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Для достижения целей медицинской биотехнологии и биофармацевтики необходимы тест-
объекты со стабильными характеристиками, простые в получении. В исследованиях мы использовали 
суспензию клеток асцитной карциномы Эрлиха (АКЭ) для тестирования воздействия биологически 
активных веществ (БАВ): мелафена и феноксана (рис. 1), на один из сигнальных путей клеток 
животного происхождения – метаботропный Са2±зависимый путь при действии АТФ на Р2Y 
рецепторы. 

Рис. 1. Структурные формулы мелафена и феноксана 

Мелафен – это меламиновая соль бис (оксиметил) фосфиновой кислоты, он синтезирован 
в ИОФХ РАН им. А.Е. Арбузова для стимуляции прорастания семян сельскохозяйственных 
культур [1]. Феноксан – это калиевая соль антиоксиданта фенозана (- β-(4-гидрокси – 3,5 – ди-трет-
бутилфенил) пропионовая кислота), синтезированного в ИХФ РАН им. Н.Н. Семенова [2]. Фенозан 
первоначально предназначался для стабилизации полимеров и резин. Впоследствии было обнаружено, 
что и фенозан и феноксан проявляют свойства биологически активных веществ, являясь 
антиоксидантами и адаптогенами. 
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Мелафен и фенозан изменяют жирнокислотный состав мембран, как растительных, так и 
животных клеток, улучшают выживаемость организмов, в стрессовых условиях [3–5]. На уровне 
модельных экспериментальных объектов показаны изменения в организации липидных и белковых 
микродоменов, микровязкости биомембран [6]. БАВ влияют на топографию поверхности и 
морфологию эритроцитов [7,8]. Все эффекты являются доза-зависимыми. Водные растворы БАВ: 
мелафена или феноксана, в широком диапазоне концентраций (10-17–10-2 М) приготавливали методом 
последовательных разбавлений с интенсивным перемешиванием с помощью вортекса. Перед 
измерениями раствор БАВ добавляли в образец сравнения, содержащий раствор ХЕНКСА, образец 
вносили в контрольную кювету. Кювета с опытным образцом содержала суспензию клеток АКЭ и 
БАВ. Поддерживались температура 24 °С и неинтенсивное перемешивание. 

С целью исследования действия БАВ на функции целых изолированных клеток тестирование 
выполнялось на модели клеток короткоживущей асцитной карциномы Эрлиха (АКЭ) мышей. Клетки 
АКЭ на определенных этапах развития карциномы обладают характерной для многих видов клеток 
системой пурин-зависимой клеточной Са2±сигнализации. Некоторые пути Са2±сигнализации, в том 
числе и пурин-зависимая, влияют на объем клетки, что соответственно отражается на 
светорассеивающих параметрах разбавленной суспензии клеток. Регистрацию светорассеяния 
суспензии клеток АКЭ, коррелирующее с изменением объема, проводили на спектрофлуориметре 
Perkin-Elmer при одинаковых длинах волн возбуждения и регистрации в видимом диапазоне согласно 
ранее разработанным методам измерения [9, 10]. Метод светорассеяния под углом 90о, позволяет 
оценить общий клеточный ответ на добавление БАВ без внесения каких-либо красителей, меток и т. д. 
При этом регистрируется прямая реакция клетки на исследуемое вещество. Светорассеяние зависит от 
количества и размеров рассеивающих частиц в растворе. В разбавленных суспензиях клеток 
наблюдается только однократное (первичное) светорассеяние независимыми частицами [9, 10]. 
Светорассеяние под углом 90° резко возрастает при сжатии объема клеток в разбавленной суспензии. 
Уменьшение интенсивности первичного светорассеяния происходит при набухании клеток в результате 
компенсаторного вхождения воды для поддержания осмотических параметров клетки. Затем 
восстанавливаются исходные размеры клетки, и величина светорассеяния возвращается к исходной. 
Форма клетки поддерживается цитоскелетом, объем – обеспечением осмотического баланса при работе 
ионных насосов и каналов. Клетки, проявляя свойства осмометра, контролируют содержание ионов и 
воды внутри и вне клетки. Баланс ионов влияет на вход и выход воды через мембраны, и происходят 
значительные изменения объема клетки. Эти свойства животных клеток и были использовании при 
регистрации клеточной активности с помощью первичного светорассеяния [11]. Объем клетки среди 
многих механизмов в значительной мере контролируется функционированием кальций-зависимых К± и 
Cl--каналов плазмолеммы, Са2±регуляторные центры, которых расположены внутри клетки. Поэтому 
изменение объема клетки коррелирует с активностью кальций-зависимых К± и Cl--каналов 
плазмолеммы и концентрацией свободного Са2+ внутри клетки [11]. 

АТФ-зависимый сигнальный путь инициировали повышением внутриклеточной концентрации 
Са2+ при активации пуринорецепторов добавками АТФ [12]. Этот путь повышения внутриклеточной 
концентрации Са2+ доказан ингибиторным анализом. АТФ-удаляющий фермент – гексокиназа, и 
ингибитор пуринорецепторов – сурамин, полностью блокируют выход Са2+ из внутриклеточных 
депо [9, 10, 13]. Известно, что на 7–8 сутки развития карциномы после перевитых мышам препаратов 
клеток АКЭ метаботропные пуринорецепторы Р2Y демаскированы на внешней поверхности 
плазмалеммы клеток [14]. 

Согласно данным с привлечением методов ингибиторного анализа, опубликованным 
в работах [9, 10, 15–19], нами была составлена схема действия БАВ на метаботропные 
пуринорецепторы Р2Y и каналы SOC (рис. 2). 

Модель клетки АКЭ, имеет полную систему передачи сигнала до внутриклеточных Са2±депо 
эндоплазматического ретикулума с обратной связью до ионных каналов на плазмалемме. 
Сигнализация продолжается до ядра, так как перинуклеарное пространство, окруженное ядерными 
оболочками, – это непрерывное продолжение пространств а ретикулума. Пурин-зависимая передача 
является специфической для каждого вида клеток. Появление АТФ во внеклеточном пространстве 
активирует на плазмалемме метаботропные пуринорецепторы (Р2Y), инициирующие опосредованно 
через G-белки [22] работу фосфолипазы С (PLC). PLC расщепляет фосфолипиды плазмалеммы на 
инозитолтрифосфат и диацилглицерол (IР3 и DAG). IР3 действует на встроенный 
в эндоплазматический ретикулум каналообразующий инозитолтрифосфатный рецептор (IР3R), 
вызывая освобождение Са2+ из этого внутриклеточного Са2±депо. 
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Рис. 2 Схема Са2±сигнальной системы. Р2Y – метаботропные пуринорецепторы клеток АКЭ; G – 
G-белки; PLC – фосфолипаза С; IР3 – инозитолтрифосфат; IР3R – рецептор; DAG – диацилглицерол; 
CIF – цитоплазматический информационный фактор; (SOC store operated channels) – депо 
управляемые каналы; Всl2 – антиапоптотические 26-килодальтонные белки, локализующиеся во 
всех мембранах, регулирующих Са2±потоки клетки [20], определяющие судьбу клетки [21]. 
Са2±зависимые К± и Cl- – каналы – это каналы, которые участвуют в регуляции объема клетки 

Резкое повышение концентрации свободного Са2+ в цитоплазме вызывает сжатие клетки из-за 
увеличения осмотического градиента через плазмолемму. Свободный Са2+ активирует работу K± и Cl– – 
каналов, Са2±связывающие регуляторные центры которых экспонированы внутрь клетки. Происходит 
быстрый ионный обмен и вхождение воды в клетку, возвращающие клетке почти прежний объем. Эти 
изменения объема клеток, отражают первичный клеточный ответ, который регистрируется как резкое 
и кратковременное повышение светорассеяния в разбавленной суспензии клеток. Опустошение 
Са2±депо эндоплазматического ретикулума в свою очередь активирует вторичный вход Са2+ в клетки 
через SOC (store operated channels – депо-регулируемые каналы), пронизывающие плазмолемму. 
Регистрируется плавный и продолжительный вторичный клеточный ответ. Типичная кинетическая 
кривая представлена на рисунке 3 – это кривая 1. Ответы на добавки АТР – бимодальные (рис. 3). Вид 
ответа клеток АКЭ на АТФ в значительной степени зависит от стадии развития карциномы [14, 23]. 

 
Рис. 3. Кинетические кривые зависимости светорассеяния суспензии клеток АКЭ от концентрации 
мелафена. 1-контроль; 2 – 10-8 М мелафен; 3 – 10-3 М мелафен. Овалами отмечены изменения 
светорассеяния суспензии, связанные с изменениями объемов клеток. Овал – сплошная линия, – 
первый клеточный ответ при активации Р2Y – метаботропных пуринорецепторов клеток АКЭ. 
Овал – прерывистая линия, – второй клеточный ответ при активации неметаботропных Са2+ – 
каналов SOC (store operated channels) – депо управляемые каналы клеток АКЭ 
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При тестировании влияния БАВ было обнаружено, что большие дозы мелафена (10-9–10-3 М) 
значительно меняют реакцию клетки. Мелафен влияет на обе фазы внутриклеточной сигнализации 
клеток АКЭ: при концентрации 10-4 М и выше на 40 % снижается ответ первой фазы. При 
концентрациях выше 10-8 М, снижая величину первого ответа на 60 %, при концентрации выше 10-6 М 
блокирует вторичный вход Са2+ в клетки через (SOC store operated channels), служащий для 
восстановления истощенного Са2±депо. С увеличением концентрации эффект усиливается, и при 10-4 
М ингибирование достигает 80 %, 10-3 М вызывает 100 % – полное ингибирование всех фаз 
прохождения сигнала. При концентрации 10-4 М и выше полностью ингибируется пурин-зависимая 
Са2±сигнализация, работа Са2±зависимых К+ и С1–каналов и SOC. Применяемые в растениеводстве 
концентрации мелафена (менее 10-13 М) не оказывают угнетающего действия на трансдукцию пурин-
зависимого Са2±сигнала на модельной системе животных клеток – клетках АКЭ 

Пуринозависимая Са2±сигнализация клеток АКЭ подвергается также угнетению феноксаном при 
концентрациях 10-7-10-5 М. Влияние феноксана на общие клеточные ответы (первый и второй) клеток 
АКЭ, отражающиеся в изменении клеточного объема, также приводило к изменениям светорассеяния 
разбавленных суспензий клеток. Угнетение второго клеточного ответа, отражающего влияние БАВ на 
SOC каналы, происходило при меньших концентрациях БАВ, чем начиналось угнетение первого 
ответа, отражающего работу метаботропного пути при активации Р2Y – пуринорецепторов. Так при 
активации Са2±сигнальной системы добавками АТФ происходило набухание клеток и 
пропорционально изменялась интенсивность светорассеяния в суспензии клеток Взаимодействие АТФ 
с пуринорецепторами Р2Y на поверхности клетки приводило к повышению цитоплазматической 
концентрации Са2+, последующей активации Са-зависимых К±каналов и Са-зависимых Cl--каналов, 
изменяющих объем клеток. При повторении добавки АТФ опять происходил первый общий клеточный 
ответ, за ним следовал второй, отражающий увеличение содержания ионов кальция в цитоплазме 
в результате компенсаторного входа через каналы SOC (каналы, регулируемые опустошением 
кальциевого депо ретикулума). Оказалось, что все тестируемые в настоящей работе биологически 
активные вещества доза-зависимо изменяли объем клеток. 

ВЫВОДЫ 
Показан цитотоксический эффект больших концентраций БАВ для карциномы, вызываемый 

угнетением пурин-зависимого Са2±сигнального пути. БАВ изменяют бимодальный характер 
кинетических кривых светорассеяния суспензии клеток АКЭ, что свидетельствует об изменении 
формы клетки и, соответственно, о влиянии на функции всех звеньев Са2±сигнального пути: активации 
фосфолипазы С, опустошения Са2±депо эндоплазматического ретикулума, активации кальций-
зависимых К± и Cl--каналов плазмолеммы, Са2±регуляторные центры, которых расположены внутри 
клетки, также и на функционирование SOC каналов. Влияние БАВ на активацию SOC каналов могло 
происходить непосредственно на поверхности клеток или опосредованно через весь метаболический 
путь, приводящий к опустошению Са2±депо эндоплазматического ретикулума, и передаче сигнала на 
внутриклеточные центры SOC каналов. Показано, что БАВ: мелафен и феноксан, регулируют 
Са2±потоки как внутри клетки, так и внеклеточный вход Са2+. 
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