäûé äàííûé
ìîìåíò âõîäíîé ïîòîê êàæäîãî èç èîíîâ (K+, Na+, Cl–)
ìîæíî ñ÷èòàòü ïðàêòè÷åñêè ðàâíûì âûõîäíîìó. Èìååò
ìåñòî òî, ÷òî ìîæíî íàçâàòü «äðåéôîì» ñáàëàíñèðîâàí-
íîãî ðàñïðåäåëåíèÿ èîíîâ. Ñ ýòîé òî÷êè çðåíèÿ ìåõàíèçì
ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ ìîíîâàëåíòíûõ èîíîâ ïðè àïîïòîçå
ðàíåå, êàê ýòî íè ñòðàííî, íå ðàññìàòðèâàëè. Ìåæäó òåì
ýòî ïîëîæåíèå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âàæíûì, òàê êàê ïîçâîëÿåò
ïðè àíàëèçå ñèñòåìû èñïîëüçîâàòü óðàâíåíèÿ áàëàíñà
âõîäíîãî è âûõîäíîãî ïîòîêîâ äëÿ êàæäîãî èç èîíîâ (K+,
Na+, Cl–). Ìàòåìàòè÷åñêàÿ ìîäåëü ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ ïðè
àïîïòîçå ïàðöèàëüíûõ ïîòîêîâ ìîíîâàëåíòíûõ èîíîâ
ðàññìàòðèâàåòñÿ â ñëåäóþùåé ðàáîòå (Ðóáàøêèí è äð.,
2010). Íåêîòîðûå âûâîäû îòíîñèòåëüíî ïðèðîäû íàá-

ëþäàåìûõ ïðè àïîïòîçå èçìåíåíèé ïîòîêîâ K+ (Rb+) è
Cl– ìîãóò áûòü ñäåëàíû è íà îñíîâàíèè ïðåäñòàâëåííûõ
äàííûõ.

Âõîäíîé ïîòîê K+(Rb+) ÷åðåç íàñîñ (I
K

P , òàáë. 1) ïðè
àïîïòîçå, âûçâàííîì 1 ìêÌ STS, êîãäà äåãèäðàòàöèÿ ñî-
ñòàâëÿåò îêîëî 18 %, óìåíüøàåòñÿ â 2.3 ðàçà, òîãäà êàê íå
èíãèáèðóåìûé óàáàèíîì êîìïîíåíò óâåëè÷èâàåòñÿ âñåãî
ëèøü ïðèìåðíî íà 10 %. Ïðè àïîïòîçå òåõ æå êëåòîê, âû-
çâàííîì 0.2 ìêì STS, ïðè êîòîðîì íàáëþäàåòñÿ ìåíåå
çíà÷èòåëüíàÿ äåãèäðàòàöèÿ, ïîòîê K+(Rb+) ÷åðåç íàñîñ íå
èçìåíÿåòñÿ, à óàáàèí-ðåçèñòåíòíûé êîìïîíåíò óâåëè÷è-
âàåòñÿ. Îòñþäà ñëåäóåò, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíò-
ðàöèè STS ïåðåðàñïðåäåëåíèå èîíîâ â îäíîì ñëó÷àå ñî-
ïðÿæåíî ñî ñíèæåíèåì àêòèâíîñòè íàñîñà, à â äðóãîì — ñ
èçìåíåíèåì äðóãèõ òðàêòîâ. Â äðóãèõ îïûòàõ áûëî îáíà-
ðóæåíî, ÷òî ðàçíîå èçìåíåíèå òðàêòîâ îïðåäåëÿåòñÿ íå
òîëüêî êîíöåíòðàöèåé STS, íî è îñîáåííîñòÿìè êëåòîê
(Vereninov, 2008).

Ðàäèîèçîòîïíûõ èçìåðåíèé ïîòîêîâ Cl– ïðè àïîïòîçå
äî ñèõ ïîð íå ïðîâîäèëîñü. Ïðåäñòàâëåíèå î òîì, ÷òî â
àïîïòîçíîì ñîêðàùåíèè îáúåìà êëåòîê âàæíóþ ðîëü èã-
ðàåò èçìåíåíèå ïîòîêà Cl– ÷åðåç êàíàëû, îñíîâàíî íà
ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ. Äàííûå, ïîëó-
÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ïîêàçàëè, ÷òî ñòàöèîíàðíîå
ðàñïðåäåëåíèå 36Cl óñòàíàâëèâàåòñÿ ñ ïîñòîÿííîé âðåìå-
íè îêîëî 5—7 ìèí êàê â íîðìå, òàê è ïðè àïîïòîçå. Ñòà-
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Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ îñìîëèòîâ ó êëåòîê U937-160B2
ïðè àïîïòîçå, âûçâàííîì STS â ðàçíîé êîíöåíòðàöèè.

T — ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå îñìîëèòîâ (K+ + Na+ + Cl– + A–) â êëåòêå.
A– — «îñòàëüíûå» îñìîëèòû (ñì. ïðèìå÷àíèå ê òàáë. 1). Èçìåíåíèå ñî-

äåðæàíèÿ îñìîëèòîâ âûðàæåíî â ììîëü íà 1 ã áåëêà.

Ðèñ. 2. Êèíåòèêà âõîäà (à) è âûõîäà (á) 36Cl,22Na, Li+ è Rb+ ó êëåòîê U937 â íîðìå.

Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ñðåäå RPMI ñ äîáàâëåíèåì èíäèêàòîðíûõ êîëè÷åñòâ èçîòîïîâ 36Cl,22Na, 5 ìÌ LiCl è 2.5 ìÌ RbCl. Êàæäàÿ òî÷êà — ñðåäíåå
çíà÷åíèå, ïîëó÷åííîå â 3—4 ýêñïåðèìåíòàõ ñ 2—3 ïàðàëëåëüíûìè ïðîáàìè â êàæäîì, è ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà. Ïàðàìåòðû êðèâûõ ñî ñòàíäàðòíûìè
îøèáêàìè àïïðîêñèìàöèè ïðèâåäåíû â òàáë. 2. Êðèâûå âõîäà 36Cl (à) è âûõîäà Rb+ (á) ïîëó÷åíû äëÿ ñóáëèíèè êëåòîê DSMZ, îñòàëüíûå — äëÿ ñóáëè-

íèè 160B2.

Ò à á ë è ö à 2

Êîíñòàíòà îáìåíà (k), ïîëó÷åííàÿ àïïðîêñèìàöèåé
êðèâûõ âõîäà è âûõîäà èîíîâ ó êëåòîê U937

ýêñïîíåíöèàëüíûìè óðàâíåíèÿìè

Èîí

Çíà÷åíèÿ k, ìèí–1

âõîä
y = 1 – exp(–kt)

âûõîä
y = exp(–kt)

36Cl 0.158 � 0.004 0.151 � 0.003
22Na 0.372 � 0.033

Li+ 0.048 � 0.007 0.045 � 0.002

Rb+ 0.011 � 0.001 0.010 � 0.001

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Êîíñòàíòû ïðèâåäåíû ñî ñòàíäàðòíûìè îøèáêàìè
àïïðîêñèìàöèè.



öèîíàðíûé óðîâåíü Cl– â êëåòêå ïðè àïîïòîçå íèæå, ÷åì â
íîðìå, â 1.4 èëè â 1.8 ðàçà â çàâèñèìîñòè îò òîãî, âûçâàí
àïîïòîç 0.2 èëè 1 ìêÌ STS. Âåëè÷èíà ñòàöèîíàðíîãî îá-

ìåííîãî ïîòîêà Cl– òîæå ñíèæàåòñÿ â 1.2—1.6 ðàçà. Êîí-
ñòàíòà ñêîðîñòè îáìåíà Cl– ïðè àïîïòîçå, âûçâàííîì
1 ìêÌ STS, âîçðàñòàåò â 1.5 ðàçà.

Äåéñòâèå èçâåñòíûõ èíãèáèòîðîâ êîòðàíñïîðòà è
õëîðíûõ êàíàëîâ (áóìåòàíèäà, DIDS è NPPB) íà êîíñòàí-
òó ñêîðîñòè îáìåíà Cl– ïîêàçàíî íà ðèñ. 4. Ïî ýëåêòðîôè-
çèîëîãè÷åñêèì äàííûì, NPPB áëîêèðóåò Cl–-êàíàëû, à
DIDS ìîæåò áëîêèðîâàòü êàê Cl–-êàíàëû, òàê è ðàçíîãî
ðîäà ïåðåíîñ÷èêè, â ÷àñòíîñòè îáìåííèê Cl HCO–

3

– .
Ó èññëåäîâàííûõ íàìè êëåòîê DIDS ñíèæàë êîíñòàíòó
ñêîðîñòè îáìåíà Cl– â 1.5 ðàçà, à NPPB — âäâîå. Ïðè ñî-
âìåñòíîì âíåñåíèè DIDS è NPPB â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó
äåéñòâèå èíãèáèòîðîâ íå óñèëèâàëîñü (ðèñ. 4, D + N ). Îò-
ñþäà ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî îáà èíãèáèòîðà áëîêèðóþò
îäíè è òå æå ïóòè ïåðåíîñà Cl–. Áóìåòàíèä ïðàêòè÷åñêè
íå èçìåíÿë ïîòîê Cl– ó èññëåäîâàííûõ êëåòîê. Åñëè êî-
òðàíñïîðòåð NKCC è ó÷àñòâóåò â ïåðåíîñå Cl–, òî åãî

566 Â. Å. Þðèíñêàÿ, Ò. Ñ. Ãîðÿ÷àÿ è äð.

Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ èîíîâ K+ è Na+ (à, á) è âõîäíûõ ïîòîêîâ Rb+ (â, ã) îò âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê U937 ñ STS (1 ìêÌ).

2.5 ìÌ RbCl âíîñèëè â èíêóáàöèîííóþ ñðåäó íà 10 ìèí. OS — èíãèáèðóåìûé óàáàèíîì (0.1 ìÌ) êîìïîíåíò âõîäíîãî ïîòîêà Rb+, OR — óàáàèí-ðåçè-
ñòåíòíûé êîìïîíåíò. à, â — ñóáëèíèÿ U937-160B2; á, ã — ñóáëèíèÿ U937-DSMZ. Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû 3 ýêñïåðèìåíòîâ ïðè 3 ïàðàëëåëüíûõ ïðî-

áàõ â êàæäîì (n = 9). Ñîäåðæàíèå èîíîâ âûðàæåíî â ìêìîëü íà 1 ã áåëêà, âõîä Rb+ — â ìêìîëü íà 1 ã áåëêà çà 1 ìèí.

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå áóìåòàíèäà, DIDS è NPPB íà êîíñòàíòó (k) îá-
ìåíà èîíîâ Cl– â êëåòêàõ U937-DSMZ.

Èíãèáèòîðû âíîñèëè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó çà 20 ìèí äî âíåñåíèÿ 36Cl.
Çâåçäî÷êîé îòìå÷åíî äîñòîâåðíîå îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ. D + N — îäíî-

âðåìåííîå âíåñåíèå DIDS è NPPB.



äîëÿ ìàëà è íå ìîæåò áûòü îïðåäåëåíà ïî ýôôåêòó áëîêè-
ðîâàíèÿ áóìåòàíèäîì. Ðàññìàòðèâàÿ ïðèâåäåííûå âûøå
äàííûå, íåâîçìîæíî îòâåòèòü íà âîïðîñ î òîì, ñîïðÿæå-
íû ëè èçìåíåíèÿ èîííîãî è âîäíîãî áàëàíñà ïðè àïîïòîçå
ñ èçìåíåíèåì Cl–-êàíàëîâ èëè â ñèñòåìå êîòðàíñïîðòà Cl–.
Âîçìîæíîñòü ïîëó÷èòü îòâåò íà ýòîò âîïðîñ ïóòåì ìàòå-
ìàòè÷åñêîãî ìîäåëèðîâàíèÿ èîííîãî áàëàíñà ðàññìàòðè-
âàåòñÿ â ñëåäóþùåé ñòàòüå (Ðóáàøêèí è äð., 2010).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
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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Ïîñòóïèëà 10 XII 2010

CHANGES IN K+, Na+ AND Cl– CONTENTS AND K+ AND Cl– FLUXES DURING APOPTOSIS

OF U937 CELLS BY STAUROSPORINE.

ON THE MECHANISM OF CELL DEHYDRATION IN APOPTOSIS

V. E. Yurinskaya, T. S. Goryachaya, A. A. Rubashkin, A. V. Shirokova, A. A. Vereninov

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;

e-mail: verenino@mail.ru

K+, Na+ and Cl– balance and K+ (Rb+) and 36Cl fluxes in during apoptosis of U937 cells caused by 0.2 or
1 ìM staurosporine were studied by flame emission and radiotracer techniques. It is found that monovalent ion
redistribution accounts for 2/3 of all decrease in the amount of intracellular osmolytes in apoptotic cells while
1/3 is due to the loss of other intracellular osmolytes. Na+ gain in apoptotic cells hampers dehydration is caused
by K+ and Cl– loss. It is found that the rate of equilibration of 36Cl, Rb+ (K+) and 22Na+ between cells and the me-
dium exceeds significantly the rate of alteration of cell ion content associated with apoptosis. It is concluded that
apoptotic changes should be considered as a drift of the balanced ion distribution. Alteration of the ion balance
in apoptosis, caused by 0.2 ìM staurosporine, is associated with an increase in the uabain-resistant Rb+ (K+)
«channel» influx and insignificant alteration of the uabain-sensitive «pump» influx. Stronger apoptosis, induced
by 1 ìM staurosporine, is associated with a decrease in the pump fluxes and insignificant changes in the «chan-
nel» Rb+ (K+) fluxes. Decreasing of the Cl– level in apoptotic cells by a factor 1.4—1.8 is accompanied with a
decrease in the flux, by a factor 1.2—1.6.

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