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В последние десятилетия внеклеточный АТФ, как биологически-активная молекула, вызывает повышенный интерес исследователей. Это обусловлено открытием ряда свойств, которые заставили по-новому взглянуть на участие макроэргических соединений в передаче информации, регуляции клеточного обмена и в других физиологических реакциях клеток, тканей и целых систем организма. Открытие многочисленного семейства АТФ-рецепторов и сам факт выделения клетками во вне клетки макроэргов привели к появлению нового направления в биохимических исследованиях, направленного на изучение этого феномена. 

АТФ выделяется эритроцитами и другими форменными элементами крови, как в норме, так и при стрессовых ситуациях. Считается, что он регулирует тонус сосудов, особенно его микроциркуляторный отдел. Интерес к выделению эритроцитами АТФ обусловлен проблемами практической медицины в области трансфузии, связанной с переливанием хранящейся крови. Установлено, что клетки, потерявшие в процессе хранения способность выделять АТФ, т.е. утратившие способность к нормальной регенерации аденилового пула, вызывают значительное увеличение летальных случаев (до 40%) в послеоперационном периоде(от 0,5 года до 1,5 лет). Такие клетки, по сути, становятся «пробками», которые закупоривают капилляры, вызывая гипоксию и некротические явления на микроуровне.

Мы хотим в этом сообщении затронуть биоэнергетику эритроцитов рыб, их ферментные системы, для которых вне клеточный АТФ является субстратом. В основном, это экто-АТФазы эритроцитов рыб, исследованиями которых мы занимаемся уже достаточно продолжительное время. Все началось с того, что нами была найдена аномально высокая активность экто-АТФазы (порядка 9,0 мкМ/млRBC/мин) у одного вида черноморских рыб - скорпены, у других видов рыб такого уровня фермента не было отмечено.

Энергетика эритроцитов млекопитающих базируется на утилизации глюкозы, которая является основным энергетическим субстратом. Они имеют одинаковую с плазмой, внутриклеточную концентрацию этого субстрата и его метаболизм осуществляется двумя путями. Первый – по пути гликолиза, который обеспечивает ресинтез АТФ и, второй – пентозо-фосфатный шунт. Этот путь идет с затратами кислорода и приводит к образованию пентоз, необходимых для метаболизма ядерного аппарата эритроцитов.

Энергетика ядерных эритроцитов позвоночных кроме глюкозы утилизирует еще и эндогенный гликоген, который накапливается в эритроцитах. Основным отличием их энергетики является наличие митохондрий, которые обеспечивают в 16 раз более эффективный ресинтез АТФ в процессе катаболизма глюкозных остатков. Важным моментом энергетики ядерных эритроцитов является более существенное потребление кислорода для своих нужд. Если наступают гипоксийные условия, то происходит переключение метаболизма на гликолиз. При этом, гликолиз компенсирует всего 20% необходимых энергетических нужд. Такая экономия, с одной стороны - демонстрирует «зависимость» энергетики ядерных эритроцитов от кислорода, а с другой стороны - способность клеток достаточно долго функционировать в условия гипоксии без ущерба для основной функции. Митохондрии обнаружены в эритроцитах рыб (скат Torpedo) уже достаточно давно. Митохондрии имеют типичное строение, хорошо видны кристы. Имеют преимущественно место локализации вокруг ядра. Молодые эритроциты содержат до 30-ти митохондрий, количество которых к концу жизни постепенно убывает и в старых клетках их насчитывается не более 10-ти штук. Митохондрии эритроцитов рыб содержит все комплексы и типичный набор цитохромов электронно-транспортной цепи. Базовая активность их не высока. Также хорошо известно, что кровь в сосудах ведет себя как неньютоновская жидкость. Это значит, что ее относительная вязкость меняется с изменением радиуса сосуда. С уменьшением радиуса сосуда относительная вязкость крови тоже уменьшается, и она течет через капилляры более легко, чем это можно было бы ожидать (Snyder,1973). С этим парадоксом тесно связана другая интересная особенность течения крови через капилляры. Она связана с тем, что диаметр капилляров часто значительно меньше, чем размеры эритроцитов. Вопреки ожиданиям, оказалось, что току крови это не мешает: эритроциты легко деформируются и без труда проходят через просвет капилляра (Skalak, Branemaark, 1969). Это создает очень своеобразный тип течения (корпускулярное течение), при котором каждый эритроцит действует как поршень: он обеспечивает быстрое обновление жидкости в приграничном слое стенок капилляра, тем самым способствуя обновлению диффундирующих веществ в этом слое ( цит. по Шмидт-Ниельсен, 1982).

Другой важной особенностью реологии крови в капиллярах является уменьшении ее вязкости в капиллярах менее 300 мкм, названных феноменом Фареуса-Линдгквиста или Сигма-эффект. Дискуссии о причинах и механизмах этого феномена идут на протяжении более 80-ти лет. Нами выдвинуто предположение о наличии тепловых явлений в капиллярном отделе кровотока.  Центральная роль в нашей гипотезе отводится мембранным экто-АТФазам эритроцитов, клеткам эндотелия  и внеклеточному АТФ.

Способность эритроцитов легко преодолевать самые узкие капиллярные просветы (до 3 мк) уже давно интересует исследователей и в этом направлении проделана огромная работа. Считается, что такой способностью эритроциты наделены благодаря уникальному строению плазматической мембраны. Поддержания определенных вязкоэластичных свойств мембраны столь важна, что малейший сбой этого параметра приводит к нарушению доставки кислорода, энергетических субстратов и запуску каскада патологических процессов. Поэтому транскапиллярное движение эритроцитов без преувеличения  является ключевым звеном в функционировании энергетики организма. Установлено, что эритроциты обладают гиперупругостью мембран, не изменяющие площадь поверхности при растяжении клеток и возвращающие первоначальную форму после завершения воздействия деформирующего фактора. В результате механической деформации эритроциты выделяют АТФ, который необходим, как мы считаем, для обеспечения энергозависимого облегченного прохождения через капиллярный отдел кровотока. Гиперупругость позволяет эритроцитам проходить сквозь малые капилляры кровеносного русла и после перенесенной деформации восстанавливать свою форму.

Как уже отмечалось, эритроциты рыб, амфибий, рептилий и птиц  содержат ядро и имеют большие размеры, чем безъядерные эритроциты млекопитающих. Исследования деформационных свойств ядерных эритроцитов этих позвоночных методом пипеточного втягивания показали, что они обладают такой же гиперупругостью, как и мембраны эритроцитов млекопитающих. Однако, величины упругих модулей сдвига мембран ядерных эритроцитов разных рептилий оказались в 50 раз большими, чем для млекопитающих (опоссум, человек, кошка) (Waugh, Ewans, 1976). Таким образом, мембраны ядерных эритроцитов оказались более «жесткими» по сравнению с безъядерными красными клетками крови (Ивенс, Скейлак 1982). 
Плазматическая мембрана эритроцита построена по типу трехслойного «сэндвича». Самый верхний по отношению к клеточной мембране слой – гликокаликс, далее бислойная  мембрана и премыкаюший к ней с внутренней стороны цитоскелет. Гликокаликс, мембрана и цитоскелет функционируют как оно единое целое и представляют достаточно динамичную структуру. 

В состав гликокаликса входят полисахаридные разветвленные цепочки мембранных интегральных белков – гликопротеидов. Между цепочками располагаются свободные гликолипиды и протеогликаны. Важность гликокаликса состоит в том, что обладая сильно обводненной, желеподобной консистенцией, способен накапливать выделяющиеся из клетки вещества и удерживать их в околоклеточном пространстве, в том числе и внеклеточный АТФ. Механизмы, обеспечивающие понижение вязкости плазмы и деформационных характеристик ядерных эритроцитов, относятся к малоизученной области знания. Как мы полагаем, важную роль в обеспечении «неньютоновских» свойств играют экто-АТФазы эритроцитов и эндотелиальных клеток. Экто-АТфаза является интегральным гликопротеином и одновременно связанна со всеми тремя компонентами мембраны – гликокаликсом, собственно бислойной мембраной и цитоскелетом. 
Как мы полагаем, она является главным модификатором локального увеличения деформационных свойств плазматической мембраны.
Эритроциты постоянно выделяют АТФ в перицеллюлярное пространство, а в капиллярном отделе  за счет «деформационного стресса» количество  выделенного резко возрастает АТФ. Экто-АТФазы эритроцитов и эндотелия обеспечивают разогрев плазмы в пристеночной области и одновременно изменение вязко-эластичные свойства мембраны. Тем самым, улучшая деформационные и иные характеристики эритроцитов. Так, например, изменение текучести мембраны может приводить к образованию дополнительных водных пор, что может приводить к обратимому перераспределению воды в системе плазма - эритроциты (Катюхин, 2014). Это может обеспечивать резкое падение вязкости в пристеночного слоя плазмы в капиллярах и объяснять наличие Сигма эффекта. Феномен Фареуса-Линдквиста может обеспечивать совокупность механизмов. Так, важную роль в процессе изменения вязко-эластичных свойств цитоскелета могут играть ионы Са2+. Тепловой разогрев мембраны может увеличивать вход кальция в клетки, где он может выступать модификатором упругих свойств цитоскелета и обеспечивать гиперупругость. Таким образом, тепловые эффекты могут выступать «спусковым крючком» ряда процессов обеспечивая эффективное преодоление клетками самого узкого отдела кровеносной системы. 

Убедительным подтверждением наших предположений о важной роли внеклеточного АТФ для теплового «разогрева» мембраны клеток и пристеночного слоя плазмы явились проведенные нами опыты по теплопродукции суспензий отмытых эритроцитов рыб
(Het = 25% и 50%). Исследования проводили в суспензиях эритроцитов, помещенных в полиэтиленовую ячейку объемом 5 см3 в крышку, которой были вмонтированы два термодатчика Hell-700 и силиконовая трубка. Ячейка помещалась в литровый дюар, который  изолировали в облицованном пенопластом боксе. Это создавало хорошую теплоизоляцию  для изучения тепловых явлений в ячейке с суспензией отмытых эритроцитов рыб.  Термодатчики Hell-700 имели чувствительность до ± 0,0001oC и с помощью специальной программы через АЦП выводили данные на компьютер в виде цифровой записи,которую можно было обработать в Word Exell и представить в виде графика. 

Теплограммы, полученные в результате этих экспериментов показали, что суспензии эритроцитов скорпены «генерируют тепло» с постоянной скоростью в течение нескольких часов. Добавление в ячейку АТФ (1мкМ/мл) приводило к резкому увеличению теплопродукционной способности эритроцитов. Это повышение температуры при добавлении к суспензии внеклеточного АТФ было названо нами – термоскачком. Эффект термоскачка сохранялся в течение суток даже тогда, когда клетки теряли способность генерировать тепло, вследствие истощения эндогенных энергетических ресурсов. Эффект генерирования тепла и термоскачка исчезал после добавления в физиологический раствор ЭДТА, который  обеспечивал связывание двухвалентных катионов в инкубационной среде. Это убедительно свидетельствовало в пользу того, что источником выделения тела являлся гидролиз внеклеточного АТФ экто-АТФазами плазматических мембран эритроцитов рыб. Стойкое, в течении нескольких часов генерирование тепла привлекло наше внимание к функционированию митохондриального комплекса в эритроцитах рыб.
Эритроциты морского кота и скорпены отмытые от плазмы и ресуспендированные в физиологическом растворе в диапазоне 20-30%, показали наличие базового «дыхания» клеточных суспензий, равной 6,0 ± 0,7 и 12,0 ± 0,8  пг-моль О2/мин 106 клеток. Полученные значения митохондриального дыхания исследованных видов рыб по сравнению, например, с дыхательной активностью разных возрастных фракций эритроцитов радужной форели (90,0–193,0 пг-моль О2 ·мкл -1 эритроцитов мин -1) были невелики (Philips et al., 2000). Тем не менее, в процессе стимуляции дыхания эритроцитов скорпены метаболически активными субстратами первого митохондриального комплекса были показаны высокие приросты потребления кислорода, которые в 13–37 раз превышали уровни базового дыхания клеточных суспензий. Даже у обработанных олигомицином эритроцитов уровень дыхания увеличивался более чем в 5 раз по сравнению с «базальной» дыхательной активностью. После остановки дыхания ингибитором первого комплекса дыхательной цепи митохондрий ротеноном стимуляцию дыхания в 1,5 раза суспензий эритроцитов вызывало добавление разобщителя окислительного фосфорилирования – 2,4-динитрофенола. Дигитонин применялся в наших экспериментах для пермеабиализации плазматических мембран эритроцитов рыб, что увеличивало проницаемость этой мембраны для АДФ. Сама по себе добавка АДФ не стимулировала поглощение кислорода суспензиями эритроцитов, но после двукратного внесения в среду 0.01% дигитонина скорость потребления кислорода увеличивалась в опытах с эритроцитами  скорпены в 6–19 раз. Ротенон, являющийся ингибитором I-го дыхательного комплекса митохондрий, эффективно блокировал поглощение кислорода в суспензиях эритроцитов независимо от ранее предлагаемых стимулов. Последующая добавка в суспензию эритроцитов рыб 5 мМ сукцината  снимала ингибиторный эффект ротенона и увеличивала скорость дыхания клеток у скорпены. При этом этот процесс в некоторых случаях носил лавинообразный характер с большим разбросом в разных опытах, в пределах от 11 до 250 раз. Олигомицин вызывали значительное снижение скоростей поглощения кислорода в суспензиях эритроцитов. Азид натрия, подобно цианиду калия, быстро блокировал поглощение кислорода эритроцитарными суспензиями скорпены, действуя необратимо на конечное звено митохондриальной электронно-транспортной цепи при передаче электронов молекуле кислорода.   Эритроциты морского кота повторяли все эффекты, полученные на эритроцитах скорпены. Однако амплитуда скорости утилизации кислорода и продолжительность воздействия были значительно более низкими, чем те которые мы наблюдали на эритроцитах скорпены.
Выводы:

· Эритроциты рыб способны продуцировать тепло за счет расщепления на их поверхности АТФ с постоянной скоростью достаточно продолжительное время (4–5 часов).

· Добавлении в ячейку аликвоты (5мг ) АТФ вызывает явление термоскачка.

· Явление термоскачка сохраняется и у «истощенных» эритроцитов рыб.

· Блокирование экто-АТФазной активности ведет к полному исчезновению теплопродукционной способности эритроцитов рыб и явления термоскачка.  

· Митохондрии эритроцитов рыб по своим характеристикам способны продуцировать значительные количества АТФ и обеспечивать теплопродукционные свойства эритроцитов рыб. 

