
ление и плотность пауков, можно учитывать роль Th. im pressum  в ди­
намике численности популяций вредителей на II и III этапах защиты 
урожая [7], например, в посевах овса.
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А . В. Т И М О Ш Е Н К О , С. Н . Ч Е Р Е Н К Е В И Ч , А. Б. С А М А Л Ь

РОЛЬ АКТИВНЫХ ФОРМ КИСЛОРОДА  
В КОНКАНАВАЛИН А-ИНДУЦИРОВАННОЙ  

АГГЛЮТИНАЦИИ ЛИМФОЦИТОВ

Агглютинация лимфоцитов, индуцированная действием лектинов, яв ­
ляется важ ны м тестом функциональной активности клеток. Агглютини­
рующая способность клеток возрастает при опухолевой трансформа­
ции [1], но снижается при дифференцировке [2]. Явление агглютинации 
учитывают при культивировании клеток в присутствии митогенных лек­
тинов [3]. М ожно предположить, что образование межклеточных контак­
тов необходимо для клеточной стимуляции, так  как в условиях, исклю­
чающих взаимодействие клеток, ответа на митоген не наблюдали [4]. 
В этой связи актуальны вопросы о молекулярных механизмах митоген- 
индуцированной агглютинации клеток, установлении факторов, обеспе­
чивающих регуляцию этого процесса.

Некоторые исследователи [5—9] предлагают рассматривать активные 
формы кислорода (АФК) — синглетный кислород (Юг), супероксидный 
анион-радикал ( 0 . \  ), перекись водорода (Н20 2) и гидроксильный ради­
кал ( О Н ) в качестве эндогенных медиаторов, участвующих в реализа­
ции раннего ответа клеток на стимулирующие воздействия. Действие 
АФК проявляется благодаря их высокой химической активности и спо­
собности модифицировать структурно-функциональные свойства клеток 
[10]. Ранее  нами отмечено [8], что А Ф К  принимают участие в процессах 
агглютинации й эндоцитоза поликлонального митогенного лектина кон- 
канавалина А (Кон А). В данной работе приведены результаты, позво­
ляющие оценить вклад  различных типов АФ К в процесс Кон А-индуци- 
рованной агглютинации тимоцитов, полученные с использованием спе­
цифических перехватчиков АФК.

Материал и методика

Клетки выделяли из тимуса белых беспородных крыс, полученных из 
питомника лабораторных животных АМ Н СССР «Рапполово» (Ленин­
градская обл.), по стандартным методикам и суспендировали в фосфат­
ном солевом буфере Дюльбекко, pH 7,3, содержащем СаС12 [3].

Скорость агглютинации тимоцитов оценивали по изменению свето- 
пропускания клеточной суспензии с использованием высокочувствитель­
ного лазерного нефелометра [11]. Измерения проводили в термостати-
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руемой кварцевой кювете при 3 7 °С, концентрация клеток составляла 
5 - 10е кл/мл. Скорость агглютинации характеризовали величиной изме­
нения светопропускания суспензии через 5 мин после внесения Кон А 
(рис. 1) в концентрации 25 мкг/мл. Использованная доза Кон А обеспе­
чивала достаточно высокую скорость агглютинации клеток и воспроиз­
водимость измерений.

Д ля  оценки влияния АФК на агглютинацию тимоциты преинкубиро- 
вали с перехватчиками АФК или Н 20 2 в течение 5 мин перед добавлени­
ем Кон А.

В работе использовали Кон А, каталазу, маннит, супероксиддизму- 
тазу, а-метил-Д-маннозид (сс-ММ) фирмы S igm a (СШ А), L-триптофан 
фирмы Reanal (В Н Р ),  пероксидазу фирмы Boehringer M annheim 
(Ф Р Г ),  остальные реактивы отечественного производства квалификации 
«х. ч.».

Количественные данные, приведенные в работе, представляют сред­
нее четырех — семи независимых экспериментов, выполненных с клетка­
ми, выделенными из различных животных. Достоверность различий сред­
них оценивали с помощью критерия Стъюдента.

Результаты и их обсуждение

Н а рис. 1 изображена типичная кривая изменения светопропускания 
суспензии от времени после добавления Кон А. Увеличение светопро­
пускания клеточной суспензии связано с образованием клеточных агре­
гатов и уменьшением общей светорассеивающей поверхности клеток. 
При введении углеводного гаптена а-М М  наблюдается уменьшение све­
топропускания суспензии тимоцитов, связанное с разрушением клеточ­
ных агрегатов (см. рис. 1, кривая 3).  В присутствии а-М М  Кон А агглю­
тинацию клеток не вызывает (см. рис. 1, кривая 2).  Контрольные экспе­
рименты с использованием световой микроскопии показали наличие 
корреляции между образованием клеточных агрегатов и изменением све­
топропускания суспензии, свидетельствующей о применимости исполь­
зуемой методики для изучения процесса агглютинации тимоцитов.

Влияние перехватчиков АФК на КОН А-индуцированную  
агглютинацию тимоцитов крыс

Тип п ерехватчиков, концентрация
С корость аггл ю ­

тинации, % от 
кон троля

Пер.ехватчики *ОН:

этанол, 200 ммоль/л 54 +  5

бензоат калия, 5 м м оль/л 56 +  7

триптофан, 1 м м оль/л 84 +  6

манннт, 25 м м оль/л 86 +  4

тиомочевина, 20 ммоль/л 88 +  4

П ерехватчики Юг:

1, 4 -диазобицикло-2 ,2,2-октан, 2 м м оль/л 64 +  4

азид натрия, 1 м м оль/л 76 +  3

П ерехватчики 0 2—:

адреналин, 0,25 м м оль/л 92 +  5*

супероксиддизм утаза, 25 мкг/мл 90 +  4*

П ерехватчики Н20 2:

к ат а л а за , 50 м кг/мл 195 +  8

пероксидаза, 25 м кг/м л 310 +  6

* Статистически недостоверны е отклонения от контроля (Р > 0 ,0 5 ) .
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Рис. 1. И зменение светопропускания 
суспензии тимоцитов крыс от времени 
после добавления Кон А в отсутствии 
( 1) и присутствии (2) 0,1 моль/л 
а-М М . К ривая 3 характеризует  д е з­
агрегацию  клеток при добавлении 
0,1 м оль/л  а -М М . Д / — величина и з­
менения светопропускания суспензии, 
которую  использовали д л я  оценки 

скорости агглю тинации клеток

Рис. 2. Влияние Н20 2 на относительную 
скррость Кон А-индуцированной агглю тина­

ции тимоцитов крыс:
1 — без добавок перехватчиков; 2 — в присутствии 
5 ммоль/л бензоата калия; 3 — в присутствии 

1 ммоль/л 1,4-Диазобицикло-2,2,2-октана

В таблице представлены данные о влиянии перехватчиков АФК на 
Кон А-индуцированную агглютинацию тимоцитов. Перехватчики -ОН и 
Ю2 вызывали достоверное ингибирование процесса агглютинации 
(Р < 0 ,0 5 ) .  Однонаправленность ингибирующего действия этих перехват­
чиков говорит о том, что соответствующие АФК способствуют ускорению 
процесса агглютинации тимоцитов. Влияние супероксиддизмутазы и ад^ 
реналина, взаимодействующих с О г- , на агглютинацию незначительно 
(причем эффект статистически недостоверен для Р < 0 ,0 5 ) .  По эффектив­
ности стимулирования процесса агглютинации рассмотренные АФК мож­
но расположить в следующей последовательности: О Н ^ П О ^ О Г ” •

К аталаза  и пероксидаза, утилизирующие Н 2О2, приводят к значи­
тельному ускорению агглютинации клеток. При этом действие фермен­
тов наблюдалось на любой стадии процесса агглютинации и зависело от 
их концентрации. Эти данные, однако, не позволяют сделать однознач­
ного вывода о специфичности действия Н 20 2 на исследуемый процесс, так 
как  не исключена возможность влияния на агглютинацию продуктов 
окисления, образующихся в ходе пероксидазных реакций и неспецифи­
ческого взаимодействия ферментов с Кон А. Поэтому нами проведено 
изучение влияния экзогенной Н 20 2 на Кон А-индуцированную агглюти­
нацию тимоцитов.

Из рис. 2 видно (кривая 1), что эффект Н 20 2 не является однонаправ­
ленным: Н 20 2 в концентрациях 10-5— 10-4 моль/л оказывает стимулирую­
щее воздействие на агглютинацию, а при более высоких концентрациях 
вызывает ингибирование действия Кон А.

Характер зависимости скорости агглютинации тимоцитов от концент­
рации Н 20 2 заслуживает отдельного рассмотрения. Ингибирование аг­
глютинации при высоких концентрациях Н 20 2 связано, очевидно, с окис­
лительным повреждением мембранных структур клеток, в частности 
сульфгидрильных групп, которые участвуют в реакциях агглютинации 
клеток [12]. В то же время Н 20 2 легко разлагается с образованием ОН-ра- 
д икала  в реакциях с клеточными редуктантами [13] или металлами пе­
ременной валентности [14]. При этом появление 'ОН должно приводить, 
как  следует из данных по действию перехватчиков АФК (см. таблицу), к 
ускорению процесса агглютинации. Д ля  выявления эффекта ОН иссле­
довано влияние на агглютинацию клеток бензоата калия — специфиче-
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ского перехватчика ОН в клеточных системах [5], добавленного на фоне 
Н20 2. Из рис. 2 видно, что на кривой 2, характеризующей зависимость 
скорости агглютинации тимоцитов от концентрации Н 20 2 в присутствии 
бензоата, максимум проявляется значительно слабее, чем для контроль­
ного образца клеток (кривая 1). 1, 4-Диазобицикло-2, 2, 2-октан (пере­
хватчик Ю 2) такж е вызывает снижение скорости агглютинации, но с со­
хранением выраженного максимума при концентрациях Н 20 2 10~5— 10-4 
моль/л (кривая 3).

Таким образом, ускорение агглютинации в присутствии относительно 
низких концентраций Н 20 2 связано преимущественно с действием ОН, 
образующегося при разложении Н 20 2 в клеточной суспензии. При высо­
ких концентрациях Н 20 2 (больших 5• 10-4 моль/л) эффект ОН исчезает, 
возможно, вследствие взаимодействия между Н 20 2 и ОН [14].

Полученные результаты свидетельствуют о том, что изменение 
уровня генерации А Ф К в клетках приводит к существенной модифика­
ции ответа тимоцитов крыс на Кон А. Так как появление АФК. в клетках 
может быть объяснено функционированием трансмембранных электрон- 
транспортных редокс-цепей, обеспечивающих восстановление молекуляр­
ного кислорода, становится очевидным вовлечение редокс-процессов в 
регуляцию Кон А-индуцированной агглютинации лимфоцитов.
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