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с помоЩЬ1О метода aнyrpииеточноR инъекции "ф.nyopecu.cкntоro ltp&cкteAa и. элек.t:pOфЮИОАG­
Пtчeuиx NeтQAO. (МИКpo3JIсItТРО;ц.нoro и doubIe whole-c:e11 реmстраЦI1Н) пОК83АНО бnОltttрующеедеliC1'1lНС 
арахНДOlIОsoA ItНcnarы - на проннцасмОСПо ме_lCIfетоllНWX J:OН11!КТOII у культивируемых а:летох оny­
x.o.neaoro проксхо)КJl.t:НИ8 BICR/NIR". Зффеll:Т SAIIИceJI от дОЗЫ OG-IOO ю:М) и был обр:а.ntМ при 
деАС'1'1!НИ pacnopoa, содер.ащих cwaopon:y кроаи (10%) hJlИ cwаоРО"I'О'шwА antoБYМH11 (1 Nr/МЛ) , 
bl.o:poфnyОРКNtтpнческме ~epeкм.1I ПОICаза.,н. что при oGрабorкe IUIСТОС арахИДQНоаоА IC.ИCJ'lотоА 11 
Itшщсmрацки. достаточноА дna полноА бnОJCIДW МС*ICJIСТОЧНОЙ передачи ltр3ситtJllI (100 мкМ) . 
происходило lfе6ол.woe сннжен.не IIff)'ТJ1Икпеточноro рН (от 7.2 до 7,0) . OAНaICo такоА же СДВJlГ 
JlНУТРИlUltro<utoro рН, вwзuнкыС( инкубацией меток • фИ3ИQ1l0П1Ческо~ раст.аре с рН .6.5, Ife anнan 
на ,",СЖJCJIСТО'lКУЮ C8A3~ С nONОЩЬЮ мстода П~ЧИQА: флуоркмcтpюt • СУCnСН3И11 клеток выаlLnСНО 
)'ВClDtчtIOtС 8ttyтpИКЛСТОЧНОЙ ХОНЦСН1рацнн са + от 80 до 100-200 IEМ при дейCnНН 'рр мltМ 
.рахИДОИОIlOА кмcnarw. Cor.nacнo JlИТер3'1)'рным данным, TaKOro повышения содержанн.а са + IfeAO~ 
craroчно ДnJiI разобщения клеток. Хроме TOI'O. » onьпax с double whoJc-«IJ perncrplцнeA арахИДОНО8аЯ 
JtИc.мra эффcr.твно бnокироама J'о~кткую . проводимocn., нссмотр,+ на п~нс JI пнпcncц 
10 мм EGTA, забуфернвающсА aнyrpнlUlетОчК)'Ю концентрацню са на уровне рСа. равно,. 9. 
Рсзуm.тзna ПCJ:3.8OЛ1OOТ пpt.J:nQnожиn., что разобщающее ~ейcnне арахИДОНО80Й IC.КCJI01'W не onocpe~ 
АОваио 8кутриx.rteТOчкыми М~НАЖерами - н+ или са ; ВОЗМО*"О, механизм эффи.ta СОСТОИТ а 
npllМOH 83.а.ачодеAcrвнн ара.исдоиоааН кнcnoты с контаК1ИЫNН хаиa.nамн. 

ОДНИМ из YJПlверсальных свойств ыноroклеточных сиСтeJ.I JilВЛЯется прgмой 
межцитомаэмаmЧСCJ<JIЙ обмен низкомолекуля:рными веществами (ионами 11 ме­
~бOlШТЗМИ) МCЖJIY контаКТИРУЮЩJIМИ lCJIeJ1(aIOf. Такой 06мен осущеСТВJI5.Cttя 
с помощью специально организованных мембранных crpyxтyp - ВЫСОКОПРОНII­
цacыых Мe;lfCхлeroЧКЬJХ контактов (ВПК), состоящих из асреrзта межклетОЧНЫХ 
хаимов [1-3). Несмотри на широхое pacnpocrpaHeНlle .впк н, возможно. их 
важную pOIIb в ' организаЦНlI Фунхционирования -n<aни IIJIИ органз, >lех31!ИЗ>lЫ 
реГУJШ~ИИ впк OCГ31OТCJ1 ВО многом неясными. 

В ряде иccnедО83НИЙ было показано, ЧТО многие экзогснные ЛИПофJIЛЫlые 
вещества (reптаиол, октанon, raлотан, Дllпикриламин I' др.) ,11 некоторые Жllрные 
xHcJloты способн .. существенно менять проницаемость впк· [4-6). Вопрос о 
возможной физиanогнческой pOIIИ mmофНJIЬНЫХ веществ в регуmЩllll впк, а 
также механизм их дейcrвия на впк остзeтcsr нензученным. Между тем Жlfрные 
хИCJIurы могут Охазаться ЭНJ!огеНIIЫМИ реГУJlЯТОрами проницаемости впк, по­
скольку икоте процeccьr 8 клетках сопроЬождаются существенным", изменениями 
жирнохиcnотного состава >lембран [7-13). На сегоl\НЯ важнейmей жирной хис­
лaroй, :высвобождаемой в клетке в результате ее · аКТИВ3ЦНJI I!ЛИ повреждения , 
считаerco: арахНJ!оновая хиcnотз (АК) [7-18). Ее содержаНllе в мембранах 
увеJIIlЧНвается прн IImемии мозга (7), печени (8. 9) н сердца ·. [10-12); Прll 
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акrnваЦl'И тро ... бtщ.lТO& (13-15] И нейтрофилов (16-18]. В иастоящеЙ.работе 
..... ИCCllедовали эффект .. АК на ВПК в клетках in vilro и взаи ... освязь ЭТИХ 
эффектов с дейcrвиеи ДРYПJХ известныx модулятора8 МСЖJCJIсточной лроющае­
... ocrи. 

ЭКСПЕРИМЕНТ АЛЬIfАЯ ЧАCТI 

Кмт= . Использовали культуру фибробластоидн"х клсток опухолевоro про· 
ИСХО>IЩенИJI (рак МОЛОЧНОЙ ЖCnСЭЫ хры"",) лииии BICR!M1R. (19). Кnетки 
культивировали в СО,·иикубаторе при 37· в ... одифицировашlOЙ по Дульбекко. 
среде Игла (.Biochrom КВ., Германш) в приC)nCТВии 3,7 г! л бикарбоната натрни, 
100 мг/ л стрептомицин-сульфата, 150 ... г! л пеиициллина G и 10% иеонатanьиой 
тел!IЧьей сыворотки крови (.Biochrom КВ.). дmr пассирования клетки 06раба. 
ты8ли 0,25% трипсином в физиологическом растворе С. фосфатным буфером 
без lC3ЛьцИJI И маnmя (ФРФВ-) (20]. В опытах· использоваЛи клетки через 1 
сут после посева при nлотиocrи 10' клетох/чаmку (диа ... erр 50 мы). В иекоторых 
опытах использовали мноro.ядерные хлетх:и, Пa.JJученные с помощью ИНДУЦIlpD­

ваииоro полиэтилеигликолем елИОНИЯ . (21]. АК (.sigm .. , США) растворяли в 
фнзнологическом растворе с фосфатным буФером с КЗJ1ьцие ... и ... а"шем (ФРФВ+) 
путем 03ВУЧИВЗНШI В УЛЬТр3звуховой ванне Bransonic (с8rзnsоп., Франция) в 
течение 2 мин. Маточн"й раствор АК (10 мМ в гексане) хранили при -18· С. 
Перед озвучиванием растворнтcnь в"сушивали в потоке азота. Альбу",ин, ""О­
бодный от жирных киелот (.sigm .. , США), растворяли в ФРФБ+ В концентрацин 
1 мг/мл. Состав ФРФв+ в мМ: 1;17 NaCl, 2,7 KCI, 6,5 Na,HPO., 1,5 КН,РО., 
0,5 MgCI,; 0,8 MgSO., 0,9 CaCI" рН 7,2. 

ОnреiJeлelluе УРОВНSI .межклеточной С6S1.ЗЦ с ПОМОЩЬЮ внуmрuклеmочltой UIIЪ­
екцuu Jlюцuферйоozо желniozо. Микроmmетхи, IIЗfO'ТOмсииые ИЗ C'I'eXJI.SIИRHX 
капилляров (.WPI., США) с помощью roризонталыlii микрокузницы PN·3 
(.Narishige>, Япония), заПОЛНЯЛИ 4% раствором люцнферовоro желтоro (.sigm .. , 
США> в диcтиn.nированноЙ воде ИЛИ в 1 М LiCl. Внутриклеточные инъекции 
краснтело осуществляли с. помощью ".анафореза, пропус~аи и ... пульсЫ тока в 
20 нА, В течение 5-10 с, с по ... ощью иоиафоретической приетавки к МlIкроэлек, 
троДному УСИJштелю LlM·l (.usl Electronlc., Гер ... анио) (20,22]. Использовали 
люмннt:cцеНТR"Й микроскоп ЛЮМАМ·И2 (...ломо., Росси.) с фазово-контраст-­
ной оптикой и с автомаns.чесхоЙ микрофотоиаcaдlCОЙ. Степень межxnеточной 
диффузионной связи оценивали путем подсчета ЧИC.l1а клеток. в которые XP3C1IТCJ1Ь 
распространилси через 2 мнн после инъекцин [20, 22]. 

Элехmрофuэuoлozuческuе uз""еренuя. Оценку эффехтивности ЭJlектрической 
СВIlЗИ в монOCJIОЙНЫХ культурах проводили микрозлектродиым методом [23, .24 ]. 
Эm. ОпЫТЫ проводили на roмокарионзх, пanученных с помощью ПОЛИЭТИЛeJJ" 
гликOIUI. Виутрихлeroчные мнхроапектроды запciлНJlJlII 3 М раствором KCI. В 
одну из xnеток монocnоа вводили дВа микроэnехтродз: один - ДЛИ инъекции 
тестируюmиx пр ... оyronьных импульсов тока (3 иЛ), пpyтai. - реrnстрирующий, 
ДЛ5I язмереНJISI сдвига мембраиноro потенциалз У" вызванноro импульсом тока. 
В соседнюю клerку вводили еще . один микроэлектрод, регистрирующий едвиr 
потенциала В :пой клетке (У,) при пропусханин тока через первую клетку. Для 
регистраЦни потеициалов использоваЛII ><Икроэле.;rродные уCиnнтели L/M·l (.Usl 
E1edronic.. ГерманJUI); снrиanы с выходов УCИnlfIcnей подавanись на самописец 
Grapbirac (.sefram., Франция). ЭФФективность 3lIсктрнчесхой свизи оценивалась 
по отиоmенmo у,/ У, (23]. Введение микроэлектродов осущecnonяли с по ... ощью 
микромаmшуляторов с 3lIектрнческим ПР'lВодо ... DСЗ + SТМЗ (.Gebr. MarzbliusCD, 
Гер ... ании). 

ИзмеРС:НЮI ПРОВОДIIМОСТП ОДИночноro межхлеточноro хонтакТ.! 8 ~вух.пeroчных 
аrperзтах ПРОВОдиЛИ с ПОМОЩЬЮ метода одновремеlПlОЙ реmстрацни ТОКОВ coteдH11X 
клеток в режиме фllКсации потеJЩН3Л8 (doubIe whole--cell) (25]. Пнneт:!<J' за· 
полняли раствором, содержащим 140 ... М CsCl, 10 мм т~траэтила"''''ОНИR'ХЛОРНД 
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(ТЕЛ-СI). 10мМ EGT .... 10 мМ HEPES/KOH (рН 7.3). ИСПМЬ30ВaJlИ уcиnитenи 
patch-clamp ЕРС-7 (clist Electronico. Германк.) . Дn. измерени. проводимОсТII 
контакта на каждую из "метоК пары поочередно подавали прямоуroльные ии­
пульсы ПO"ТelЩИaJIа в 10 мВ с чаcroтoй 0.2 гц [2бl. PemcтpllpyeMble токовые 
С1.ПfaJIЫ ФИЛЬТРОВaJlН с помощью частотных фильтров (Туре 2 •. cFrequency 
Devices.. США) при ПМОСС пропус"анно 250 Гц. заПIlСЫВaJlИ с помощью MOAII­
ФIllЩРОванкого цифрового аудиопроцессОра РСМ 50lES (cSony Corporation •• 
ЯпоНl'.) и ВlIДеомаmитографа . NV-810 (cPanasonico. Японк.) и в .дальнеЙwем 
аиanНЗIlРОВaJllI с помощью компьютера IВM/AT. 

ИЗJofереllие 811уmрuх:леmочнozо рН. Внутриклеточный рН измероли с помощью 
МИКрофлУОРIIМетрического метода [27. 28) i: IIСПМЬ30D3ннем фотомикроскопа 
(cZeisS>. Германи.). оборудованиого ФОТОметрической ПРIIСТ3ВКОЙ ФМЕЛ-2 (cJlо­
МО •• Россия). Клетки в чащках Петрн ннкубировanи в прнсутствии 1-2 мкМ 
ацетокснметиловоro эфира 2' .7·-биС-(2-карбоксиэrил)-5(6)-карбокснфлуоресцеll­
на (ВСЕСР-АМ) (cMolecular Probeso. США) в растворе Хенксз. рН 7.4. в течеиие 
40-БО мин и опредenoли ннтенСIIВИОСТЬ флуоресцеНЦIIИ клеток при 520 нм при 
ДЛllНах ВOJIH возбужденки 430 и 490 им [291. По отношеНl'Ю lIитенснвностей 
флуоресценЦИИ при ЭТI'Х Дtlинах BQ1III ВЫЧИСЛSlJ1И внутриклеточный рН, IIСПОЛЬЗУЯ 
кanllбровочиый rpaфик. IIOJJYченный Ю'ГСР'ЩИИКaJlиевым методом [301. Высоко­
"алиева. иару", .. а" среда ДJIИ калиБРОВКII соцержала (в мМ): 140 KCI; 1.8 CaCI,; 
0.8 MgCI,. а также либо 10 мМ HEPES (cSigm ... США) при рН 7.0-7.7. либо 
10 мМ MES (cSigma.. США) при рН б.0-б.8. ВСЕСР-АМ раствороли в AIIMe­
тилсульфокснде (cSigma •• США) в концеитрации 1 мМ · и храиllЛИ Прll -18'. 
НIIГСРИЦНl[ (cSigma •• США) раствороли в дважды переmаииом этаиме в кон­
цеитрац.1Н 10 мМ и храюиlН при -18' ие более 2 иед. Концентрация ИИГСРИЦllиа 
при проведеиии калибровки составлола 10 ,",кМ. 

OnpeiJeмllиe вllуmрuх:леmочноiJ ICонч.нmрачии I<альчия. Виутриклеточную кон-. 
центрацию кальциSl (Са!+]. опРедcnяли с помощью метода поточной фnуоримстрни 
!31. 32) с ИCnМЬ30ванисм Са"'-чувствнтenьного ИlIДнкатора INDO-I (cMolecular 
Probes.. США> .(29). Интенснв'!ость флуоресценЦНIf измерялн пр" двух д:IIНHax 
]lМН 405 И 485 НИ. дпJlНa вмны возбуждающего света 3БО нм. If ICо.ще.гграЦIfЮ 
свободного КaJlЬЦИ" опредenяли по отиошенню . lfнтенснвностеЙ флуоресценц"" 
при двух длинах ВОЛН. ДNЯ пpi>ведеНИJl измерений клетки на чашках - Петри 
снимали ТрllПСННОМ (0.25% раствор. в ФРФБJ и суспеНДНРОВaJlИ в 2 мл ФРФJ>+. 
Суспензню центрифуmроwи пр" 500g в течение 5 мин. клетоЧНЫй оСадок 
суспеllДИРОВали в 250 мкл ФРФJ>+. содержащем 40 мкг/мл INDO-l · АМ; ПOCJJ" 
5-мик инкубацин прн 37' в ПРИСУТСТВ'IН ЗОlIДа объем суспензин ДОВОДlIЛи раствором 
ФРФв+. дО 2 мл и ИСПМЬ30ВaJlН эту суcriевзню для измерений в поточиом 
флуорнметр,,· FACS Analyser. (сВecktоп-Diсkiпsоп •• Германия). соед.шенном с 
компьютером Hewlett Packard. Измеряли (Са'-!. у 10000 клеток в контрольных 
условнох. У 20 000 клеток в присутствнн АК н У 10000 клеток прн добавлении 
альбумниа. Калибровку проводили методом [331 в модификацни й. Бреllнера. 
с иcnмьзоваиием семн кanибровочных растворов С рСа от 5.3 до 9.0. забуференных 
EGT~. ПРIIСУТСТВНС в калибровочном растворе АК или альбумина не влияло на 
реmетрирусмое отношенне иитснсивностеЙ · флуоресценцни. Маточный раствор 
INDO-l АМ (l мг/мл • ДиметилфоРМ3МIIДе) храНlIЛи прн -18~ С. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

ApaxlIДOHoBa., кислота блокирует ПРОНlщаемость ВПК 

АК блО1шрует .Jtсжr.лeточuое nеретекоuие Крll&umе.ля люциферовоzо же.лтozо, 
uнъеljироош<ноzо в ООну из о:леmОl< JofОНОСЛО". Метод ВИУТРНlCЛеточных ннъекЦI'Й 
крacитeJlS[ ПОЗВМflет дать JCOJIНЧсствениую оценку эффективиости межклетоЧНОй. 
СВОЗи и ее "ОДУЛflций • . Как уже было показано ранее . [34!. в КОНТРОЛЬНЫХ 
условиях клетхи BICR/MIR. хорошо связаны Между собой: люцнферовый жenтыЙ. 
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РМС. 1. ДeA~e АК на перстеdНИС ICpacнтeJUI nюцифеjювоro жeтoro. иmeцироаанноro 8 OJUIY Ю 
исток NOIIOCnOIl. Ме*Кnet'Oчна. c.o~ (ось ординат) оцеНИA1lась по ornowению (8 %) ItWUtчCCТв:J. 
ОlCрАWeJШWX меток, нcnocpcдcraeННО - КОНТIКТИРУЮЩКХ с иН'ЫЦИроаанноА lUIen:OI1 (соссдц nepaoro 
ПopQКа). IC 06щсну чнcny сосе,дей первоl'O nOPЦk4. ЛРНL'lCДCНЫ cpeдJше :шачelUf. " tr.I:tWtpnloe 
ctrJUtоненис. Q - з&8ИСНМocn. эффекп ar дозы АК (кncnн ннкубнроацИ • приcyтcraни АК 8 разных 
коtЩСtnpaЦИЦ • течение 30 мнн): 1- kОlnpoлЬ; 11- 10 ",!СМ АК; JII- SO мк.М AК~ lV - 100 неМ 
АК. 6 - 06pan1NOCI'Ь эффекта АК: [- ICOlnpoт.; 11 - мсжклеточнаа ,ttКффyзatoНКlII С8SЗ .. через 
JO ниll or начала инху&щии хлетох 8 прнcyтcrвни 50 мкМ AJC; JJI - МСЖICЛСТОoutasl ;диффy:tНОJIИ:lIJ 
С813Ь через 10 мнн от ".\iM. О1'МWIJtИ лк. ~оЙ. содер*ащсft 10'% эм6рионam.IIОЙ телвwu.eН 
... ооротхи 

hllЬeЦированный в одну иЗ lCJIero'ОIОНOCnОЯ, диффундирует НЗ xnетхи-донора в 
сос""ние xnетки, так что через 2-З мии краситель обнару"'иваercя в 10-20 
xnetКalC. Окрашены ш:е соседние xnетки перво", пор5lДка (Т. е. клетки, иenос~ 
редственио конraкmрующие с )(ЛетКОЙ-ДОКОРОМ), а та"",е бonее удаленк",е /СЛeтJCИ. 

При инкубации D течение ЗО мин D приcyn:твии АК D фрфв- перетока""е 
кpacитenя псщЗвл""ось. ЭфjJект завиcen от хокцempaцин АК. Ecnи в KOIrrpoIIhHblX 
услоВIIJIX кnnичccrвo окрашенных ·соседей п.рвоro поp5lДка COCТ8IUIЯЛо 100% :!; 0,2 
(n ~ 12) от общеro числа ""eioк-соседей первоro пор5lДка, 1'0 в присутствии 
SO "кМ АК это ·количество CIIижanось до 18,9% :!; 7,4 (n ~ 28), а 100 мхМ АК 
ПОД3ВJU1J1а перетекаиие люциферовоro "'enтoro дО 3,З% :!: 0,2 (n - 14). 

Эффект АК БыJl обратим: при инкубации /СЛeroк в среде, содержащей сыво­
ротку, происходило практически полное восстановление. межклетоЧНОЙ CD1IЭИ. 
Рисунок.1 илnюcrрирует дозо-завиtимocrь проницаемocm межlCJlеточиых кон-
тактов при действии АК и обраmмocrь эффеr:та. · . 

Деиствие АК на ЭJIe~mрич.с"УЮ (ионную) связь .. <Жду J<Лem1:aJlu. МeжJCЛе­
точНое перетеl<ilине храCIIТело характеризует проннцаемость KoнraXТOB ДJIJI МО-· 
лскул даиноro размера (400 Да D случае люциферовоro жenтoro) [22). Друroй 
важной характеРllcrикой. ыежlUlСТОЧИОro контакта SIDJIJIется: ero электрическая 
ПРОВDДНМОСТЬ, katOpaSl определsreтt:я проницаемостью Д1IИ ионов h измеряется с 

помощью ЗJJеКТрофИЗИQJIоmчесхJlХ методов [2З-2S]. эти MeroAbl позволяют на 
количecrвеИIIОМ уровне пpocnедить динамику измевеИIIЙ ЗJJектркчесхой прово­
димости контакТОв при дейСтвии ее МОдУлsтoров. Мы оценивали эффехТIIВНОСТЬ 
ЗJJсктричесхой (ионной) межклеточной СВ1lЗИ с ПОМОЩЬЮ Nихроэлех:rродноro ме­

тода в клетОчныХ МОНOCJJОЯХt а также с помощью МС1Ода одновременной penl­
страцин 1'Оков сосединх хлеток D peJO:JlMC фиксацин потенциала (doubIe whole-cell 
реmстрация) , ПРОВОДJlМОЙ на ДВУlCJlеточиых ·arperaтax. 

Рисунок· 2 ИJ1JJIOCТpиjJует действие АК на электрическую СВ~ЗЬ в монocnое 
/СЛеток BICR/MIR,. Через 10 мии пocnе начала .виекпеточиоЙ перфузии кпеток 
растворо .. , содержащим 100 t.lКM АК, произошло разобщеlП1е /СЛеток: CII .. ",еIlИС 
коэффициеита ЗJJехтр"Ческой свози (У,I У,) н увеличение входиоro сопporивлCIIШI 

53 



~
 

~~.:
 ~~~

·~i;
::-.. ·

:~:~
 'S

;'~
~;~

,;~
~~'

~~;
)??

1:~
·~!

;~V
~~~

;;;
't~

У~·
~·~

~~:
~;i

;'~
·4~

Я;~
;.~

 ;1:
i;~

\'~
~~;

'::
;'Ч

~}'
~':

:i'
i~;

~t;
::~

; \<
:~~

.~r
:-~

::'
:(.

 ~:
~t~

~=:
: 

[ 

-
z.
sн
яl
 

2
f1

U
h

 

10
"6

1 
v, V 2 

'О
О.

,М
 

я
к
 

10
1.
з&
 

Ри
~.

 2
. У

nt
ет
аю
ще
е 
де
Ла

.аи
с 
А
Х
 н
а 
зл

ек
тр

ич
ес

ку
ю 
МС

)I
UU

IС
ТО

ЧI
fУ

Ю 
ca

tl3
t. 
У 
ме

то
х 

B
IC

R
./M

IR
 ...

 В
 о
дн
у 

11
3 
мн
оr
oа
дс
ри
ых
 к

.n
CТ
OI
c 
мо
нo
cn
оt
l 
ue

дe
ll

 I
ну

тр
ик

nе
то

чн
ыR

 
NН
Iф
OЗ
ЛС
lC
tp
Oд
, 
че
ре
з 
к
о
т
о
р
ы
й
 п
ро
пу
с.
а:
&ю
тс
 •

. т
с
c
m
Р
У
J
O
Щ
И
С
 и
м
п
у
л
ь
с
ы
 1
0
к
а
 1

. 
В
т
о
р
о
й
 N
НХ

JЮ
'l

IС
КТ
РО
Д,
 •

• е
.ц
еН
ll
ыА
 •

 з
ry
 ж
е
 Е
Ле

n:
:у

, 
ре
nt
ст
ри
ру
сl
' 
c
o
o
n
e
т
m
У
Ю
Ш
J
!
С
 

.С
ДI
ИI
1f
 
п
o
n
:
н
ц
н
а
л
а
 
на

 
м
~
б
р
а
и
е
 
эт

ой
 
а
с
т
х
"
 

(У
.\

).
 
Т
р
е
т
и
А
 
).

щх
ро

зл
ск

тр
од

 .
ее
де
н 

• 
to

ee
,I

UI
ЮЮ

 
КJ

tс
пу

 
И
 
ре

f1
(C

tp
ир

уе
т 

зn
еК

тp
ot

Oн
ич

ес
r.

иА
. 
CД
,I
иr
 
nO

tС
НЦ

ИA
n&

 
(~
,)
. 
х
а
р
а
J
t
т
e
v
ю
у
ю
щ
и
й
 
ст

еп
ен

.ь
 3

1f
ск

тр
ич

ес
ко

А 
(
Н
О
Н
Н
О
Й
)
 
м
е
ж
к
л
е
т
о
ч
н
о
й
 

<:
11

31
(. 

ВН
СI

UI
СТ

ОЧ
иа

. 
пс

рф
уз

нS
I 
ф
Н
:
J
н
о
л
о
n
t
ч
е
С
К
Н
N
 
р
а
c
n
o
р
о
м
,
 
с
о
д
е
р
*
'
Щ
Н
N
 

10
0 
м
ж
М
 

А
К
,
 
пр

нl
Oд

ИТ
 
к 
р
а
з
о
б
щ
е
н
и
ю
 
м
е
т
о
к
 
(с
ни
же
ни
е 
У 2

• 
ро

ст
 
ВХ
QД
НО
rO
 С
О
П
р
о
1
Н
м
е
н
н
.
 п

ер
во
й 

IC
JI

Cn
И.

 
У/
/)

. 
O
t
м
Ы
8
к
a
 
ср

ед
ой

 Д
ул

t.
6e

u:
о 

с 
10

%
 
э
м
б
р
и
о
н
u
ь
н
u
А
 

тt
JI

aq
..

eA
 
c
ы
a
o
p
o
r
к
м
 
(
Э
С
)
 
В
O
C
C
Т
I
H
l
м
н
ы
e
,
 
НI
!)
kl
CJ
tе
тО
ЧI
fУ
Ю 

(.
U

'J
1

o
 



~
 

~ ~
L
 

" 
д/

с 

" 

~I
 
~
L
-
-
-

.f
D

c 

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

 ~R
.
~
W
~
 _

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
_

_
 ~
I
 

1
. 

R
Л
6
5
У
Н
U
N
 

PJ
IC

. 
Э.

 Р
а
з
о
б
щ
а
ю
щ
е
е
 д
еl

tа
аи

е 
А
К
:
 р
еn

1С
'Т

ра
ЦЮ

I 
"8

 п
ар

е 
м
е
т
О
К
 л
и
н
и
и
 B

IC
R

/M
IR

\ 
ме
то
до
м 

do
ub

Ic
'w

ho
le

·c
et

l. 
Н
а
 о
бе

их
 м
е
т
к
а
х
 п
а
р
ы
 м
е
м
б
р
а
н
н
ы
й
 п
ат
еН
ЦИ
:t
lJ
 

ф
и
к
с
и
р
о
в
а
н
 

11
I 
ОД

ИН
ll

CO
lI

OМ
 
у
р
о
в
н
е
 
(-

1
0

 м
8
)
,
 
Н
а
 
о
д
н
у
 н
з
 
кл
сr
ОJ
t 
п
а
р
 ..

 п
о
д
а
ю
т
,
_
 
и
м
п
у
л
ь
с
ы
 
п
о
т
е
н
ц
и
а
л
а
 
от

 
-1

0
 Д
О
 
О
 
и
В
 ..

 То
.:

, 
ре

nt
с:

:т
ри

ру
ем

ыА
 
п
р
и
 
э
т
о
м
 

н
а
 в
т
о
р
о
й
 ц
е
т
к
е
 
(/

1
)'

 c
oo
тв
er
cт
вy
er
 т
p
a
H
C
K
o
к
r
a
к
r
n
o
м
y
 r
o
к
y
 и
 П
Р
_
М
О
 л
р
о
п
о
р
ц
н
о
н
a
n
С
J
l
 П
р
о
8
0
Д
И
N
O
C
f
К
 K
OК

fl
,K

T,
; 
ТО

К,
 
р
е
n
t
с
т
р
н
р
у
е
м
w
й
 н
а
 Р
С'
р8
0А
 
(
П
O
J
l
l
l
р
ю
~
о
А
)
 

к.
,е

тх
с:

 (
/1

)'
 p

:1
ae

lf 
с
у
м
м
е
 т
ок

о.
, 
т
е
к
у
щ
и
х
 ч
е
р
е
3
к
о
м
т
а
Ц
)
l
)
'
Ю
 И
 и
е
к
о
к
т
а
к
n
r
y
ю
 м
е
м
6
р
&
и
ы
 э
т
о
й
 l
UI
СТ

8С
н 

(2
51

. П
р
и
а
е
д
с
н
ы
 о
сц

и.
ru

rО
I1

'а
NN

Ы 
т
о
к
о
в
 н
а
 ф
о
н
е
 в
не
кл
ет
оЧ
II
ОЙ
 

п
е
р
ф
у
'
и
и
 
фи

зн
o.

nо
rи

че
ск

нм
 
р
а
с
т
в
о
р
о
м
.
 
п
р
и
с
у
т
с
т
в
и
и
 

10
0 
мl

tМ
 А
К
 
н
 
п
o
c
n
е
д
у
ю
щ
с
R
 
пс

:р
фу

зн
еА

 
р
а
c
n
ю
р
о
и
,
 
с
о
д
е
р
ж
а
щ
и
м
 

1 
N
r
/
Ю
I
 а
л
ь
б
у
м
и
н
а

. 
О
n
Y
Щ
С
l
f
 
3
·
м
и
н
 

фр
аn

.c
ен

т 
р
е
m
с
т
р
а
ц
и
и
 О
Т 

ка
чa
.n
:a
 
п
е
Р
Ф
У
З
И
l
1
 а
л
ь
б
у
м
и
н
о
м
 
д
о
 
н
а
ч
а
л
а
 
в
о
с
с
т
а
н
о
в
л
е
н
и
.
 м
е
Ж
X
1
l
с
т
о
ч
н
о
А
 
с
-
к
э
и

. 
З
а
П
И
С
И
 
м
х
о
в
 
н
а
 
ф
о
н
е
 
п
е
р
ф
}
'
3
Н
Н
 А
К
 
и
 а
л
ь
б
у
м
и
н
о
м
 

сд
e.
nа
ll
Ы 
п
р
и
 
р
а
з
н
о
А
 
чу

sc
та

ит
сл

ьш
.х

:Т
II

 
п
о
 Т
О
К
У
 
(с

м.
 
к
м
и
б
р
о
в
к
и
)
 



рН. N н 

О 1 
tO 

IJ 

,р 

О 
I UI v 

• 
рис. 4. Действие ЛК на _нyrpИIUIСТОЧ1lЫИ pJ-l (рН.) и межx,nC'l'OЧН)'lO диффрнонную C8Qb У клетох 
JIКИИИ BlatJMlR ... Оси ордиmr. cneaa - рН •• cnрааа - N - ЧНC:nO окрашенных !СЛеток после НН'Ь­
ещки moц,ифеРОIlOl'O ЖCJlТOtO 8 ОАНУ Ю ЮIС1'ОК NОIIОСЛOSl. r - КОКТРОЛ" 8 раcnюре ХСIII:са С рН 7.4; 
П н Ш - А1С. (100,..кМ. распоре XCНlC:ca) lЫ3ыuет небольшое снижение рН. н )'nlcтaer NСЖКnеточ.ную 
днффу3юо краatteJlИ m - чере3 IS мин и 111- чсра 30 МИН от качала ннхубацкн); lV - OtМыы::a 
среАоА Дуm6c.по с: 10% Э'МбриональноА телачьеА СЫ80рОтхи ЧСрс:3 зо МИН JOCtТaHSUквaeт рН. н 
MC~ С8аь; V - ICОlnPCШ" • распоре Ринrepa С рН 7.2; VI - Р'С'11Юр Plrнrc:PA с рН - 6.5 
чepe:s зо мин от качала кнкубаu.нн 8WЗЫВ3СТ тот же CAIIKr рIl •• что и АК (1(, 111). ко не микст '18 
NeжJCnСТО"D1)'Ю передачу JCpacнтenJl 

СИcre>Ш (V,//). При промыванни меток раствором с сывороткой наблюдалось 
.восстаНОЩlенис зnектричссхой связи .. СЮlжсние амплитуды Yz в два раза отно­
arreJIЬHO контрольноro YPOBH~ происходило за 18,1 ± 6,0 мии (n -1) при обрабorкс 
""еток 50 "кМ АК, н за 8,4 ± 1,1 'МНН (n - 12) - при "онцеитраци~ АК 
100 мкМ. Интересно, что в p~e cnучаев при действии АК иаблюдалсв едвиг 
kеыбраШlОro пОтенциала (см. рис. 2), что может свидcтenЬСТВQвать · о ВЛIIЯIIИ" 
АК И на Jlониые каиалы неконтактных мембран (35-38]. 

Эксперименты, проведеииые на парах метох с помощью метода doubIe whole­
cell регистрации, далн те же результаты, что и микрозлектродные отведения на 
""еТЕаХ в МОНOCIIое: ВИCКJ\еточна~ перфузш[ paCt1l0poM с 100 "кМ АК вызывала 
блокаду контаКТJIой проводнмости примерно через 5~10 мин от начала обрабorКl[, 
а раствор ФРФБ+ С альбумино .. ' примерно через то же время восстанавливал 
МСЖJCJJсточную · связЬ (рис. 3). Существенным отличием в условиях эrи.x экспе­
риментов от ОПЫТОВ с ыикроэлектродаьш SlВЛJIЛОСЬ нanичие в НИЗК9QМНЫХ 

(2-3 МОм) раlch-nипетках 10 мМ ЕОТА и 10 мМ HEPES, забуферивающих 
ВИУТРllJCJ1еточиые JCОJЩеитраЦНII Са" н Н' соответственно до рСа - 9 и рН - 7,2. 

Действие арахидоново/i хислоты на внутриклеточные 
коицентрации ионов водорода н I<anЬЦM 

АК снижает о"уmРUlCЛеточ"ый рН. С целью высненияя механизма блоки­
рующеro действм АК иа межклеточные коитакты были проведены параллельные 
измерения внутриклеточноro рН (рН.) и межклеточного перетеК3И1tя красителя 
при обрабorкс меток АК. М[lкрофлуоримстрические нзмерени~ рН. показали, 
что через 30 мин инкубации меток в присутствии 100 мкМ АК происходит 
иебольmос, но стаТllстицееки достоверное снижение рН. - от -7,2 в контроле 
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Рис. S. дсдcnне АК на 8нутриlC1l.СТОЧНУЮ lCонцекrp3.ЦИЮ еа2+ «Ca2+J,) 
у x..rtC\'Щ BICR/MIR .. : М3lоСеренк. иетод,ом пoroчноА фдуорН)Сетрии • 
cycn~и оеток. а - :n::cneРНlo4снталloнwе данкwе, 'l~'1eHHble ДJUI 

КеА мac:cw клеток; б-усредненные ЗН8чtкн_ (Са "J.: cтpc:JIачн 
CnМCЧ(JfQ добаa.nенне . АХ н альбумина 

до -7,0 nOCJlc обработки АК (рис. 4, 1, 11, 111). За 1'0 же время 100 мкМ АК 
ПQJ1ВОСТЬЮ б.nокировanа межклeroчное перетехание люциферовоro ЖeJ1ТОI'O. По­
сле.цующая ннкубап.ия клеток в среде с сывороткой в течение 30 ""IН вызывала 
увеличение рН, выше хонтрольноro ypoBHSl, а тахж.е восстановление перетекаUltя 
краcитeml (рнс. 4, IV) . 

ДлJl определения pH-чувствитenьности межклеточной диффузионной CIIЯЗII 
была проведена серии экспериментов, в которых снижеRие внутрикnеточноro рН 

ДOCТIпanось путем обработки клеток В ; фИ3ИOJIО~ЧССХОМ paCТBopC t заКIICJJениом 
до рН ~ 6,S с ПОМОЩЬЮ MES. Инкубап.и" клеток в таком растворе в течеНII;' 
зо ми,; ПРИВОJ\1U1а IC такому же снижению рН" ч1'О н обработка АК. Паралле.льнЫе 
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измерения перетекании JlЮЦИферового жenтoro показали, что проницаемость 
межхлСТОЧНЫХ контактов при ЭТОМ не изменилась (рис. 4, У, VI) . 

Действие АК на концентрацию 8нутриКJU!точного ctr+. Дnя измерения 
концентрации внутриклеточного кальция ([Са'· J,) с помощью метода поточной 
флуориметрии клетки сначала перевоДилн в суспензию, и затем измерlVlИ [Са'· J. 
дО обработки АК (контроль), в присyтcrвни 100 мкМ АК и при добавлении 
1 мг/ил альбумина. Рисунок 5 ИJIJI10CТрирует пonучениые результаты. В контроле 
[Са" J. составляла 80 нМ. Через 2-3 мин после добавления АК происходило 
повышение [Ca'·J, до 100-200 нМ. В растворе с альбумином [Ca>+J, восстанав­
ливanась до контрольноro уровня. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

АК является важным компонен'IOМ клеточных мембран [7-17, 39-41 J. Ара­
хндонат входит в состав ряда фосфоЛИПИДОВ (фосфатидилхonнн, фосфаТИДИЛИ­
возит, фосфатидилэтанолзмин), участвующих в передаче сиmanа с хлетОЧНОЙ 
поверхности в цитоплазму. Связывание мнЬrnхлигандов на клеточной поверхности 
приво.цит к активации фосфолипаз. которые либо непосредственно высвобождают 
АК, либо rидролизуют фocфonипнд до диацилглицерина, и АК высвобождается 
уже в процессе метабonизма последнего [10, 14, 15, 39-41 J. С другой croPOHbl, 
недавно было похазано, что АК вызывает yntетение проницаемости межклеточных 
KOнтaK'IOB [4, 5, 42, 43). Пonожение АК на пересечении важнейших путей 
хлсточноro метабonизмз, ее учаcrие в сиmальных каскадах внутриклеточных 
реакций и активность АК в отношении меж.клеточных КОlПактов позволяет 
предПQ1l0ЖИТЬ, что АК может быть ОДКИМ из эндогекных физиологических ре­
гуляторов контактной проницаемости . Кроме ТОГО, возникает вопрос о м:еханиз~е 
разобщающего действия АК. 

В наcroящеli работе мы показали тремя различными методамн, что АК 
действительно блокирует межклеточиые контакты. Мы ·попытались определить, 
опосредовано ли действие АК вторичными внутриклеточными мессендж:ерамиу 
модулирующими проницаемость ВПК. На основании проведенных опытов мы 
предпanаraем, что АК действует на контакты непосредсгвенно~ встраиваясь в 
плазматическую мембрану. Обсудим эти опыты бonее подробно. 

Проницаемость межклеточных контактов оценивалась несколькими способами : 
а) микроикьекция флуоресцентного храснтеп& в одну из клеток МОНOCJIоя; число 
клеток, в Koтopыe краС1ГГель диффунднрует из клетКИ-ДОНQра, характеризует 
количество и проницаемость высокопроницаемых контактов. ; б) измереиие элек­
тротовической (ионной) связи и входного сопротивлени& в клеточных МОНOCJIоях 
с помощью введенных в контактирующие клетки михроэлеКТРОДОВj в) прямое 

измерение электрической проводимости одиночиоro межклеточного контакта в 
паре клеток методом double who1e-ce1l регнстрации. Как следует из представленных 
результатов, в присутствии АК происходнт обратимое угнетение переноса из 
клетхи в клетку как низкомonекулsrрноro флуоресцентноro Хр3сителя, так и 
ионов. 

выеe Былo упомянуто, Ч'lO метаболизм АК связан с работой фоефатидн­
линозитного сигнального каскада [10, 14, 15, 39-41 ). Одиим из последствий 
аХDlвации ЭТОГО механизма является увеличение концентрации свободных 
ионов Са2+ в цитоплазмC!I за счет выброса ионов из внутриклеточных депо и 
входа из наружной cpeды (44). Поскольку повыениее внутрихлеточной кон­
центрации Са'· снижает проницасмость ВПК [45-48 J, можно предположить, 
что разобщающее действие АК опосредовано внутриклеточным кальцием . од­
нако наmи результаты не подтверждают это предположение. Измереиие [Са'· J. 
в клетках BICR/M1R. показало, что АК вызывает лишь слабое увеличение 
[Са1+) в цитоплазме (от 80 до 100-200 нМ), которое вряд ли могло привести 
к существенному снижеиию проницаемости ВПК. По данным литературы, 
даже при [Са2+]. порядка нескольких сотен нМ происходит межклеточная .. 



диффузия ионов Са" через ме"lклeroчные контакты [49, 50); АЛ" полной блокады 
ВПК требуетек УВCJlИчение [Са,.). до сотен мхМ [45-481. Кроме того, блоки­
рующее действие АК сохранмось и в опытах с доиЫе whole-cell регистрацией 
с использованием пиneroк, заполненных раствором, содержащи", 10 мМ EGTA, 
при рез > 9. В таких услови.х увеличеиие [Са" J. иа два "орцка (01" 1 до 
100 нМ) вообще маловерокmо. 

Еще одним известным фактором, блокирующим проннцаемость межклeroчных 
контактов, SI8Л.e1C!I снижение рН. [51, 52). проведенныe в иаших экспериментах 
измереии" рН. показали, что обработка клeroк 100 мхМ АК сопровождаетея 
иебольшим . (на 0,1-0,2 един'ицы рН) снижением рН •. Мы добились такою же 
снижения рН. без АК, инкубиру" клетки • закислениом с помощью MES 
наружиом физиологическом растворе. это снижеиие рН. ие помимо иа про­
ницаемость lCоитактов Дn!I флуоресцентиого J(раситeJISI. С этимн даннымн согла­
cytOТCJl н результаты опытов с доиЫе whole-cell регистрацией. В эmх опытах 
пипетки были заполнены раствором, содержащим 10 мМ HEPES, который должен 
был бы стабилизировать рН в клетках. Тем не менее в этих условиях АК 
блокировала проводимость межклетоЧНЫХ контактов. 

Мы не можем ИCICЛЮЧИТЬ, чтО какие-то иныe факторы опосредуют дейcrвис 
АК на проницаемость межклeroчных контактов. Одиако естественным кажете. 
предположить, ЧТО АК действует непосредстаенио на контактную мембрану, 
приводи к ее реорганизации и в результате к блокированию "онтактов. В пользу 
этого npeдположеНИ!l могут свидетельствовать такие факты, как увеличение 
содержанни АК в клeroчных мембранах прн обрабО1"ке клero" экзогенной АК 
(G. Zempel, неоnyбликованиые данные); ·обратимость эффекта АК после экст­
ракции альбумином (этот белок СВ5Iзываетси именно со свобоДНЫМИ жирными 
кислотами, извлекай из мембраны скорее именно поступившую туда из раствора 
АК, нежCJlИ предполагаемые ее метаболиты). Наконец, в пользу нашего пред­
папожеиня roворит и тот факт, что друrие жирные кислorы оказывают уmетающее 
действие на проницаемость межклеточных контактов примерно 8 тех же КОН­
центрациях, что и АК [4, 5, 42, 53-55). 

Поскольку свободиая АК по.мяe1C!l в клeroчных мембранах в процессе 
регулщии ФУНКЦИЙ клеткИ, то незавнснмо от правиnьности высказанных rnпотеэ 
О механизмах действия АК можно предположить, что АК яаляется одним из 
эндоreвных ФИЗИОЛОI1lЧеских регулSlТOJЮВ межклeI'oч1fыx контактов. 

Рабorа частично фннавснровалась из средств Мннистерства науки, высшей 
школы: и технической политики РФ, выделенных на международный проект 
«Биоэнергетик ... 
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ARACHIDONIC АСID REVERSIBLY REDUCES I:ПERСEU.ULAR 
JUNCnON PERМEABIUТY 

Hiilser D. Р .. ишрсl G .. Reuss В .. Suhr D .. Sharovslcaya Yu. Yu .. Muravjm'a о. У .. 
Dunfna-Barkovstcaya А. Уа.. Margolis L В. 

D.lou:пky lns,ltId. о/ Ph}.It<X:hern1a:1 DloJqgy, 
Most:Ow S/tde Univenlty. Mosrow; 

Ab,.II.nz DlopJr'fllk, Blologfs,1rп lns'I'.', 
Unlversldt Stuttgar1, Germ.any 

ТЬс ctrecl о' arachldonlc ac:ld оп Inlen:cllular c:oupllns па РР Junctions has Ьееп studled ln BICR/MIRk 
cd1s - а шатта')' lишог cell Ilле or Ihe Mal'$ball rat. Arachldonlc acid Is аhown 10 revenlbJy Ы~" both 
юпlс and dyc toupltng lп а dosc-dсрсDdепt шаппсг. Thc С:СlЬ recoup1ed afaer 1hc washout wl1h elther 
SUUШ· or atbumln (essentJally falty acld-rree).с:опtaLnlпс soIudod. Thc IntracelluIar рН decreased frora 
7."2 to 7.0 a(rtr aгachldonlc acid ttealmenl: rllc вате рН ,rur, In Ihc absence оС anchidonlc acJd. howcvcr. 
had по err"1 ОП the junc1ional реrmеаЬШiy. F10w ~tomelric mcasuremerHs revcalcd ап arachldonlc 
acld-Induc:cd Incrensc In· 1hе ~top1asmlc free Са1+- concentr:l11on whlch was аЬо reverslbIe ироп aJыJiпn 
U'CAtmenL Inlracellul:ar еа1+ or JI-t:. arc uпlikсlу 10 ье involved lп the mесhап1sm of dte arachtdonlc add 
er'cct оп InterиlluJar coupllng: hI&h resolutlon measurements шlпа: doubIe whole--cell tиhnique nl.ю show 
revembIe ЫОСЬаС о, (Ьс JUПСllоп:аl conduct3nce In thc prcsenc:c о( arachtdonlc add whilc thc ptpettc 
5Olu11on was burrcrcd wllh 10 шМ HEPES a.1d 10 тМ EGTA 10 clашр IntraceUular саlcluш and proton 
СОПССDtrallоП$. We suggcsl Ih:ll araehJdonic add direcdy .rrcelS аЬе рр Junel.lon chапm:ls. prob:abIj' 
Jnterfering wt1h 1hе lipld-protcln inlCtaellons. 
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