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Рассмотрены вопросы очистки и характеристики около 270 случаев
рецепторов (в том числе ферментов клеточной поверхности и органелл)-
гликоконъюгатов (главным образом гликопротеинов) животных, расте-
ний и микроорганизмов с использованием различных лектинов (главным
образом лектиновых сорбентов). Проведен анализ факторов лектиновой
хроматографии рецепторов (выбор детергента, использование органиче-
ских растворителей, элюция углеводами и т. д.). Приведены примеры
процедур очистки рецепторов, в том числе применение· спаренных ко-
лонок и комбинированной хроматографии на лектинах. Показана воз-
можность лектинов разделять субпопуляции рецепторов. Приведены
примеры применения лектинов в анализе олигосахаридной структуры
рецепторов. Отмечены случаи взаимодействия рецепторов с эндогенными
лектинами и рецепторных лектинов с эндогенными гликоконъюгатами.
Показано, что лектины могут быть полезными в сочетании с гликозида-
зами и антителами в исследовании рецепторов.
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I. ВВЕДЕНИЕ

В последние годы изучение рецепторов находится в центре внимания
исследователей в связи с их участием в биоузнавании на различных уров-
нях организации всего живого [1—9]. Установлено, что ключевые (важ-
ные в метаболическом отношении) взаимодействия между рецепторами и
внешними агентами (эндогенными и экзогенными, растворимыми и свя-
занными с клеточной поверхностью или клеточными органеллами) идут
во многих случаях по типу специфического связывания между лектинами
(углеводсвязывающими белками) и гликоконъюгатами [10—22]. Поэтому
вопросы очистки и характеристики рецепторов с помощью набора лекти-
новых сорбентов или меченых лектинов представляют интерес для био-
логов и химиков. С момента опубликования обзора Лотана и Николсона
[23] по очистке мембранных гликопротеинов с помощью лектиновой хро-
матографии появилось большое число публикаций, значительно расширя-
ющих наши представления о возможностях использования лектинов в
изучении рецепторов и связанных с клеточными структурами ферментов
(см. например, обзоры [21, 22, 24—27].

Целью данного обзора является рассмотрение вопросов очистки и ха-
рактеристики рецепторов различной природы с помощью лектинов, глав-
ным образом лектиновых сорбентов.
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II. ВАИМОДЕЙСТВИЕ ИММОБИЛИЗОВАННЫХ ЛЕКТИНОВ С РЕЦЕПТОРАМИ

В табл. 1 и 2 суммированы результаты использования лектиновой хро-
матография для очистки рецепторных гликопротеинов, в том числе свя-
занных с клеточными структурами ферментов (см. также обзоры [22—24,
26]). Из таблиц видно, что рецепторы обладают сродством к широкому
ряду лектинов, причем наиболее часто используется лектин из зародышей
пшеницы, что объясняется широким распространением у рецепторных
гликопротеинов полиантенных сиалированных гликанов, бисектированных
остатков 1Ч-ацетил-.О-глюкозамина, О-гликозидсвязанных остатков N-аце-
тил-1)-глюкозамина, гибридных олигосахаридов и гликанов полилактоза-
минного типа (об исследовании структуры рецепторов с помощью лекти*
нов смотри ниже).

1. Результаты использования лектиновой хроматографии
для очистки рецепторов

Из приведенных в таблицах данных видно, что использование лектина
пшеницы позволяет очищать в 50—100 раз Са-каналы, опиоидные рецеп-
торы и гликопротеины обонятельных нейронов [47, 61, 74, 90, 117, 193].
Конканавалин А (Кон А) высокоэффективен при очистке фосфолипазы:

А) (165 раз, на фоне активации фермента [269, 270], а лектин гороха —
при очистке гликопротеинов фибробластов (58 раз, в варианте аффинной
ВЭЖХ [187]). Относительно редко используемые в лектиновой хромато-
графии лектины также могут оказаться весьма полезными: рицин — в слу-
чае очистки индуцируемых вирусом Эпштейна-Барр гликопротеинов и
рецептора холецистокинина (144 и 440 раз соответственно [98, 223], лек-
тин-I улекса (ЛУЕ-I) —при очистке рецептора холецистокинина (300 раз)
[99]), специфичный к α-маннозиду лектин из семян Vicia bungei — при
очистке опиоидных рецепторов (200 раз [60]). В этих и других случаях
лектиновая хроматография является наиболее эффективным этапом очист-
ки рецепторов (см. табл. 1, 2).

В результате лектиновой хроматографии достигается стабилизация
препаратов рецепторов, что важно для их хранения (например, в случае
рецепторов дофамина [76]). По-видимому, это связано с удалением при-
месных гидролаз и оксидаз [92]. Иногда исследователи выявляют акти-
вацию рецепторов в элюатах после лектинового сорбента, как в случае
рецепторов инсулина [91] , фосфолипазы Αι [269] или Са2+-зависимой
пептидазы [295]. Активация указанных выше гликоконъюгатов может
происходить как за счет удаления (разделения в элюатах) ингибиторов
(гликоконъюгатов и белков), так и за счет стабилизации рецепторов на
фоне нестабильного контроля (до очистки). При специально подобранных
условиях элюции достигается существенное возрастание выхода рецепто-
ра вплоть до 150% от исходной активности [269].

В процессе хроматографии на лектинах возможна прочная иммобили-
зация гликоконъюгатов (низкий выход при высоком проценте связыва-
ния) с одновременной их очисткой от примесей, как в случае о^-адренер-
гических и лактогенных рецепторов, эпитектина (Са-антигена), рецепто-
ров тиреотропина и интерлейкина-4 и сульфотрансферазы [65, 108, 112,
163, 214, 256]. При этом, как и в других случаях олигомерных рецепто-
ров, субъединицы с преимущественным сродством к данному лектину
(гликозилированные субъединицы) первыми связываются с лектиновым
сорбентом, обеспечивая последующую направленную сборку рецептора
(присоединение, например, негликозилированных субъединиц), как в
случае рецепторов α-латротоксина, фибронектина, инсулиноподобного гор-
мона роста, цГМФ-канала, Na+, К+-АТФазы и антигенов трипаносом [43,
123, 134, 201, 235, 302, 303], а также рецепторных комплексов [51, 126,
202].
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Таблица 1

Очистка рецепторов (F) на иммобилизованных лектонах (ИЛ)

Рецепторы, источники,
схемы очистки (сорбенты)

Результат использования ИЛ
(выход, %; очистка, во сколь-

ко раз; примечание) Ссылки

Рецепторы катионов, низкомолекулярных веществ, рецепторные комплексы
из тканей и клеток животных

Транспортер Na+/nmK03bi кишки живот-
ного, 75 кД

Транспортер гексоз из овоцитов хомяка,
дефектных по Lec-Ι, форма-40 кД

форма-55 кД

GABA-транспортер мозга быка, 80 кД

Транспортер серотонина хромаффинных
гранул надпочечника быка, 80 кД,
ДЭАЭ -> ГОА -+ ФЦ -* ЛП

Транспортер L-Glu мозга крыс

GABA-транспортер/транспортер L-Glu моз-
га крыс, ЛП -»• ГОА -> ДЭАЭ

Чувствительный к квисквалату Ρ для L-
Glu из мышц лангустов, 74+65 кД
Кон А -»• Ультрагель

ГП Ка+-канала нейронов мозга саранчи/
сакситоксиновые Р, 240-260 кД

3\та+-канал угря Electrophorus electrlcus,
285 Д285 кД

крыс
пресинаптических Мб мозга

ГП К+-канала мозга крыс/дендротоксин-
связывающий Р, ДЭАЭ -»• АХ ->· ЛП

Ка+-Са2+-обменный ГП сарколеммы серд-
ца собаки, 160 кД, ДЭАЭ-* Л Π

]Ма+-Са2+-обменный ГП наружного сегмен-
та глазных палочек быка, 215 кД
ДЭАЭ -* ЛП

Са21"-связывающие ГП сарколеммы сердца
быка

ГП канала входа цГМФ фоторецепторов па-
лочек глаза быка, 63+240 кД

Ма+/К+-антипортер реснитчатой каймы
почек крыс

"Комплекс 1,4-дигидропиридинового Ρ и
Са2+-канала из сердца цыплят,
ДЭАЭ -* Гексиламин ->· ЛП

Дигидропиридиновыи Р/Р блокаторов Са2+-
канала скелетных мышц кролика, 142+
56+30 кД,
ЛП(1) - ДЭАЭ(ВЭЖХ) -* ЛП(2)

Чувствительный к дигидропиридину Са2+-
канал сердца цыплят, 140 кД,
ДЭАЭ ^ Кон А-* ЛП

Кон А (связ.)

ЛП (10-20% связ.),
Кон А (80-90% связ.)
ЛП (25-40 связ.)
Кон А (60-75 связ.)

ЛП (связ.)

ЛП (связ.)

ЛП (50%; 12 раз)

Л Π (20%; 6 раз) *

Кон А (57%; 178 раз)

ЛП (34%; 2,7 раза)
Кон А (33%)

Лн слизня лучше ЛП (из
11 лектинов)

ЛП (80% связ.)

ЛП (44%; 6 раз)

ЛП (50%; 1,7 раза)

ЛП (20%; 1,7 раза)
ЛК-2 (связ.)

ЛП (>60%) **

Кон А (связ. 63 кД) ** из
5 Лн

Связ. с 5 биотинил-Лн ***

ЛП (70%; 3 раза)

ЛП(1) (70%; 24 раза) *
ЛП(2) (66%; 1,7 раза)

Кон (42%; 132 ра-
(%

(%; р
за), в том числе ЛП (88%;
97 раз) *

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[33а]

[34]

[35]

[36, 37]

[38]

[39]

[40, 41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]
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Таблица 1 (продолжение)·

Рецепторы, источники,
схемы очистки (сорбенты)

Результат использования ИЛ
(выход, %; очистка, во сколь-

ко раз; примечание)
Ссылки

Ρ дигидропиридина из скелетных мышц
кролика, 53+160 кД,
ЛП -»• ДЭАЭ -> Дигидропиридин

Комплекс Ρ дигидропиридина и Са2+-кана-
ла скелетных мышц кролика, 340 кД
ЛП ->• ДЭАЭ

Комплекс Ρ дигидропиридина и дистрофи-
на скелетных мышц кролика, 360 кД
(36+43+52+61+94 кД)
ЛП -* ДЭАЭ

Ρ блокаторов Саа+-канала скелетных мышц
кролика, 56+150 кД

Комплекс Ρ дигидропиридина и Са2+-ка-
нала L-типа из надпочечника быка,
185-190 кД

«а-подобный компонент чувствительного к
1,4-дигидропиридину Са2+-канала сер-
дечной мышцы цыплят, 139 кД

Ρ инозитол-трифосфата микросом гладкой
мышцы аорты быка, 224 кД
Гепарин -* ЛП

Ρ инозитол-трифосфата из мозжечка крыс,
260 кД
ДЭАЭ -* Гепарин -* Кон А -»- ГФ;
Гепарин -> Кон А -* Mono 0(ВЭЖХ)

Опиоидные Ρ мозга цыплят, крыс, быка,
человека

Опиоидные Ρ мозга крыс, 45 кД

Комплекс опиоидных Ρ и чувствительного
к коклюшному токсину гуанинсвязы-
вающего белка мозга крыс, 41+39 кД
ЛП -+ Фенил

Ошгоидные Ρ гибридных клеток нейробла-
стомы-глиомы NG 108-15, 58 кД

Опиоидные Ρ плаценты человека

αι-адренергические Ρ гладкомышечных
клеток BC3Hi мышей и DDT1 хомяков

αι-адренергические Ρ мозга и печени крыс,
Гепарин -* АХ -* ЛП

αι-адренергические Ρ в комплексе с гуа-
нидинсвязывающим белком
Гепарин -* ЛП

αι-адренергические Ρ мышечных клеток
DDT1 и MF2, 80 кД,
Антагонист -* ЛП -* ГФ(ВЭЖХ)

эсг-адренергический Ρ тромбоцитов чело-
века, 64 кД
АХ ->• Гепарин -» ЛП -*• АХ -* Гепарин

Л Π (85%; 14 раз)

ЛП (38%; 39 раз)

ЛП (связ. 100%), сродство
к оСг-СЕ Ρ дигидропириди
на в случае Кон А и ЛП

ЛП (связ.)

ЛП (связ.)

ЛП (удаление компонента)
197 кД)

ЛП (46%; 2,4 раза)

Кон А (60%; 5 раз)

ЛП (40-60%; 30 раз), луч-
ший из 7 лектинов
Лн Vicia bungei Ohwi
(200 раз) лучше ЛП

ЛП (20-50%; 100-40 раз)

ЛП (связ.)

ЛП (из 5 лектинов)

ЛП (сродство Ρ клеток хо-
мяка в 6 раз слабее, чем
в случае мышей)

ЛП (45%; 8 раз; из мозга)
(48%; 2,6 раза; из печени)
связывание — 100%

ЛП (68%; 5 раз) *, удале-
ние негликозилированных

уанидинсвязывающих
зелков

ЛП (70-90%; 10 раз; свя-
зывание >90%)

ЛП (74%; 5 раз)

[48, 49]

[50]

[51, 51aJ

[52]

[53]

[54]

[55]

[56-58J

[59]

[60]

[61]

[62]

[63, 641

Г65]

[66]

[66al

[671

[681
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Таблица 1 (продолжение)

Рецепторы, источники,
схемы очистки (сорбенты)

Результат использования ИЛ
(выход, %; очистка, во сколь-

ко раз; примечание)
Ссылки

β-адренергические Ρ лимфомных клеток
S49 мышей

βι-адренергический Ρ эритроцитов индюка

Λ ρ ρ Ρ эритроцитов и лег-
ких хомяка, 62 кД

Ρ дофамина D1 мозга и паращитовидной
железы быка, 64 кД

Ρ дофамина D2 хвостатых ядер мозга
быка

Ρ дофамина хвостатых ядер мозга быка,
95 кД, АХ -* ЛП

Ρ дофамина D2 хвостатых ядер и глазных
бугорков мозга быка

Ρ дофамина D2 стриатума быка,
ЛП •* АХ; АХ ->• ГФ ->- ЛП

Ρ кокаина (транспортер дофамина) синап-
тосом стриатума быка

Транспортер дофамина из хвостатых ядер
и стриатума мозга крыс, СЕ 58 кД

Транспортер дофамина из стриатума моз-
га собаки

Ρ гистамина HI гладкомышечных диффе-
ренцированных клеток ВСЗН1 мышей,
68 кД

Ρ октопамина/Р нейрогормона/Р активато-
ра аденилатциклазы из люминесцирую-
щих органов светляков Photinus Pyralis,
СЕ 75+79 кД

Мускариновый Ρ ацетилхолина из пред-
сердия свиньи

Ρ ацетилхолина из коры головного мозга
быка, 73 кД

Ρ ацетилхолина мышечных волокон крыс

Ρ ацетилхолина коры головного мозга
крыс

Ρ ацетилхолина электрического органа
угря, α+β+γ+δ (СЕ)

Ρ рианодина из мозга и мышц кролика

ЛП, Кон А (влияние свай-
сонина)
связывание >75%,
выход 50%

6 Лн (отличия от Ρ млеко-
питающих) **

ЛП, Кон А (тканеспецифич-
ность) **

ЛП, Кон А (но не ЛС,
ЛА) **

ЛП (но не Кон А)

Л Π (52%; 49 раз)

Л Π (связ. 68%; выход
100%), разделение форм
Р * *

ЛП (80%; 10 раз), стаби-
лизация Ρ

Кон А (связ.)

ЛП (связ.) **
Кон А (не связ.)

ЛП (95%; 10 раз)

Кон А (30%; 25 раз) **

[701

[71],

Г721

[73]!

[741

[75]

[76, 77]

[78]

[79]

[801

[8Ц

Сродство к Кон А ** (бло-
тинг) ***

Л Π (55%; 20 раз)

ЛП (связ., 90%, выход до
65%) **
Кон А **

ЛП (связ.)

ЛП лучше Кон А **

Меченые ***
Л-ФГА (связ. δ- и γ-CE)
ЛП (связ. б-СЕ)
Кон А (связ. все СЕ)

ЛП (не связ.)
Кон А (не связ.)
ЛЧ (не связ.)

[69]

[821

[831

[84]

[85]

[86, 87]

[88]

[51а, 88а]
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Таблица 1 (продолжение)

Рецепторы, источники,
схемы очистки (сорбенты)

Результат использования ИЛ
(выход, %; очистка, во сколь-

ко раз; примечание)
Ссылки

Рецепторы пептидных и белковых гормонов, ростовых факторов
из тканей и клеток животных

Ρ инсулина из плаценты человека
ЛП->ЛЧ-+ЛК-1

Ρ инсулина из плаценты человека
ЛП->- Инсулин; Кон А -* Инсулин

Ρ инсулина из лимфоцитов ΙΜ9 человека
ЛП-+ ЛК-1-^ ЛГ

Ρ инсулина из скелетных мышц крысы

Л Π -* Инсулин

Ρ инсулина из мозга и печени крыс, СЕ
135+95 кД
ДЭАЭ -* Кон А -* Инсулин -* ЛП

Ρ формилпептида из перитонеальных ней-
трофилов кролика, 50-70 кД

(fMet-Leu-Phe) -* ЛП

Ρ вазопрессина VI печени крыс, 58-68 кД
ГФ - ЛП -* ГОА -* ДЭАЭ

Транспортер пептидов из реснитчатой кай-
мы слизистой тонкого кишечника кро-
лика 127 кД
ЛП -»- ДЭАЭ

Вазоактивный Ρ пептида (Р нейротранс-
миттерного гормона) кишечника из пе-
чени крыс, 80+56 кД

Возоактивный Ρ кишечного гормонального
пептида из легкого крыс, 58 кД

Ρ холецистокинина из поджелудочной же-
лезы крыс, 80-90 кД
ЛК-2-* Аффигель

Ρ холецистокинипа из поджелудочной же-
лезы крыс, 95 кД
Тиосорбент -* ЛУЕ-1 •* ГФ

Ρ холецистокинина из поджелудочной же-
лезы крыс, 85—95 кД

Ρ из клеток желчного канала печени,
110 кД

Ρ лютеинизирующего гормона и хорион-
гонадотропина из яичника крыс, 73 кД
или 90-93 кД
ЛП -+ Хорионгонадотропин

Ρ лютеинизирующего гормона и хорион-
гонадотропина из яичника свиньи
Сефароза 6В -* Кон А

ЛП (98%; 22 раза)
Л Г (45%; 14 раз)
ЛЧ (30%; 15 раз)
Кон А (20%; 5 раз)
ЛК-1 (15%; 7 раз)

ЛП (54% ; 7,5 раз)
Л Π (40%; 5 раз)

ЛП (70%; 21 раз)
ЛК-1 (50%; 50 раз)
ЛК-2 (30%; 50 раз)
Л Г (25%; 26 раз)
ЛЧ (20%; 15 раз)
Кон А (10%; 5 раз)

ЛП (80%; 70 раз).

ЛП (94-120%, 7 раз)

Кон А (93%; 36 раз),
ЛП (94%; 2,3 раза; удале-
ние инсулиназы)

АХ^ ЛП (74%; 203 раза)

ЛП (84%; 6 раз)

ЛП (связ.)

ЛП (связ. 50%)**, но не
Кон А

ЛП (связ.)

ЛК-2 (около 100%; 440 раз)

ЛУЕ-1 (47%; 300 раз) луч-
ше чем ЛП

ЛП (связ.) **

ЛП (связ.)

ЛП (70%; 18 раз) **

Кон А (30-40%; 4-10 раз)

[89]

[90, 90а]

[89]

[90а]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102-104]

Г105]
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Таблица 1 (продолжение)1

Рецепторы, источники,
схемы очистки (сорбенты)

Результат использования ИЛ
(выход, %; очистка, во сколь-

ко раз; примечание)
Ссылки

Ρ лютропина из яичника свиньи, 22+40+
+66 кД;
Гормон ->- Кон А

Ρ фоллиотропина из семенников быка,
240 кД (СЕ-60 кД)
ДЭАЭ-+ ЛП

Ρ тиреотропина из щитовидной железы
быка, 316+115+54 кД
Тиреотропин -* ЛГр

Ρ тиреотропина из щитовидной железы
пациентов с болезнью Грэйва, 70+50+
+35 кД
ЛП -»• Тиреотропин

Ρ соматостатина из поджелудочной желе-
зы крыс, 400 кД
(100+56+21 кД, СЕ)

Ρ соматостатина из мозга крыс

Лактогенный Ρ из печени мышей, СЕ 62+
+100 кД (в комплексе с гормоном рос-
та человека — 20 кД)

Лактогенный Ρ из яичника крыс
Кон А -* Хорионгонадотропин

Ρ освобождающего кортикотропин факто-
ра переднего гипофиза и мозга крыс,
СЕ 75 и 58 кД соответственно

Ρ β-трансформирующего фактора роста
из тканей, цыплят и человека, клеток
ЗТЗ мышей

Ρ для тромбоцитарного фактора роста из
матки свиньи
ЛП -* MonoQ -*- (AT к фосфотирозину)

Ρ основного фактоиа роста фибробластов
из мозга быка, 125-165 кД
ДЭАЭ -»• MonoQ ->• ЛП -»· (Фактор роста)

Ρ инсулиноподобного ростового фактора I
из клеток феохромоцитомы РС12 и над-
почечника быка

Ρ инсулиноподобного ростового фактора I
из плаценты человека

Ρ для полученного из тромбоцитов фак-
тора роста из мозга кошки, 145 кД

Ρ гормона роста из культуральных лим-
фоцитов человека

Ρ инсулиноподобного ростового фактора II
жировых клеток человека, 260 кД (СЕ
87+60 кД)

Кон А (50-75% связ.)

ЛП (92%; 3,7 раза), два
типа ГП

Тиреотропин -*• Л Гр (3 %;
808 раз)
ЛГр (связ. 84%)
ЛП (связ. 70%)
ЛК-1 (связ. 69%)
Кон А (связ. 60%)

ЛП (26%; 4,7 раза; связ.
более 90%)

ЛП (75%; 7 раз)

ЛП (связ. 50%; выход 67%
от связанной формы)

Кон А (связ. 95%, выход
30%);
ЛК-1 (связ. 81%, выход
69%);
ЛЧ(связ. 52%, выход 38%);
Л Π (связ. 27%)

Кон А (выход 60%)

ЛП (связ. 20%) **
Кон А (связ.)

ЛП (связ.)

Л Π (99%; 90 раз) *

ЛП (связ. 100%), для уда-
ления гепарина

ЛП (Очистка 36-72 раза)

ЛП (связ.)

ЛП (связ.) **

ЛП лучше, чем Кон А. ЛЧ,
ЛК-1, ЛК-2

ЛП (связ.)

[ИЗ, 114J

[115]

[116]

[117]

[1181

[119]

[120]

[121]

Г122]

[123]

[106]

[1071

[108],

[1091

[110J

[111]

[112]
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Таблица 1 (продолжение)

Рецепторы, источники,
схемы очистки (сорбенты)

Результат использования ИЛ
(выход, %; очистка, во сколь-

ко раз; примечание)
Ссылки

Ρ связывающего гепарин фактора роста
из гепатомных клеток Hep G2 человека,
130 кД

Ρ стимулирующего колонии макрофагов
и гранулоцитов фактора из плаценты,
нейтрофилов и лейкемических линий
клеток человека, 84 кД

Ρ α-интерферона из лимфобластоидных
клеток Namalva человека
ЛП ->• Интерферон

Ρ β-интерферона человека, 110 кД
ЛП-+ AT

Ρ γ-интерферона фибробластов крайней
плоти человека
Интерферон -+ ЛК-1

Ρ γ-интерферона плаценты человека, 90 кД
ЛП -* Интерферон

ЛП (связ.) **

ЛП (связ.)

ЛП (47%; 13 раз) *

ЛП (связ. 90%; выход 68%)

ЛК-1 (100%; 2,6 раза)

ЛП (связ.) **

Ρ комплемента CR1 из миелина перифе-
рических нервов человека, 190 кД

Ρ Fc-фрагментов иммуноглобулинов из
лимфоцитов человека с хронической лей-
кемией
ЛЧ-*ГФ

Ρ осг-макроглобулина из плаценты челове-
ка, 420 кД
ГФ -<• Макроглобулин -»· Mono Q -* ЛП

Ρ лактотрансферрина мышей, 130 кД

Ρ фибронектина из гепатоцитов и фибро-
бластов крыс, 155+115 кД
ЛП -»· (Гексапептид фибронектина)

β-CE Ρ фибронектина саркомы мышей,
135 кД
ЛЧ ->- ЛП ->• АХ -* ГОА

Ρ фибронектина/интегрин из паренхимных
клеток печени крыс, СЕ 110 кД
ЛП -* Фибронектин

Ассоциированный с интегринами антиген
из плазматических мембран клеток пла-
центы человека, СЕ 50 кД
ЛП-* γ-Интерферон -* В6Н12 (AT)

βι-CE интегрина (Р фибронектина из ли-
чинок амфибий Pleurodeles waltl
ГФ -* Кон А

Ρ трансферрина из плазмацитомных кле-
ток NS-1 мышей, СЕ 90-95 кД

Ρ трансферрипа из овидукта кур, 180 кД
{СЕ 91 кД)

Ρ витронектина из меланомных клеток
М21 человека

1784

Прочие рецепторы и антигены животных

ЛЧ (связ.)

ЛЧ (связ.)

ЛП (связ.)

Кон А, Л-ФГА (связ.) **

ЛП (связ.)

ЛП (не связ., очистка
фильтрацией)

ЛП (связ.) **

ЛП (связ.)

Кон А (связ.)

4 Лн (связ. Гп) **

4 Лн (связ. Гп)

Кон А, ЛЧ (связ.)

[124]

[124а]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

Г133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

[140]



Таблица 1 (продолжение)

Рецепторы, источники,
схемы очистки (сорбенты)

Результат использования ИЛ
(выход, %; очистка, во сколь-

ко раз; примечание)
Ссылки

Ρ витронектина/интегрин ауРз/Р фибро-
нехтина из плаценты человека
LM 609 (AT) -»• ЛП

Интегрин αιβ5 (Ρ адгезии витронектина)
из плаценты человека, LM6-9 -> ΜΝ142-»-
-*ЛП

Ρ фибриногена (ГП-ПЬ/Ша-подобный Р)
эндотелиальных линий клеток человека,
150+(110-125)+95 кД
АХ -* ЛП •* (AT к ГП-Ша)

Ρ ламинина (200/120 кД-интегрин) нейро-
бластомных клеток В50 (интегрин οφι)
ЛП -> Ламинин

Ρ адгезии эндотелиальных клеток аорты
плода коровы и пупочной вены челове-
ка (не член семейства кадгеринов),
130 кД
ЛП-* AT

Ρ адгезии на невральных клетках из мы-
шечных клеток С2

Ρ адгезии на субстраты из тератокарци-
номных клеток ОТТ6050 мышей, 125 кД

ΓΠ-Ib тромбоцитов человека/Р фактора
Виллебранда, 165 кД (СЕ 143+22)

ΓΠ-Ib тромбоцитов человека/Р адгезии на
субэндотелии сосудов
ЛП -> ДЭАЭ

ГП-IIb/IIIa тромбоцитов человека
Кон А -* Гепарин -* ГФ -+ ЛП

ΓΠ-IV тромбоцитов человека
ЛЧ-^ ЛП

ΓΠ-IV тромбоцитов человека (CD 36-по-
добный), 88 кД
ЛП -* ЛП ->- ГФ; ДЭАЭ -* ЛП -»- ГФ

ΓΠ-V тромбоцитов человека
Superose 12 -* Mono Q -> ЛП
ΓΠ-ΙΧ тромбоцитов человека, 17 кД

ЛЦ -> (А к ΓΠ-Ib) -* ГФ (ВЭЖХ)

Ρ тромбоксана А-2/простагландина Н-2 из
тромбоцитов человека
ГФ-^ЛП^Красная агароза-^ ГФ(ВЭЖХ)

Гликокалицин тромбоцитов человека
ЛП -* Mono Q

Ρ лектина фасоли из лимфоцитов селезен-
ки свиньи

Ρ лектина арахиса из незрелых (корти-
кальных) тимоцитов мышей, 170—180 кД

ЛП (связ.)

ЛП (связ.)

Л Π (связ. 100%)

ЛП (связ.)

ЛП (связ.)

ЛА (связ.)

ЛК-1 (связ.)

ЛП (удаление актина и
ΓΠ-ΙΧ)

ЛП (связ.)

Кон А (связ. ГП-IIb/IIIa +
+ тромбоспондин + фибри-
ноген),
ЛП (удаление фибрино-
гена)

ЛЧ (удаление ГП-ИЬ/Ша
связыванием),
ЛП (связ. ΓΠ-IV, Ib)

ЛП (связ.)

Л Π (66%; 7 раз) *

ЛП (связ.)

ГФ-* ЛП (22%; 1620 раз) *

ЛП, Кон А, ЛК-1 **, Э-ФГА

ФГА (связ.)

ЛА (связ.)

[141]

[142]

[1431

[144}

[1451

[146J

[147]

[148]

Г149]

[150]

[151]

[152]

Г153]

[154]

[155]

[156, 157]

Г158]

[159]
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Таблица 1 (продолжение)

Рецепторы, источники,
схемы очистки (сорбенты)

Результат использования ИЛ
(выход, %; очистка, во сколь-

ко раз; примечание)
Ссылки

ГП Thy-1 (антиген) тимоцитов мышей
Кон А -* (AT к Кон А) ->- ГФ

Антиген Thy-Ι тимоцитов мышей, менее
27 кД+28 кД

Ρ интерлейкина-3 млекопитающего, 140 кД

Ρ интерлейкина-4 из Т-лимфоцитов линии
MLA 144 гиббона, 130 кД
КМ -+ ЛП -> Интерлейкин-4

Антиген CD w44 из Т-лимфоцитов пациен-
тов с хронической лейкемией, 85 кД
F10-44-2 (МоноАТ) -+ ДЭАЭ ->• ЛП -
-*• КМ -* ГФ

Лейкосиалин (сиалофорин, CD 43) из лей-
коцитов человека (клетки MOLT-4),
95 кД

Лейкосиалин промиелоцитов линии HL-60
человека
ЛП-* AT

Лейкосиалин эритролейкемических лейко-
цитов К562 человека, 105 кД

Лимфоцитарный антиген из оболочечника,
28 кД

Содержащие фукозу ГП (Н-антигн) эрит-
роцитов человека

ДЭАЭ-> (ЛН алеурии)

Содержащий Α-антиген ГП эритроцитов
группы крови А(+) человека, 500 кД
(СЕ 42-55 кД)

Содержание Cad-антиген ГП эритроцитов
Cad-группы крови человека

Гликофорин Μ эритроцитов Sta-rpynnH
крови человека

Гликопротеиновые предшественники анти-
гена группы крови N с активностью ан-
тигена Томсена-Фриденрайха из злока-
чественной карциномы яичника пациен-
тов (Лн Vicia unijuga) -*• ЛА

Гликофорины А, В, N-эритроцитов Dantu-
группы крови человека

Гликофорины А, В, С, Ε эритроцитов че-
ловека
ЛП(ВЭЖХ) ->Си2+-хелат

Гликофорин А типов ММ- и NN-эритроци-
тов человека

Ρ гонококков из эритроцитов человека
(полоса-3), 186 кД (СЕ 93 кД)

Кон А (83%; 19 раз)

Лн дурмана (<27 кД: не
связ. 50%, задерживается
25%; 28 кД: связ. и десор-
бируется 25%) **

ЛП (связ.)

Л Π (35%; 4,5 раза),
КМ (фильтрация) ->• ЛП
(10-15 раз)

ЛП (связ.)

ЛП и ЛК-1 (связ. 100%),
Кон А и ЛЧ (частичное
связ.); десорбция детерген-
том (кроме ЛП) **

ЛП (связ.)

[160]

[161]

Г162]

[163]

[164]

[165]

Г166]

ЛП лучше других Лн

ЛЧ (связ.) **

Лн алеурии (связ.) **

Лн улитки (связ.)

Лн долихоса лучше Лн
улитки, ЛП, Э-ФГА, Лн
маклюры

ЛЧ (удаление гликофори-
на Ν)

Лн Vicia unijuga (связ.),
ЛА (связ.)

ЛЧ (не связ. гликофо-
рин N)

[167]

[168]

[169, 170]

Г171]

[172]

[173]

[174]

[175]

ЛП (разделение А+В+С и
Ε - не связ.)

ЛП (связ. 100% Для ММ
и 70% для ΝΝ), ЛК-1 (связ.
асиалогликофорин)

Кон А (связ.)

[176]

[177-179]

[180]
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Таблица 1 (продолжение)

Рецепторы, источники,
схемы очистки (сорбенты)

Результат использования ИЛ
(выход, %; очистка, во сколь-

ко раз; примечание) Ссылки

ГП теней адипоцитов большого сальника
свиньи, 47 + 79 кД
ЛГ -* ДЭАЭ -* ГФ

Ρ липопротеина жирового тела насекомых,
120 кД
ДЭАЭ ->• ГОА -»• Кон А -* АХ

Ρ цйтолитической (противоопухолевой)
активности перитонеальных макрофагов
мышей, 153+140+90 кД

I· активации цитотоксической активности
макрофагов мышей, 460 кД (110+170)

Ρ для микроба Mycoplasma pneumoniae из
фибробластов MRO5 легких человека

ГП альвеолярных клеток типа II легких
кролика и крысы, 230 и 200 кД соответ-
ственно

ГП диплоидных фибробластов человека
ЛГ-(ВЭЖХ), Кон А (ВЭЖХ)

Индуцированные альдостероном ГП из
эпителиальных клеток мочевого пузыря
жабы, 65+70 кД

Ρ эпидермального фактора клеток А-431,
170 кД

Уникальный АГ почек при почечной бо-
лезни человека, 98+105 кД

ΓΠ-ΙΙ из хромаффинных гранул надпочеч-
ника быка, СЕ 80-100 кД

Ассоциированный с лизосомными мембра-
нами овоцитов китайского хомяка ГП-1,
СЕ 135+115 кД

Трансмембранный ГП обонятельных ней-
ронов лягушки, 95 кД

Антиген 2В8 обонятельных нейронов крыс,
215 кД

ГП культуральных клеток олигодендро-
глии, 99+77 кД
ИОХч-ЛП

ГП олигодендроглии мозга быка, 99+77 кД
ИОХ->ЛП

ГП из миелина и олигодендроцитов мозга
человека, 120 кД
ЛА ->• ЛА

Антиген клеток Пуркинье мозжечка мы-
шей, 400 кД
Г Ф ' ^ К о н А - Г Ф

Связывающие гиалуроновую кислоту ГК
мозга 8-недельных мышей (более 50%
ГК -· протеогликаны)
ЛГ -* ГФ -*- ДЭАЭ

ЛГ (связ.)

Кон А (связ.) *

ЛП (связ.)

Лн личинок мух (связ.)

ЛП (связ.)

Лн маклюры (связ.) **

ЛГ (очистка 58 раз),
Кон А (очистка 6 раз)

ЛП (очистка 20 раз) **
Кон А (связ.)

Кон А и ЛЧ (связ. ОС) **

Лн дурмана-пероксидаза
(связ.) из 5 Лн ***

ЛП (связ.)

Лн сердца быка (связ.),
Лн помидоров (связ.)

ЛП (50 раз)

ЛП, ЛК-1 (связ. асиалоГП)

ЛП лучше Кон А, ЛЧ (не
связ. с ЛК-1, ЛЛ, ЛС, Лн
долихоса)

Л Π (выход 70%)

ЛА (связ.)

Кон А (связ.)

ЛП (89-100%; 22 раза)

[181]

[182]

[1831

[184J

[1851

[1861

[1871

[1881

[1891

[190]

[19Ц

[1921

[1931

[1941

[195]

[196]

Г1971

[1981

[1991
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Таблица 1 (продолжение)

Рецепторы, источники,
схемы очистки (сорбенты)

Результат использования ИЛ
(выход, %; очистка, во сколь-

ко раз; примечание)
Ссылки

Ρ для α-латротоксина (нейротоксина) ка-
ракурта из мозга быка, 280—320 кД
(200+160+79+43)
ДЭАЭ -+ ЛП -* AT

Комплекс α-токсина скорпиона с Na-кана-
лом мозга крыс

ГП жировых шариков молока коровы ГП-
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7

Ρ для комплекса эндогенный фактор-ко-
баламин из подвздошной кишки свиньи
и человека, 75+65+43 кД

Антигены гистосовместимости Н-2Ь из опу-
холевых клеток RBL-5 мышей
ГФ - ЛЧ -* AT

Прочие антигены гистосовместимости клас-
са II

ГП тонкого кишечника мышей и клеток
тератокарциномы
Лн долихоса -+ Лн долихоса

Связывающие коллаген ГП из клеток лим-
форетикулярной опухоли MDAY-D2 мы-
шей (Р коллагена типа II), 110+130 кД
ЛП-* Л-ФГА-* ГФ

ГП эмбриональных карциномных клеток
РА-1 человека, 80-120 кД

Ρ для фимбрий типа I (лектина) Е. coli
из эритроцитов морской свинки, 65 кД

СиалоГП гепатомных клеток Морриса
7777

Эпитектин (Са-антиген) карциномных кле-
ток глотки человека, 1—1,5 млн. Д (390+
+350 кД)
A T - ЛП

Пренеопластический антиген при канцеро-
генезе печени из макросом злокачест-
венных узлов печени крыс, 145 кД
(2 СЕ)
ГФ -* Кон А

ГП клеток SK-Mel-37 злокачественной ме-
ланомы человека, 110 кД
К о н А - Л П

ГП гепатомных клеток крысы, 130 кД
Кон А -*· ГФ -»· (AT к щелочной фосфа-
тазе)

ГП печени крыс и клеток гепатомы Мор-
риса 7777, 60+80+100 кД
КонА(ВЭЖХ), Кон А

1788

ЛП (70%; 4 раза), связ. а-
СЕ токсина (200+160)

ЛП (связ. β-CE Na-канала)

Кон А, ЛП
ГП-1,2,6 связ.;
ГП-3,4 задерживаются;
ГП-7 не связ.

ЛП, ЛЧ и Кон А (связ. 45-
79%);
ЛП (связ. 75 кД);
ЛЧ и Кон А (связ. 75+65+
+43 кД)

ЛЧ (80%; 8 раз)

5 Лн ***

Лн долихоса

ЛП (связ.)

Лн дурмана (связ.)

Фимбрий типа I,
Кон А (связ.) **

ЛП (связ.)

ЛП (необратимое связыва-
ние)

Кон А (73%; 6 раз) *

Кон А -»• ЛП (связ.)

Кон А (связ.)

Кон А (ВЭЖХ) (связ.)

[200, 201]

Г202]

[203]

[204]

[205]

[206-208]

[209]

[210, 211]

[212]

[213]

[178]

[214]

[215]

[216]

Г217]

[218]



Таблица 1 (продолжение)

Рецепторы, источники,
схемы очистки (сорбенты)

Результат использования ИЛ
(выход, %; очистка, во сколь-

ко раз; примечание)
Ссылки

Ангиогенин из клеток 256 крысиной кар-
циномы Уокера, 57 кД
КМ -> ЛП -* Фенил; Кон А

ГП эмбриональных карциномных клеток
PA-I человека, 80-120 кД

ГП полипотентных эмбриональных кар-
циномных клеток НМ-1, более 90 кД

Комплекс дистрофина из дистрофических
скелетных мышц кролика, 156+50+43+
+35 кД

Ассоциированный с герпес-симплекс-виру-
сом опухолевый антиген из почечной
карциномы человека, 70 кД
ГФ -> ДЭАЭ -* ГФ ->- Кон А

ГП инфицированных герпес-симплекс-ви-
русом типа I клеток ВНК-21

Индуцированный вирусом Эпштейна-Барр
мажорный ГП-320 кД
ДЭАЭ - ЛК-2

Антигены гистосовместимости HLA-DR,
MB из трансформированных вирусов Эп-
штейна-Барр В-лимфобластоидных кле-
ток человека

Ρ для мислз-вируса из клеток Υ его

Ρ для минорной группы риновирусов из
клеток HeLa человека, 450 кД
ЛЧ ->• ГФ -* ИОХ

Транскрипт ГП пор ядерной Мб в клетках
обезьяны C0S-1, 62кД

ЛП (удаление 98% примес-
ного белка)

Лн дурмана (связ.)

Лн фитолакки (связ. 48%),
Лн дурмана и Лн лотуса
(17% связ.),
ЛКК (не связ.)

ЛП (удаление миозина и
АТФазы)

Кон А (связ.)

Кон А (связ.)

ЛК-2 (100%; 144 раза)

ЛК-2 (связ.)

ЛЧ (связ.),
ЛГ (связ.)

ЛЧ (выход 100%);
ЛК-2 (выход 100%);
Кон А (выход 20%)

сукц. ЛП (связ.) **

[219]

[166]

Г220]

[51, 221]

[222]

[203]

[223]

[224]

[225]

[226]

Гликоконъюгаты возбудителей заболеваний человека и животных

Рекомбинантный ГП-160 вируса иммуно-
дефицита человека типа I из инфициро-
ванных вирусом осповакцины клеток
линии Vero
Л Ч + (AT к ГП-41) -* Mono Q - ЛЧ

ГП палочек прионов из мозга хомяков с
вирусоподобной инфекцией — болезнью
типа скрапье, 26+28 кД

Антиген возбудителя пневмонии - бакте-
рий Pneumocystis carinii из инфициро-
ванных легких африканского хорька,
66-110 кД Superose-12 -* КонА

Бактериальные антигены (вакцины) рода
Bordetella

ГП оболочки спор бактерий Bacillus sphae-
ricus 1593 (токсин для личинок кома-
ров Culex pipiens

ГП плазматических Мб микроорганизмов
Spiroplasma citri, 84 кД

ЛЧ (связ.)

ЛП, ЛК-1 (связ. асиа-
ло ГП) ** из 6 лектинов

Кон А лучше ЛП (ЛС и Лн
аспарагуса не связ.)

Лн (связ.)

Кон А (связ.)

КонА (связ.)

Г227]

[228]

[229]

[230]

Г231]

[232]

[233]
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Таблица 1 (окончание)»

Рецепторы, источники,
схемы очистки (сорбенты)

Результат использования ИЛ
(выход, %; очистка, во сколь-

ко раз; примечание)
Ссылки

Антигены промастиготов 14 штаммов рода
Leishmania, 14—86 кД

Антигены поверхности простейших Тгу-
panosoma bracei brucei варианта AnTat
1.1, 60+94 кД
Кон А -* офВЭЖХ

Антигены эпимастиготов простейших Тгу-
panosoma cruzi (72 кД) и особей мета-
цикличеекой стадии (90+85+55 кД)
ЦС-+ ДЭАЭ-^ ЛП-* КонА-^ГФ (72 кД)
ЦС -»• ДЭАЭ -* ЛП -* ГОА->Кон А (55 кД)

ГП-85 инфекционной трипомастиготной
формы Trypanosoma cruzi, включающего
сиаловую кислоту, остатки фукозы и
а-1,3-галактозы

Протективный АГ кольчатого клеща (вак-
цина) , 86 кД
ЛП ->• Кон А • ГФ(ВЭЖХ)

Филариальные поверхностные антигены
взрослых нематод-паразитов Brugia ma-
layi, 29+(17-200) кД

Антигены наружных покровов взрослых
особей Shistosoma mansoni, 23—300 кД,
24 кД

ГП шистозомул Schistosoma mansoni из
инфицированных мышей, 170 кД

Антигены вирулентности 3-х стадий нема-
тод-паразитов Trichinella spiralis

ЛЧ (связ.)

Гликоконъюгаты микроскопических грибов

Потенциальные лектиновые
сорбенты (14 Лн) ***

Кон А (разделение 94 и
60 кД)

ЛП (различное сродство у
всех антигенов)

ЛП**

ЛП и Кон А (связ.)

Кон А, ЛП, ЛС, Лн лотуса

Кон А и ЛЧ ** (из 7 лек-
тинов)

ЛА (связ.)

Ρ адгезии клеток слизевика Dictyostelium
discoideum на поздней стадии развития,
95+(40-50) кД

Специфичный для стадии «ножки» ГП-34
слизевика Dictyostelium discoideum NC4
(отсутствует у спор)

Антигены мицелиальных грибов Asper-
gillus fumigatus, Mucor pusillus, Petrielli-
dium boydii, Trichophyton rubrum •

ЛП (связ.)

ЛП (связ.)

Кон А (связ.)

[234]

Г2351

[2361

[2371

[2381

Г239]

[240-2421

{243]

[2441

Γ245Ι

[2461

[2471

* Лектиновая хроматография как наиболее эффективный этап очистки;
** исследование рецепторов в сочетании с их обработкой эндо- и экзогликозидазами·

*** сродство к меченым лектинам.

П р и н я т ы е с о к р а щ е н и я :

Asn — аспарагин
AT — антитела; моноАТ — моноклональ-

ные AT
АТФ — аденозинтрифосфат
АХ — аффинная хроматография
БСА — бычий сывороточный альбумин
офВЭЖХ - высокоэффективная жидкост-

ная хроматография (обращеннофазная)

цГМФ - гуанозинмонофосфат
ский)

ГОА — гидроксиапатит
ГП - гликопротеин (ы)
Гп - гликопептиды
ГФ — гель-фильтрация
DDC — додецилсульфат

(цикличв-
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ДЭАЭ - диэтиламиноэтил
ИОХ - ионообменная хроматография
КМ — карбоксиметил
Кон А — конканавалин А
Л А - лектин арахиса
ЛГ — лектин гороха
ЛГр - лектин гриффонии
ЛК-1, ЛК-2 — лектипы клещевины
ЛКК - лектин клубней картофеля
Лн — лектин (ы)
сукц.ЛП — лектин пшеницы (сукцинили-

рованный)
ЛС - лектин сои

ЛУЕ-1 - лектин-I улекса европейского
ЛЧ - лектин чечевицы
ОС - олигосахариды
связ.— связывание
СЕ - субъединицы
Л-ФГА, Э-ФГА - лектин фасоли (лейко-

и эритро-формы)
ФЦ — фосфоцеллюлоза
ЦС - цибакрон синий
ЭФ - электрофорез
Использовали номенклатуру рецепторов
(1991 год): Trends in Pharmacological
Sciences. 1991. Supplement. 35 p.

Возможна также очистка рецепторов или разделение их субпопуляций
за счет задержки профилей элюции гликопротеинов после лектинового
сорбента без применения десорбирующих углеводов (т. е. за счет слабых
аффинных взаимодействий с лектином) [161, 203, 284]. Разделение за
счет задержки элюции описано и для смесей гликопептидов в случае ис-
пользования иммобилизованных лектинов фасоли или клещевины, что
подтверждает влияние гликанов на характер элюции.

Наиболее простые процедуры очистки рецепторов включают фильтра-
цию через один лектиновый сорбент (отсутствие связывания) и связыва-
ние с другим лектиновым сорбентом (концентрирование рецепторов), на-
пример по схемам: лектин пшеницы (ЛП~)->-Кон А+ или Кон А~->-ЛП+,
как в случае антигенов трипаносом или АТФазы почек крыс [236, 301].
Используются также другие схемы очистки: лектин чечевицы (ЛЧ+)->-
->-ЛП+ (рецептор фибронектина [134]), ЛЧ+->КонА+ (предшественник
протромбина [317]), ЛП+->-ЛЧ+->-лектин-1 клещевины (ЛК-1 + ) (рецеп-
торы инсулина [89]), ЛП+-*-лейкоагглютинин фасоли (Л-ФГА+) [210,
211]. Комбинация Кон А+^-ЛП+ применяется в случае меланомных анти-
генов, дипептидазы IV и Mg2+-AT<£a3bi [216, 290, 291, 305], а Л П + ^
-^-Кон А+— в случае протективных антигенов членистоногих [238]. Ука-
занные выше примеры комбинированной хроматографии на лектинах по-
зволяют разделить множественные формы (субпопуляции) рецепторов,
а также повышать общий выход любого рецептора, гетерогенного по угле-
водной части. Примером существенного повышения выхода может слу-
жить очистка дипептидил-дипептидазы IV с помощью аффинной ВЭЖХ
на спаренных колонках с иммобилизованными Кон А и ЛП [291]. В ряде
случаев применяется рехроматография антигенов и рецепторов на иммо-
билизованных ЛЧ [228], ЛП [46, 69], лектине долихоеа [209] или лекти-
не арахиса [197].

Как видно из табл. 1 и 2, в большинстве случаев максимальная степень
очистки рецепторов при использовании лектина определенного типа до-
стигается в вариантах схем на первых этапах очистки сразу после солюби-
лизации рецепторов детергентом. Однако при этом следует помнить, что
хроматография грубых препаратов может приводить к необратимому за-
грязнению лектинового сорбента и снижению его аффинной емкости [ 125,
150, 291]. Кроме того, уже на примере гликопротеинов тромбоцитов мож-
но ожидать преимущественное связывание с ЛП на первом этапе очистки
одних рецепторов за счет других.

Лектиновую хроматографию рецепторов часто используют в сочетании
с другими аффинными сорбентами. Так, спаренные колонки с иммобили-
зованным тиреотропином и лектином-I гриффонии позволяют очищать ре-
цептор тиреотропина в 808 раз [108]. После (Кон А)-сорбента иммобили-
зованные гепарин и ЛП удобны для удаления тромбоспондина и фибри-
ногена из препарата гликопротеинов lib—Ilia тромбоцитов [150]. После
иммобилизованного фактора роста фибробластов (элюция рецепторов ге-
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Таблица 2

Очистка связанных с поверхностью клеток и органелл ферментов (рецепторов)
с помощью иммобилизованных лектинов

Ферменты, источники, схемы очистки
Результат использования ИЛ

(выход, %, очистка, раз;
примечание) Ссылки

Оксидоредуктазы

L-Trp-оксидаза проростков полевой капус-
ты (пероксидазоподобная)

Рибонуклеотид-редуктаза печени крыс, СЕ
89 кД

Пероксидаза из плаценты человека

Дофамин-р-гидроксилаза, ассоциированная
с β-адренергическим Р, из мозгового ве-
щества надпочечника быка
Кон А ->• ДЭАЭ -> ГФ (ВЭЖХ)

Дофамин β-гидроксилаза из надпочечника
крыс, 300 кД (СЕ 75 кД)
Кон А-* ГФ(ВЭЖХ) -+ ИОХ(ВЭЖХ)

Тирозиназа из меланомы хомяка
ДЭАЭ - ГФ -* Кон А

Кон

Кон

Кон

А

А

А

(83%, 4

(связ.)

(90%;

раза)

20 раз); уда-

[248]

[249}

[2501
ление эозинофильной пер-
оксидазы, миелопероксида-
зы, каталазы и цитохрома
Р-450

Кон А (66%; 120 раз) *

Кон А (удаление хромогра-
нинов)

Кон А (80%; 7 раз)

N-Ацетилглюкозаминид - β - 1,4-галактозил-
транефераза эмбриональных карцином-
ных клеток F9 мышей
ИОХ -* ЛК-1 ->• Ацетилглюкозамин -* а-
Лактальбумин

Галактозилтрансфераза аппарата Гольджи
почкующихся дрожжей Schizosaccharo
myces pombe, 61 кД
ДЭАЭ (ВЭЖХ) -»· УДФ-гексаноламин -»•
-* Кон А -+· Mono Q

Туг-протеин-сульфотрансфераза аппарата
Гольджи клеток надпочечника быка,
50-54 кД

N-гепарансульфат-сульфотрансфераза пе-
чени крыс, 97 кД
ДЭАЭ -* Гепарин -» АДФ -* ЛП

Стабилизируемая фосфатидилхолином оли-
госахарилтрансфераза микросом щито-
видной железы телят

Туг-киназа мозга кошек (Р стимулирую-
щего колонии фактора типа I или полу-
ченного из тромбоцитов фактора роста),
145 кД

Туг-киназа Ρ
крыс

Трансферазы

ЛК-1 (не связ.)

инсулина мозга и печени

Протеинкиназа/Р интерлейкина-1 из ме-
зенгиальных клеток почек крыс в куль-
туре (СЕ 48 кД)

Кон А (73%; 2 раза)
ЛГр-I (связ.)

ЛП (связ. 37%) **

Л Π (44%; Зраза)

Кон А (связ.)

ЛП (связ.) **

ЛП (связ.)

ЛП (связ.)

[251]

[252J

T253J

[254J

[255J

[2561

Г257]

[258]

[121, 259J

[260, 261J

[262]
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Таблица 2 (продолжение)»

Ферменты, источники, схемы очистки
Результат использования ИЛ

(выход, %, очистка, раз;
- примечание)

Ссылки

Фосфоламбан-киназа саркоплазматическо-
го ретикулума клеток сердца млекопи-
тающего, СЕ 56+53 кД

Специфичная к Arg АТФ-рибозилтрансфе-
раза микросом скелетных мышц живот-
ного, СЕ 39 кД
ДЭАЭ -* Кон А

сродство к Кон А

Кон А (88%; 50 раз) *
ЛП (не связ.)

ГФ (ВЭЖХ)

Поли А-полимераза оболочки ядер клеток
печени крыс, 64 кД

Кон А (5 раз) **

Эстеразы

Пара-нитрофенил-ацетатэстераза типа А
из микросом печени крыс, 61 кД
Кон А -* ГФ - ДЭАЭ -+ ГОА

Карбоксиэстераза Е1 из микросом печени
крыс, 175 кД (СЕ - 59 кД)

Ассоциированная с ацетидхолинэстеразой
пептидаза электрического угря и базаль-
ных ганглиев мозга овец
АХ -* ГФ -* КонА

Щелочная фосфатаза интегумента мухи,
180 кД
Кон А -> ГФ - ГФ

Фосфолипаза А-1 лизосом печени крыс
Кон А -*• Хроматофок.-»- ГФ; (Оранже-
вая + Красная агароза) -*• Кон А -* Фенил

Кислая фосфатаза промастиготов мекси-
канских и бразильских лейшманий (ин-
гибируемая цитратом)
ГФ -*• ДЭАЭ -* Кон А

З'-Нуклеотидаза/нуклеаза промастиготов
Leishmania donovani, 43 кД

5'-Нуклеотидаза сердца крыс, 74 кД
КМ ->• Кон А -у ДЭАЭ -* АДФ

5'-Нуклеотидаза почек крыс, 69 кД
Кон А -* АДФ

5'-Нуклеотидаза щитовидной железы бы-
ка, 150 кД (2 СЕ)
ЛЧ -* АМФ

РНКаза клеточной стенки гриба Aspergil-
lus oryzae, сходная с РНКазой T-2-L по
углеводному составу

Сфингомиелиназа лизосом плаценты чело-
века, 123 кД (СЕ 62 кД)
Кон А -* Сфингозилфосфорилхолин -»·
-*• Гексил -»· ИОХ (ВЭЖХ)

Нуклеотид-пирофосфатаза плаценты чело-
века
ЦС -* АМФ ->• ЛП -»• АДФ -*• ГФ -<- ДЭАЭ

Нуклеозид-дифосфатаза типа В из мозга
крыс, 75 кД (тиамин-пирофосфатаза,
ассоциирована с 1D4)
ДЭАЭ -* Кон А - ГФ -* ЦС -* Си(+2)хе-
лат -»· ГФ

Кон А (80%; 3 раза)

Кон А (связ.) **

Кон А (связ.)

Кон А (связ.)

КонА (156%; 165 раз) *

КонА (72%; 14 раз) *

Содержит Asn-OC, доступ-
ные для Лн **

КонА (123%; 13 раз)

КонА (94%; 17 раз)

ЛЧ (81%; 10 раз) *

Возможное сродство
к Кон А

КонА (100%; 21 раз)

Л Π (96%; 2 раза)

Кон А (48%; 6 раз) *

[263]

[264]

[265]

[266]

[267]

[259]

[268]

[269, 270J

[271]

[272]

[273]

[274]

[275]

[276, 2771

[278]

Г279]

[280]
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Таблица 2 (продолжение)

Ферменты, источники, схемы очистки
Результат использования ИЛ

(выход, %, очистка, раз;
примечание)

Ссылки

Гликозидазы

α-Глюкозидаза лизосом плаценты челове-
ка, 110 кД
Кон А ->- ГФ

Глюкозидаза II процессинга ГП из молоч-
ной железы коровы, 290 кД
Кон А - ГОА -> ДЭАЭ

Глюкозидаза II процессинга ГП из про-
ростков фасоли и клеточной культуры
сои, 220 кД (2 СЕ)
ДЭАЭ -* ГОА ->• Кон А -• ГФ

сс-1,2-Маннозидаза процессинга ГП из мик-
росом печени кролика, 52 кД
ДЭАЭ -* Кон А ->• ГФ -> ЦС ->• ГФ

β-Фруктофуранозидаза клеточной стенки
редиса (сходная с цитоплазматической)

Трегалаза американского таракана, 110 кД
Кон А - ГФ

Трегалаза реснитчатой каймы коры почек
кролика
Фенил; Кон А

Комплекс сахараза-изомальтаза биопсиче-
ской пробы тонкого кишечника челове-
ка, 210+212+245 (СЕ 145+130 кД)

N-Ацетилглюкозаминидаза сперматозоидов
оболочечника
158 кД (2 СЕ)
ДЭАЭ •->- Фенил -

Phallusia mammilata,

Кон А ->• ЭФ

Протеазы

Кон А (99%; 12 раз)

Кон А (79%; 8 раз)

Кон А (73%; 10 раз)

Кон А (77%; 27 раз) *

4 Лн

Кон А (48%; 32 раза)

Кон А (связ. 20%)

ЛЧ (все формы связ.),
(связ. 212 иЛн улитки

245 кД)

Кон А (69%; 2,5 раза)

Дипептидил-пептидаза IV печени крыс
Кон А ->• ЛП ->• Arg; Кон А(ВЭЖХ) -+
-^ЛП(ВЭЖХ)

Карбоксипептидаза N плаценты человека,
280 кД
ГОА -»- ЛЧ -* Гистаргин

Карбоксипептидаза Μ плаценты человека,
62 кД

Аминопептидаза N из кишечника кролика

Аминопептидаза N слизистой кишечника
свиньи, 130 кД-СЕ
(Стилбен-дисульфонат) -»• Кон А

Зависимая от Са 2 + пептидаза, участвую-
щая в действии феромона спаривания
дрожжей Rhodosporidium toruloides
(клетки типа «а»)
ДЭАЭ ->• Кон А

Протеиназа поверхности промастиготов
разных видов лейшманий, 63 кД-СЕ

•Специфичная к Arg трипсиноподобная про-
теиназа/эстераза из Ρ инсулина печени
крыс

^ ЛП (74%; 46 раз),
Кон А (84%; 32 раза)

ЛЧ (27%; 2,5 раза)

Кон А (связ.)

ЛП (связ.)

Кон А (37 % выход, удале-
ние СЕ 90 кД) **; сродство
к ЛК-1, ЛП, Лн помидоров

Кон А (107%; 3,3 раза)

Кон А и ЛЧ (связ.)

Кон А (связ.)

[281]

[282]

[283]

[284]

[285]

[286]

[287]

[288]

[289] ^

[290, 291]

Г292]

[293]

[95]

[294]

[295]

[296]

[297]
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Таблица 2 (продолжение).

Ферменты, источники, схемы очистки
Результат использования ИЛ

(выход, %, очистка, раз;
примечание)

Ссылки

Цистеиновая протеиназа/нейтральная же-
латиназа из клеток злокачественной ме-
ланомы LOX человека, СЕ 170 кД
Сефакрил -»· ЛП

ЛП (очистка; 10 раз; уда-
ление металлопротеиназы с
СЕ 50 кД)

[298]

Прочие гидролазы

Липоамидаза мозга свиньи, 140 кД
КМ -* ДЭАЭ -> ГФ -+ ЛП

Ампициллин-ацилаза бактерий Pseudomo-
nas melanogenum, 146 кД (2 СЕ)

NAD-гликогидролаза щитовидной железы
быка (вероятный Ρ тиреотропина)
ГФ->- ЛЧ

Na+, К+-АТФаза микросом коры почек
крыс, 95+54 кД

Кон А -» ЛП

β-CE, Ка+,К+-АТФазы мозга крыс (моле-
кула адгезии на глиальных клетках моз-
га) и кишечника свиньи, 60—80 кД

Mg+-AT©a3a скелетных мышц кролика,
107 кД
Кон А •+ Л Π ->• ИОХ(ВЭЖХ)

АТФаза почек собак и клеток К562 чело-
века (гликопротеин-«Р>>), 170 кД

АТФаза «Р»-типа (образующая фосфоин-
термедиат) из холинергических синап-
сов клеток электрического органа Tor-
pedo californica, 110+104+98+60 кД
ГОА-+ ЛП->· ГФ(ВЭЖХ)

ГТФаза обонятельных нейронов крыс,
55 кД

ЛП (очистка 10 раз; уда-

содержит 13% гексоз с ве-
роятным сродством к Лн

ЛЧ (связ.)

Кон А (не связ.), ЛП (связ.
β-CE), 54 кД)

ЛП и ЛК-1 **, лучше Кон А

Кон А, ЛП, ЛЧ (связ.)

ЛП, Кон А и ЛК-1 (связ.),
ЛА (не связ.)

Л Π (71%; 2 раза)

Кон А-ФИТЦ (связ.) ***

Лиазы

Карбоновая ангидраза слюнной железы
овец, 540 кД (СЕ 45 кД)
Сульфонамид -<• ЛП -»· ГФ

Каталитический компонент чувствитель-
ной к гормону аденилатциклазы мозга
быка, 120 кД

Чувствительный к кальмодулину катали-
тический компонент аденилатциклазной
системы коры головного мозга быка,
155 кД
Кальмодулин -»• ЛП

Рецепторная атриальная натриуретическая
циклаза (гуанилатциклаза) гломерулёз-
ных клеток надпочечника быка
ГТФ -» ЛП

Связанная с частицами высокоактивная
гуанилатциклаза легкого крыс
Кон А ->• ГТФ

ЛП и Кон А (связ.) **

ЛП (30%; 2 раза)

Л Π (52%; 12 раз)

ЛП (55%; 1,3 раза)

Кон А (25%; 3-6 раз)

Γ299Ι

[300J

[3011

[302, 303}

[303-3051

[51, 306]

[307-309J

[309а]

[310]

[311}

[312]

[313]

[314]

[315]
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Таблица 2 (окончание)

Ферменты, источники, схемы очистки
Результат использования ИЛ

(выход, %, очистка, раз;
примечание)

Ссылки

Фосфорилированная форма гуанилатцик-
лазы спермы морских ежей, 160 кД
ГТФ -* ДЭАЭ -* Кон А

Зависящая от витамина К карбоксилаза
микросом печени крыс

Кон А (5 раз)

Кон А (связ. 80%)
ЛЧ (связ. 70%)

[316]

[317]

* Лектиновая хроматография — наиболее эффективный этап очистки фермента,
** исследование фермента в сочетании с его обработкой эндо- и экзогликозидазами;

*** сродство к неиммобилизованным пектинам.

П р и н я т ы е с о к р а щ е н и я (см. т а к ж е т а б л . 1):

АДФ - аденозиндифосфат
АМФ - аденозинмонофосфат
АТФ — аденозинтрифосфат
ГТФ — гуанинтрифосфат

Ферменты указаны в соответствии с
Международной Классификацией (Enzy-
me Nomenclature. Recommendations of the

ЛГр-I — лектин-I гриффонии
РНК — рибонуклеиновая кислота
УДФ — уридиндифосфат
ФИТЦ — флуоресцеинтиоизоцианат
Nomenclature Committee of the Interna-
tional Union of Biochemistry. Orlando:
Acad. Press, 1984. 646 p.)

парином) удобен иммобилизованный ЛП для удаления гепарина из пре-
парата рецепторов [118]. После хроматографии антигена Thy-Ι тимоцитов
на (Кон А)-сорбенте используют иммобилизованные антитела к Кон А
для удаления частично вымываемых с сорбента дезоксихолатом молекул
лектина [160]. В случае очистки галактозилтрансферазы карциномных
клеток фильтрат после (ЛК-1)-сорбента поступает на иммобилизованный
]\Г-ацетил-.О-глюкозаминил [254].

Тандемную хроматографию применяют и в других сочетаниях лекти-
ΉΟΒΟΓΟ сорбента с нелектиновыми сорбентами. Так, спаренные колонки с
иммобилизованными Кон А и фенилаланином эффективны при очистке
фосфолипазы At [270], с аффигелем S-145 и иммобилизованным ЛП —
в случае рецептора тромбоксана А2 [155]. Технологически проста и про-
цедура фильтрации частично очищенных рецепторов через карбоксиме-
тилсорбент до или после иммобилизованного ЛП в случаях рецептора
лнтерлейкина-4 и гликопротеина CD w 44 [163, 164]. Возможности тан-
демной хроматографии с использованием лектинового сорбента хорошо
иллюстрируются на примере рецептора тромбоксана, который очищается
на спаренных колонках сразу в 1620 раз, причем непосредственно из гру-
бого солюбилизированного белкового экстракта [155]. Кроме того, такого
рода парные комбинации лектинового и нелектинового сорбентов способ-
ствуют возрастанию выхода рецепторов [155].

Перспективно использование иммобилизованных Кон А, ЛГ, ЛП и
ЛК-1 в вариантах аффинной ВЭЖХ при очистке мембраносвязанных гли-
копротеинов [176, 187, 218,291].

2. Солюбилизация рецепторов и особенностей лектиновой
хроматографии рецепторов

При проведении лектиновой хроматографии важными являются мно-
гие факторы: выбор способа солюбилизации для повышения растворимо-
сти рецепторов, состав буферов (типы детергентов, органические раство-
рители, типы буферов, значения рН, ионная сила, присутствие катионов
металлов или ЭДТА, необходимость восстановителей дисульфидных групп
в белках, ингибиторов протеиназ, фосфолипидов и т. д.); способы нане-
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•сения, промывания и элюции, режим времени и температуры. Для каж-
дого случая очистки рецепторов необходим подбор оптимального режима
лектиновой хроматографии в зависимости от выбранного лектинового сор-
бента (типа лектина, матрикса, способа иммобилизации лектина, емкости
сорбента по конъюгированному лектину или связыванию модельных гли-
коконъюгатов, условий регенерации и хранения для повторного исполь-
зования) . Сама же процедура хроматографии на лектиновом сорбенте в
подобранных условиях является простой операцией. Сложность работы с
лектиновым сорбентом, по-видимому, определяется присутствием в этих
белках не только углеводсвязывающих участков, но и участков гидрофоб-
ного связывания, связывания катионов двухвалентных металлов и нали-
чием других доменов.

Пожалуй наиболее сложным фактором является выбор способа солю-
билизации рецепторов (типа детергента или солюбилизации обработкой
гидролазами).

Наиболее часто используют 0,5—1,0% тритон Х-100 (ТХ-100) для со
любилизации и лектиновой хроматографии рецепторов. Применяют и
ТХ-114, например в случае гликопротеинов тромбоцитов и почек [149,
152, 190]. Иногда для солюбилизации вместе с ТХ используют и углеводы
[202]. Поскольку высокие концентрации ТХ-100 вызывают десорбцию
(вымывание) лектина с сорбента [218], лектиновую хроматографию ре-

цепторов проводят при более низких концентрациях детергента по срав-
нению с условиями начальной солюбилизации в грубых экстрактах в
случаях иммобилизованных Кон А [218, 255, 259, 286], ЛП [97, 119, 125,
202, 279] или лектина долихоса [209]. При очистке обонятельных рецеп-
торов были эффективны крайне низкие концентрации ТХ-100, а именно
0,01—0,02% [107, 309]. Отсутствие ТХ-100 не дает возможности элюиро-
вать рецепторы даже высокой концентрацией углевода (0,5—1,0 М) в слу-
чае (Кон А)-сорбента [182, 215, 259]. Как правило, одновременно с под-
бором концентраций детергента важно следить за ионной силой буфера,
которую обычно повышают в процессе лектиновой хроматографии с 0,1—
0,2 Μ до 0,4—0,5 и даже 1 Μ NaCl ИЛИ КС1, как в случае рецепторов ней-
ротоксина или дофамина быка [75, 200]. Хроматографию рецепторов на
ЛП-сорбенте проводят, как правило, в присутствии 5—10 мМ Mg2+ [77, 97,
107, 119, 125, 279] и/или 1-2 мМ Са2+ [45, 46, 50, 52, 131, 133, 142-145,
200]. Катионы Са2+ используют и при хроматографии рецепторов на ФГА-
и (ЛК-2)-сорбентах, а в случае Кон А-, ЛЧ- и (лектин гороха)-сорбентов
применяют 0,5—1,0 мМ хлорид марганца, кальция и магния одновре-
менно.

Используют также различные сочетания ТХ-100 и Na-дезоксихолата
[34, 210, 211, 239, 289], хотя в некоторых случаях отмечены преимуще-
ства использования неионных детергентов (ТХ-100 и CHAPS) по сравне-
нию с холатом, например при солюбилизации транспортера серотонина,
Na-канала и некоторых др. [23, 31, 36]. Холат (0,5—1,5%) применяют
при солюбилизации Cad-антигена эритроцитов, эстеразы печени, антиге-
нов нематод-паразитов и вируса СПИД, 5'-нуклеотидазы и рецепторов мак-
рофагов [172, 184, 239, 266, 275]. В процессе лектиновой хроматографии
концентрации холата могут варьировать в зависимости от типа исследуе-
мых рецепторов: 0,2—0,3% в случае рецепторов дофамина [73—75], 0,4—
0,5% в случае опухолевых гликопротеинов [210, 211, 216] и белков Т-лим-
фоцитов [160, 164] и тромбоцитов [154], 0,6% в случае гликопротеинов
щитовидной железы [275, 289], 0,05% в случае L-Glu-рецептора [33а].

Широко применяется для солюбилизации рецепторов 0,5—2%-ный
3- [ 3- (холамидопропил) диметиламмоний]-1-пропансульфонат (CHAPS)
[57, 77, 94, 111, 112, 248, 265]. По-видимому, перспективно использовать
фракционирование рецепторов с помощью детергентов. Так, в случае ре-
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цепторов вазопрессина примеси удаляются предварительной обработкой:
0,5%-ным CHAPS, а сами рецепторы солюбилизируются с высоким выхо-
дом при последующей обработке экстракта посредством 2%-ного CHAPS
[94]. При солюбилизации Са-связывающих сарколеммных гликопротеи-
нов и рецепторов освобождающего кортикотропин фактора применяюг
6—8 мМ CHAPS [42, 115]. В процессе хроматографии на ЛП-, Кон А- или
(ЛК-2)-сорбенте концентрации CHAPS варьируют следующим образом:
20 мМ в случае транспортера глутамата [33]; 0,1—0,8% в случае других
транспортных гликопротеинов [28, 41, 52]; 1% в случае рецепторов ино-
зитолтрифосфата, бактериального антигена инфицированных клеток лег-
ких хорька и карбоксипептидазы Μ [55, 230, 293].

Широкое применение для солюбилизации рецепторов нашел еще один
неионный детергент — Nonidet Р-40 (NP-40) при концентрациях 0,5—2%
[72, 129, 143, 159, 161, 212, 224, 283, 295, 303]. В процессе хроматографии
на лектинах используют более низкие концентрации NP-40: 0,1—0,2% в~
случае ЛП- и (Кон А)-сорбентов [72, 318]; 0,4—0,5% в случае иммобили-
зованных Кон А [258], ЛЧ [168], ЛП [100, 145], ЛА [159] и лектина
дурмана [212]. На стадии элюции рецепторов углеводом концентрацию·
NP-40 снижают с 0,4 до 0,07% [258]. При этом необходимость использо-
вания 0,4%-ного NP-40 в случае олигосахаридтрансферазы обусловлена
тем, что связанные с аспарагином гликаны этого гликопротеина обращены
внутрь мембранных везикул и не реагируют с лектином без предваритель-
ной обработки относительно высокой концентрацией детергента [258].

Дигитонин (1—2%) также применяют для солюбилизации рецепторов;
[45-47, 50, 51, 53, 54, 59, 61, 64-66, 68, 76, 79, 80, 93, 98]. При этом
иногда целесообразна смена типов детергента. Так, после солюбилизации
рецепторных комплексов 1%-ным дигитонином (например, Са-каналов)
компоненты комплексов могут быть успешно разделены с использованием
1%-ного ТХ-100 [54, 84]. Дигитонин (0,1%) используется при хромато-
графии опиоидных рецепторов [59, 61, 64], рецепторов дофамина и холе-
цистокинина [76, 79, 80, 98], αι-адренергических рецепторов [65, 66], ре-
цепторов дигидропиридина и Са-каналов [45—47, 49—51, 53]. При этом
хроматографию обычно проводят на ЛП-сорбенте, хотя есть данные и для
иммобилизованных ЛК-2 [98], ЛЧ и Кон А [59, 64, 98, 305].

Для солюбилизации рецепторов используют также к-октил-р-/)-глюко-
пиранозид (0,05-0,2 М) [128, 131, 135, 137, 141, 144, 226]. Октилглюко-
зид (40—50 мМ) включают в стадию очистки гель-фильтрацией, как в
случае β,-интегрина и сфингомиелиназы [137, 278]. В процессе хромато-
графии гликопротеинов альвеол легких животного используют 2 мМ ок-
тилглюкозид в случае иммобилизованного лектина маклюры [186]. Солю-
билизированную в NP-40 пептидазу дрожжей хроматографируют на
(Кон А)-сорбенте в присутствии 0,3 мМ октилглюкозида [295].

Для солюбилизации рецепторов используют также 2%-ный додецил-
сульфат натрия (ДДС) в случае антигена слизевика [246], катионный
детергент DTAB в случае Н+, К+-АТФазы [303] и 8 Μ мочевину в случае
бактериального антигена инфицированных клеток хорька [230]. Твин-20
или твин-40, ренекс-30 или бридж применяют в случае рецепторов лим-
фоцитов [130, 160, 164], люброл-РХ в случае аденилатциклазы и гуани-
латциклазы [312, 313, 315, 316], лизолецитин в сочетании с другими де-
тергентами в случае Mg2+-AT<Pa3H [305]. Смену бриджа (0,5%) на холат
(0,5%) или нвиттергент (1%) применяют при очистке антигенов на

ЛП-сорбенте [164, 238]. Также используют эмульген-109Р (1%) в случае
хроматографии фукозилированных белков эритроцитов на иммобилизо-
ванном лектине алеурии [169], цвиттергент (0,5%) вместе с ТХ-100*
(0,5%) в случае хроматографии антигена клеток Пуркинье на (КонА)-
сорбенте [198], твин-60 (0,1%) —при очистке аденилатциклазы [312,.
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313] и люброл (0,1 — 1%) — при очистке гуанилатциклазы [315, 316] на
иммобилизованных ЛП и Кон А соответственно.

Иногда для солюбилизации используют 1%-ный С12Е8[к-додецилок-
та(этиленгликоль)моноэфир] [307, 309а], а для лектиновой хроматогра-
фии - 0,1%-ный С 1 2Е 8 [294].

Традиционно применяют ДДС в процессе лектиновой хроматографии:
0,01%-ный на стадии элюции ]Х-ацетил-/)-глюкозамином в случае ЛП-сор-
бента [40, 302]; 0,1-0,5%-ный в случае (Кон А)-сорбента [203, 235, 318]
или ЛП-сорбента [246]; 1%-ный —для неспецифической элюции рецепто-
ров, особенно в случае иммобилизованных ЛС, ЛК-1, Кон А и Л Ч [165,
195, 318]. Использование такого рода неспецифической элюции, возмож-
но, будет полезным для регенерации лектиновых сорбентов. Следует одна-
ко иметь в виду, что ДДС способен выпадать в осадок в присутствии ка-
тионов металлов [203], а также вымывать лектин с сорбента и снижать
«мкость сорбента, как в случае иммобилизованного Кон А [235]. Кроме
того, некоторые белки способны образовывать комплексы (например, ди-
меры) даже в присутствии ДДС, как в случае опиоидных рецепторов [62].

Многостадийный процесс хроматографии рецепторов на лектиновом
сорбенте (нанесение, различные варианты промывания сорбента, элюция
рецепторов) характеризуется не только снижением концентраций детер-
хента или варьированием комбинаций разных детергентов, но и возмож-
ным отсутствием детергента на самой последней стадии — элюции рецеп-
торов углеводом. Это видно в случае очистки гликопротеина-I b тромбоци-
тов [148], антигена CD 43 лимфоцитов [165], рецепторов дофамина [77],
•сарколеммных рецепторов [42], галактозилтрансферазы дрожжей [255],
рецепторов инсулина [92] и гликопротеинов надпочечника [191] с ис-
пользованием иммобилизованного ЛИ. Сам же детергент (ДДС) даже в
зысоких концентрациях был не эффективен по сравнению с N-ацетил-О-
глюкозамином для элюции очищаемых рецепторов на ЛП-сорбенте [165].
В случае (Кон А)-сорбента десорбция рецепторов углеводом без детерген-
та (ТХ-100) не происходит (см. выше).

Проводят также обработку экстрактов или очищенных мембранных
гликопротеинов хлороформ-метанольной смесью для солюбилизации фос-
фолипидсодержащих гликопротеинов (например, лигатина) или для уда-
ления линидных примесей [171, 237, 319]. Обработка органическими рас-
творителями, по-видимому, важна и в случае регенерации лектиновых
сорбентов, используемых на первых этапах очистки рецепторов в связи с
загрязнением сорбентов гликолипидами [291].

Помимо перечисленных выше способов солюбилизации, несомненный
интерес представляют данные о солюбилизации рецепторов гидролазами,
поскольку часто полученные растворимые рецепторы уже не требуют
присутствия детергентов в элюентах при лектиновой хроматографии. Фос-
фолипазу С используют для солюбилизации гепатомных гликопротеинов
[217], трипсин — в случае лизосомных ферментов [280], трипсин в соче-
тании с ТХ-114 — в случае антигена CD 36 [152], Са3 +- и тиолзависимую
протеиназу — в случае гликопротеина-Ib тромбоцитов [148], папаин—
для обработки солюбилизированных твином и ренексом Fc-рецепторов
лимфоцитов, очищенных на ЛЧ-сорбенте [130], лизоцим — для обработки
ассоциированной с хитином высокомолекулярной формы щелочной фосфа-
тазы интегумента мухи, очищенной на (Кон А)-сорбенте [268]. Трипсин
был также полезен для разделения субъединиц сахараза-изомальтазного
комплекса из мембран кишечника человека [287].

В процессе хроматографии рецепторов на иммобилизованных лектинах
вместе с детергентами используют органические растворители, что поло-
жительно сказывается на стабилизации рецепторов, а также на снижении
гидрофобных взаимодействий между рецепторами и лектином. Этилен-
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гликоль применяют при хроматографии на (Кон А)-сорбенте: 1 М —в слу-
чае очистки антигена Thy-1 [160], 20%-ный —в случае фосфолипазы А*
[269], 10%-ный (вместе с 25%-ным глицерином) —в случае гуанилатцик-
лазы [316]. При этом увеличение используемой концентрации этиленгли-
коля может компенсироваться снижением элюирующей рецепторы кон-
центрации углевода [160], что указывает на возможность использования
углевода и для снижения гидрофобного связывания рецепторов с лекти-
ном. Хроматографию на иммобилизованном ЛУЕ-I проводят в присутст-
вии глицерина (5%), а при использовании ЛП-сорбента концентрации
глицерина варьируют: 10% [38, 50, 52, 111, 117, 163] ([310] - для
(Кон А)-сорбента), 20% [155, 246, 257] ( [258]-для (Кон А)-сорбента)

или 30% [107].
При очистке рецептора инозитолтрифосфата крыс и антигенов трипа»

носом на (Кон А)-сорбенте используют 1 мМ β-меркаптоэтанол [235,
303], а при выделении гликозилированных субъединиц АТФазы на ЛП-
сорбенте — 10 мМ β-меркаптоэтанол в сочетании с 2%-ным детергентом
[56]. По-видимому, могут применяться и другие восстановители дисуль-
фидных связей в белковых комплексах.

Важными являются вопросы элюции рецепторов, связавшихся с лек-
тиновыми сорбентами, с помощью углеводов. Обычно используют избы-
точные концентрации углевода (до 0,5 М, реже 1 Μ моносахарида): а-ме-
тил-Д-маннопиранозид и а-метил-Д-глюкопиратюзид в случае Кон А, ЛЧ-
и ЛГ-сорбентов, N-ацетил-Д-глюкозамин в случае иммобилизованных ЛП
и лектина дурмана, лактозу или .D-галактозу в случае иммобилизованных
ЛК-1, ЛК-2, ЛА и ЛС; 1Ч-ацетил-1)-галактозамин в случае ЛС; £-фукозу
в случае иммобилизованных ЛУЕ-I и лектина алеурии. Иногда применя-
ют ступенчатую элюцию возрастающими концентрациями углевода или
линейный градиент углевода, например при очистке мембраносвязанной
оксидазы [248] и рецепторов гистамина [81] на (Кон А)-сорбенте или
мембраносвязанной липоамидазы [296], рецепторов дигидропиридина и
транспортера дофамина [49, 80] на ЛП-сорбенте. Это позволяет, во-пер-
вых, удалять примесные гликопротеины с более низким сродством к лек-
тину, во-вторых, разделять близкие по физико-химическим свойствам
субпопуляции рецепторов, в-третьих, снимать с сорбента прочно связан-
ные гликопротеины с целью регенерации иммобилизованного лектина,
в-четвертых, количественно оценивать прочность связи очищаемых рецеп-
торов с лектином, чтобы в дальнейшем не применять избыточные концент-
рации углевода для десорбции. Показано, что липоамидаза элюируется
при 60 мМ ]Х-ацетил--О-глюкозамине [296], транспортер дофамина — при
125 мМ N-ацетил-Д-глюкозамине [80], рецепторы гистамина — при 80 мМ
а-метилманнозиде [81], а Тгр-оксидаза разделяется на формы, элюирую-
щиеся при 10, 20 и 50 мМ α-метилглюкозиде соответственно [248]. Перед
элюцией рецепторов специфическим для лектина углеводом полезно про-
мывание лектинового сорбента либо более низкими концентрациями того
же углевода (вариант ступенчатой элюции углеводом) как в случае ЛЧ-
и (Кон А)-сорбентов [134, 293, 294], либо не специфическим для лектина
углеводом с относительно высокой концентрацией (0,5 М) как в случаях
ЛП- и (лектин-I гриффонии)-сорбентов [108, 183, 227]. При работе с им-
мобилизованным лектином фасоли элюцию рецепторов лимфоцитов про-
водят без применения углевода (моносахариды не подходят для этого
специфичного к олигосахаридам лектина) путем подкисления элюента
до рН 3 [158], как и в случае элюции ядерных гликопротеинов эукариотов-
при хроматографии на ЛП-сорбенте [227].

При работе с иммобилизованным ЛП используют вместо N-ацетил-!)-
глюкозамина значительно более эффективные десорбирующие углеводы:
хитотетраозу [192], 3-10 мМ хитотриозу [100, 110-112, 163] или 15 мМ.
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хитобиозу (включающую 10 мас.% примесной хитотриозы), как в случае
иммобилизованного лектина дурмана [161]. Не исключено, что примеси
.хитобиозы и хитотриозы в коммерческих препаратах К-ацетил-О-глюкоза-
мина вносят существенный вклад в специфическую десорбцию указанных
выше рецепторов.

Отличительной чертой лектшювой хроматографии гликоконъюгатов
является обеспечение относительно длительного контакта иммобилизован-
ного лектина с раствором гликоконъюгата (при нанесении) и с раствором
десорбирующего углевода (при элюции гликоконъюгатов и регенерации
сорбента). Время контакта зависит от температуры. Для полноты связы-
вания рецепторов с ЛП-сорбентом инкубацию смеси проводят 16—70 ч
при 4°С [93, 107, 154, 155, 239] или 1,5-3 ч [53, 110, 111] в условиях
суспендирования сорбента [53, 107, 110, 154, 239] или рециклического
нанесения рецепторов на сорбент в варианте колоночной хроматографии
[79, 91, 92, 111, 155]. Элюциго рецепторов углеводом в случае ЛП-сорбен-
та проводят в течение ночи [93] или 1,5—3 ч при 4° С [53, 75], 15—20 мин
при комнатной температуре [194, 342] или посредством двукратной обра-
ботки углеводом по 30 мин и дольше [92, 107, 163]. В случае иммобили-
зованных лектинов дурмана, чечевицы, сои и лотуса также применяют
длительный контакт рецепторов с сорбентом [134, 212, 239]. При работе
с (Кон А)-сорбентом нанесение рецепторов проводят в течение 12—21 ч
лри 4°С [239, 316] или 4 ч при комнатной температуре [265], а десорб-
цию углеводом — порциями после периодической инкубации в течение
нескольких часов [47, 92, 269] и повышая температуру до 37° С с целью
снижения гидрофобного связывания рецепторов с лектином [25, 280].

Важным фактором лектиновой хроматографии является аффинная
или сорбционная емкость лектинового сорбента, определяемая либо по
связыванию модельных стандартных гликопротеинов, либо по количеству
иммобилизованного в 1 мл геля лектина (фирмы-производители лектино-
вых сорбентов обычно указывают емкость по количеству лектина в 1 мл
геля). Поскольку представленные в табл. 1 и 2 данные включают в по-
давляющем большинстве иммобилизованные на агарозе лектины, ниже
будут рассмотрены данные по емкости агарозных сорбентов. Наиболее
часто используются коммерческие препараты ЛП-агарозы (сефарозы, аф-
фигеля) с емкостями по лектину: 5 или 1—2 мг/мл геля (Pharmacia,
Швеция, [65, 214]), 6-10 мг/мл (E.-Y.Lab., США [36]), сорбент произ-
водства фирмы Miles-Yeda (Израиль, [320]), 1 мг/мл (Bio-Rad, США,
[124]) и др. В некоторых случаях исследователи сами синтезировали
сорбенты: ЛП-сефарозу 4В (6—20 мг/мл, [35, 48, 117]), ЛП-аффигель-10
(5—10 мг/мл [83, 196]), ЛП-реактигель-бХ (5 мг/мл [109]). Сравнение

синтезированных авторами ЛП-сефарозных сорбентов с варьирующими
емкостями по лектину в интервале 0,08—10 мг/мл показало, что одни гли-
копротеины (например, гликофорин А) хорошо связываются в случае
низкой емкости сорбента (0,08 мг/мл), а для других гликопротеинов (на-
пример, фетуина, овомукоида и о^-гликопротеина или орозомукоида) не-
обходимы емкости более 3 мг лектина в 1 мл геля [176]. С помощью
очистки в одну стадию на ЛП-сефарозе (0,08 мг/мл геля) авторам уда-
лось получить из грубых экстрактов гликофориновые рецепторы эритро-
цитов и рецепторы из гепатомных клеток с хорошим выходом и высокой
степенью чистоты [176]. В случае очистки рецепторов инсулина показа-
но, что максимальный выход рецепторов удается достичь при использова-
нии ЛП-сорбента фирмы Miles-Yeda по сравнению с аналогичными сор-
бентами других фирм [320]. В целом же, при очистке рецепторов наибо-
лее часто используют ЛП-агарозу с емкостями не менее 4 мг/мл геля.
В ряду исключений можно назвать сиалогликопротеины гепатомных кле-
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ток [124, 176] и «ι-адренергические рецепторы [320]. Замечено, что при
нанесении избыточного количества рецепторов на ЛП-сорбент возрастают
его сорбционные свойства и соответственно возрастает выход связавшего-
ся материала [83], хотя тот же эффект, возможно, мог бы наблюдаться
и при увеличении времени контакта рецепторов с лектином (см. выше).

В большинстве приведенных в табл. 1 и 2 случаях ЛГ1-сорбенты ис-
пользуются как сиалоспецифичные реагенты для связывания сиалоглико-
протеинов, что легко может быть проверено в сочетании с обработкой ре-
цепторов сиалидазой [256]. В качестве специфичного к ]М-ацетил-/>-глю-
козамину сорбента используется иммобилизованный сукцинилирован-
ный ЛП, например при очистке белка ядерных пор клеток млекопитаю-
щих [227] или немодифицированный ЛП-сорбент в случае очистки гли-
копротеинов олигодендроглии [196]. Для очистки содержащих полисиа-
ловые кислоты [ (NeuAc-a-2,8-)n] гликопротеинов (например, Na-канала
угря) вместо ЛП-сорбента лучше использовать иммобилизованный лектин
слизня [35]. Среди прочих широко используемых лектин-агарозных сор-
бентов можно назвать сорбенты с относительно высокими емкостями: Ι Ο -
Ι 6 мг/мл геля в случае Кон A (Pharmacia, Швеция), 12 и 4 мг/мл геля
в случае ЛК-1 и эритроагглютинина фасоли [156]. Емкость же ЛЧ-сефа-
розы составляет всего 2 мг/мл геля (Pharmacia, Швеция). Для очистки
пептидазы дрожжей используют (Кон А) -сефарозу с низкой емкостью —
0,5 мг/мл [295].

На связывание рецепторов может влиять и способ иммобилизации
лектина на агарозе. Сравнение различных способов активации сефарозы
с последующей иммобилизацией Кон А показало, что максимальная ем-
кость сорбента по лектину при минимальной избирательности в отноше-
нии гликопротеинов достигается в случае активирования бромцианом,
значительное снижение емкости при максимальной избирательности —
в случае активирования дивинилсульфоном и промежуточные результа-
ты—при активировании глутаровым альдегидом [321]. Используют так-
же иммобилизованные с помощью карбодиимида лектин-агарозные сор-
бенты для очистки рецепторов [156]. Отмечено, что независимо от спосо-
ба активирования агарозы избирательность лектинового сорбента возра-
стает при нанесении избыточного количества очищаемых гликопротеинов
[321]. Причиной необратимого связывания части наносимых гликопротеи-
нов при использовании полученного на бромцианактивированной сефаро-
зе лектинового сорбента (например, ЛЧ-сефарозы) может быть присутст-
вие незаблокированных остатков карбонатных и имидокарбонатных групп,
которые устраняются предварительной обработкой активированной ага-
розы посредством 0,1 н НС1 [322]. Для стабилизации лектиновых сорбен-
тов с целью предотвращения вымывания лектина и снижения емкости
сорбента, особенно в присутствии детергентов, рекомендуют дополнитель-
ную обработку иммобилизованных лектинов глутаровым альдегидом в
присутствии соответствующего лектину углевода [58, 318].

III. ИССЛЕДОВАНИЕ РЕЦЕПТОРНЫХ ГЛИКАНОВ С ПОМОЩЬЮ
ЛЕКТИНОВЫХ СОРБЕНТОВ

Набор лектинов с известной олигосахаридной специфичностью может
служить эффективным инструментом анализа структуры гликанов рецеп-
торов (см. обзоры о специфичности лектинов к гликанам [323, 324] или
гликоконъюгатам [21]). Такой анализ часто проводят с помощью комби-
нированной хроматографии на лектинах цельных гликопротеинов или их
гликопептидов и олигосахаридов (примеры см. в обзорах [21, 25, 26]),.
в том числе в сочетании с обработками гликоконъюгатов гликозидазами,
гликозоксидазами, химической модификацией углеводной части или хи-
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мическим дегликозилированием. Выбор лектина может оказаться полез-
ным для разделения полученных рецепторов на субпопуляции в зависи-
мости от их микрогетерогенности по углеводам. Например, гликофорин А
типа N, в отличие от гликофорина А типа М, не имеет связанных с аспа-
рагином (Asn) гликанов, что позволяет легко разделять оба типа на иммо-
билизованном ЛЧ [173, 175], но не на ЛП-сорбенте [177]. В то же время
гликофорины А, В и С легко отделяются от гликофорина Ε путем специ-
фического связывания с иммобилизованным ЛП [176]. Антиген ТЪу-1 не
имеет связанных с серином/треонином (Ser/Thr) гликанов и его разделе-
ние на три субпопуляции идет за счет Asn-гликанов: не реагирующую с
лектином фракцию, задерживающуюся (выходящую в большем объеме
^элюента) и связывающуюся (за счет гликанов полилактозаминного типа)
[161]. Молекулы адгезии N-CAM мозга включают тканеспецифичные
Ser/Thr-связанные гликаны со сродством к иммобилизованному Л А [146],
Ά также полисиаловые кислоты, возможно, реагирующие с лектином слиз-
ня [35, 325]. Транспортер гексоз в дефектных клетках имеет немаскиро-
занные Asn-гликаны олигоманнозидного типа, а в нормальных клетках
.эти гликаны маскируются Asn-гликанами комплексного типа, что снижа-
ет сродство к Кон А и увеличивает связывание с ЛП [29]. В рецепторах
лактотрансферрина и трансферрина обнаруживаются три- и тетраантен-
ные (полиантенные) Asn-гликаны комплексного типа, которых особенно
много в рецепторе трансферрина по данным взаимодействия с Л-ФГА
;[132, 138, 139]. Варьирующее соотношение Asn-связанных гликанов раз-
личных типов легко определяется у разных антигенов гистосовместимо-
-сти и их а- и β-цепей с помощью комбинированной лектиновой хромато-
графии олигосахаридов: по анализу 3-х фракций после (Кон А)-сорбента,
3-х фракций после (ЛК-1)-сорбента и 2-х фракций после ЛЧ-сорбента
[207, 208].

С помощью лектинов установлены олигосахаридная структура р^адре-
нергического рецептора эритроцитов и β-фруктофуранозидазы [70, 284],
совместная локализация в субъединицах гликанов олигоманнозидного и
комплексного типов в рецепторах дофамина [72], распределение полиан-
тенных, сиалированных, олигоманнозидных гликанов и гликанов с бисек-
тированным остатком 1Ч-ацетил-/)-глюкозамина в 4-х неидентичных
«убъединицах рецептора ацетилхолина [88]. Выявлено присутствие гли-
канов лактозаминного типа только в β-субъединице рецептора 1Ь тром-
боцитов и в а2-подобном компоненте чувствительного к дигидропиридину
Са-канала или в обеих субъединицах кишечного пептидного рецептора
[54, 96, 149], а также у двух субпопуляций рецепторов дофамина, рецеп-

торов освобождающего кортикотропин фактора и αι-адренергических ре-
цепторов [65, 75, 115]. С помощью двух иммобилизованных лектинов
(Кон А и ЛП) удается обнаружить различия между 6 из 7 гликопротеи-
нов мембран жировых шариков молока с учетом задержки элюции этих
гликоконъюгатов [203].

Хроматография на лектинах важна не только для оценки структуры
гликанов и устранения микрогетерогенности рецепторов по углеводам, но
также и для получения функционально активных субпопуляций рецепто-
ров, например в отношении ферментативной активности рецепторов [57,
110, 314]. В случаях очистки на лектинах гликопротеиновых рецепторов

•с установленной структурой гликанов, можно учитывать особенности
взаимодействия лектина с такого рода стандартными реагентами для
дальнейшей стандартизации специфичности лектинов.

При изучении рецепторов набор лектинов может использоваться не
только в сочетании с гликозидазами, но и в сочетании с антителами. По
«ути, совместное использование лектинов и антител предусматривается во
всех процедурах очистки или анализа антигенов, поскольку первоначаль-
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но антигены осаждают из экстрактов иммунопреципитацией (в табл. 1 и 2
показано, что в ряде случаев иммуноаффинная хроматография применя-
ется вместе с лектиновым сорбентом). Так как иммунопреципитаты вклю-
чают набор полипептидов (например, субъединиц), то выявление локали-
зации гликанов в компонентах антигенов с помощью лектинов позволяет
говорить о внутриантигенной специфичности лектинов. Нередко углевод-
ные структуры в составе гликоконъюгатов сами выступают в роли важных
для биоузнавания антигенов [10, 11, 170, 326]. Кроме того, углеводы мо-
гут играть существенную роль в функционировании рецепторов, как в слу-
чае рецепторов комплемента, транспортной активности Na+/H+-aHTnnop^
тера и транспортера глюкозы [44, 129, 327]. В других случаях гликаны
определенного типа не важны для функционирования рецепторов, напри-
мер рецептора лютропина или .Е-кадгерина [104, 328]. Возможно, что гли-
каны важны для направленной сборки компонентов рецепторов-^см;
выше), а также служат для заякоривания лектинов и лектиноподобных
эффекторов. Резервы для очистки антигенов с помощью лектинов видны из
данных по антигенной специфичности лектинов в отношении клеток"
[329-331].

IV. ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ РЕЦЕПТОРАМИ, ЭНДОГЕННЫМИ
ЛЕКТИНАМИ И ФЕРМЕНТАМИ

Особенно большой интерес исследователей привлекают антигены лей-
коцитов человека и их взаимосвязь с рецепторами адгезии и рецепторами
хоминга лимфоцитов [4—9]. Как правило, антигены лейкоцитов являются
гликопротеинами [165], например CD 36, CD 43, CD 44, CDw 44 [152, 164,,
199, 332, 333], реагирующими с иммобилизованными лектинами. Кроме
того, некоторые антигены сами проявляют свойства лектинов (например,
CD 14 как связывающий липополисахариды лектин [334]) или адгезинов.
(например, антигены CD 8, CD 11, CD 19 и др. [335, 336]). Кроме того,
антигены часто ассоциированы с ферментами: лейкозный антиген CD 13
является аминопептидазой N [337], CD 45 — протеинтирозинфосфатазой
[338], CD 73 — экто-5'-нуклеотидазой [339] и т. д. Антиген ID 4 из моз-
га млекопитающих не только ассоциирован с нуклеозиддифосфатазой
типа В, но и реагирует с лектинами, образуя таким образом тройной комп-
лекс [340]. При этом ферменты, входя в состав так называемых молекул
адгезии на поверхности клеток, активно участвуют в функционировании;
мембранных каналов (например, в случае Na+, К+-АТФазы мозга крыс
[304]) и служат рецепторами полидоменных белков внеклеточного мат-
рикса (например, в случае 5'-нуклеотидазы мышц кур — рецептора фиб-
ронектина [341]). Кроме того, сериновая эстераза необходима для прояв-
ления адгезии моноцитов за счет IgG-рецепторов (антигена CD 32), а кар-
боксипептидаза N (кининаза I ) , возможно, функционирует с рецепторами
пептидных гормонов (кининов) [292, 342]. Важную роль в метабо-
лизме клетки играют и связанные с мембранами ферменты обмена тиро-
зина: тирозилпротеинсульфотрансфераза (реагирует с сиалоспецифичиым
лектином [256], тирозиназа (реагирует с α-маннозоспецифичным лекти-
ном [253]), тирозинкиназы в составе рецепторов инсулина [260, 343—
345]), рецепторов инсулиноподобного фактора роста типа I [120], рецеп-
торов стимулирующего колонии фактора типа I или полученного из тром-
боцитов фактора роста [121, 260], рецепторов интерлейкина-3 [162], ре-
цепторов антагониста Са2 + или блокаторов Са-каналов [52], рецепторов-
лизосомных ферментов [346]. Рецепторы с тирозинкиназой и другими
протеинкиназами специфически реагируют с ЛП (см. табл. 1 и 2), а ре-
цепторы лизосомных ферментов сами проявляют свойства специфичных
к маннозо-6-фосфату лектинов. Показано также, что фосфорилирование
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белков киназами может ингибироваться фактором инициации-2, реаги-
рующим со специфичным к остаткам N-ацетилглюкозамина лектином
[347], хотя возможно и активирование содержащих кииазы рецепторов в

результате связывания с сиалоспецифичным лектином [91]. Приведен-
ные данные указывают на тесную взаимосвязь клеточных антигенов, фер-
ментов и лектинов, образующих единую сложную функционирующую
систему. Другие примеры модуляции (ингибирования или активирования)
мембранных ферментов лектинами были указаны ранее [25]. Перечис-
ленные в табл. 1 и 2 случаи высокоэффективных процедур очистки рецеп-
торов и мембраносвязанных ферментов различных классов по Междуна-
родной классификации (достижение степени очистки в 50—440 раз на лек-
тиновом сорбенте) являются дополнительным свидетельством возможной
важной роли участия эндогенных лектинов в регуляции такого рода ре-
цепторных систем.

Важная роль в биоузнавании отводится рецепторным лектинам [10,
12, 20, 326, 348], которые хорошо изучены в случае млекопитающих и
представляют собой сложно организованные олигомерные высокомолеку-
лярные гликопротеины с набором функционально различных доменов
(типа коллагена, углеводсвязывающих участков, углеводсодержащих
участков в качестве мишеней для других лектинов, факторов роста, ре-
гуляторов системы комплемента и т. д.). Примерами могут служить ре-
цепторы асиалогликопротеинов печени млекопитающих [16], связываю-
щие IgE или IgG рецепторы (антигены CD 16, CD 32, CD 64) [336, 342,
349], рецепторы хоминга [350—356], другие белки адгезии с лектиновы-
ми свойствами [357, 358]. Каждый из указанных выше рецепторных бел-
ков при определенных условиях может вести себя в соответствии с функ-
цией одного из экспрессированных доменов, поэтому иногда трудно опре-
делить ведет ли себя рецептор как лектин или как донор углеводов в
реакции с другим гликопротеином. В таких случаях помогает анализ пер-
вичной структуры аминокислотной последовательности или анализ нук-
леотидной последовательности с последующим выявлением участков го-
мологии с уже изученными лектинами. Так, продемонстрировано сходство
лектиновых доменов Fc-рецептора для IgE и содержащего РНК лекти-
на-35 и прочих растворимых лектинов [349, 359, 360], IgE- и IgG-рецеп-
торов [349], ламинин-связывающего рецептора не интегринового типа и
лектина-35 [361], молекулы адгезии ELAM-1 и лектинов [358], инсулин-
подобного фактора роста II и маннозо-6-фосфат-рецептора [362—364],ре-
цепторов эластина и галактозосвязывающих лектинов [365, 366]. Выяв-
лено биохимическое и иммунологическое сходство рецептора комплемен-
та типа III (антигены CD l ib и CD 18) с лектинами и конглютинином
[336, 367], β-глюкан-специфичного рецептора моноцитов (лектина) и ре-
цептора фагоцитоза активаторов альтернативного пути комплемента
[368], рецептора циркулирующих маннозильных гликопротеинов из си-
нусоидальных клеток печени (лектина) и лектина мозжечка R1 [369],
а также рецепторных лектинов эритроцитов; транспортеров глюкозы и
белков полос 3, 4 и 5 [370, 371], транспортера углеводов и связывающего·
нуклеотиды белка [372]. В лектин-гликоконъюгатных взаимодействиях
участвуют и другие рецепторы и антигены, например взаимодействие
эндогенного церулоплазмина (ферроксидазы) и эритроцитов человека
[373, 374], комплексообразование между антигеном CD 4 и гликопротеи-
ном 160 кД оболочки вируса типа 1 иммунодефицита человека [375]; ан-
тигенами CD 4, CD 8, CD 2 и CD 3 и митогенными экзогенными (чуже-
родными) лектинами растений или микробными факторами вирулент-
ности.

Другие примеры сходных между собой рецепторов можно найти в·
табл. 1. Кроме того, выявлено структурное и функциональное сходство
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между рецептором эластина и рецептором ламинина [380], а также меж-
ду рецептором а2-макроглобулина и рецептором липопротеинов низкой
плотности [381].

Примеры рецепторных лектинов и адгезинов различных организмов
(в том числе микроорганизмов) можно также найти в книгах [26, 376].
Помимо указанных выше лектинов с обычной (часто встречающейся) спе-
цифичностью к углеводам (маннозо-, галактозо- фукозоспецифичных)
следует отметить специфичность новых лектинов в качестве потенциала
ных инструментов анализа гликоконъюгатов. Рецепторный лигатин спе-
цифичен к маннозо-6-фосфату в составе гликопротеинов [26, 319], а-рам-
нозосвязывающими являются лектины из икры рыб Τ -супрессоров
[12, 26], рецепторы хоминга лимфоцитов проявляют сиалоспецифичность
и сродство к сульфатированным фуканам [353, 354], факторы колониза-
ции бактерий обладают повышенным сродством к сульфатированным гли*-
колипидам [18], адгезивные лектины простейших — паразитов (например,
•розбудителя амебной дизентерии) относятся к галактозо/1Ч-ацетилгалак-
«•озаминспецифичным белкам [377], рецепторные лектины личинок насе-
комых (например, комаров) являются N-ацетилглюкозаминспецифичны-
ми [378], домены сорбции на полисахаридах ряда гликозидаз микроорга-
низмов и рецепторы фагоцитоза макрофагов являЪтся β-глюканспецифич-
ными [27, 368], коровый белок протеогликана хрящей ведет себя как
ксилозоспецифичный, фимбрии типа I бактерий и лектины луковиц ряда
растений узнают гликаны олигоманнозидного типа [21], лектиновые ре-
цепторы гепатоцитов специфичны к /^-глицеро-Д-манногептозным остат-
кам в липополисахаридах [20, 379]. После солюбилизации таких рецеп-
торных лектинов (ферментами, низкой ионной силой и т. д., см. выше)
полученные препараты можно использовать в наборе с прочими коммер-
ческими лектинами, как описано выше.

V. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Потенциальными мишенями лектинов могут быть не только перечис-
ленные выше гликопротеины (см. также табл. 1 и 2), но и связанные с
клеточной поверхностью протеогликаны (например, гиалуронатсвязы-
вающий рецептор или ассоциированная с хитином высокомолекулярная
форма щелочной фосфатазы насекомых [199, 268], полисахариды с раз-
личной степенью ветвления и типом связи [21, 382], липополисахариды
[20, 21, 379], липофосфогликаны [298], гликолипиды [18, 21]. Помимо
наружных, связанных с клеточной поверхностью гликоконъюгатов, описа-
но много внутриклеточных связанных с органеллами гликоконъюгатов,
реагирующих с широким набором лектинов [11], в том числе поли-А-
полимераза, рибонуклеотид-редуктаза и гликопротеин-62 ядерной мембра-
ны [227, 249, 265], галактозилтрансфераза аппарата Гольджи [255],
фосфолипаза Αι, тирозинкиназа и сс-глюкозидаза лизосом [269, 280, 346],
фактор инициации-2 рибосом эукариотов [347], гликозидааы процессинга
гликопротеинов эндоплазматического ретикулума [281—283] и др. (см.
табл. 1 и 2). Описаны процедуры очистки и разделения протеогликанов,
полисахаридов и неидентифицированных гликоконъюгатов на лектиновых
•сорбентах [21, 26, 382, 383]. Гликолипиды после их солюбилизации в
95%-ном тетрагидрофуране с водой могут успешно разделяться на иммо-
билизованных лектинах, например на (лектин улитки)-сорбенте [384].
Липополисахариды бактерий, в принципе, также можно разделять с по-
мощью избирательной преципитации лектинами, особенно в случае раз-
личных липополисахаридов Ra-типа.

Для выявления и идентификации рецепторных гликоконъюгатов ис-
пользуются различные варианты качественного и количественного мик-
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роанализа с использованием набора лектинов [21, 27]. Лектин-перокси-
дазные конъюгаты широко применяются в гистохимии, особенно в слу-
чаях опухолевых и других болезней человека [385]. Меченные перокси-
дазой или биотипом лектины наиболее широко используют в блотинговых
вариантах анализа, например в случае гликопротеинов мембран клеток
крови [387], антигенов гистосовместимости [20], сарколеммных глико-
протеинов [42] и рецепторов ацетилхолина [88]. Лектиновые конъюгаты
этого же типа применяются с использованием планшетов для иммунофер-
ментного анализа при изучении рецепторов нативных клеток прото- и
эукариотов [388-390], рецепторов плазматической мембраны [391] или
очищенных рецепторов, например эритроцитарных рецепторов для фимб-
рий типа I бактерий и фосфоманнозильного рецептора [213, 392]. При
этом лектиновый анализ в значительной степени дополняет использование
антител [18, 386, 393].

Повышенный интерес исследователей проявляется к. рецепторам мик-
роорганизмов, как в составе клеточной поверхности эукариотов, так и по-
верхности самих протокариотов (см. табл. 1 и 2). Это связано с узнава-
нием типа лектины — гликоконъюгаты в инфекционных и иммунных про-
цессах [13—15, 376], возможностями лектинов в медицинской диагности-
ке [394, 395], а также при работе с бактериями, дрожжами и грибами
(например, см. [393, 395—401]).

Данные о взаимодействии лектинов с гликанами растворимых глико-
протеинов [24, 26] могут быть использованы в лектиновом анализе свя-
занных с клеточными структурами форм этих гликоконъюгатов, по-
скольку установлено значительное сходство их углеводной части, как в
случае РНКазы T2-L из Aspergillus oryzae [276], β-фруктофуранозидазы
редиса [284] и а-1,2-маннозидазы печени млекопитающих [283], а также
рекомбинантного гликопротеина-160 вируса СПИД [228]. Такое сходство-
объясняется общими закономерностями биосинтеза гликанов гликопро-
теинов в эндоплазматическом ретикулуме и аппарате Гольджи клетки.
Кроме того, в процессе секреции гликопротеинов во внеклеточное прост-
ранство в ряде случаев гликопротеины остаются связанными с клеточной
поверхностью или солюбилизируются эндогенными гидролазами (см. выше
о солюбилизации рецепторов).

Следует отметить, что возможности лектинов (даже набора, казалось
бы уже довольно хорошо изученных, коммерческих лектинов) еще далеко
не исчерпаны, поскольку наши представления о специфичности лектинов
к олигосахаридам, гликопептидам, неогликопротеинам (шире — неоглико-
конъюгатам) и природным гликопротеинам с уже известным расположе-
нием гликанов на поверхности белка постоянно углубляются, особенна
в последнее время. Практически не исследована специфичность коммер-
ческих лектинов к бактериальным гликопротеинам [22], стероидным гли-
козидам [402] и углеводсодержащим антибиотикам, гликолипидам жи-
вотных, липополисахаридам бактерий [21]. Вместе с тем, в настоящее
время выявлены новые типы углевод-пептидной связи: Rha-Rha-Rha-Asn
в случае бацилл, Gal-£-l,3-GalNAc-Ser/Thr у грибов, Fuc-Ser/Thr [403,
404], Glc-o-l,6-Glc-P-l,6-Glc-a-l-Asn [405], GlcNAc-Ser/Thr [11] у млеко-
питающих, причем последние две структуры реагируют с иммобилизован-
ными Кон А и ЛП соответственно [ 11, 405].

Поскольку процедуры получения препаратов лектинов относительно·
просты [382, 385, 406], а список высокоочищенных лектинов из микроор-
ганизмов, беспозвоночных, растений и животных быстро растет [26,376].
то налицо хорошая перспектива использования лектиновых наборов в ка-
честве тонких инструментов анализа гликоконъюгатов в сочетании с гли-
козидазами и антителами.
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