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Пуринергическая сигнальная система играет существенную роль в функционировании организма на-
чиная с ранних этапов эмбриогенеза и затем в постнатальном периоде. При старении показано снижение 
экспрессии пуриновых рецепторов в нервной ткани и сосудистом эндотелии. Однако в доступной научной 
литературе крайне мало информации о функционировании пуринергического рецепторного комплекса на 
поверхности форменных элементов крови.  Целью данной работы было изучить изменения ультраструк-
туры и функциональных свойств лимфоцитов людей пожилого возраста при активации пуринергической 
сигнальной системы. В проведенном исследовании при помощи механического стресса in vitro смодели-
рованы условия, близкие к физиологическим в микроциркуляторном сосудистом русле. Структура и био-
физические свойства клеточной мембраны, от которых зависит функционирование форменных элементов 
крови, были изучены на атомно-силовом микроскопе. Упруго-эластические свойства поверхности лимфо-
цитов анализировались по численным данным модуля Юнга. Электрические свойства плазмалеммы кле-
ток оценивались путем измерения поверхностного потенциала в режиме зонда Кельвина. Анализ меха-
низмов межклеточной адгезии проводился в режиме силовой спектроскопии. Исследование показало, что 
выброс аденозинтрифосфата (АТФ) клетками крови, индуцированный с помощью механического стресса, 
повлиял на структуру и биофизические параметры поверхности лимфоцитов. При моделировании условий 
механической деформации клеток уровень АТФ в крови увеличился в 2,6 раза по сравнению с контролем. 
Количество морфологических образований на плазмалемме лимфоцитов уменьшилось на фоне появления 
более крупных глобулярных структур. Кроме того, снизилась жесткость лимфоцитов, увеличились заряд 
клеточной поверхности и сила адгезии между лимфоцитом и эритроцитом. Полученные эксперименталь-
ные данные могут иметь большое значение в диагностике и лечении различных патологических состоя-
ний, сопровождающих старение организма.
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Современные ученые полагают, что про-
изводные пуринов и пиримидинов обладают 
мощным внеклеточным действием посред-
ством активации специфических мембран-
ных рецепторов [1–3]. Показано, что аде-
нозинтрифосфат (АТФ) и аденозин служат 
сигнальными молекулами в период как эм-
брионального, так и постнатального развития 
человека [4–6]. Результаты ряда исследова-
ний демонстрируют изменения в пуринерги-
ческой передаче сигналов при старении ор-
ганизма [7]. Так, показано, что с возрастом 
уменьшается количество аденозиновых ре-
цепторов А1 и А2 в нервной ткани [4, 8], что 
способствует возрастному снижению синап-
тической эффективности [9–11]. В пожилом 
возрасте в сосудистой системе происходит 
сдвиг от пуринергической сигнализации в 
сторону преобладания адренергической, что 
выражается в снижении экспрессии рецепто-
ров Р2Х на миоцитах сосудистой стенки [12].  
Также с возрастом было выявлено снижение 
экспрессии рецепторов P2Y1 и P2Y2 в цере-
бральных микрососудах [13]. 

Рецепторы пуринергической сигнальной 
системы локализованы практически во всех 
клетках и тканях, в т. ч. и на мембране фор-
менных элементов крови [1, 14, 15]. Однако 
исследований изменения пуринергического 
рецепторного аппарата клеток крови, в т. ч. и 
при старении организма, в доступной нам ли-
тературе крайне мало. Кроме того, известно, 
что возрастные изменения могут отражаться 
на структуре и свойствах цитоплазматической 
мембраны клеток, что делает ее перспектив-
ным маркером для оценки функционального 
состояния клеточной популяции. Четкое пред-
ставление о структурно-функциональной орга-
низации плазмалеммы любой клетки позволит 
понять особенности ее сигнальной трансдук-
ции, что может быть полезным в понимании 

механизмов функционирования пуринергиче-
ской сигнальной системы.

Целью данной работы было изучить из-
менения ультраструктуры и функциональных 
свойств лимфоцитов в крови людей пожилого 
возраста при активации пуринергической сиг-
нальной системы.

Материалы и методы. Исследовали кровь 
30 условно здоровых людей пожилого воз-
раста (мужчины и женщины в возрасте от 60 
до 74 лет). Кровь была отобрана специализи-
рованным медицинским персоналом  на базе 
диагностической лаборатории Белгородской 
областной клинической больницы Святителя 
Иоасафа. Экспериментальная работа выпол-
нена с соблюдением требований Хельсинкской 
декларации, было получено информированное 
согласие всех субъектов эксперимента. 

Пуринергическую сигнальную систему 
форменных элементов крови активировали пу-
тем моделирования механической деформации 
мембран. Для этого использовали модель меха-
нического стресса in vitro согласно методике, 
разработанной в исследовании [16]. Образцы 
крови были разделены на опытные (моделиро-
вание механического стресса) и контрольные 
(интактные). Таким образом, в общей сложно-
сти было изучено 60 проб. 

Методом колориметрии определяли уро-
вень АТФ в крови. В исследуемых образцах 
крови измеряли оптическую плотность на фо-
тоэлектрическом фотометре КФК-3 (Россия, 
2008) при длине волны 670 нм против физио-
логического раствора. Концентрацию АТФ рас-
считывали по разности оптических плотностей 
между пробиркой, в которой провели гидролиз 
фосфатных связей, и пробой без гидролиза.

Цельную кровь разделяли на эритроциты 
и лейкоциты путем центрифугирования при  
1500 об./мин в течение 5 мин. Затем из лей-
коцитарной суспензии с помощью магнита 
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для клеточной сепарации EasySep Magnet и 
набора EasySep/EasySep Direct Human Total 
Lymphocyte Isolation Kit (StemCell) выделяли 
лимфоцитарную популяцию. 

Структуру плазмалеммы лимфоцитов ис-
следовали в полуконтактном режиме атом-
но-силового микроскопа (АСМ) «ИНТЕГРА 
Вита» фирмы NT-МDТ (г. Зеленоград, 2009). 
Сканирование осуществляли с использованием 
кантилеверов серии NSG03 (Nanoworld, США) 
с радиусом закругления 10 нм. Подготовку 
проб выполняли способом, изложенным в ра-
боте [17]. Из каждого образца сканировали по  
15 клеток. На полученных сканах изучали 
неоднородности клеточной поверхности на 
участках плазмалеммы площадью 3×3 мкм. 

Жесткость лимфоцитов определяли в режи-
ме силовой спектроскопии (из каждого образца 
было отсканировано по 15 клеток). Измеряли 
модуль Юнга клетки модифицированным зон-
дом, изготовленным на основе полимерных ми-
кросфер и типлесса серии CSG11 (Nanoworld, 
США) [18]. 

Электрические свойства клеточной мем-
браны лимфоцитов оценивали путем изме-
рения поверхностного потенциала на АСМ в 
режиме зонда Кельвина. Подготовку клеточ-
ных образцов для измерения и процедуру из-
мерения потенциала поверхности выполняли 
по методике, описанной в работе [19]. Приме-
няли кантилеверы с токопроводящим титано-
вым покрытием серии NSG03/TiN (Nanoworld, 
США). Из каждой пробы крови сканировали 
по 20 лимфоцитов, обработку полученных ска-
нов осуществляли в программе Nova (NT-MDT,  
г. Зеленоград, 2009).

Адгезивные свойства клеток исследовали 
на АСМ в режиме силовой спектроскопии. Био-
сенсорный чип для измерения сил адгезии был 
сконструирован на основе нативного эритро-
цита и типлесса CSG11 по методике, описан-
ной в работе [20]. Межклеточные силы адгезии 
определяли в системе «эритроцит–лимфоцит», 
записывая силовые кривые с поверхности  
20 клеток, расчет проводили с помощью про-
граммного обеспечения Nova.

Цифровые результаты исследований обраба-
тывали статистически, определяли выборочную 
среднюю величину (М) и статистическую ошиб-
ку средней (m). Исследуемые параметры нахо-
дились в пределах нормального распределения, 
достоверность различий в исследуемых группах 
определяли с помощью t-критерия Стьюдента. 
За уровень статистически значимых различий 
принимали изменения при p < 0,05. 

Результаты. В условиях активации пури-
нергической сигнальной системы концентра-
ция АТФ в крови людей пожилого возраста 
составила 0,021±0,001 мкмоль/л, что в 2,6 ра-
за выше, чем в контрольных пробах (0,008± 
±0,001 мкмоль/л). 

Ультраструктура поверхности лимфоцитов 
в образцах крови (как после механического 
стресса, так и контрольных) людей пожило-
го возраста  носила выраженный складчатый 
характер (см. рисунок). Однако общее число 
морфологических структур на поверхности 
клеток снизилось при активации пуринерги-
ческой сигнальной системы на фоне форми-
рования крупных глобулоподобных образова-
ний в виде скоплений разнообразной формы  
(табл. 1). Высота глобул и глубина углублений 
плазмалеммы лимфоцитов при активации пу-
ринергической сигнальной системы увеличи-
лись соответственно на 66 и 54 % (р < 0,05), 
а диаметр углублений снизился на 72 % (р <  
< 0,05) по сравнению с контролем. 

В условиях механического воздействия 
установлено изменение биофизических свойств 
плазмалеммы лимфоцитов. В опытных образ-
цах крови (после моделирования механиче-
ского стресса in vitro) заряд лимфоцитов стал 
более положительным – увеличился на 27 % 
(р < 0,05), что привело к повышению адгезив-
ной активности плазмалеммы (табл. 2). Сила 
межклеточной адгезии между эритроцитом и 
лимфоцитом увеличилась на 15 % (р < 0,05) 
по сравнению с контрольными пробами. Кро-
ме того, при механическом воздействии модуль 
Юнга, характеризующий жесткость поверхно-
сти лимфоцитов, снизился на 28 % (р < 0,05) по 
сравнению с контролем.
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Обсуждение. Механическое воздействие 
на клетки крови in vitro, аналогичное физио-
логическим условиям в микроциркуляторном 

сосудистом русле, приводит к выбросу эри-
троцитами молекул АТФ [21], что согласу-
ется с полученными в нашем исследовании 

Рельеф поверхности лимфоцитов в крови людей пожилого возраста: а – контрольные пробы (интактная кровь); 
б – опытные пробы (моделирование механического стресса in vitro)

Таблица 1
ЦИТОАРХИТЕКТОНИКА ЛИМФОЦИТОВ  
В КРОВИ ЛЮДЕЙ ПОЖИЛОГО ВОЗРАСТА  
ПРИ АКТИВАЦИИ ПУРИНЕРГИЧЕСКОЙ  
СИГНАЛЬНОЙ СИСТЕМы in vitro (M±m)

Параметры
структурных 
образований 

Контроль 
(n = 30)

Опыт
(n = 30)

Глобулярные 
образования:

высота, нм 17,6±0,8 51,0±0,8*
число 124,0±1,1 41,0±0,2*

Углубления 
в плазмалемме:

диаметр, нм 48,4±2,7 15,0±0,9*
глубина, нм 8,2±0,8 16,4±0,2*
число 41,0±2,3 29,0±0,1*

Примечание: * – установлены статистически значи-
мые различия между показателями опытных и кон-
трольных проб по критерию Стьюдента (p < 0,05).

                                              а                                                                                            б

Таблица 2
ИЗМЕНЕНИЕ БИОФИЗИЧЕСКИХ СВОЙСТВ 

ПЛАЗМАЛЕММы ЛИМФОЦИТОВ  
В КРОВИ ЛЮДЕЙ ПОЖИЛОГО ВОЗРАСТА  
ПРИ АКТИВАЦИИ ПУРИНЕРГИЧЕСКОЙ  
СИГНАЛЬНОЙ СИСТЕМы in vitro (M±m)

Показатель Контроль
(n = 30)

Опыт
(n = 30)

Сила адгезии 
в системе 
«эритроцит–
лимфоцит», нН

84,1±0,7 98,7±0,9*

Модуль Юнга, мкПа 5,0±0,1 3,6±0,1*

Потенциал 
поверхности, мВ –39,5±0,5 –28,7±0,3*

Примечание: * – установлены статистически значи-
мые различия между показателями опытных и кон-
трольных проб по критерию Стьюдента (p < 0,05).
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данными об увеличении концентрации АТФ 
в 2,6 раза в опытных образцах крови людей 
пожилого возраста по сравнению с интактной 
кровью.

При активации пуринергической сигналь-
ной системы количество морфологических 
образований на плазмалемме лимфоцитов 
уменьшается на фоне появления более круп-
ных глобулярных структур. По данным литера-
туры, активация сигнальных каскадов, в т. ч. и 
посредством пуринергического рецепторного 
комплекса, стимулирует синтез лимфоцитами 
фактора LMIF, понижающего полимеризацию 
актиновых филаментов [12]. В то же время 
локализация глобулярного актина в разных 
участках клетки может спровоцировать класте-
ризацию ее плазмалеммы [22], т. е. появление 
крупных глобулоподобных структур.

Активация пуринергической сигнальной си-
стемы приводит к изменению биофизических 
свойств лимфоцитов людей пожилого возраста. 
В частности, снижается жесткость лимфоцитов, 
увеличиваются заряд клеточной поверхности 
и сила адгезии между лимфоцитом и эритро-
цитом. В научной литературе показано, что на 
поверхности лимфоцитов локализованы ре-
цепторы семейства Р2Х [9, 23, 24]; так, рецеп-
тор Р2Х4 выступает в качестве ионной поры и 
имеет высокую проницаемость для Са2+ [25, 26].  
В условиях механического воздействия проис-
ходит поток ионов Са2+ внутрь клетки [27, 28],  
а это, в свою очередь, ведет к деполяризации 
плазмалеммы, что установлено в нашем иссле-

довании. Также в научной литературе показано, 
что увеличение содержания внутриклеточного 
Са2+ в ответ на механическое воздействие при-
водит к снижению жесткости плазмалеммы [29, 
30]. С точки зрения циркуляции и межклеточно-
го взаимодействия в сосудистом русле в услови-
ях запуска пуринергического сигнального каска-
да более «мягкие» лимфоциты легче мигрируют 
и сильнее адгезируют с  другими клетками.

Таким образом, в нашем исследовании по-
казано увеличение концентрации АТФ в крови, 
изменение биофизических свойств и рельефа 
плазмалеммы лимфоцитов у людей пожилого 
возраста при механическом стрессе in vitro. 
В условиях активации пуринергической сиг-
нальной системы снизилась жесткость и уве-
личился потенциал клеточной поверхности, 
при этом повысились силы адгезии в системе 
«эритроцит–лимфоцит». Полученные данные 
указывают на то, что в крови людей пожилого 
возраста молекулы АТФ способствуют измене-
нию структуры и биофизических свойств плаз-
малеммы клеток. Ввиду того, что такие заболе-
вания, как атеросклероз, гипертония, болезни 
Альцгеймера и Паркинсона, тесно связаны с 
нарушениями передачи сигналов, опосредо-
ванными нуклеотидами и нуклеозидами аде-
нина, полученные экспериментальные данные 
могут иметь большое значение в диагностике и 
лечении различных патологических состояний, 
сопровождающих старение организма.
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CHANGES IN THE ULTRASTRUCTURE  
AND FUNCTIONAL PROPERTIES OF LYMPHOCYTES IN OLDER ADULTS  

AT ACTIVATION OF THE PURINERGIC SIGNALLING SYSTEM (in vitro)
The purinergic signalling system plays a significant role in the functioning of the body from the early 

stages of embryogenesis through the postnatal period. It is known that with ageing, the expression 
of purine receptors in the nervous tissue and in the vascular endothelium decreases. However, the 
available literature data on the functioning of the purinergic receptor complex on the surface of blood 
cells is extremely scarce. This paper aimed to study the changes in the ultrastructure and functional 
properties of lymphocytes in older adults at activation of the purinergic signalling system. By means of 
mechanical stress in vitro, we modelled conditions close to physiological in the microvasculature. The 
structure and biophysical properties of the cell membrane, which determine the functioning of blood 
cells, were studied using an atomic force microscope. The elastic properties of the lymphocyte surface 
were analysed based on the Young’s modulus. The electrical properties of the plasma membrane were 
evaluated by measuring the surface potential in the Kelvin probe mode. The mechanisms of intercellular 
adhesion were analysed using force spectroscopy. We found that the mechanical stress-induced release 
of adenosine triphosphate (ATP) by blood cells affected the structure and biophysical parameters of the 
lymphocyte surface. When modelling the conditions of mechanical deformation of cells, the ATP level 
in the blood increased by the factor of 2.6 compared with the control. The number of morphological 
formations on the lymphocyte plasma membrane decreased in the presence of larger globular structures. 
Moreover, lymphocyte stiffness decreased, while the cell surface charge and adhesion strength between 
lymphocyte and erythrocyte increased. The obtained experimental data can be of great importance in 
the diagnosis and treatment of various pathological conditions that accompany ageing.

Keywords: purinergic signalling system, lymphocyte, surface potential, Young’s modulus, adhesion, 
older adults.
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