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Реферат
Актуальность. Эктонуклеотидазы гидролизуют внеклеточные нуклеотиды и таким образом могут кон-
тролировать влияние этих веществ на пуринергические Р1- и Р2-рецепторы.
Цель. Оценить методом высокоэффективной жидкостной хроматографии активность эктонуклеотидаз 
в гладкомышечных тканях внутренних органов 9-месячных крыс с вальпроатной моделью аутизма.
Материал и методы исследования. Аутизм моделировали у крыс аутбредной линии Wistar введением бе-
ременным самкам на 12–13-й день беременности вальпроевой кислоты (500 мг/кг) однократно подкожно. 
Родившееся потомство использовали в исследовании по достижении крысами 270±8 дней. Животных ги-
льотинировали под лёгким эфирным наркозом, выделяли мочевой пузырь, матку, семявыносящие протоки, 
двенадцатиперстную кишку и готовили образцы гладкомышечных тканей. Общую эктонуклеотидазную 
активность определяли путём инкубирования образцов тканей с аденозинтрифосфатом (субстрат реакции) 
в течение 10 мин с дальнейшей оценкой содержания субстрата и продуктов реакции (аденозиндифосфата, 
аденозинмонофосфата) в инкубате методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. Математиче-
скую и статистическую обработку полученных результатов проводили с помощью программного обеспе-
чения Microsoft Excel и IBM SPSS Statistics 26.0. Сравнение групп осуществляли с использованием непара-
метрического U-критерия Манна–Уитни. Достоверными считали различия при p <0,05.
Результаты. У крыс с вальпроатной моделью аутизма активность эктонуклеотидаз гладкомышечных тка-
ней семявыносящего протока (609,5±153,9) и матки (232,7±2) была достоверно ниже контрольных значений 
(2114,6±524,3, p=0,040; 539,6±63,5, p=0,010 соответственно). В двенадцатиперстной кишке (1808,4±184,5) 
и мочевом пузыре (1021,3±280,7) мы не обнаружили достоверной разницы в сравнении с контрольными зна-
чениями (2115,0±393,3, p=0,712; 2302,3±615,8, p=0,274 соответственно). Это исследование позволяет оценить 
возможный вклад пуринергической передачи в ранее найденные нами изменения в сократительной актив-
ности гладкомышечных тканей крыс с вальпроатной моделью аутизма.
Вывод. У крыс 9 мес с моделью аутизма снижена активность эктонуклеотидаз в гладкомышечных тканях 
репродуктивных органов; в тканях кишечника и мочевого пузыря таких изменений не обнаружено.
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Activity of enzymes destroying extracellular nucleotides in the tissues of rats with the valproate 
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Abstract
Background. Ectonucleotidases hydrolyze extracellular nucleotides and thus can control the effect of these 
substances on purinergic P1 and P2 receptors.
Aim. To evaluate the activity of ectonucleotidases in the smooth muscle tissues of internal organs of 9-month-old 
rats with the valproate model of autism using high-performance liquid chromatography.
Material and methods. Autism was modeled in outbred Wistar rats by administering valproic acid (500 mg/kg) 
subcutaneously to pregnant females on days 12–13 of pregnancy. The born offspring were used in the study when the 
rats reached 270±8 days. Animals were guillotined under light ether anesthesia, the bladder, uterus, vas deferens, 
and duodenum were isolated, and smooth muscle tissue samples were prepared. Total ectonucleotidase activity was 
determined by incubating tissue samples with adenosine triphosphate (reaction substrate) for 10 minutes with further 
assessment of the content of the substrate and reaction products (adenosine diphosphate, adenosine monophosphate) 
in the incubate using high-performance liquid chromatography. Mathematical and statistical processing of the 
results was carried out using Microsoft Excel and IBM SPSS Statistics 26.0 software. Group comparisons 
were made using the nonparametric Mann–Whitney U test. Differences were considered significant at p <0.05.
Results. In rats with the valproate model of autism, the activity of ectonucleotidases in the smooth muscle tissues 
of the vas deferens (609.5±153.9) and uterus (232.7±2) was significantly lower than control values (2114.6±524.3, 
p=0.040; 539.6±63.5, p=0.010, respectively). In the duodenum (1808.4±184.5) and bladder (1021.3±280.7) we did 
not find a significant difference compared to the control values (2115.0±393.3, p=0.712; 2302.3±615.8, p=0.274, 
respectively). This study allows us to evaluate the possible contribution of purinergic transmission to the changes 
we found earlier in the contractile activity of smooth muscle tissue in rats with the valproate model of autism.
Conclusion. In 9-month-old rats with a model of autism, the activity of ectonucleotidases in the smooth muscle 
tissues of the reproductive organs is reduced; no such changes were found in the tissues of the intestines and bladder.
Keywords: autism, valproic model, rats, ectonucleotidases, purinoceptors.
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Актуальность
Эктонуклеотидазы — группа ферментов, ко-
торые расположены на поверхности клеток 
и гидролизуют внеклеточные нуклеотиды 
до нуклеозидов. Это важный механизм регу-
лирования концентрации этих нуклеотидов, 
которые могут оказывать разнообразное биоло-
гическое воздействие, в частности существен-
но изменять влияние эндогенных лигандов на 
пуринергические P2-рецепторы и аденозиновые 
рецепторы [1].

Существует несколько типов эктонуклео-
тидаз: экто-нуклеозид-5′-трифосфат-дифосфо-
гидролазы (NTPDазы, также известные, как 
CD39-семейство экто-апираз); экто-нуклео-
тид-пирофосфатазы/фосфодиэстеразы (NPP); 
гликозилфосфатидилинозитол (GPI)-связанная 
экто-5′-нуклеотидаза (экто-5′-НТ, также извест-
ная как CD73); GPI-связанные щелочные фос-
фатазы (AP). Эти ферменты играют важную 
роль в регулировании экстрацеллюлярных ну-
клеотидов и P2-рецепторной сигнализации [2].

CD39 и CD73 — это две связанные меж-
ду собой эктонуклеотидазы, которые играют 
важную роль в регуляции иммунной системы 
и метаболизме нуклеотидов. CD39 [также из-
вестный, как экто-нуклеозид-5′-трифосфат-ди-
фосфогидролаза-1 (NTPDаза-1)] служит 
мембранным гликопротеином, который пре-
образует аденозинтрифосфат (АТФ) и другие 
нуклеотиды в аденозиндифосфат (АДФ) и аде-
нозинмонофосфат (АМФ), а затем в соответ-
ствующие нуклеозиды.

Подвергая гидролизу АТФ и другие нукле-
отиды внеклеточного пространства до АДФ 
и АМФ, CD39 приводит к снижению уровня 
АТФ, который является мощным стимулято-
ром тромбообразования и воспаления. CD73 
( также известный как экто-5'-нуклеотидаза) 
служит аналогично мембранным гликопроте-
ином, который преобразует АМФ в аденозин 
[2]. CD73 экспрессируется во многих тканях 
и плотно распределён в мембранах клеток 
глио бластомы [3].
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CD39 и CD73 участвуют в контроле высво-
бождения аденозина — мощного иммуномоду-
лятора. CD39 и CD73 работают вместе, чтобы 
контролировать уровень аденозина в тканях 
и органах: CD39 гидролизует АТФ и АДФ до 
АМФ, а затем CD73 преобразует АМФ в адено-
зин [2, 4]. Кроме того, эктонуклеотидаза явля-
ется важным антигеном иммунокомпетентных 
клеток (CD73-рецептором), регулирующим 
созревание и активность Т- и В-лимфоци-
тов, а также их адгезию к эндотелию. В слу-
чае гидролиза фосфатидилинозитоловой связи 
экто-5'-нуклеотидаза отделяется от клетки. При 
этом в лимфоцитах нарушаются биосинтез 
предшественников нуклеиновых кислот и про-
цессы созревания [5].

По результатам исследования на мышах 
с изменённым геном CD73 сделано предпо-
ложение, что CD73 играет роль в регуляции 
процессов обучения, формирования памяти 
и контроля психомоторной координации [6]. 
Кроме того, есть данные, указывающие на воз-
можность использования активности фермен-
тов CD39 и CD73 в качестве потенциальных 
маркёров для диагностики шизофрении [7].

Таким образом, регуляция уровня внекле-
точных нуклеотидов с использованием экто-
нуклеотидаз играет важную роль в понимании 
того, как работает пуринергическая трансмис-
сия в тканях, а также её возможных целей при 
нарушениях развития, таких как аутизм [8].

Для исследования аутизма используют 
модели на животных, среди которых валь-
проатная модель аутизма (ВМА) наиболее рас-
пространена [9].

Цель
Целью настоящей работы была оценка актив-
ности фермента эктонуклеотидазы в гладко-
мышечных тканях у 9-месячных крыс с валь- 
проатной моделью аутизма методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии.

Материал и методы исследования
В эксперименте использованы крысы аутбред-
ной линии Wistar в возрасте 9 мес, которые на-
ходились в помещении для экспериментальных 
животных (температура 22–24 °C, относитель-
ная влажность воздуха 40–50%) с естественным 
световым режимом на полнорационной сбалан-
сированной диете (согласно ГОСТ 33215-2014) 
при соблюдении правил лабораторной практи-
ки проведения доклинических исследований 
в РФ (ГОСТ 3 51000.3-96 и 1000.4-96), а также 
правил и международных рекомендаций Ев-
ропейской конвенции по защите  позвоночных 

 животных, используемых при эксперименталь-
ных исследованиях (1986).

На проведение экспериментов было получено 
разрешение локального этического комитета Ка-
занского ГМУ (протокол №2 от 15 февраля 2022).

Для моделирования аутизма самкам крыс 
на 12–13-й день беременности однократно под-
кожно в область холки вводили натриевую соль 
вальпроевой кислоты в дозе 500 мг/кг. Рождён-
ных от таких крыс самцов и самок в возрасте 
9 мес использовали для экспериментов. В ка-
честве контроля выступали крысы аналогич-
ных возраста и пола, рождённые от интактных 
крыс, то есть не подвергавшихся никакому ле-
карственному воздействию. Вальпроатная мо-
дель аутизма была валидирована в лаборатории 
Казанского ГМУ [10].

Исследование начинали по достижении 
крысами 270±8 дней. Крыс контрольной (N=8) 
и опытной (N=10) групп гильотинировали под 
лёгким эфирным наркозом, выделяли мочевой 
пузырь, матку, семявыносящие протоки, две-
надцатиперстную кишку и готовили образцы 
ткани (2–4 мг). Из одной ткани каждого живот-
ного (N) получали до 4 гладкомышечных об-
разцов (n).

Общую эктонуклеотидазную активность 
определяли путём инкубирования образцов 
гладкомышечных тканей крысы с АТФ (суб-
страт реакции) в течение 10 мин с дальнейшей 
оценкой содержания субстрата и продуктов ре-
акции (АДФ, АМФ) в инкубате методом высо-
коэффективной жидкостной хроматографии.

Эксперименты проводили при 37±0,5 °С 
в буфере следующего состава (в мМ): HEPES 10, 
NaCl 135, KCl 5, CaCl2 2, MgCl2 2, глюкоза 10 [во-
дородный показатель (рН) 7,4]. В серии кон-
трольных экспериментов использовали буфер 
с АТФ (300 мкМ) без добавления ткани. Реак-
цию останавливали добавлением 300 мкл 3% 
хлорной кислоты.

Инкубационную жидкость центрифуги-
ровали, центрифугат замораживали для по-
следующего хроматографического анализа. 
Анализ выполняли на хроматографе произ-
водства Shimadzu (Япония) с использованием 
силикагелевых колонок Supelco с внутренним 
диаметром 4,6 мм и длиной 150 мм, а также 
программы LC Solution. Мобильная фаза состо-
яла из KH2PO4 0,2 М и метанола 3% (рН=6,0), 
скорость потока 1,5 мл/мин, длина волны 
260 нм, объём образца 20 мкл. Полное разделе-
ние проходило в течение 5,5 мин.

Определение концентрации АТФ проводили 
путём сравнения площади под кривой с соответ-
ствующей площадью у контрольного  образца.  

http://medbiol.ru/medbiol/immunology/x0048210.htm
http://medbiol.ru/medbiol/immunology/0001dccb.htm
http://medbiol.ru/medbiol/immunology/0001dccb.htm
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Активность эктонуклеотидаз выражали ко-
личеством АТФ (пмоль), разрушенного в 1 мг 
ткани за 1 мин.

Математическую и статистическую об-
работку полученных результатов проводи-
ли с помощью программного обеспечения 
Microsoft Excel и IBM SPSS Statistics 26.0. 
Сравнение групп осуществляли с исполь-
зованием непараметрического U-критерия 
Манна–Уитни. Данные представлены в виде 
среднего значения ± ошибка среднего (M±m), 
n — количество использованных мышечных 
препаратов. Достоверными считали различия 
при p <0,05.

Результаты и обсуждение
Активность эктонуклеотидазы в образцах две-
надцатиперстной кишки крыс с ВМА 9 мес до-
стоверно не отличались от контроля (p=0,712) 
(рис. 1).

В наших предыдущих исследованиях была 
проведена оценка механической активности 
кишечника крыс с ВМА 9 мес [11]. Так, карба-
холин вызывал сокращения двенадцатиперст-
ной и подвздошной кишки крыс с ВМА 9 мес, 
при этом не было достоверных различий меж-
ду контрольной и опытной группами в образ-
цах обеих гладкомышечных тканей. АТФ не 
оказывал значимого влияния на расслабление 
двенадцатиперстной и подвздошной кишки 
9-месячных крыс с ВМА, так же как и агонист 
P2Y-рецепторов 2-метилтио-АТФ. Исходя из 
полученных данных, можно предположить, 
что у 9-месячных крыс с ВМА пуринергиче-
ская трансмиссия в двенадцатиперстной киш-
ке не имеет существенных различий с таковой 
у контрольных животных.

У крыс с ВМА 9 мес активность эктонукле-
отидазы в образцах семявыносящего прото-
ка в 3,5 раза ниже, чем в контроле (p=0,040) 
(рис. 2, А). Ранее мы показали, что у 9-месяч-
ных крыс с ВМА сократительная активность 

семявыносящего протока в ответ на энзима-
тически стойкий агонист Р2-рецепторов α,β- 
метилен-АТФ не отличалась от контроля [11]. 
Полученные здесь результаты свидетельству-
ют о неоднозначном влиянии пуринергиче-
ской системы на сокращение семявыносящего 
протока крыс с ВМА 9 мес.

У 9-месячных крыс с ВМА в образцах мо-
чевого пузыря активность эктонуклеотидазы, 
хотя и в среднем ниже, но статистически не 
отличается от значений активности фермен-
та в образцах ткани контрольных животных 
(p=0,274) (рис. 2, Б.). В ходе оценки сократи-
тельной активности изолированного моче-
вого пузыря крыс с ВМА 9 мес карбахолин 
вызывал более значимые, чем в контроле, со-
кращения мочевого пузыря. Было установле-
но отсутствие значимых различий в действии 
α,β-метилен-АТФ на сокращение гладкомы-
шечной ткани крыс опытной и контрольной 
групп [11]. Мы предполагаем, что пуринер-
гическая передача в тканях мочевого пузыря 
9-месячных крыс имеет такое же значение, как 
и у контрольных животных.

Активность эктонуклеотидазы в образцах 
матки крыс с ВМА 9 мес достоверно ниже кон-
трольных значений (p=0,010) (рис. 2, В). В ходе 
фармакологического исследования изоли-
рованных гладкомышечных образцов матки 
крыс с ВМА 9 мес обнаружено, что сокраще-
ния, вызванные агонистами Р2-рецепторов 
α,β-метилен-АТФ и β,γ-метилен-АТФ, были 
достоверно ниже контрольных значений. Сти-
муляция электрическим полем вызывала со-
кращения изолированных образцов матки 
крыс с ВМА 9 мес, которые статистически 
не отличались от контроля [12]. Полученные 
в ходе хроматографического анализа данные 
дополняют предположение о том, что измене-
ния сократительной активности матки крыс 
с ВМА 9 мес связаны с нарушениями, которые 
происходят на постсинаптической мембране.
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Рис. 1. Активность эктонуклеотида-
зы двенадцатиперстной кишки крыс 
с вальпроатной моделью аутизма 
в возрасте 9 мес. Данные представ-
лены в виде M±m. Контроль (n=12); 
опыт (n=11); p=0,712

Рис. 2. Активность эктонуклеотидазы в мочеполовой системе крыс с валь-
проатной моделью аутизма в возрасте 9 мес. Данные представлены в виде 
M±m. А. Семявыносящий проток. Контроль (n=15); опыт (n=10); *p=0,040. 
Б. Мочевой пузырь. Контроль (n=19); опыт (n=12); p=0,274. В. Матка. Кон-
троль (n=6); опыт (n=19); *p=0,010 по сравнению с контрольной группой
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В проведённых ранее нами исследовани-
ях было показано, что при моделировании 
аутизма введением вальпроевой кислоты бе-
ременным самкам у потомства крыс 3 мес [13] 
и 9 мес [11, 12] различается механическая ак-
тивность двенадцатиперстной, подвздошной 
кишки, мочевого пузыря, семявыносящего 
протока и матки по сравнению с контрольны-
ми животными.

В качестве модели аутизма была выбрана 
вальпроатная модель, так как она служит наи-
более распространённым вариантом модели-
рования аутизма [14–17]. Вальпроевая кислота 
в высоких дозах блокирует гистондеацетила-
зы — ферменты, которые участвуют в деаце-
тилировании гистоновых белков, что влияет 
на экспрессию генов. В результате (при введе-
нии вальпроевой кислоты беременным самкам) 
у потомства лабораторных животных развива-
ется фетальный вальпроатный синдром, рас-
сматриваемый в качестве модели аутизма [18].

Наше исследование показывает, что у 9-ме-
сячных крыс с ВМА разная активность экто-
нуклеотидазы в гладкомышечных тканях мо-
чеполовой системы и желудочно-кишечного 
тракта. Мы установили, что у крыс с ВМА ак-
тивность эктонуклеотидаз достоверно ниже 
контрольных значений в гладкомышечных тка-
нях семявыносящего протока и матки. В две-
надцатиперстной кишке и мочевом пузыре нет 
достоверной разницы в сравнении с контроль-
ными значениями.

Доказано, что снижение активности экто-
нуклеотидаз приводит к уменьшению мета-
болизма АТФ, что, в свою очередь, приводит 
к увеличению силы и продолжительности дей-
ствия агониста на рецептор. Увеличение ак-
тивности фермента снижает влияние АТФ на 
рецептор [3].

Ранее нами было показано, что агонисты 
P2-рецепторов не оказывают значимого влия-
ния на механическую активность кишечника, 
семявыносящего протока и мочевого пузыря 
крыс с ВМА 9 мес [11], при этом сокращения 
изолированной матки значительно ниже кон-
трольных значений [12].

Таким образом, исследование активности 
эктонуклеотидазы подтверждает, что пури-
нергическая сигнальная система вносит опре-
делённый вклад в механическую активность 
кишечника, мочевого пузыря и семявынося-
щего протока крыс с вальпроатной моделью 
аутизма 9 мес. Кроме того, результаты доказы-
вают наше раннее предположение о том, что 
изменения сократимости матки опосредованы 
нарушениями на постсинаптическом уровне.

Вывод
У крыс 9 мес с вальпроатной моделью аутизма 
активность эктонуклеотидаз в гладкомышеч-
ных тканях семявыносящего протока и мат-
ки достоверно ниже контрольных значений, 
а в тканях двенадцатиперстной кишки и моче-
вого пузыря отсутствует достоверная разница 
в сравнении с контролем.
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