
ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2012, т. 84, № 6 115

УДК 577.152.3

Характеристика Ca2+, Mg2+-атр-аз
лімфоцитів периферичної крові ХвориХ

з ревматичною патологією

Р. В. ФаФУла, У. П. ЄФРемоВа, З. Д. ВоРобець

львівський національний медичний університет імені Данила Галицького, Україна; 
e-mail: roman_ fafula@ukr.net, vorobets@meduniv.lviv.ua

Проведено аналіз кінетичних властивостей Сa2+, Mg2+-ATР-ази сапонін-перфорованих 
лімфоцитів периферичної крові здорових донорів і хворих на ревматоїдний артрит та анкілозивний 
спондилоартрит. За оцінкою змін гідролазної активності Сa2+, Mg2+-ATР-ази встановлено, що 
спорідненість Сa2+, Mg2+-ATР-ази плазматичної мембрани і мембран ендоплазматичного ретикулума 
до аТР вірогідно не відрізняється. В умовах розвитку ревматичної патології інгібування активності 
досліджуваних ензиматичних систем в імунокомпетентних клітинах відбувається за змішаним ти-
пом – як за рахунок зменшення числа обертів ензиму, так і за рахунок зниження спорідненості Са2+-
ATР-аз до субстрату. Доведено, що в лімфоцитах осіб з ревматичною патологією Сa2+, Mg2+-ATР-аза 
вірогідно характеризується нижчою спорідненістю до субстрату транспортування, ніж у здорових 
донорів.

К л ю ч о в і  с л о в а: Ca2+, Mg2+-аТР-аза, лімфоцити, ревматоїдний артрит, анкілозивний спондило-
артрит.

В ідомо, що внутрішньоклітинний Ca2+ 
є ключовим сигнальним месенджером 
практично в усіх типах клітин, зо-

крема і в імунокомпетентних. У лімфоцитах 
зміни [Ca2+]i асоціюються з численними 
клітинними процесами і реакціями, таки-
ми як активація клітинних кіназ і фосфа-
таз, регулювання цитоскелетних протеїнів, 
контроль транскрипції, модуляція поверх-
невих рецепторів [1]. Підвищення [Ca2+]i в 
Т-лімфоцитах під час зв’язування Т-клітинного 
рецептора із чужорідним антигеном запускає 
транскрипційні процеси, які, насамкінець, 
ведуть до секреції ефекторних цитокінів і 
координації імунної відповіді [2]. Знижен-
ня рівня [Ca2+]i веде до ослаблення активації 
Т-лімфоцитів і до розвитку різних форм 
імунодефіциту [3, 4]. Імунологічна реактивність 
лімфоцитів також пов’язана зі змінами [Ca2+]i 

[5]. За фізіологічних умов підтримання Са2+-
гомеостазу зумовлюється суперпозицією 
функціонування енергозалежних та енергоне-
залежних Са2+-транспортувальних систем, а 
також Са2+-зв’язувальних протеїнів.

Відомо, що за деяких патологій, зокре-
ма ревматичної, змінюються біохімічні та 
імунологічні показники лімфоцитів, а також 
їх Са2+-гомеостаз [6, 7]. Ревматичні захворю-
вання є одними з найпоширеніших у світі і 
є гетерогенною групою мультифакторних 

хвороб. У попередніх дослідженнях нами по-
казано дефект гідролазної активності Ca2+, 
Mg2+-АТР-ази лімфоцитів крові хворих на 
ревматоїдний артрит (РА) [8]. Схожі результа-
ти одержано дослідниками раніше [9]. Проте 
вірогідно невідомо, які механізми зумовлюють 
порушення функціональної активності Ca2+, 
Mg2+-АТР-ази. З огляду на це, метою роботи є 
вивчення кінетичних властивостей Ca2+, Mg2+-
АТР-ази лімфоцитів крові здорових донорів і 
хворих на РА та анкілозивний спондилоартрит 
(АСА).

матеріали і методи

Дослідження проводили на лімфоцитах 
периферичної крові здорових донорів і хво-
рих на РА та АСА під час госпіталізації хво-
рих в ревматологічне відділення Львівської 
обласної клінічної лікарні. Усіх хворих було 
розділено на дві групи: хворі на РА (n = 40) 
та хворі на АСА (n = 30). Групу контролю ста-
новили практично (клінічно) здорові донори, 
репрезентативні за віком (20–35 років) і стат-
тю (n = 30).

Моноядерні лімфоцити периферичної 
крові людини виділяли з гепаринізованої 
свіжоотриманої крові здорових донорів і хво-
рих на РА та АСА в градієнті густини фікол–
тріумбрасту (ρ = 1,08 г/см3) [10]. Цілісність і 
життєздатність лімфоцитів, яка в усіх дослідах 
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становила не менше 95%, оцінювали за забарв-
ленням трипановим синім [11].

Для пермеабілізації мембран лімфоцитів 
і розкриття латентної Ca2+, Mg2+-АТР-азної 
активності лімфоцити інкубували протягом 
10 хв за помірного струшування в розчині, 
який містив сапонін у концентрації 0,1% [12]. 
Вміст протеїну в лімфоцитарній суміші визна-
чали методом Лоурі [13].

Визначення Ca2+, Mg2+-ATР-азної ензи-
матичної активності сапонін-перфорованих 
лімфоцитів проводили при 37 °С в середовищі 
інкубації об’ємом 1 мл такого складу (мМ): 
100 KCl, 50 NaCl, 5 МgС12, 5 АТР, 0,05 СaCl2, 
1 уабаїн (селективний інгібітор Na+, K+-
ATР-ази), 1 NaN3 (інгібітор мітохондріальної 
АТР-ази), 20 Hepes-Tris-буфер (рН 7,4) [14]. 
АТР-гідролазну реакцію ініціювали внесен-
ням до інкубаційного середовища аліквоти 
лімфоцитарної суміші (100 мкл); кількість 
лімфоцитарного протеїну в пробі не переви-
щувала 50–75 мкг/мл. Тривалість інкубації – 
5 хв. Ензиматичну реакцію зупиняли додаван-
ням 1 мл охолодженого стоп-розчину такого 
складу: 1,5 M натрій ацетат, 3,7% формальдегід, 
14%-й етанол, 5%-на ТХО (рН = 4,3). Суспензію 
центрифугували (10 хв, 1600 g). В одержаному 
супернатанті, який не містив протеїну, визна-
чали вміст неорганічного фосфору Рі за мето-
дом W. Rathbun, V. Betlach [15].

Питому Ca2+, Mg2+-ATР-азну активність 
розраховували як різницю між  активністю АТР-
азних систем у Са2+-вмісному та безкальцієвому 
середовищах (1 мМ ЕГТА) і виражали у 
мкмоль Рі /хв на 1 мг протеїну, вивільненого в 
АТР-гідролазній реакції. З метою розділення 
сумарної Ca2+, Mg2+-АТР-азної активності на 
компоненти: тапсигаргіннечутливу Ca2+, Mg2+-
АТР-азу плазматичної мембрани (ПМ) та 
тапсигаргінчутливу Ca2+, Mg2+-АТР-азу мем-
бран ендоплазматичного ретикулума (ЕПР) до 
стандартного Ca2+- та Mg2+-вмісного середови-
ща інкубації додавали селективний інгібітор 
Ca2+, Mg2+-АТР-ази ЕПР – тапсигаргін 
(0,1 мкМ). У дослідах контролем на неензима-
тичний гідроліз АТР було стандартне середо-
вище інкубації, яке не містило досліджуваної 
проби. Як контроль на кількість ендогенно-
го Рі в лімфоцитарній суміші використову-
вали суспензію лімфоцитів у фізіологічному 
розчині.

Кінетичний аналіз. Вивчення кінетичних 
властивостей Ca2+, Mg2+-АТР-ази прово-
дили в стандартному середовищі інкубації, 
модифікованому за складом відповідних 

компонентів (концентрація субстрату – АТР 
та активаторів – Са2+, Mg2+).

Уявні кінетичні параметри, які характе-
ризують Ca2+, Mg2+-залежну АТР-гідролазну 
реакцію – уявну константу спорідненості до 
АТР, уявну константу активації іонами Ca і Mg 
та максимальну швидкість реакції гідролізу 
АТР визначали у координатах Лайнуївера–
Берка {1/V від 1/S}, де S – задана концентрація 
реагенту (АТР, Са2+ чи Mg2+), а V – швидкість 
гідролізу АТР при заданій концентрації реа-
генту [16].

Кінетичні та статистичні розрахунки про-
водили в режимі програмного забезпечення 
MS Office. Результати досліджень обробляли 
загально-прийнятими методами варіаційної 
статистики з використанням t-критерію Стью-
дента. Рівняння прямої лінії, що найкраще 
апроксимує експериментальні дані, розрахо-
вували методом найменших квадратів. Абсо-
лютне значення коефіцієнта кореляції r ста-
новило 0,9–0,98. Вірогідність розрахованих 
параметрів прямої перевіряли за F-критерієм 
Фішера: вірогідною вважали апроксимацію, за 
якої P ≤ 0,05.

У дослідах використовували реактиви АТР, 
Hepes, Tris, уабаїн, тапсигаргін, ЕГТА (Sigma, 
США), Saponin (Quillaja Saponaria Molina pract.; 
Acros organics, Belgium). Інші використані в 
дослідах реактиви були вітчизняного вироб-
ництва кваліфікації чда та хч.

Комісією з питань біоетики Львівського 
національного медичного університету пору-
шень морально-етичних норм при виконанні 
науково-дослідної роботи не виявлено (прото-
кол № 8 від 8 жовтня 2012 р.).

результати та обговорення

Кінетичний аналіз активності Ca2+, Mg2+-
залежного гідролізу аТР лімфоцитами крові 
від концентрації аТР. Ca2+, Mg2+-АТР-аза 
каталізує перенесення двох іонів кальцію крізь 
мембрану проти їхнього електрохімічного 
градієнта, використовуючи енергію гідролізу 
АТР. З огляду на це, зміни концентрації 
АТР в інкубаційному середовищі вплива-
ють, вірогідно, на швидкість АТР-гідролазної 
реакції. Важливою характеристикою Ca2+, 
Mg2+-АТР-аз є залежність активності ензи-
му від концентрації субстрату в середовищі 
інкубації, яка визначається величиною уявної 
константи спорідненості (афінності) до суб-
страту KАТР. Останню розраховували шляхом 
визначення питомої Ca2+, Mg2+-АТР-азної 
активності в середовищі інкубації, яке містило 
АТР в діапазоні концентрацій від 0,1 до 5 мМ 

ЕКСПЕРиМЕНТАЛьНІ РОБОТи



ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2012, т. 84, № 6 117

(за сталої концентрації Са2+ – 0,05 мМ і Mg2+ – 
5 мМ).

З’ясовано, що підвищення концентрації 
АТР в середовищі інкубації в діапазоні 
концентрацій від 0,1 до 4,0 мМ веде до поступо-
вого збільшення ензиматичної активності Ca2+, 
Mg2+-АТР-ази ПМ і мембран ЕПР з виходом 
на плато (рис. 1). Оптимальна концентрація 
субстрату для функціонування обох ензимів 
становить 4 мМ.

Вивчення концентраційної залежності 
впливу АТР на Ca2+, Mg2+-АТР-азну активність 
свідчить, що в діапазоні досліджуваних 
концентрацій АТР активність Ca2+, Mg2+-
АТР-ази ПМ хворих на РА та АСА знижена 
порівняно з такою у здорових донорів (рис. 2).

Для з’ясування можливого механізму 
зміни ензиматичної активності цих АТР-
гідролазних систем лімфоцитів криві 
концентраційної залежності лінеаризовано 
в координатах Лайнуївера–Берка (рис. 1; 
рис. 2). Як видно з рис. 1, криві залежності 
{1/V; 1/[АТР]} відрізняються тангенсом нахи-

лу, але перетинають вісь абсцис в одній точці, 
що свідчить про однакову спорідненість Ca2+, 
Mg2+-АТР-ази ПМ і мембран ЕПР до субстрату.

Криві залежності {1/V; 1/[АТР]} на рис. 2 
відрізняються тангенсом нахилу і перетина-
ють вісь абсцис та вісь ординат в різних точ-
ках. Така залежність відповідає змішаному 
типу інгібування Ca2+, Mg2+-АТР-ази ПМ 
лімфоцитів крові в умовах розвитку РА. 
Подібна концентраційна залежність і характер 
лінеаризації характерні також для Ca2+, Mg2+-
АТР-ази мембран ЕПР (графік не наведено). 
Шляхом лінеаризації одержаних даних у коор-
динатах Лайнуївера–Берка визначено основні 
кінетичні параметри Са2+-активованого, Mg2+-
залежного гідролізу АТР лімфоцитами крові 
здорових донорів і хворих із ревматичними 
розладами (табл. 1).

Як випливає з табл. 1, значення Vmax 
для Ca2+, Mg2+-АТР-ази ПМ дещо перевищує 
це значення для Ca2+, Mg2+-АТР-ази мем-
бран ЕПР. Водночас, значення KАТР вірогідно 
не відрізняються між собою, що свідчить 

Рис. 1. Концентраційна залежність впливу аТР на активність Ca2+, Mg2+-аТР-ази Пм (PMCA) і мем-
бран еПР (SERCA) лімфоцитів крові здорових донорів та лінеаризація цих концентраційних кривих у 
координатах лайнуївера–берка, (n = 6–8; r > 0,9; F < 0,005)
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Рис. 2. Концентраційна залежність впливу аТР на активність  Ca2+, Mg2+-аТР-ази Пм лімфоцитів 
крові здорових донорів і хворих на Ра та аСа і лінеаризація цих концентраційних кривих у координатах 
лайнуївера–берка, (n = 6–8; r > 0,9; F < 0,005)

Т а б л и ц я  1. Кінетичні параметри Са2+-активованого, Mg2+-залежного гідролізу аТР лімфоцитами 
крові здорових донорів і хворих на Ра та аСа  від концентрації аТР (M ± m, n = 6–8)

Кінетичні параметри Здорові донори
Хворі на

РА АСА

PMCA

Vmax, мкмоль Рі / хв 
на 1 мг протеїну

2,79 ± 0,22  2,15 ± 0,17 * 2,32 ± 0,13

KАТР, мМ 0,15 ± 0,02     0,31 ± 0,03 ***     0,32 ± 0,01 ***

SERCA

Vmax, мкмоль Рі / хв 
на 1 мг протеїну

2,16 ± 0,21 1,69 ± 0,15 1,78 ± 0,12

KАТР, мМ 0,13 ± 0,08      0,29 ± 0,03 ***     0,29 ± 0,03 ***

Vmax – максимальна активність ензиму визначена за АТР; KАТР – уявна константа спорідненості до АТР. 
Зміни вірогідні стосовно величин, одержаних на лімфоцитах в осіб групи контролю: * P < 0,05, ** P < 0,01, 
*** P < 0,001.
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про однакову спорідненість обох ензима-
тичних систем до субстрату. Схожі результа-
ти одержано дослідниками на секреторних 
клітинах [17]. Величини KАТР знаходяться в 
субмілімолярному діапазоні концентрацій, що 
відповідає фізіологічній концентрації Mg⋅АТР 
у цитоплазмі клітин.

Vmax гідролізу АТР Ca2+, Mg2+-АТР-азою 
лімфоцитів крові здорових донорів і хво-
рих на РА та АСА, визначена за АТР, дещо 
відрізняються в нормі та за патології. Вод-
ночас KАТР Ca2+, Mg2+-АТР-ази в лімфоцитах 
крові хворих на РА та АСА вдвічі перевищує її 
значення порівняно із лімфоцитами практич-
но здорових донорів.

Отже, під час інтерпретації одержаних 
кінетичних параметрів, визначених за АТР, 
показано, що в умовах розвитку ревматичної 
патології в імунокомпетентних клітинах 
інгібування активності досліджуваних ензи-
матичних систем відбувається за змішаним 
типом – як за рахунок зменшення числа 
обертів ензиму, так і за рахунок зниження 
спорідненості Са2+-ATР-аз до субстрату.

Лімфоцити потребують постійного і 
адекватного енергозабезпечення, основ-
ним джерелом якого є АТР. Встановлено, що 
недостатній базальний рівень аденозину та/і 
патогеніндуковані порушення пуринового го-
меостазу в лімфоцитах відіграють важливу роль 
у прогресуванні запальної відповіді.  Це сприяє 
подальшому персистуванню інфікуючого аген-
та в лімфоцитах та розвитку артриту. Показа-
но, що в лімфоцитах пацієнтів з РА має місце 
зниження рівня ди- та тринуклеотидфосфатів 
і зростання рівня AMP [18, 19]. Можли-
во, такі зміни у перерозподілі макроергів у 
лімфоцитах ведуть до змін спорідненості АТР-
гідролазних систем до АТР. Водночас відомо, 
що під час запалення або дії цитотоксичних 
факторів у позаклітинному оточенні можуть 
створюватися високі локальні концентрації 
АТР [20, 21]. Такі зміни концентрацій АТР у 
позаклітинному просторі ймовірно також опо-
середковано впливають на зміни спорідненості 
Ca2+, Mg2+-АТР-ази до АТР.

Кінетичний аналіз активності Ca2+, Mg2+-
залежного гідролізу аТР лімфоцитами крові від 
концентрації Са2+. Оскільки Са2+ є субстратом 
перенесення і запускають Са-транспортувальну 
реакцію, очевидно, що зміни концентрації 
Са2+ в інкубаційному середовищі впливають 
на швидкість АТР-гідролазної реакції. Важ-
ливою характеристикою Ca2+, Mg2+-АТР-аз, 
яка визначає залежність активності ензиму 
від концентрації Са2+  в середовищі інкубації 

є величина уявної константи активації Са2+ 
( ). Її розраховували шляхом визначен-
ня питомої Ca2+, Mg2+-АТР-азної активності 
в середовищі інкубації, яке містило Са2+ в 
діапазоні концентрацій від 0,001 до 0,1 мМ 
(за сталої концентрації АТР – 4 мМ і Mg2+ – 
5 мМ).

Підвищення концентрації Са2+ в 
середовищі інкубації в діапазоні концентрацій 
від 0,001 до 0,1 мМ веде до поступового 
підвищення ензиматичної активності Ca2+, 
Mg2+-АТР-ази ПМ і мембран ЕПР з виходом на 
плато при концентрації Са2+ 0,05 мМ (рис. 3).

Схожа концентраційна залежність впливу 
Ca2+ на активність Ca2+, Mg2+-АТР-ази ПМ і 
мембран ЕПР характерна для лімфоцитів крові 
хворих на РА та АСА. Шляхом лінеаризації 
одержаних даних у координатах Лайнуївера–
Берка визначено основні кінетичні параметри 
Са2+-активованого, Mg2+-залежного гідролізу 
АТР лімфоцитами крові здорових донорів і 
хворих на РА та АСА (табл. 2).

Як видно з даних, наведених у табл. 2, 
значення  для обох Ca2+, Mg2+-АТР-
аз вірогідно не відрізняються між собою, що 
свідчить про однакову спорідненість цих ензи-
матичних систем до субстрату транспортуван-
ня. Значення Vmax для Ca2+, Mg2+-АТР-ази ПМ 
на небагато вище, ніж для Ca2+, Mg2+-АТР-
ази мембран ЕПР, що вказує на те, що транс-
портування кальцію Ca2+, Mg2+-АТР-азою 
ПМ характеризується дещо вищою буферною 
ємністю.

Vmax гідролізу АТР лімфоцитами крові 
хворих на РА та АСА, визначена за Са2+ дещо 
перевищує цю величину у здорових донорів, 
проте ці зміни є недостовірними. Водночас 

 для Ca2+, Mg2+-АТР-ази ПМ лімфоцитів 
крові хворих на РА та АСА відповідно у 3,2 і 
4,2 раза вища порівняно з практично здоро-
вими донорами. Для Ca2+, Mg2+-АТР-ази мем-
бран ЕПР лімфоцитів хворих на РА та АСА 
величина  в 1,75 раза вища, ніж для 
здорових донорів. Зростання величини  
в умовах ревматичної патології свідчить про 
зниження спорідненості Ca2+, Mg2+-АТР-ази до 
іонів кальцію.

Отже, за інтерпретації одержаних 
кінетичних параметрів, визначених за Са2+, 
з’ясовано, що в умовах розвитку ревматичної 
патології в імунокомпетентних клітинах 
інгібування активності досліджуваних ензима-
тичних систем відбувається також за рахунок 
зниження спорідненості Ca2+, Mg2+-АТР-аз до 
субстрату транспортування. Причому знижен-
ня спорідненості Ca2+, Mg2+-АТР-ази ПМ до 
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Рис. 3. Концентраційна залежність впливу Ca2+ на активність Ca2+, Mg2+-аТР-ази Пм (PMCA) і 
мембран еПР (SERCA) лімфоцитів крові здорових донорів та лінеаризація цих концентраційних кри-
вих у координатах лайнуївера–берка, (n = 6–8; r > 0,95; F < 0,002)

Са2+ є вираженішим, ніж для Ca2+, Mg2+-АТР-
ази мембран ЕПР лімфоцитів.

Відомо, що ефективне виведення Са2+ 
з цитоплазми лімфоцитів за участю Ca2+, 
Mg2+-АТР-ази починається за збільшення 
концентрації Са2+ вище критичного рівня. 
Показано [22], що значення цього критич-
ного рівня Са2+ в лімфоцитах крові хворих 
на первинну артеріальну гіпертензію є ви-
щим у 2 рази, ніж у здорових осіб. Можливо, 
що механізми, які лежать в основі цих змін 
при ревматичній і артеріальній патологіях є 
спільними.

Кінетичний аналіз активності Ca2+, 
Mg2+-залежного гідролізу аТР лімфоцитами 
крові від концентрації Mg2+. Крім АТР, 
для функціонування Ca2+, Mg2+-АТР-ази 
необхідними є іони магнію, які утворюють 
хелатний комплекс Mg⋅АТР. Важливою харак-
теристикою Ca2+, Mg2+-АТР-аз, яка визначає 

залежність активності ензиму від концентрації 
Mg2+ в середовищі інкубації є величина уявної 
константи активації Mg2+ . Її розрахову-
вали шляхом визначення питомої Ca2+, Mg2+-
АТР-азної активності в середовищі інкубації, 
яке містило Mg2+ в діапазоні концентрацій від 
0 до 7 мМ (за сталої концентрації АТР – 4 мМ 
та Са2+ – 0,05 мМ).

На рис. 4 наведено залежність активності 
Ca2+, Mg2+-АТР-ази лімфоцитів крові здорових 
донорів від вмісту іонів Mg2+ в інкубаційному 
середовищі.

Певний рівень Ca2+, Mg2+-АТР-азної 
активності тестується за відсутності в 
інкубаційному середовищі MgCl2. Це пов’язано 
з тим, що Ca2+ може з високою ефективністю 
заміщати Mg2+ у «базальній» АТР-гідролазній 
реакції [23]. Максимальне значення активності 
Ca2+, Mg2+-АТР-ази спостерігається за 
концентрації 5 мМ MgCl2. Графіки залежності 
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Т а б л и ц я  2. Кінетичні параметри Са2+-активованого, Mg2+-залежного гідролізу аТР лімфоцитами 
крові здорових донорів та хворих на Ра та аСа від концентрації Са2+ (M ± m, n = 6–8)

Vmax – максимальна активність ензиму, визначена за Са2+;  – уявна константа активації Са2+. Зміни 
вірогідні стосовно величин у лімфоцитах в осіб групи контролю * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001

Кінетичні параметри Здорові донори
Хворі на

РА АСА

PMCA

Vmax, мкмоль Рі/ хв на 1 мг протеїну 2,88 ± 0,13 3,56 ± 0,40 3,50 ± 0,32

, мкМ 1,73 ± 0,38      5,77 ± 0,90***      7,42 ± 1,47***

SERCA

Vmax, мкмоль Рі /хв на 1 мг протеїну 2,30 ± 0,23 2,58 ± 0,19 2,71 ± 0,10

, мкМ 1,78 ± 0,17     3,10 ± 0,44***     3,13 ± 0,51***

Рис. 4. Концентраційна залежність впливу Mg2+ на сумарну аТР-азну активність лімфоцитів крові 
здорових донорів у присутності тапсигаргіну та лінеаризація концентраційних кривих у координатах 
лайнуївера–берка, (n = 6–8; r > 0,9; F < 0,005)

Ca2+, Mg2+-АТР-азної активності лімфоцитів 
крові хворих на РА та АСА від концентрації 
Mg2+ мають схожий вигляд.

Одержані дані щодо залежності Ca2+, 
Mg2+-АТР-азної активності лімфоцитів крові 
здорових донорів і хворих на РА та АСА від 

1/
V
, 
м
км

ол
ь 

P
i-1

 ×
 (х

в 
на

1 
м
г 

пр
от

еї
ну

)

а
, 
м
км

ол
ь 

P
i /

хв
 н

а 
1 

м
г 

пр
от

еї
ну

[Mg2+], мм

Р. В. ФАФУЛА, У. П. ЄФРЕМОВА, З. Д. ВОРОБЕЦь



ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2012, т. 84, № 6122

концентрації Mg2+ у висхідній частині кривих 
лінеаризовано в координатах Лайнуївера–Бер-
ка (рис. 4). Розрахунок кінетичних характе-
ристик Ca2+, Mg2+-АТР-ази лімфоцитів крові 
здорових донорів свідчить, що  для обох 
Ca2+, Mg2+-АТР-аз вірогідно не відрізняються, 
що можна пояснити однаковою спорідненістю 
цих ензиматичних систем до Mg2+ (табл. 3). 
Значення Vmax для Ca2+, Mg2+-АТР-ази ПМ дещо 
вище, ніж для Ca2+, Mg2+-АТР-ази мембран 
ЕПР, що підтверджує наше припущення щодо 
транспортування іонів кальцію Ca2+, Mg2+-
АТР-азою ПМ лімфоцитів здорових донорів. 
Воно характеризується дещо вищою буфер-
ною ємністю, ніж така для Ca2+, Mg2+-АТР-
ази мембран ЕПР.  і Vmax АТP-гідролаз 
лімфоцитів хворих на РА та АСА істотно не 
відрізняються від цих величин у практич-
но здорових донорів. Це свідчить про те, що 
при ревматичній патології Mg2+-зв’язувальна 
ділянка Ca2+, Mg2+-АТР-ази лімфоцитів 
залишається нативною.

Одержані нами експериментальні дані 
вказують на можливі механізми Ca2+, Mg2+-
АТР-азної дисфункції, які полягають у 
зниженні спорідненості ензиму до АТР і 
Са2+ та зменшенні числа обертів ензиму, 
і можуть бути використані для подальшо-
го з’ясування мембранних та молекулярних 
механізмів підтримання Са2+-гомеостазу в 
імунокомпетентних клітинах при автоімунних 
захворюваннях.

Характеристика Ca2+, Mg2+-атр-аз 
лимфоцитов периферической 
крови больныХ ревматической 
патологией

Р. В. Фафула, У. П. ефремова, 
З. Д. Воробец

Львовский национальный медицинский 
университет имени Данила Галицкого, Украина;

e-mail: roman_fafula@ukr.net, 
vorobets@meduniv.lviv.ua

Проведен анализ кинетических свойств 
Са2+, Mg2+-ATР-азы сапонин-перфориро-
ванных лимфоцитов периферической крови 
здоровых доноров и больных ревматоидным 
артритом и анкилозирующим спондилоартри-
том. исходя из изменений гидролазной актив-
ности Са2+, Mg2+-ATР-азы установлено, что 
сродство Са2+, Mg2+-ATР-азы плазматической 
мембраны и мембран ЭПР к АТР достоверно 
не различаются между собой. Показано, что в 
условиях развития ревматической патологии в 
иммунокомпетентных клетках ингибирование 
активности исследуемых энзиматических си-
стем происходит по смешанному типу – как за 
счет уменьшения числа оборотов энзима, так 
и за счет снижения сродства Са2+, Mg2+-ATР-
азы к АТР. Доказано, что в лимфоцитах лиц 
с ревматической патологией Са2+, Mg2+-ATР-
аза характеризуется достоверно более низким 
сродством к субстрату транспорта, чем у здо-
ровых доноров.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Са2+, Mg2+-ATР-
аза, лимфоциты, ревматоидный артрит, анки-
лозирующий спондилоартрит.

Т а б л и ц я  3. Кінетичні параметри Са2+-активованого, Mg2+-залежного гідролізу аТР лімфоцитами 
крові здорових донорів і хворих на Ра та аСа за різних концентрацій Mg2+ (M ± m, n = 6–8)

Vmax – максимальна активність ензиму, визначена за Mg2+;  – уявна константа активації іонами Mg2+. 
Зміни величин показників у лімфоцитах не є статистично вірогідними відносно таких в осіб групи контролю. 

Кінетичні параметри Здорові донори
Хворі на

РА АСА

PMCA

Vmax, мкмоль Рі / хв на 1 мг протеїну 3,72 ± 0,10 3,75 ± 0,20 3,70 ± 0,36

, мМ 1,52 ± 0,12 1,43 ± 0,12 1,35 ± 0,18 

SERCA

Vmax, мкмоль Рі / хв на 1 мг протеїну 2,92 ± 0,22 2,76 ± 0,17 2,9 ± 0,2

, мМ 1,7 ± 0,3 1,43 ± 0,15 1,55 ± 0,22
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ChArACTerisTiCs of Ca2+, Mg2+-
ATPases of PeriPherAl blood 
lyMPhoCyTes of PATienTs wiTh 
rheuMATiC PAThology
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Medical University, Ukraine;
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S u m m a r y

The analysis of the kinetic properties of Ca2+, 
Mg2+-ATPase of saponin-perforated peripheral 
blood lymphocytes of donors and patients with 
rheumatoid arthritis and ankylosing spondylitis 
was carried out. When analyzing the alterations 
in hydrolase activity of Ca2+, Mg2+-ATPase it 
was shown that affinity of Ca2+, Mg2+-ATPase of 
plasma membrane and membranes of endoplasmic 
reticulum for ATP do not significantly differ. It 
was found that the inhibition of examined enzyme 
systems occurs by mixed type both due to the re-
duction of maximum reaction rate and to the de-
crease of Ca2+, Mg2+-ATPase affinity for ATP in 
conditions of rheumatic pathology in the immuno-
competent cells. It was identified that Ca2+, Mg2+-
ATPase had significantly lower affinity for Ca2+ in 
lymphocytes of persons with rheumatic disorders 
than in donors.

K e y  w o r d s: Ca2+, Mg2+-ATPase, lympho-
cytes, rheumatoid arthritis, ankylosing spondylitis.
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