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S u m m a r y

P ecu lia r i t ies  of A T P  an d  A D P  deg rada t ion  by lung  m e m b ran es  w ere  studed. It w as show n 
th a t  A M P  is th e  final p ro d u c t  of A T P  hydrolysis. A M P  is fo rm ed  from  A T P  by sequentia l release 
o f  te rm in a l  phospha te  a c co rd in g  to  th e  scheme:
A T P  - kA D P  k AM P,  an d  no t by py rophosphatase  activity.

Inh ib ito ry  analysis using ad e n in e  nucleotides, th e ir  nonhydro lysib le  analogs, phospha te  and  p y ro p 
hospha te  an d  also de te rm in a t io n  of k ine tic  values ( K m and  V max) fo r  th e  A T P -a se  and  A D P -ase  
reac tions  indicates on  a  co o rd in a ted  hydrolysis of A T P  an d  A D P.

A T P -d e g ra d a t in g  activity is d iscovered in m e m b ran es  of cells fo rm ed  a blood vessels (endothelia l 
and  sm o o th -m u sc le ) ,  b u t  no t  in m e m b ran es  of T ype  II a lveo lar  cells, w hich  se cre te  su rfac tan t .

Th is  nuc leo tide  hydrolis ing  activity is p re fe ren tia l ly  localised on a  lum inal surfase  of p lasm a 
m e m b ra n e ,  s ince  addition  of a  p o re - fo rm in g  antibiotic a lam etic ine  to a  con f luen t  endothelial 
m o no layer  does n o t  significantly  inc rease  the  A T P  hydrolysis.

Р е з ю м е
И сс л ед о в ан ы  особ ен н ости  деград ац и и  А Т Ф  и А Д Ф  под д ействием  м ем бран  легких . П о к а з а 

но, что гидролиз  А Т Ф  п р о те к а ет  с о б разован и ем  конечного продукта  реакции  А М Ф . О б р а зо 
вание А М Ф  из А Т Ф  п р о и сх о д и т  з а  счет  последовательного  отщ е п ле н и я  терм и н альн ого  ф о с 
ф а т а  согласно  схеме: А Т Ф  к А Д Ф  ^А М Ф , а не з а  счет п и р о ф о с ф а т а зн о й  ак ти в 
ности.

И н ги б и торн ы й  а н а л и з  с исп ользован и ем  адениловы х нуклеотидов, их негид ролизуем ы х  
аналогов ,  ф о с ф а т а  и п и р о ф о с ф а т а ,  а  т а к ж е  оп ределение кин ети ч ески х  п арам етров  А Т Ф -а зн о й  
и А Д Ф - а з н о й  р еак ци й  у к а зы в а е т  на согласованное протекан и е  стадий  ги дроли за  А Т Ф .

А Т Ф -д е г р а д и р у ю щ а я  ак ти в н ость  о б н а р у ж е н а  в м ем б р а н ах  клеток , ф ор м и р у ю щ и х  сосуды 
(эн д о те л и ал ьн ы х  и гл ад ко м ы ш еч н ы х )  и не о б н а р у ж е н а  в м е м б р а н ах  альвеолоцитов  II п о 
р я д к а  — к л е т к а х  альвеол, се к р ети р у ю щ и х  сурф ак тан т .

Д а н н а я  н ук ле о ти д -ги д р о л и зу ю щ а я  ак тивность  л о к а л и зо в а н а  преи м ущ ествен н о  на 
вн еш н ей  сто р о н е  п л азм ат и ч е ск о й  м ем браны  клетки, п оскольку  добавление порообразую щ его  
ан ти б и о ти к а  а л а м е ти ц и н а  к нативном у м онослою  э н д о т ел и я  незн ач ительн о  увеличивало 
ск о р о с ть  ги д р о л и за  А Т Ф .

В в е д е н и е
Одной из физиологических особенностей лег

ких является их способность к быстрой де
градации циркулирующих в кровяном русле 
адениловых нуклеотидов. Показано, что данной

Авторы статьи выражают глубокую благодарность млад
шему научному сотруднику кафедры биохимии МГУ 
им. М. В. Ломоносова М. В. Панченко за оказанную по
мощь в проведении экспериментов.



активностью обладаю т клетки сосудистой стенки 
(эндотелиальные и гладкомышечные) благодаря 
наличию на внешней поверхности плазматиче
ской мембраны этих клеток экзоферментов, ка- 
таболизирующих АТФ до АМФ или аденози- 
на [1— 3]. Содержащ иеся в крови АТФ, АДФ 
и аденозин регулируют агрегацию тромбоцитов, 
модулируют секреторную активность эндотелиаль
ных и сократительную активность гладкомышеч
ных клеток сосудов [1]. Функционирование 
экзоферментов может играть ключевую роль в 
«выключении» внешних сигналов этих соедине
ний на клетки-мишени. В то ж е время нали
чие деградирующей активности необходимо учиты
вать и при изучении различных АТФ-зависимых 
ферментативных активностей, как это было уста
новлено, в частности, для гормончувствитель- 
нои аденилатциклазы мембран легких [4].

В настоящей работе были исследованы клеточ
ная специфичность и особенности деградации 
АТФ и других адениловых нуклеотидов под 
действием мембран, выделенных из целых лег
ких, а такж е из культивируемых эндотелиальных 
и гладкомышечных клеток.

М е т о д ы

Выделение и культивирование эндотелиальных  
и гладкомыш ечных клеток

Первичные культуры эндотелиальных клеток из 
легочной артерии и аорты человека получали 
как описано A. S. Antonov et al. [2] с незначи
тельными модификациями. Сосуды забирали в 
асептических условиях, разрезали  и отмывали от 
остатков крови сбалансированным солевым раство
ром Эрла (E B S S ) .  Сосуды инкубировали в 0,15 % 
диспазе на среде М199 в течение 90— 120 мин 
при 37 °С. Суспензию эндотелиальных клеток 
центрифугировали в течение 10 мин при 600 g 
и ресуспендировали в среде M l 99, содержащей 
25 мМ H E P E S , 100 мкг/мл пенициллина, 
100 мкг/мл стрептомицина, 2 мМ L-глютами- 
на, 1 мМ пирувата натрия, 10 % NBS, 100 мкг/мл 
фактора роста эндотелиальных клеток и 5 U /м л  
гепарина. Клетки культивировали до состояния 
конфлюэнтного монослоя на чашках Петри 
(d = 1 0 0  мм), покрытых 0,1 % желатином. Эндо
телиальные клетки идентифицировали по присут
ствию телец Вейбеля— П аладе  и антигена VIII 
фактора [2]. Монослой эндотелиальных клеток 
(после 7— 9 дней культивирования) промывали 
EBSS, снимали 0,05 % трипсином с добавле
нием 0,02 % ЭДТА и пассировали в соотно
шении 1:3. Д л я  выделения мембран использова
ли культуры 3— 4 пассажа.

Д л я  выделения первичных культур гладкомы
шечных клеток интимы использовали фрагменты 
визуально «нормальных» аорт. После удаления 
эндотелия и дополнительной промывки EBSS 
фрагменты помещали в 0,2 % коллагеназу на сре

де роста гладкомышечных клеток и инкубирова
ли 3— 4 часа при 37 °С. Среда роста гладко
мышечных клеток была аналогична среде роста 
эндотелия, но не содерж ала фактора роста 
эндотелиальных клеток и гепарин. Полученную 
суспензию центрифугировали 10 мин при 600 g. 
ресуспендировали в среде роста гладкомышеч 
ных клеток и высевали на чашки Петри (d=^ 
= 6 0  мм). Через 48 часов культуры отмывали 
EBSS и заменяли среду роста на свежую.

Эндотелий пупочной вены человека получали к 
культивировали согласно методам A. S. Antono\ 
et al.; Е. A. Jaffe  et al. [3, 13]

Выделение плазматических мембран■ из эндо
телиальных клеток и гомогената легких

Эндотелиальные клетки с 5 чашек Петр* 
( d =  100 мм) трижды промывали 5 мл среды 
M l 99 и дваж ды  2 мл буфера, содержащего 
10 мМ Трис-НС1 (pH 7,5; температура 4 °С) 
и 150 мМ NaCl. Все последующие процедуры 
проводили при температуре 4 °С. Клетки снимали 
механически и смывали 10 мл этого же буфера. 
Суспензию клеток центрифугировали при 600 g 
в течение 10 мин. Осадок переносили в гомо
генизатор (стекло-тефлон, V = 5  мл) и гомоге
низировали в 1 мл буфера, содержащего 
20 мМ Трис-НС1 (pH 8,0), 1 мМ ЭДТА,
0,1 мМ ФМСФ, 0,5 мг/мл лейпептина (бу
фер А). Гомогенат центрифугировали при 
50 000 об/мин в течение 60 мин в .роторе 
Ту-65. О садок мембран переносили в гомогени
затор стекло-стекло (V = 1 0 0  мкл) и суспендиро
вали в 500 мкл буфера А. Полученную суспен
зию мембран зам ораж ивали  в жидком азоте 
аликвотами по 50— 100 мкл и хранили при — 70 °С.

М ембраны альвеолоцитов II порядка были по
лучены из легких крысы и любезно предостав
лены J. Brody (Пульмонологический центр Бостон
ского университета, СШ А).

Д л я  получения суммарной фракции плазмати
ческих мембран использовали легкие свиньи, 
что связано с доступностью исходного материа
ла. М ембраны получали как описано ранее 
Е. V. N upenko [16]. На отсутствие видовой 
специфичности АТФ-деградирующей активности 
может указы вать  ее наличие в легочной тка
ни и эндотелии различных представителей клас
са млекопитающих (быка, свиньи, крысы, кроли
ка, человека — непредставленные данные и рабо
ты P. G. Hellewell [12]).

Определение АТФ -деградирую щ ей  
активности мембран

АТФ-деградирующую активность измеряли 
по накоплению продуктов ее гидролиза 
АДФ и АМФ. Среда инкубации (конечный 
объем 50 мкл) содерж ала 50 мМ Трис-НС1 
(pH 7,5; температура 37 °С), 10 мМ M gC b, 
1 мМ ЭГТА, 1 мМ дитиотрейтол (ДТТ),



Рис. 1. Кинетика гидролиза [а-32Р] АТФ мембранами легких в отсутствие ( О-- - )  и в присутствии аденилаткина- 
'зы ( Л  — Л ) ; креатинкиназы и креатинфосфата ( • - - - • ) ;  аденилактиназы, креатинкиназы и креатинфосфата ( А  — А ) .

Среда инкубации  (конечный об ъ ем  50 м кл )  с о д е р ж а л а  0,2 мМ  АТФ, 0,1 мкКи [ а - 32Р] А ТМ Ф , 10 мкг м ем бранного  белка  и, где у ка зан о ,  
0,5 м г /м л  а д е н и л а т к и н а зы ,  0,5 м г /м л  к р е а ти н к и н а зы  и 20 мМ к р е а т и н ф о с ф а т а .  В у ка зан н ы е  временные интервалы  бр ал и  из среды гидролиза  
ал ик во т ы  1 мкл  и нан осили  на п л астин ку  с Р Е Ь ц е л л ю л о з о й .  О б р а з ц ы  х р о м а т о г р а ф и р о в а л и ,  пятна  [ а - 32Р]  А ТМ Ф , [ а - 32Р]  А ДФ  и ( а - 32Р]  АМФ на 

плас ти н е  в ы я в л я л и  а в т о р а д и о гр а ф и е й ,  р а д и о а к т и в н о с т ь  пятен сч итали  к а к  описано  в разд .  « М а т е р и а л ы  и методы».

0,1—0,5 мМ АТФ, 0,1—0,5 мкКи [а-32Р] АТФ 
и Ю—20 мкг белка мембран. Креатинкиназу 
(0,5 м г/м л),  креатинфосфат (20 мМ), аденилатки- 
назу (0,1 м г/м л ),  адениловые нуклеотиды 
(10~4 М ), фосфат или пирофосфат (20 мМ) 
вносили непосредственно в исследуемые пробы 
до указанных конечных концентраций при темпе
ратуре 4 °С. Реакцию начинали добавлением 
прогретой до 37 °С среды инкубации. После че
го пробы инкубировали 15 мин при темпера
туре 37 °С. В экспериментах, проводимых на 
монослое эндотелиальных клеток, конечный объем 
среды составлял 500 мкл и содержал 5 мкКи 
[а-32 Р] АТФ. Реакцию останавливали нанесением 

‘ аликвот ( V = 2  мкл) из среды инкубации на 
пластину с P E I -целлюлозой («Sigma») и образцы 
хроматографировали в 1 М LiCl. Пятна, содер- 

■0' жащие радиоактивные АТФ, АДФ и АМФ, визуа
лизировали авторадиографией, вырезали и про
считывали в сцинтилляторе Ж С-6 на р-счетчике 
(«LKB»). При использовании немеченых нуклео
тидов их концентрация в среде составляла 
1 мМ, а время инкубации с мембранами 
15—до мин. Реакцию останавливали нанесением 
аликвот (20 мкл) на пластину с P E I-целлю- 
лозой. Пятна, содержащие нуклеотиды, визуали
зировали и фотографировали в УФ-свете (265 нм).

АТФ-азную и АДФ-азную активности мембран 
регистрировали на спектрофотометре «Hitachi- 
557» по высвобождению Н + в результате гидро
лиза нуклеотида [1]. Д ля  регистрации Н + исполь
зовали рН-индикатор феноловый красный, измене
ния оптической плотности регистрировали при па
ре длин волн 557 и 620 нм (максимальная раз
ность поглощений протонированного и депротони- 

^ рованного индикатора [5]) .  Среда инкубации 
(конечный объем 2 мл) содержала: 2 мМ
КН2Р 0 4 (pH 7,5, температура 37 °С), 30 мкМ

фенолового красного, 0,2 мМ ЭДТА, 1 мМ M gCl2, 
0,0125— 1,0 мМ M g-АТФ или M g-АДФ и 40 мкг ле
гочных мембран.

Определение белка проводили согласно методу 
Петерсона [21] с использованием бычьего сыворо
точного альбумина в качестве стандарта.

М а т е р и а л ы

[а-32 Р] АТФ (10—50 Ки/ммоль) получены от 
фирмы «Amersham» (Англия) ; Трис, ЭДТА, ЭТТА, 
( +  ) -дитиотрейтол (ДТТ), АТФ, АМФ, креатин
фосфат, аденилаткиназа, фенилметилсульфонил- 
флюорид (Ф М СФ ), гепарин — от фирмы «Sigma» 
(СШ А); диспаза, креатинкиназа, АДФ, АДФр5, 
AppNHp — от фирмы «Boehringer — Manheim» 
(Германия) ; среда М199 с солями Эрла, сбаланси
рованный солевой раствор Эрла (EBBS), L-глю- 
тамин, пенициллин; стрептомицин, пируват нат
рия, сыворотка новорожденного теленка и трип
син — от фирм «CIBOO» или «Flow»; фактор рос
та эндотелиальных клеток (NBS) выделяли из 
мозга человека согласно методу M aeiag et al. [11]. 
Посуду для культивирования клеток получали 
от фирм «Costar» или «Corning» (США). 
Культуральные среды и растворы стерилизова
ли фильтрацией через мембранные фильтры фир
мы «Nalgene» (США) (размер пор 0,45 ц).

Р е з у л ь т а т ы

Добавление к плазматическим мембранам лег
ких 0,2 мМ [а-32 Р] АТФ вызывает быструю 
деградацию нуклеотида до АМФ (рис. 1, А, С). 
Гидролиз АТФ до АМФ происходит быстро, по
этому зарегистрировать промежуточный продукт 
реакции АДФ удается только в первые 2 мин
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Рис. 2. Влияние адениловых нуклеотидов, фосфата и пирофос
фата на гидролиз [а-32Р] АТФ мембранами легких.

С р ед а  ин к у б ац и и  ( У = 5 0  м к л )  с о д е р ж а л а  10 м кг  б ел к а  м е м б р а н  л егк и х ,  
0 ,2  м М 'А Т Ф ,  0.2 м к К И  [ а - 32Р]  А Т Ф ; 1 мМ  у к а з а н н ы х  на р исун ке  н у к ле о тидо в ,  
20  мМ Р | или 20 мМ Р Р | .  П ро бы  и н к у б и р о в а л и  5 мин, по  о к о н ч ан и и  и н к у б а 
ции а л и к в о т ы  о б ъ ем о м  1 мкл  н ан оси л и  на Р Е 1 - ц е л л ю л о з у  и х р о м а т о г р а ф и р о 
вал и .  Р а с п р е д е л е н и е  р а д и о а к т и в н о с т и  в п я т н а х  р а с с ч и т ы в а л и ,  пр и н и м ая  за  

100 %  р а д и о а к т и в н о с т ь  в исходном  пят н е  ( а - 32Р)  АТФ.

инкубации (рис. 1, В). В присутствии креатин- 
киназы (0,5 м г/м л) и креатинфосфата (20 мМ) — 
сопряженной ферментативной системы, обеспечи
вающей ресинтез АТФ из АДФ — мембранозави
симая деградация АТФ и, соответственно, накоп
ление АМФ в среде несколько замедляется. 
Внесение аденилаткиназы (0,5 м г/м л) не влияет 
на скорость деградации АТФ до АМФ. В при
сутствии креатинкиназы, креатинфосфата и аде
нилаткиназы не более 20 % исходной [|3-32 Р] 
АТФ выявляется в пятне [а-32 Р] АМФ. Поддер
жание на постоянном уровне концентрации АТФ 
в течение длительной инкубации указывает на 
эффективное протекание реакций ресинГеза АТФ 
из АМФ за счет сопряженных ферментативных 
реакций, как было нами ранее установле
но [4].

Внесение в среду гидролиза [а-32 Р] АТФ аде
ниловых нуклеотидов: АррЫНр, АДФ, АДФрБ, 
АМФ или АДФ — рибозы до конечной кон
центрации 1 мМ замедляет начальную скорость 
деградации АТФ и меняет соотношение между 
продуктами гидролиза — А ДФ  и АМФ. Как вид
но из рис. 2, линия 2, [а -32 Р] АТФ на 80 % 
гидролизуется до [а -32 Р] АМФ за  2 мин инкуба
ции. З а  это время 15 % исходной метки вы явля
ется в пятне [а -32 Р] АДФ. Д обавление вместе

Р] АТФ немеченых АДФ 
тормозит гидролиз [а -32 Р1 АТФ 

3 2  р ]

или АДФрБ 
Р] АТФ и промежуточно

го продукта [а-"" Н] А ДФ  до [а-32 Р] АМФ 
(рис. 2, линии 3,4). АМФ в концентрации 
1 мМ тормозит гидролиз меченого АДФ д0 
АМФ и в меньшей степени влияет на гидролиз 
меченого АТФ до АДФ (рис. 2, линия 6). Негидро
лизуемый по |3-у фосфорильной связи аналог 
АТФ — АррЫНр значительно подавляет гидролиз 
[а-32 Р] АТФ до [а -32 Р] АДФ и почти полностью 
ингибирует гидролиз [а -32 Р] АДФ до [а-32 Р] 
АМФ (рис. 2, линия 5). АДФ-рибоза, а также 
Р 1 (20 мМ) и PP¡ (20 мМ) практически не 
влияют на деградацию АТФ (рис. 2, линии 7, 8, 9). 
По эффективности ингибирования деградации 
АТФ указанные выше соединения можно располо
жить в следующей последовательности: 

А ррМ Н р> А Д Ф |35  >  АДФ >  АМФ >  Р, =
=  Р Р ^  АДФ-рибоза.

Добавленный к мембранам легких АДФ (1 мМ) 
быстро гидролизуется с образованием АМФ 
(рис. 3 ). Негидролизуемый по р-у фосфориль
ной связи аналог АТФ — АррЫНр (1 мМ) не под
вергается гидролизу мембранами легких и сохра
няется в среде д а ж е  при увеличении времени 
инкубации до 90 мин.

Суммируя полученные данные, можно заклю
чить, что мембранозависимая деградация АТФ

АТР АррЫНр АйР

АМР

АОР

АТР  >

Мембраны

Рис. 3. Анализ продуктов гидролиза АТФ, АррЫНр и АДФ мем
бранами легких.

С р е д а  ин к у б ац и и  ( У = 5 0  мкл)  с о д е р ж а л а  1 мМ  с о о т в е т с т в у ю щ е г о  ну к ле о ти
да  и, где у к а з а н о ,  20 м кг  л его ч н ы х  м е м б р ан .  П р обы  и н к у б и р о в а л и  15 мин, 
ал и к во т ы  о б ъ ем о м  1 мкл  о т б и р а л и ,  н ан о сил и  на п л ас ти н ку  с Р Е П ц ел -  
л ю л о з о й  и х р о м а т о г р а ф и р о в а л и .  П я т н а ,  с о д е р ж а щ и е  нук ле отиды ,  в и з у а л и з и 

р о в а л и  по п о гл о щ ению  в у л ь т р а ф и о л е т о в о й  о б л а с т и  сп е к т р а .
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Рис. 4. Подавление AppNHp и АДФрБ АТФ-азной и АДФ-азной 
активностей легочных мембран.

Реакцию н ач инали  внесением А Т Ф  или А Д Ф  до конечной концентрации 
2 мМ в ср еду  инкубации ( V = 2  м л ) ,  с о д е р ж а щ у ю  50  мкг м ем бр ан но го  белка 
и pH- инди катор  ф ено л о вы й  красны й (см. « М а т е р и а л ы  и м ет о д ы » ) ;  по ходу  
реакции в ср еду  гидр о л и за  д о б а в л я л и  A p p N H p  или А Д Ф р Б  д о  конечной 

ко н центрации  0,2 мМ.

до АМФ происходит последовательно с отщеп
лением терминального фосфата от АТФ и АДФ. 
При этом, как было показано спектрофотомет
рическим методом регистрации собственно АТФ- 
азной и АДФ-азной активностей мембран легких, 
обе реакции эффективно подавлялись под действи
ем AppNHp и в меньшей степени под действием 
АДФрЭ (рис. 4).

Как показали эксперименты по определению 
АТФ-деградирующей активности в нативном мо
нослое эндотелиальных клеток, данная активность 
выявляется в основном на внешней поверхности 
плазматической мембраны эндотелия. Добавление 
к монослою порообразующего антибиотика аламе- 
тицина увеличивает скорость гидролиза АТФ 
не более чем на 12 % (рис. 5, линии 2,5).

Результаты по определению кинетических пара
метров гидролиза АТФ и АДФ — V max и К т пред
ставлены на рис. б и в  таблице. Данные вели
чины определялись как на легочных мембранах, 
так и на монослое культивируемых эндотелиаль
ных клеток, т. е. в условиях, наиболее прибли
женных к состоянию in vivo. Полученные неза
висимыми методами определения кинетические па
раметры для каждой реакции близки по зна
чению и согласуются с данными Pearson et al. [2].

АТФ-деградирующая активность, выявленная 
на мембранах целых легких, была исследова
на такж е в мембранах разных типов сосудистых 
и легочных клеток. Как видно на рис. 7, гидро
лиз АТФ до АМФ происходит как в присутствии 
мембран легких, так и в присутствии' мембран 
эндотелиальных и гладкомышечных клеток. В свою 
очередь в мембранах альвеолоцитов II порядка — 
клетках альвеол, ответственных за  синтез и секре
цию сурфактанта, АТФ-деградирующая актив
ность не обнаружена.

/ 2 3 4 5

Рис. 5. Влияние аламетицина на гидролиз АТФ монослоем 
эндотелиальных клеток легочной артерии.

Клетки о тм ы вал и  от среды роста  10 мл среды  199 и инкубировали  в 0,5 мл 
тон ж е  среды  199 в течение 15 мин при 37 °С, без  ал ам е ти ц и н а  (2) и 
в присутствии  5 м к г /м л  (3 ) ,  20 м к г /м л  (4 )  или 50 м к г / м л  (5) алам е ти ц и н а .  
Реак цию  гидр ол и за  начинали д о бав л ени ем  прогретой до  37 °С см есью  0,2 мМ 
А Т Ф + 2  мкК и [а -32Р] АТФ. П ер ед  началом  инкубации 1 мкл метки н ан о си 
ли на Р Е Г ц е л л ю л о з у  (1 ) .  П о окончании 15 мин инкубации из  среды о т б и р а 
ли 20 мкл ал ик во т ы  и хр о м ат о гр аф и р о в ал и .  П родукты  гидр о л и за  
[а - 32Р] АТФ а н а л и зи р о в а л и  как  описано  в разд . « М ате р и ал ы  и методы».

О б с у ж д е н и е
Как было установлено нами ранее [16], ка

ж ущ аяся низкая активность аденилатциклазы в 
легких по сравнению с таковой в сердце, пе
чени и мозге млекопитающих связана с высокой 
скоростью деградации АТФ (субстрата аденилат-

1/У, нмоль'1 мин-мг белка

Рис. 6. Зависимость скоростей АТФ-азной ( # ----------- # )  и
АДФ-азной ( 0  — 0 )  реакций от концентрации субстрата.
З н а ч е н и я  р ассчитанны х  К т  V max дл я  обеих реакций представлен ы  в таблице.
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Значение кинетических параметров для АТФ -азной и 
А Д Ф -азной реакций

А М Р *-

Km А Т Ф V max АТФ Km А Д Ф У т а х  А Д Ф

Мембраны 90 мкМ 175 40 мкМ 33
легких нмоль/мин/мг нмоль/мин/мг

белка белка
мембран мембран

Эндотелий 660 мкМ 134 200 мкМ 33
легочной нмоль/мин/мг нмоль/мин/мг
артерии белка белка

мембран мембран
34 9

нмоль/мин/ нмоль/мин/
106 кл. 106 кл.

АТР■

•  •  •  •

I  t

I I

циклазы) под действием легочных мембран. Эта 
особенность легких показана такж е в экспери
ментах на изолированном перфузированном лег
ком [12]. Перфузия легких растворами АТФ, АДФ 
и АМФ приводила к гидролизу данных нуклеоти
дов до аденозина. На аналогичной модели было 
показано, что время выхода меченых нуклеотидов 
совпадало с выходом 14С-декстрана, который не 
захваты вается  легочными клетками и может я в 
ляться  маркером сосудов [9]. Это позволило сде
лать  вывод, что основная нуклеотидгидролизую- 
щ ая активность в легких приходится на эндо
телиальные клетки сосудов, непосредственно кон
тактирующие с перфузируемым раствором. П о к а
зано такж е, что подобная АТФ-деградирующая 
активность присуща монослою культивируемых 
эндотелиальных и гладкомышечных клеток [18, 
19]. В наших экспериментах по исследованию 
данной активности в разных типах клеток было 
установлено, что АТФ гидролизуется до АМФ 
мембранами, выделенными из целых легких, и 
мембранами клеток, формирующих сосуды (эндо
телий легочной артерии, пупочной вены, эндо
телиальные и гладкомышечные клетки аорты). 
В мембранах альвеолоцитов II порядка — клет
ках альвеол, секретирующих сурфактант, д ан 
ная активность не была обнаружена. Интересно 
отметить, что мембраны эндотелиальных клеток 
разных сосудов содержат сравнимую по величи
не АТФ -кАМ Ф  деградирующую активность. 
В свою очередь скорость гидролиза АТФ 
мембранами целого легкого немного выше, воз
можно-, благодаря наличию АТФ-деградирующей 
активности в мембранах гладкомышечных и дру
гих типов легочных клеток, а такж е  благодаря 
более высокому уровню экспрессии ферментов, 
гидролизующих АТФ, в легком по сравнению 
с культивируемыми клетками.

Известно, что более половины от общего коли
чества эндотелиальных клеток человека приходит
ся на эндотелий легочных сосудов. Принимая во 
внимание высокую АТФ-деградирующую актив
ность эндотелиальных клеток, можно заключить,

Рис. 7. Гидролиз [а-32Р] АТФ мембранами разных типов
клеток.

С р е д а  ин к у б ац и и  ( У = 5 0  мкл ,  а л и к в о т у  1 мкл  нан о си л и  на Р Е Г ц е л л ю л о з у  
п ер е д  н а ч ал о м  ин к у б ац и и  ( 1 ) )  с о д е р ж а л а  0 ,2  мМ  АТФ , 2 м кК н  [ а - 32Р] АТФ 
20  м кг  м е м б р а н н о го  б е л к а ,  в ы д е л е н н о го  из целы х л егк и х  ( 2 ) ;  а л ь в е о л о ц и т о в  II 
п о р я д к а  ( 3 ) ;  э н д о т е л и я  пупочной вены ( 4 ) ;  э н д о т е л и я  л его ч н о й  а р т е р и и  (5 ) ; эн

д о т е л и я  ао р т ы  ( 6 ) ;  г л а д к о м ы ш е ч н ы х  к л ет о к  а о р т ы  ( 7 ) .

что метаболическая активность легких в отноше
нии гидролиза адениловых нуклеотидов обусловле
на высоким содержанием кровеносных сосудов в 
данной ткани.

Помимо очистки крови малого круга кровооб
ращения от АТФ и АДФ, функциональная роль 
эндотелия легочных сосудов заключается также 
в инактивации циркулирующих в кровяном рус
ле ряда метаболически активных веществ: тром
бина, серотонина, некоторых простагландинов, 
АЫР, брадикинина [14, 17, 22]. Инактивация 
брадикинина, в частности, осуществляется ангио- 
тензинпревращ аю щ им ферментом, локализован
ным на внешней поверхности плазматической 
мембраны эндотелиальных клеток [22]. Подоб
ная локализация  ферментов, гидролизующих 
адениловые нуклеотиды может определяться их 
функциональной нагрузкой, связанной с очисткой 
крови от избыточных количеств адениловых нук
леотидов, являю щ ихся вазоактивными и тромбо
образующими агентами. М ожно полагать, что 
эффективная деградация  АТФ и А Д Ф  на внешней 
поверхности плазматической мембраны клетки мо
ж ет снижать действующие концентрации этих 
нуклеотидов вблизи пуринергических рецепторов 
и способствовать ослаблению агонистзависимой 
активации пуринергических рецепторов и сопря
женных с ними систем вторичных мессенджеров. 
В ысказы валась  гипотеза о том, что нуклеотидаз- 
ная активность может быть присуща самим 
пуринергическим рецепторам. Однако подробный 
анализ связывания пуриновых нуклеотидов и их 
оптически активных аналогов с рецепторами, а 
т акж е  их деградация мембранными нуклеотида- 
зами показал, что рецепторная и ,АТФ-дегради-



>ующая активности присущи разным белковым 
молекулам [10].

Выявленные в наших экспериментах особен
ности протекания мембранозависимой деградации 
АТФ указывают на то, что образование АМФ 
из АТФ происходит за счет последовательно
го отщепления терминального фосфата от нуклео
тида согласно схеме: АТФ->- АДФ->- АМФ, а 
не за счет АТФ-пирофосфатазной активности, 
заключающейся в отщеплении пирофосфата от 
АТФ. В пользу этого вывода свидетельствуют 
следующие экспериментальные факты: 1) гидро
лиз АТФ до АМФ происходит с образованием 
промежуточного продукта реакции АДФ; 2) устой
чивый к гидролизу по p-у фосфорильной свя
зи, но не по а -p фосфорильной связи аналог 
АТФ—AppNHp не подвергается деградации до 
АМФ под действием мембран и эффективно 
препятствует последовательному гидролизу АТФ 
до АДФ и АМФ под действием мембран; 
3) добавление избытка «холодного» АДФ и 
его аналога АДФ(ЗБ (в качестве «ловушки» 
для [а-32 Р] АДФ) в среду гидролиза ’пре
пятствует гидролизу [а-32 Р] АДФ до [а-32 Р] 
АМФ и тем самым снижает скорость накопле
ния регистрируемого продукта реакции — [а-32 Р] 
АМФ. Эти данные свидетельствуют в пользу 
согласованного протекания реакций деградации: 
АТФ->- АДФ->- АМФ, где продукт каждой 'после
дующей реакции тормозит реакцию, приводящую 
к его образованию. Как доказательство согласо
ванного протекания АТФ-азной и АДФ-азной ста
дий гидролиза может служить тот факт, что до
бавление в среду инкубации избытка АМФ 
(продукта АДФ-азной стадии реакции) тормо
зит гидролиз АДФ, накопление которого в свою 
очередь приводит к торможению АТФ-азной ста
дии реакции.

Последовательный механизм гидролиза АТФ до 
АМФ под действием нуклеотидаз эндотелиальных 
клеток аорты был установлен такж е Pearson  et al. 
[17].

Способность AppNHp и АДФрБ эффективно тор
мозить как АТФ-азную, так и АДФ-азную актив
ности может свидетельствовать ■ в пользу того, 
что гидролиз АТФ до АДФ и гидролиз АДФ 
до АМФ может катализироваться одним и тем же 
ферментом. Более высокое сродство к АДФ 
(промежуточному продукту), чем к АТФ (исход
ному субстрату) такж е может свидетельствовать 
в пользу такого предположения.

Выявленные особенности деградации АТФ под 
действием легочных мембран указывают на то, 
что конечным продуктом гидролиза АТФ являет
ся АМФ. Увеличение времени инкубации мембран 
с [а-32 Р] АТФ до 90 мин не приводило к 
снижению радиоактивности в пятне [а-32 Р] АМФ, 
что могло бы указывать на гидролиз [а-32 Р] 
АМФ до аденозина (данные не представлены). 
Это согласуется с данными Chellian et al. [6], 
полученными при изучении гидролиза аденило-

вых нуклеотидов изолированными легкими. Одна
ко, по данным Ryan et al. [22], а также 
Pearson et al. [18], в мембранах культивируе
мых эндотелиальных и гладкомышечных клеток 
гидролиз АТФ может завершаться образованием 
аденозина. Как было замечено некоторыми ис
следователями [7, 11], степень б'-нуклеотидазной 
активности, обеспечивающей гидролиз АМФ до 
аденозина, может меняться при культивировании 
клеток, что, возможно, связано с изменением 
уровня экспрессии фермента или с существен
ным изменением его сродства к субстрату.

Известно, что в катаболизме циркулирующих 
в кровяном русле адениловых нуклеотидов поми
мо эктонуклеотидаз (АТФ-азы, АДФ-азы, 5'- 
нуклеотидазы) могут принимать участие и другие 
эндотелиальные эктоферменты — нуклеозидди- 
фосфаткиназа, пирофосфатаза и дезаминаза [20]. 
Следовательно, концентрация циркулирующих в 
крови АТФ. и продуктов его деградации может 
определяться согласованной работой мембранных 
нуклеотидаз, ферментов внутриклеточного метабо
лизма адениловых нуклеотидов, а также систем, 
обеспечивающих транспорт АТФ и его метаболи
тов через плазматическую мембрану. Кроме того, 
метаболизм адениловых нуклеотидов может под
вергаться изменениям при различных патологиче
ских процессах, например при гипоксии [8].

В заключение следует отметить, что наличие 
ансамблей ферментов, метаболизирующих адени- 
ловые нуклеотиды снаружи и внутри клетки, пред
полагает существование взаимосвязи данных фер
ментативных систем с АТФ-зависимыми процес
сами в клетке. Возможность такой предполагае
мой взаимосвязи представляет интерес и требу
ет дальнейшего исследования.
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C IR C A D IA N  C H A N G E S  O F  B L O O D  M I C R O R H E O L O G I C A L  P R O P E R T I E S  IN  C H R O N I C
B R O N C H I T I S  P A T I E N T S
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S u m m a r y

Studies  of c i rc ad ia n  rh y th m ic i ty  b lood  m ic ro rh eo lo g ica l  p a ra m e te r s  (e ry th ro cy te s  de fo rm ab il i ty  
and  ag regabili ty )  and  re la t ive  p lasm a viscosity in C O P D  patien ts  with d i f fe ren t  d eg re e  o f  resp ira to ry  
insuffisiency a n d  h ea l th y  subjects  h av e  been  ca r r ie d  out. T h e  p re se n ce  o f  dist inctive c i rcad ian  
rhy thm ic i ty  of n o te d  values  ch a n g es  bo th  in pat ien ts  and  h ea l th y  subjects  w as d e te rm ined .  M ic ro rh e o lo 
gical values bio logical rh y th m  diso rders  c re a t in g  crit ica l s ituation  fo r  m ic ro c ircu la t io n  at n igh t and  
ea r ly  m o rn in g  h o u rs  in C O P D  pat ien ts  g rew  progressive ly  w orse  while  intensifiing  o f  re sp ira to ry  
insuffic iency  clin ical m an ifes ta tion .

Р е з ю м е
П ровод и ли  и сс л ед о в ан и я  ц и р к ад н ы х  р и тм ов  ( Ц Р )  м и к р о р е о ло ги ч ес к и х  п ар а м е тр о в  

крови (агреган тн ой  с п о с о б н о с ти  и ф о р м ы  эр и тр о ц и то в )  у б оль н ы х  хрон и ч е ск и м  обструктив-  
ным бр о н х и то м  с р азли ч н ой  ст еп ен ью  д ы х ате л ьн о й  н ед о стато ч н о сти  ( Д Н ) .  Т а к и е  ж е  и с с л е 
д о в ан и я  вы полнили  в группе зд о р о в ы х  лиц. В ы явили  н аличие ч е тк и х  Ц Р  в ы ш е о зн ач ен н ы х  
п ар а м е тр о в  в о беи х  группах . П о  м ер е  у си л е н и я  Д Н  у бо л ь н ы х  хро н и ч е ск и м  обструкти вн ы м  
брон хи том  увели чи вали сь  и в ы р а ж е н н ы е  р ас ст р о й ств а  м и к р о ц и р к у л я ц и и  в ночны е и р а н 
ние утренние  часы.

Актуальность системного биоритмологического ритмостаз функционирующих систем организма
подхода к исследованию патогенеза заболеваний [22]. Проявление различных патологических про-
диктуется доказанной вариабельностью клиниче- цессов происходит в большинстве случаев именно
ских проявлений патологии в течение суток в те временные моменты, когда наблюдаются
[5, 6]. На основании параметра времени в фи- крайние отклонения в показателях физиологиче-
зиологии пересматриваются значения «нормаль- ских функций организма на протяжении суток,
ных величин» [3], исследуются особенности функ- Следовательно, изменение циркадианной органи-
ционирования органов и систем не только в про- зации функций (десинхроноз) следует рассматри-
странстве, но и во времени. Д оказано, что на вать как обязательный компонент общего адапта-
протяжении суток существует волновой процесс, ционного синдрома, являющегося, как правило,
обеспечивающий не столько гомеостаз, сколько первым проявлением патологии [5].


