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ВОЗРАСТНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ЭКТО-АПИРАЗНОЙ АКТИВНОСТИ
ЭРИТРОЦИТОВ цыплят

Большая (роль в обменных процессах, происходящих в эритроцитах,
принадлежит ферментам группы аденозинтрифосфатаз (АТФаз), с дей-
ствием которых связано расщепление макроэргических связей АТФ и
использование их энергии для разнообразных физиологических функ-
ций клетки. Наряду с внутриклеточными АТФазами на поверхности
интактных эритроцитов обнаружена также АТФаза, действие которой
направлено на АТФ окружающей среды (Clarkson, Maizeis, '1952; Венк-
стерн, Энгельгардт, 1955, 1957; Herbert, 1956; Авраамова, 1960; Двор-
кин, I960; Серебренникова, 1962; Hoffman, 1962). Согласно классифи-
кации ферментов она обозначается как аденилпирофосфатаза (сокр.
апираза).

Т. В. Венкстерн и В. А. Энгельгардт (1955, 1957), выявившие этот
фермент у ядерных эритроцитов, назвали его экто-аденозинполифосфа-
тазой и высказали предположение о его существенном значении в жиз-
недеятельности клетки. Они установили, что такой фермент с практи-
чески одинаковой скоростью отщепляет от АТФ оба лабильных фосфор-
ных остатка. Экто-апиразная активность свойственна и безъядерным
красным кровяным клеткам, но при количественном сопоставлении
выяснено, что у неповрежденного эритроцита голубя она в 30—100 раз
больше, чем у кровяной клетки человека (Herbert, 1956; Венкстерн,
Энгельгардт, 1957; Авраамова, 1960; Дворкин, 1967). Кроме того, апи-
раза обнаружена и на внешней поверхности асцитических раковых кле-
ток (Acs и др., 1954), лейкоцитов (Луганова и др., 1957) и тромбоцитов
человека (Черняк, 1967; Chambers и др., 1967).

Данные об энзиматических свойствах экто-фермента противо-
речивы (Clarkson, Maizeis, 1952; Венкстерн, Энгельгардт, 1955;
Herbert, 1956; Луганова и др., 1957; Chambers и др., 1967). Нами уста-
новлены оптимальные условия для протекания данной ферментативной
реакции на красных кровяных клетках цыплят. Поскольку некоторыми
авторами (Шабалов, Осипов, 1967; Вишняков, 4974; Gupta и др., 1974)
выявлены возрастные изменения АТФазной активности эритроцитов
млекопитающих, то представляет интерес- исследовать этот вопрос и в
случае экто-апиразы красных кровяных клеток цыплят совокупно с изу-
чением роста и развития бройлеров в постнатальном онтогенезе.

Методика

Исследовали эритроциты 125 цыплят бройлеров в течение трех месяцев после
их вылуплеиня. Кровь получали в результате декапитации птиц. Антисвертывающим
средством служил гепарин фирмы «Спофа». Эритроциты отделяли центрифугированием,
после чего их три раза промывали двумя объемами ледяного физиологического раст-
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вора. Неповрежденные эритроциты (0,05 мл) инкубировали в течение 15 мин при 37 °С
в изотоническом растворе NaCl с добавлением ионов магния и АТФ (конечные кон-
центрации соответственно 1,0 и 1,6 мМ) и трис-НС! буфера (pH 7,8). Реакцию оста-
навливали добавлением 5,0 мл 0,6 н. ледяной хлорной кислоты. После 10-мииутного
охлаждения осадок фильтровали и в надосадочной безбелковой жидкости определяли
содержание неорганического фосфата методам Лоури и Лопеса в модификации В. Ску-
лачева (1962). Активность экто-апиразы красных кровяных клеток рассчитывали по
приросту неорганического фосфора в пробах во время ферментативной реакции и выра-
жали в микрограммах фосфора на 1 млн эритроцитов в минуту. Число красных кро-
вяных клеток определяли фотоэлектрическим эритрогемометром, калиброванным для
ядерных эритроцитов с помощью микроскопа.

Результаты исследований и их обсуждение

Установлено, что экто-апираза красных кровяных клеток цыплят
активируется как ионами магния (0,5 —5,0 мМ), так и ионами кальция
(1,0 —10,0 мМ, оптимум 6,0 мМ). Совместное действие этих ионов в раз-
личных соотношениях показало менее выраженный эффект активации,
чем при их раздельном применении. Наличие в инкубационной среде
фторида натрия в концентрации 10,0 мМ тормозило активность экто-
апиразы на 45%. Более мощным ингибитором оказался ЭДТА, который
полностью подавлял активность фермента уже при концентрации
1,0 мМ. Уабаин (0,01 мМ) и ионы калия и натрия, однако, существен-

ного влияния на экто-аииразную активность не оказывали. Оптимум
pH для ферментативной реакции находился в пределах 7,5—8,0. Суб-
стратное торможение обнаружено при концентрациях АТФ более
2,5 мМ.

Исследование изменений активности поверхностно-локализованного
фермента эритроцитов в связи с возрастом цыплят выявило резкие
сдвиги ее в ранний постнатальный период (рисунок). В течение 8 дней
активность экто-апиразы красных кровяных клеток цыплят повышалась
на 66% (Р<СO,OO4) по сравнению с активностью ее в первый день. Затем
следовало понижение активности до первоначального уровня, который
достигался на 20-й день опыта. С дальнейшим ростом цыплят сниже-
ние ферментативной активности продолжалось (на 38-й день до 42%
от исходного уровня (Р<0,02)). Второе повышение (небольшое) отме-
чалось в период с 38-го по 54-й день, причем экто-апиразиая активность
эритроцитов достигала 123% по сравнению с ее активностью на 38-й
день. С 54-го дня активность фермента стабилизировалась на уровне,
характерном для взрослых кур (0,043 рг Р на 1 млн эритроцитов в ми-
нуту)-

После вылупления цыплят в процессе адаптации красных кровяных
клеток к постнатальным условиям внешней среды отмечены изменения
как клеточной мембраны, так и количественного состава эритроцитов
(Oshima и др., 1964; Иванникова и др., 1968; Isaacks и др., 1976). На
наш взгляд, одним из возможных объяснений существующих сдвигов
экто-апиразной активности красной крови цыплят в раннем постнаталь-
ном онтогенезе являются указанные изменения в ходе обновления эрит-
роцитов. Можно предположить, что первое повышение ферментативной
активности связано с поступлением в циркулирующую кровь большого
числа новых красных кровяных клеток с более высокой экто-апираз-
ной активностью, чему следует появление эритроцитов с меньшей актив-
ностью фермента. Эти явления сопровождаются постоянным разруше-
нием эмбриональных красных кровяных клеток, в результате чего сум-
марная экто-апиразная активность постепенно снижается до сгабиль-
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ного уровня. Установленный нами период перехода максимальной фер-
ментативной активности к минимальной полностью согласуется с про-
должительностью жизненного цикла эритроцитов цыплят, который
в среднем составляет 30 дней (Reddy и др., 1975).

Биологическая функция экто-апиразы до настоящего времени окон-
чательно не выяснена. Однако довольно большое количество видов кле-
ток, на поверхности • которых локализован этот фермент, свидетельст-
вует о его значительной роли в жизнедеятельности клетки. Т. В. Венк-
стерн и В. А. Энгельгардт в 1955 году высказали предположение, что
экто-апираза участвует в регуляции проницаемости клеточных оболочек
или обмена адениловых соединений в окружающей среде- Другая воз-
можная функция экто-фермента эритроцитов может состоять в синтезе
АТФ мембраной (Chambers и др., 1967).

Обстоятельство, что активность экто-апиразы красных кровяных
клеток цыплят после их вылупления превышала уровень ее у взрослых
кур в 3—5 раз, позволяет связать действие этого фермента с приспо-
соблением эритроцитов к особенностям обменных процессов молодого
организма. В-этот же период в красных кровяных клетках цыплят об-
наружены и изменения химического состава, выражающиеся в повыше-
нии концентраций АТФ и фитиновой кислоты и в значительном сниже-
нии содержания 2,3-дифосфоглицериновой кислоты (Oshima и др., 1964;
Isaacks и др., 1976). Совпадение наших данных о динамике активности
изучаемой экто-апиразы с результатами этих авторов можно рассмат-
ривать как единый комплекс адаптационных явлений у эритроцитов
в ранний постнатальный период развития цыплят.
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Helgi KUUS, По SIBUL, Anna TAMM

TIBU ERÜTROTSÜÜTIDE EKTOAPÜRAASSE AKTIIVSUSE EALISED
MUUTUSED

Resümee
Tibu erütrotsüütide ektoapüraasse aktiivsuse uurimiseks selgitati selle fermentreakt-

siooni optimaalsed tingimused. Fermendi aktivaatoriteks osutusid Mg++ ja Ca++
, inhibii-

toriteks EDTA ja NaF. Fermentreaktsiooniks sobiv pH asus vahemikus 7,5—8.0. Ouabain
ning K- ja Na-ioonid olulist mõju ei avaldanud; substraatne inhibeerimine esines ATP
kontsentratsioonil üle 2,5 mM.

Erineva vanusega tibude erütrotsüütide ektoapüraasses aktiivsuses ilmnes suuri
lahkuminekuid. Näiteks ületas kõnealuse fermendi aktiivsus koorumisjärgselt 3-kordselt
ning esimese elunädala lõpul 5-kordselt pärast 54. katsepäeva täheldatud nivoo.

Kuigi erütrotsüütide ektoapüraasi funktsioon ei ole veel selge, võimaldavad esitatud
andmed seostada selle fermendi aktiivsuse ealise dünaamika adaptatsiooninähtustega
punastes verelibledes linnu arengu varasel postnataalsel perioodil.

Eesti NSV Teaduste Akadeemia Toimetusse saabunud
Eksperimentaalbioloogia Instituut , 4. 111 1977

Helgi KUUS, 110 SIBUL, Anna TAMM

AGE DEPENDENT CHANGES IN ECTO-APYRASE ACTIVITY
OF CHICK ERYTHROCYTES

Summary

In order to investigate ecto-apyrase activity of chick erythrocytes, it was necessary
to clear up the optimal conditions for the fermentation reaction. The enzyme was found
to be Mg++- and Ca++-dependent, it was blocked by EDTA and NaF, and had maximal
activity in the pH range of 7.5—8.0. Ouabain and K, Na ions had no effect. The
substrate inhibition became obvious at ATP concentrations over 2.5 mM.

Experimental data showed that there exists a large variation in the ecto-apyrase
activity of erythrocytes of chickens of a different age. Thus, after hatching and at the
end of the first week of age, the activity of the enzyme had exceeded the stabilized level
after the 54-day observation period 3- and 5-fold, respectively.

Although the function of the erythrocyte ecto-apyrase remains to be established,
on the basis of the presented information the age dependent changes in the enzyme
activity may be observed in connection with adaptation phenomena of red cells in the
early postnatal period of the fowl development.

Academy of Sciences of the Estonian SSR, Received
Institute of Experimental Biology March 4, 1977
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	Рис. 3. рI – Э.н з и.м огра мм ы эстеразы колеоптиля образцов дикорастущего ячменя Hordeum spontaneum С. Koch (pl-enzymograms of the coleoptile esterase): I—7 семь образцов из различных популяций в Турции (7 accessions from Turkey); 8 из Сирии (Syria); 9 из Азербайджанской ССР (Azerbaijan SSR); 10 из Сирии (Syria); И из Туркменской ССР (Turkmenian SSR); 12 из Ирака (Iraq); 13—17 пять индивидов образца А-38/70, собранные автором из природной популяции близ пос. Ганджина на юго-западе Таджикской ССР (5 individuals from a natural population collected in the Tadjik SSR). Рис. 4. рI – Энзим о г,р ам мы эстеразы колеоптиля сортов культурного ячменя Hordeum vulgare L. (pl-enzymograms of the coleoptile esterase): 1 K-18703 из Эфиопии, var. nigrinudum-, 2 K-20130 из Эфиопии, var. duplinigrunv, 3 К-10539 из Индии, var. himalayense-, 4 К-18991 из Китая, var. trifurcatum; 5 К-3415 из Японии, var. revelatum-, 6 К-17222, сорт ’Аг-Арпа’ из Азербайджанской ССР, var. nutans; 7 К-4534, сорт ’Нутанс 244’ из Украинской ССР, var. nutans; 8 К-18334, сорт ’Уссури 8’ из Приморского края, var. nutans; 9 К-19355, сорт ’Нутанс 115’ из Армянской ССР, yar. nutans; 10 К-4954, сорт ’Нутанс 970’ из Киргизской ССР, var. nutans; 11 К-18815, сорт ’Карлсберг ll’ из Дании, var. nutans-, 12 К-19943, сорт ’Дорак Агра’ из Турции, var. parallelunv, 13 К-19833, сорт ’Ташкелляк’ из Узбекской ССР, var. parallelum-, 14 К-16947 из Краснодарского края, var. pallidum-, 15 К-20444 из Азербайджанской ССР; var. pallidum-, 16 К-8279 из Саратовской области, var. регsicum. Энзимограммы двурядных ячменей —1, 6—И и 16, шестирядных 2—5 и 12—15.

	ACCUMULATION PATTERN OF FLAVONOIDS: QUANTITATIVE PHENOMENOLOGY AND SOME SPECULATIONS
	Fig. 1. Pathway of flavonoid biosynthesis (an outline). Broken arrows leading from the parent chalcone/flavanone to the flavonoid end-products symbolize the presumed relative length of the biosynthetic routes involved in the building of flavonoids of different classes.
	Fig. 2. Glycoflavones of buckwheat cotyledons.
	Fig. 3. The content of separate glycoflavones in excised buckwheat cotyledons, nmol/seedling (extrapolated from data in Margna et ah, 1974 b; see footnote in Table 1). 1 vitexin, 2 isovitexin, 3 orientin, 4 iso-orientin.
	Fig. 4. Azote-induced decrease in the accumulation of flavonoids in excised buckwheat hypocotyls and cotyledons (extrapolated from data in Margna et ah, 1974 b). The 80-hr-old material excised from etiolated seedlings was incubated for 40 hr (16 hr light + 24 hr darkness) in a 0.1 per cent solution of NH4N03. 1 absolute decrease, nmol/seedling; II relative decrease, %. a hypocotyls, b cotyledons; A anthocyanins, R rutin, G glycoflavones, I leucoanthocyanldins.
	Fig. 5. Comparison of the distribution of radioactivity in different flavonoids, after feeding labelled L-phenylalanine, with the normal accumulation pattern of the same flavonoids in buckwheat cotyledons. White bars content of flavonoids, nmol/seedling (extrapolated from data in Margna et al., 1974 b); black bars radioactivity, imp/ min/seedling (details in the text). A anthocyanins, R rutin, G glycoflavones.
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	ИЗУЧЕНИЕ КОЛИЧЕСТВЕННЫХ ЗАКОНОМЕРНОСТЕЙ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ РЕКОМБИНАЦИИ У ФАГА Т4. V. ОПТИМИЗАЦИЯ ПАРАМЕТРОВ ТЕОРИИ С УЧЕТОМ РАЗЛИЧНОЙ КОРРЕКТИРУЕМОСТИ МУТАЦИЙ
	Последовательность маркеров в области rll фага Т4. Расстояния между маркерами даны не в соответствии с масштабом.
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	СПИСОК РАДИОУГЛЕРОДНЫХ ДАТИРОВОК ИНСТИТУТА ЗООЛОГИИ И БОТАНИКИ АН ЭССР
	ЭВТРОФИРОВАНИЕ ОЛИГОТРОФНЫХ ОЗЕР ЭСТОНИИ
	Рис. 1. Изменение содержания растворенного кислорода в придонном (но шкале Л) и поверхностном (по шкале Б) слоях воды оз. Валгеярв. Белые столбцы данные 1963—1964 гг., черные 1972—1973 гг. (данные 1972 1973 гг. получены из картотеки сектора гидробиологии Института зоологии и ботаники АН ЭССР).
	Рис. 2. Изменение температуры (1) и содержание растворенного кислорода (2) в воде оз. Валгеярв (данные 1972—73 гг. получены из картотеки сектора гидробиологии Института зоологии и ботаники АН ЭССР).
	Рис. 3. Изменение содержания растворенного кислорода в придонном (по шкале А) и поверхностном (по шкале Б) слоях воды оз. Пиккъярв (белые столбцы) и оз. ►Линаярв (черные столбцы) в 1971—72 гг.
	Рис. 4. Изменение температуры (Г) и содержания растворенного кислорода (2) в воде оз. Линалрв.
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	Fig. 2. Peipsidrilus pusillus gen. n. sp. n. Reconstructions of internal reproductive organs of paratypes; 1 spermatheca (from transversal sections), 2. male ducts (from sagittal sections).
	Fig. 1. Localization of the maturing-connected fraction (indicated by the arrow) at the paper-electrophoretic blood serum proteinogram of the pike-perch (!) and pike (2).
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	Fig. 2. Polyacrylamide gel electrophoregrams of the blood serum of the bream: и, c maturing females, b immature, d maturing male. The fraction connected with the maturing of the roe is indicated by the arrow. Fig. 3. Polyacrylamide gel proteinograms of the pike (/ female and male), burbot (2 female and male) and pike-perch (5 female and immature).
	Fig. 4. Protein and lipoproteid fractions at the polyacrylamide gel electrophoregrams of the blood serum of the female burbot (/), pike (2) and pike-perch (5).
	Рис. 1. Электрофоретические энзимограммы эстеразы ячменя. Electrophoretic esterase enzyniograms. I—61—6 двурядный культурный ячмень Hordeum vulgare L., cv. ’Drost’, образец К-18407 : I зародыш, 24 ч при 2° (embryo, 24 hours at 2°); 2 первичный лист 4-дневного проростка (primary leaf, 4 days); 3 колеоптиль, 4 дня (coleoptile, 4 days); 4 первичные корни, 4 дня (primary roots, 4 days); 5 колеоптиль, 7 дней (coleoptile, 7 days); 6 первичный лист, 7 дней (primary leaf, 7 days); 7—ll Hordeum vulgare L.,<первичный лист (primary leaf), образцы: 7 K-16947 из Краснодарского края, var. pallidum; 8 К-19355 из Армении, var. nutans, cv. ’Nutans 115’; 9 K-19009 из Норвегии, var. nutans, cv. ’Domen’; 10 K-8279 из Саратовской обл., var. persicum, cv. ’Persicum 64’; 11 cv. ’Marocaine’, из Голландии, 12—17 Hordeum spontaneum C. Koch, шесть образцов из различных мест Турции (six accessions from Turkey).
	Рис. 2. Электрофоретические энзимограммы эстеразы колеоптиля культурного ячменя Hordeum vulgare L. (1—11) и дикорастущего Hordeum spontaneum С. Koch (12—17). Electrophoretic enzymograms of the coleoptile esterase. Образцы (accessions): 1 K-18815 из Дании, var. nutans, cv. ’Carlsberg IP; 2 K-21475 из ГДР, var. nutans, cv. ’Alsa’; 3 K-19009 из Норвегии, var. nutans, cv. ’Domen’; 4 K-17222 из Азербайджанской ССР, var. nutans, cv. ’Ag-Arpa’; 5 К-19355 из Армянской ССР, var. nutans, cv. ’Nutans 115’; 6 K-4954 из Киргизии, var. nutans, cv. ’Nutans 970’; 7 K-18703 из Эфиопии, var. nigrinudum-, 8 K-20130 из Эфиопии, var. duplinigrum-, 9 К-10539 из Индии, var. himalaijense-, 10 К-18991 из Китая, var. trifurcatunv, 11 К-3415 из Японии, var. revelatum, cv. Tanbash’; 12—13 var. spontaneum из Сирии; 14—15 var. spontaneum из Ирака; 16 var. lagunculiforme из Таджикской ССР; 17 var. lagunculiforme из Туркменской ССР.
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	Рис. 3. рI – Э.н з и.м огра мм ы эстеразы колеоптиля образцов дикорастущего ячменя Hordeum spontaneum С. Koch (pl-enzymograms of the coleoptile esterase): I—7 семь образцов из различных популяций в Турции (7 accessions from Turkey); 8 из Сирии (Syria); 9 из Азербайджанской ССР (Azerbaijan SSR); 10 из Сирии (Syria); И из Туркменской ССР (Turkmenian SSR); 12 из Ирака (Iraq); 13—17 пять индивидов образца А-38/70, собранные автором из природной популяции близ пос. Ганджина на юго-западе Таджикской ССР (5 individuals from a natural population collected in the Tadjik SSR). Рис. 4. рI – Энзим о г,р ам мы эстеразы колеоптиля сортов культурного ячменя Hordeum vulgare L. (pl-enzymograms of the coleoptile esterase): 1 K-18703 из Эфиопии, var. nigrinudum-, 2 K-20130 из Эфиопии, var. duplinigrunv, 3 К-10539 из Индии, var. himalayense-, 4 К-18991 из Китая, var. trifurcatum; 5 К-3415 из Японии, var. revelatum-, 6 К-17222, сорт ’Аг-Арпа’ из Азербайджанской ССР, var. nutans; 7 К-4534, сорт ’Нутанс 244’ из Украинской ССР, var. nutans; 8 К-18334, сорт ’Уссури 8’ из Приморского края, var. nutans; 9 К-19355, сорт ’Нутанс 115’ из Армянской ССР, yar. nutans; 10 К-4954, сорт ’Нутанс 970’ из Киргизской ССР, var. nutans; 11 К-18815, сорт ’Карлсберг ll’ из Дании, var. nutans-, 12 К-19943, сорт ’Дорак Агра’ из Турции, var. parallelunv, 13 К-19833, сорт ’Ташкелляк’ из Узбекской ССР, var. parallelum-, 14 К-16947 из Краснодарского края, var. pallidum-, 15 К-20444 из Азербайджанской ССР; var. pallidum-, 16 К-8279 из Саратовской области, var. регsicum. Энзимограммы двурядных ячменей —1, 6—И и 16, шестирядных 2—5 и 12—15.
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