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ВВЕДЕНИЕ
Пространственная структура многих биологических молекул — 

один из наиболее важных факторов, определяющих их функцио­
нальную активность в организме. Исследование структурной и 
функциональной организации гликопротеинов, выявление груп­
пировок, обеспечивающих процессы узнавания, комплексообразо­
вания и активации клеточных рецепторов имеет ключевое значе­
ние для изучения механизмов их действия и понимания принци­
пов функционирования клеточных регуляторных систем. Эта 
проблема имеет и практическое значение, поскольку выяснение 
основных закономерностей строения и действия молекул при­
родных биорегуляторов является необходимой предпосылкой це­
ленаправленной модификации их структур с целью создания но­
вых лекарственных препаратов, ингибиторов и средств диагности­
ки для медицины и ветеринарии.

Углеводы — источник энергии и структурирующий материал. 
В последнее время усилился интерес к роли углеводов как специ­
фического узнающего маркера в биологических процессах.

Все опухолевые клетки характеризуются изменениями в угле­
водном составе и структуре по сравнению с нормой. Изменения в 
структуре кора N-аспарагинсвязанных углеводных цепей обычно 
не влияют на антигенные свойства гликопротеинов, однако изме­
нения в периферической части N- или О-гликанов могут внести 
вклад в антигенную структуру опухолевых клеток. Измененная 
структура углеводов клеточной поверхности может вызывать из­
менения в процессе узнавания клетки клеткой и изменение кле­
точной адгезии. Углеводы могут модулировать антигенность мем­
бранных белков, функцию рецепторов. Такие изменения антиген­
ного статуса клеточной поверхности необходимы для консервиро­
вания трансформированных фенотипов (опухолевых клеток). 
Генетический механизм, контролирующий транскрипцию гликозил- 
трансферазы и регулирующий организацию гликозилтрансферазы, 
несомненно, будет в недалеком будущем областью, на которой 
сфокусируется внимание при изучении углеводных антигенов, 
ассоциированных с опухолью.

В настоящее время имеется достаточное количество фактов, 
свидетельствующих, что углеводные группы..гликопротеинов име-



ют важное значение в осуществлении их биологической роли: это 
и стабилизация конформации белка, и специфичность групп кро­
ви, и контроль за временем жизни в циркуляторной системе, за 
поглощением гликопротеинов клетками.

В сывороточных гликопротеинах углеводные группы, в част­
ности, модифицируют физико-химические свойства белков измене­
нием их гидрофобности, заряда, массы, размера.

Перспективны прикладные аспекты исследования структуры 
и функций гликопротеинов. Это диагностика генетических нару­
шений углеводного метаболизма, разработка методов пришивки 
углеводов к ферментам для их стабилизации, для продления вре­
мени их жизни в кровотоке и доставки их прямо к месту дейст­
вия, пришивка лекарств к сахароспецифическим белкам-лекти­
нам с целью транспортировки, создание антисывороток к лектинам 
клеточной поверхности бактерий с целью предупреждения инфек­
ционных болезней, создание препаратов целевого назначения и 
пролонгированного действия.

Углеводы — прекрасный объект для образования некоторых 
специфических структур. Если из 3 аминокислот можно составить 
6 различных пептидов, то из 3 сахарных остатков — в 10 раз 
больше. Однако несмотря на астрономическое число структур, 
которое можно образовать из моносахаридов, по-видимому, в 
природе существуют определенные ограничения, которые сильно 
снижают число структур, действительно образуемых живыми ор­
ганизмами.

В связи с огромным биологическим значением гликопротеинов 
в данной работе мы стремились подытожить исследования, по­
священные изучению структуры и функции этого класса биополи­
меров, выяснению их взаимосвязи на отдельных конкретных при­
мерах и попытались определить задачи ближайшей перспективы.



Глава I.
ГЛИКОПРОТЕИНЫ.

СОСТАВ, СТРУКТУРА
И ОБЩИЕ ПРИНЦИПЫ СТРОЕНИЯ

Согласно современным представлениям, гликопротеины — 
структуры, состоящие из ковалентно связанных полипептидного 
и углеводного компонентов. Этот класс смешанных биополимеров 
широко распространен в природе. Гликопротеины находятся на 
клеточной поверхности, циркулируют в кровяном русле в качест­
ве транспортных белков, ими являются гормоны, ферменты, им­
муноглобулины, токсины, лектины и структурные белки. Особен­
но богата гликопротеинами сыворотка, где из 60 идентифициро­
ванных белков только 2 (альбумин и преальбумин) не содержат 
сахаров. Другой богатый источник гликопротеинов — куриный 
белок, где все белки гликозилированы (за исключением лизо­
цима) .

Размеры молекул гликопротеинов и соотношение белкового и 
углеводного компонентов варьируют в широких пределах. Угле­
водная часть может составлять от 1—3% (овальбумин, коллаген) 
до 80—90 %: (группоспецифические вещества крови) всей молеку­
лы гликопротеина.

В олигосахаридных цепях гликопротеинов встречается набор 
лишь из 11 моносахаридов (всего в природе обнаружено около 
200 различных моносахаридов). В основном это гексозы, их про­
изводные N-ацетилгексозамины и сиаловые кислоты. Сиаловая 
кислота — типичный компонент гликопротеинов, в ее молекуле 
содержится 9 углеродных атомов и различные функциональные 
группы, придающие этому соединению свойства дезоксиаминоса­
харов. «Сиаловые кислоты» —• групповое название все?б N-аце- 
тилнейраминовых, О-ацетилнейраминовых и гликолилнейрамино- 
вых кислот. Один из наиболее часто встречающихся представи­
телей сиаловых кислот в гликопротеинах — N-ацетилнейраминовая 
кислота. Она вместе с фукозой обычно занимает терминаль­
ное положение в олигосахаридных цепях гликопротеинов. Благо­
даря наличию карбоксильной группы сиаловая кислота обладает 
довольно сильными кислотными свойствами (рКа = 2,6) и обуслов­
ливает отрицательный заряд молекулы 'гликопротеина.

Все сахара имеют D-конфигурацию, однако дезоксигексоза 
(L-фукоза) и 2 пентозы (L-арабиноза и L-ксилоза) также яв­
ляются составными частями углеводных групп гликопротеинов.
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В олигосахаридных цепях моносахариды связаны ковалентными 
связями, которые образуются при реакции гидроксильной группы 
при С-1 с любой гидроксильной группой (кроме С-1) второго мо­
носахарида, что сопровождается выделением воды. Конфигурация 
при С-1 может варьировать, в результате образуются а- или 
р-гликозидные связи.

Размеры углеводных цепей гликопротеинов колеблются от ди- 
сахаридного звена до очень сложных структур, содержащих 18 
или более моносахаридов. Углеводные цепи характеризуются раз­
ветвленной структурой, подобно дереву с относительно жестким 
стволом и несколькими ответвлениями, обладающими высокой 
конформационной подвижностью.

Общая черта гликопротеинов — наличие углевод-белковой свя­
зи. Олигосахариды присоединяются лишь к немногим боковым 
цепям аминокислотных остатков белков. Чаще всего в образова­
нии связи участвует С-1 N-ацетилглюкозамина и амидная группа 
аспарагина. К остатку N-ацетилглюкозамина присоединяются 
другие моносахариды. Углеводные цепи, присоединенные таким 
путем к полипептиду, называются N-гликанами.

Олигосахаридные группировки, прикрепленные к белку N-гли- 
козидной связью, содержат, как правило, внутренний кор, состоя­
щий из разветвленного пентосахарида (Man)3 (GlcNAc)2. Пери­
ферические остатки маннозы в нем всегда замещены либо до­
полнительными остатками маннозы в форме коротких или длин­
ных олигосахаридов, либо дисахаридными единицами Gal 1— 
4 GlcNAc, к которым часто прикрепляется N-ацетилнейраминовая 
кислота. Эти два типа N-гликанов называются маннозобогатыми 
и N-ацетилгалактозаминными.

Встречаются структурные варианты периферических цепей 
более сложного типа, например последовательность в гликопро­
теине мембран тимоцитов теленка: Gal 1 —3Gal 1—4 GlcNAc.

В гликопротеине вируса гриппа к N-гликану прикреплена 
сульфатная группа. В лизосомальных ферментах (N-ацетил-р-О- 
гексозаминидаза и p-глюкуронидаза) маннозный остаток в поло­
жении 6 фосфорилирован.

Другой тип связи — О-гликозидная. Для нее характерно при­
сутствие дисахарида Gal 1—3 GalNAc, связанного с серином или 
треонином. В незамещенной форме этот дисахарид найден в не­
которых иммуноглобулинах и антифризовых гликопротеинах ан­
тарктических рыб. Обычно он представлен в замещенной форме, 
например в фетуине, гликофорине, муцине подчелюстной железы, 
в групповых веществах крови.

В растениях олигосахаридные группировки, как правило, при­
соединяются к оксилизину или оксипролину. Распространена 
связь, когда L-арабиноза прикреплена гликозидной связью к 
оксипролину. В некоторых растительных гликопротеинах к окси­
лизину может присоединяться также D-галактоза. К оксилизину, 
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который входит в состав коллагенов позвоночных и беспозвоноч­
ных, D-галактоза прикрепляется Ş-гликозидной связью. К поли- 
пептидному остову коллагена присоединяется дисахарид Gal 1— 
2 Gic.

Дрожжи и плесени синтезируют гликопротеины с О-гликозид- 
ной связью, в которых углеводные цепи связаны через маннозу с

GSnNÄc
1 ■

Man 1-Sts . F
Wlan1>3 ^Manl-R
GEc 1 — 2Mail‘K'

Mani
Man 1
Mani —2Manr

''•’Mani— R 
cl 3

Wan1^2Man1<|Mani<6 
Man1-^ ^3Мап1 -R

Mani'

Man1<6 *“Man1<6
Mani-' <*,3 Mani —R

GEcNAc

Mani —3Man1<< 4* Мап1“ЗМап1^-бМап1_ R
а ^змап1-к Man1^

GEcNAd —2Man1-^
IP VI1

GEcNAc
V GEcNAc

1 
p

GEeNAd— 2Man1-SLeM4n1_R ■ 
fi - <4 $

GEcNAc!.-— 2 Man I

Рис. 1. Структура олигосахаридных цепей овальбумина (по 
Narasimhan et al., 1980).

R—GlcNAc 1 —-— 4GlcNAc 1-----Asn

остатками серина и треонина. Такие же связи найдены в минор­
ных компонентах гликопротеинов млекопитающих.

Синтез олигосахаридных цепей гликопротеинов осуществляет­
ся без шаблона гликозилтрансферазами. Этот тип синтеза без 
участия гена менее точен, чем белковый. Следствием является 
микрогетерогенность олигосахаридных цепей гликопротеинов. Гли­
копротеины с одинаковой полипептидной последовательностью 
могут иметь олигосахаридные группировки разной структуры. На­
пример, единственная олигосахаридная группировка овальбумина 
является смесью 7 разных структур, прикрепленных к одному и 
тому же месту полипептидного скелета (рис. 1).
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Тиреоглобулины. В состав тиреоглобулина человека входят 3 
типа олигосахаридных цепей, включающих следующие сахара: 
галактозу, маннозу, N-ацетилглюкозамин, сиаловую кислоту и 
фукозу. Кроме этих сахаров, тиреоглобулин человека содержит 
незначительное количество N-ацетилгалактозамина (Arima et al., 
1972). По данным Ravitch et al. (1968), на 1 молекулу тиреогло-

Таблица 1

Углеводный состав тиреоглобулина, %

Источ­
ник ТГ NeuNAc GlcNAc Man Gal Fuc Сумма Автор

Свинья 2,7 4,0 .—. —— .— Gottschalk. Ada, 1956
1,2 2,74 2,64 1,34 0,48 8,40 Spiro, Spiro, 1963
1,13 3,11 2,38 1,18 0,43 8,23 Spirö, Spiro, 1965
1,35 — • — — .—. Tarutani et al., 1977

Овца — 1,9 — — — ■—. Ingbar et al., 1959
1,4 1,8 4,5* —. — —■ Murthy et al., 1964
1,48 2,63 2,71 1,26 0,40 8,48 Spiro, Spiro, 1963
1,39 2,98 2,44 1,13 0,36 8,30 Spiro, Spiro, 1965
1,21 2,5 2,6 1,32 0,33 7,96 Arima et al., 1972

Теленок 1,2 —— —. .— -— —— Wollman, Warren, 1961
1,5 — ■—. .— — — Robbins, 1963
1,36 2,60 2,32 1,34 0,41 8,03 Spiro, Spiro,1963
1,29 2,95 2,09 1,2 0,37 7,90 Spiro, Spiro,1965
1,15 2,85 2,47 1,43 0,53 8,43 Алимбабаева, 1985

Человек 1,08 3,40 3,48 1,34 0,52 9,82 Spiro, spiro, 1963
1,01 3,86 3,13 1,21 0,46 9,67 Spiro, SPiro, 1965
1,03 —. 5,3* — ■— — Tarutani et al., 1977
1,07 — — — — «— Salabe et al., 1976
0,52 4,11 4,90* — 0,67 10,20 Dunn, Ray, 1978
1,13 3,27 3,55 1,44 0,54 9,93 Arima et al., 1972 

Hove-Va ndenbrouche,.
0,61 — — —. —. — Couvreur, 1978
0,98 4,50 2,22 1,42 0,57 9,69 Алимбабаева, 1985

I* Сумма гексоз,

булина человека приходится 3—4 остатка N-ацетилгалактозами­
на. Позже (Arima et al., 1972) было показано, что в тиреоглобу­
лине содержится 13 остатков галактозамина, т. е. 10% всех 
гексозаминов. Сиаловые кислоты в тиреоглобулине человека и 
животных встречаются в виде N-ацетилпроизводных. В тиреогло­
булине животного происхождения N-ацетилгалактозамин и гексу­
роновые кислоты не обнаружены (Pierce et al., 1965, Ito et al., 
1977).

Данные разных авторов, полученные при определении отдель­
ных углеводных компонентов тиреоглобулина некоторых животных 
и человека, представлены в табл. 1. Как видно из данных табли­
цы, в тиреоглобулине животных 3 видов содержание маннозы, 
галактозы и фукозы приблизительно одинаково. Содержание.
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Г^-ацетилглюкозамина колеблется от 1,8 (у овцы) до 3,11%: (у 
свиньи). В тиреоглобулине свиньи, овцы и теленка количество 
сйаловых кислот варьирует от 1,0 до 1,5%. По данным Spiro, 
Spiro (1963, 1965), тиреоглобулины свиньи и овцы по составу

UA -I 
(9%)

U А-И 
(17%)

. r'-З-з Мап1~7'| Мап1 — 4&EcNAc1 — 4&ScNAc — Asn 
К1^-2Мап1-^3

r —g
’>-зМап1-^бМап1 JL4(jtcNAcı -A- 4GEcNAc — Asn

K2

' Й^зМаП1'^’зМап1—4McNAci — 4G?cNAc — Asn 
R3_%-2Man1^"

R 62^_3Wlan 1~İ6 Man1JL4G.ecNA(:1 — 4G£cNAc —Asn
. 5.3

Ri^-2Mlan1^

R 6 o(.R 3 МаП Wlanl—4GEcNAc1 — 4G?cNAc— Asn

R >2Man1-^

R ^Manl —4GEcWAc1 — 4G?cNAc— Asr.
>2Man1-x' 

r2

ид-ш 
(20%)

R2-
R,-

с£ 
с<_ 63Мап1-^;

с^— зМаг>1—4G£cNAci — 4GEcNAc— Asn
- 2

31
с£_ 2Мап1

UA -БГ

*04

*

оС, Дмап1— 4CEcNAc1— 4G£cNAc— Asn
(27 %)

я2 -2Mlan1-^

UA-V
■r2
R2

:|WlanK
' ® Wlanl—4GetNAc1—4 GEcNAc— Asrt

(27%) Mani'''

Рис. 2. Структура олигОсахаридной единицы типа А (по. 
Tsuji et al., 1981)

R, —Man 1 —— 2 Man 1; R,=Man 1

сахаров идентичны тиреоглобулину теленка; их сумма составляет 
примерно 8,3% всего белка. Тиреоглобулин человека отличается 
от тиреоглобулина других видов тем, что в нем присутствуют в 
большем количестве остатки нейтральных сахаров и N-ацетил- 
глюкозамина. Содержание же сиаловых кислот в тиреоглобулине 
человека несколько снижено и колеблется от 0,5 до 1,2% •



В составе тиреоглобулина человека существуют 3 типа олиго- 
сахаридных единиц — А, В и С, различающихся качественным й 
количественным содержанием углеводов. Олигосахаридные груп­
пировки типа А и В присоединены к белковой части тиреоглобу­
лина через N-гликозидную связь, то есть в этой связи участвуют 
NH-группы глюкозамина и |3-карбоксильная группа аспарагино­
вой кислоты (Fucuda, Egami, 1971; Arima, Spiro, 1972; Ito et al., 
1977; Tsuji et al., 1981; Yamamoto et al., 1981). Олигосахарид 
типа С является галактозаминбогатым и связан с белковой частью 
молекулы посредством О-гликозидной связи с аминокислотными 
остатками треонина или серина (Spiro et al., 1979; Arima et al., 
1972).

Олигосахаридную единицу А можно отнести в группу «прос­
тых» углеводных цепей (Montreuil, 1975) с N-гликозидным типом 
связи. Она состоит только из N-ацетилглюкозамина и маннозы. 
В молекуле тиреоглобулина насчитывается 9 олигосахаридных 
цепей типа А с мол. массой 1050 (Spiro, 1965; Tsuji et al., 1981). 
Каждая углеводная единица содержит по 2 остатка N-ацетил­
глюкозамина, связанных между собой и маннозой 1—4 связью. 
Число остатков маннозы, присоединенных к N-ацетилглюкозами­
ну, варьирует от 5 до И. Несмотря на одинаковое строение еди­
ницы, состоящей из 2 видов сахаров, в ней наблюдается микро­
гетерогенность.

При хроматографии олигосахарида типа А из тиреоглобулина 
свиньи на дауэксе 50 W (1X2) получено 5 фракций, обозначенных 
UA-I, -II, -III, -IV, -V (Tsuji et al., 1981). Их структура схемати­
чески изображена на рис. 2. В олигосахаридных единицах типа 
А к «коровой» части цепи присоединены 2 типа радикалов, сос­
тоящих из 1 или 2 молекул маннозы. В зависимости от места 
присоединения радикалов и их соотношения в составе цепи олиго­
сахаридные фракции единицы А встречаются в одном из 5 вариан­
тов, причем большую их часть составляют UA-IV и -V. Структура 
фракций UA-IV и -V наиболее проста, остальные фракции имеют 
дополнительные маннозные остатки, присоединенные 1—2 связя­
ми к концевым остаткам маннозы в «коровой» структуре. 
Предполагают, что этот маннозабогатый тип олигосахаридных 

■единиц является предшественником сложного типа углеводной 
единицы В (Fucuda et al., 1976; Ito et al., 1977; Turmo et al., 1977; 
Tsuji et al., 1981; Yamamoto et al., 1981).

Олигосахаридная цепь типа В представляет собой «сложный» 
тип углеводных цепей, состоящих из сиаловых кислот, фукозы, 
галактозы, маннозы и N-ацетилглюкозамина. Молекулярная мас­
са ее составляет 3200. Олигосахаридов типа В в молекуле ТГ 14. 
Показано, что цепь В содержит комплекс 3- и 2-членных олиго­
сахаридов с различным характером разветвления (Yamamoto 
et al., 1981). «Коровая» структура этой единицы почти идентична 
с «коровой» частью олигосахарида типа А. Разветвления любого 
характера начинаются присоединением к терминальной «коровой»
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маннозе N-ацетилглюкозамина 1—2 и (или) 1—4 связью (рис.З). 
Далее к N-ацетилглюкозамину присоединяются галактоза и

fuc

’ „ ,Мап1~Х ,,, 1
в 2 (3) в в »

R,-^ d. ,Man1—4G£cNAc1 —4G£cNAc2Jt-2Man1^3 (6)
Rj Fuc

uB-ı-a
(14,2%)

p Л c£
2VtMan1< «> p p 6

SR,-" of. °Man1 —4GEc«Ac1 —4G-tcNAc
„ Jt-2Man1 (в)
K2 FWC

r2<4 k
a 2Manl~* <3) p a 6

R» * .Mani----- 4&UNAC1 — 4&£cNAc
„ Jb2Man1-"s <81
R1 Pus

İ ив-1-6 
(47,1 %)

R-Л of. i*
1 2tVlan1---- 6 M _fl_ 4&£СР|ДС1 -2- 4McNAc

R2——2Man1-——J Fuc

R?~~-7 Mani-İ-a fl fl 6fi d. (Mani— 4G£cl\IAc1----- 4McNAcР-^гМап!^1 Fuc

’"i? .Mani -İ. a (3) p fl 6
R -1- 2 oi 4G-ecNAc1----- 4G£cNAc

Jt-2Manl'^'J (6) Fuc
Kz 1

ив-п-а 
(10,9%) ’"ir.Manl-İ-s (3) p »6

R,—-1 . Mani-2—4&ecNAc1------- 4G2cNAc
RfJl-2Man1-^'3 (6) Fac

о fl л
2 p пМап1-5_ц (3) p p 6

R,--'2 oc ,Man1 — 4&ecNAc1 4G-£cNAc 
„ A-2Mani-"3 (6) r

lRi F“c

UB-Л-б 
(27,7 “/«)

- A 1“
Rl~p'2Manl pManl—4G£cNAc1 —4McNAc
R _Ji-2Man 1—' J

Рис. 3. Структура олигосахариднои единицы ти­
па В (по Yamamoto et al., 1981)

R,=Neu NAc 2 — 6 Gal 1 — 4 Gic NAc;

Rj= Neu N- Ac 2 — 3 Gal 1 — 4 Gic NAc; R,=Gal 1 — 4 Gic NAc.

N-ацетилнейраминовая кислота 1—4 и 2—6 связями соответствен­
но. На рис. 3 представлена структура четырех возможных вариан-
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тов олигосахаридов, образующих, цепь В в ТГ свиньи (Yamamoto 
et al., 1981).

Олигосахаридная единица типа С найдена только в ТГ чело­
века и изучена недостаточно. Эта единица состоит главным обра­
зом из N-ацетилгалактозамина и, возможно, сиаловой' кислоты 
(Arima et al., 1972). Галактозамин является одним из редких 

углеводных компонентов, найденных в составе ТГ. Имеется 
сообщение о наличии галактозамина в составе ТГ свиньи в коли­
честве 5 молей на 1 моль белка (Burkhardt et al., 1978).

Иммуноглобулины. Все иммуноглобулины, в том числе все 
5 классов иммуноглобулинов человека, содержат углеводы. Моле­
кулы этих гликопротеинов содержат гликаны, расположенные в 
константной области (Fc) тяжелых цепей. Заслуживает внима­
ния, что между участками Fc областей, к которым прикреплены 
углеводные компоненты, обнаружена значительная степень го­
мологии.

Приводим схематическое изображение Fc области тяжелой 
цепи иммуноглобулинов (Asn — остатки аспарагина, СНО-олиго- 
сахаридные группировки, а и б — участки гликозилирования 
IgM (по Хьюз, 1985).

IgGı

IgM

IgAı

IgE

IgD

CHO

.--------- _----- Asn--------------------- ---------------------

CHO. CHO

----------- ■----- Asn------ Asn  ;---- -—i---------- i-----
I (a)(e> 

--------COOH

CHO

Asn—COOH

CHO 
I 

----- ;—Asn-

I.

CHO

■ Asn—COOH

CHO CHO

------- j—Asn-----Asn—J---------------- j------- -—j------------ COOH

CHO CHO

---------- i----- —Asn—;----- j-----Asn-----4—  ------------ COOH

Факт локализации гомологичных углеводных цепей в сходных 
участках Fc областей у всех иммуноглобулинов позволяет пред­
положить, что необходимая последовательность аминокислот 
вокруг остатков аспарагина варьирует очень незначительно и, 
по-видимому, имеет большое структурное и функциональное 
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значение как точка прикрепления функционально важных гли- 
канов.

Получены данные о строении 2 типов углеводных цепей имму­
ноглобулина M (IgM.) человека и одной цепи иммуноглобулина
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Мап1^2Мап1< 
_____ мап1^3

[м^П^гмагИ—2Мап'1/

ГЛАВНЫЙ КОМПОНЕНТ—&

Мап1I — 2мап1<^6 
?Wlan1-<G в „Мап1 |Мап1— R

мап1 — 2Мап1^
МИНОРНЫЙ КОМПОНЕНТ ö

Рис. 4. Строение JV-гликанов IgM человека.

а и Ь—участки гликозилирования Fc области тяжелой цепи.
В штриховой рамке—вариабельные участии.

G(IgG) человека, выделенных из сыворотки двух больных миело­
мой. Эти белки следует рассматривать как продукты секреции 
клеточных клонов, кодируемые в каждом случае определенными 
генами. Тем не менее, и в этих случаях установлена значительная 
гетерогенность в строении олигосахаридных цепей.
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В молекуле моноклонального IgM при каждом остатке аспа­
рагина имеются углеводные цепи двух основных типов: цепи,

Gael —4-GEcNAd 2Matii-^6 Ji
„ Л оМап1 — RВ й fi <*>3

NeuNAc2 — 6GaE1 — 4&EcNAd — 2Man1^

GaE1— 4GEcNAd — 2Мап1-^к в
. °Man1— RО в <*>3

GaE1 — 4GEcNAd---- 2 Wan'd

GEcNAd — 2Man-|^6 jj 
в в ^3Man1 — R

GaE1 — 4 GEcNAd — 2Man 1

GEcNAd — 2Mad<K Ji 
7“Man1—R 

в ■ <> 3
GEcNAd — 2 Man!

GaE1 — 4GEcNAd — 2Man1-^» jj 
cC 6Man1 — R 

Mad'"'’'

в
n чMani — RJ3

GEcNAd —гмаМ^

GEcNAc

|P
Man'l'^;K 4 J5 

в ol >an1~ R
GrEcNAc! — 2Mart1

Рис. 5. Структура гликопептидов, ввщеленных из IgG сыво­
ротки больного множественной миеломой (по Narasimhan et 
al., 1980).

содержащие только маннозу и N-ацетилглюкозамин, и цепи, со­
держащие, кроме того, N-ацетилнейраминовую кислоту, галакто­
зу, фукозу.
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Все последовательности строятся путем добавления остатка- 
маннозы к трисахариду коровой области

Man 1—4GlcNAc 1-Mg1cNAc, 
причем вначале происходит присоединение одного остатка ман­
нозы к С-3 маннозы, а затем трех остатков маннозы по С-6 
центрального маннозильного остатка.

Такая последовательность (Man)sR идентична гликопептиду 
овальбумина. Кроме того, в иммуноглобулине М обнаружены и 
более сложные структуры с высоким содержанием а-маннозиль- 
пых остатков. Это два изомера— (Man)eR и (Man)əR.

Важно отметить наличие асимметрии гликозилирования в 
участках а и б тяжелых цепей IgM. Пять этих остатков маннозы 
расположены идентично, а еще один — Мап 1—2—присоединен 
к разным участкам углеводных цепей а и б. Сходная асимметрия 
встречается в цепях, содержащих 7 и 8 остатков маннозы. Они 
различаются также по расположению одного остатка а-маннозы 
(рис. 4).

Сейчас еще не вполне ясны причины таких тонких различий 
в строении гликанов, имеющих сходную общую структуру и при­
крепляющихся к остаткам аспарагинов, расположенных рядом 
в одной полипептидной цепи.

Минорные компоненты участка а, содержащие концевой 
N-глюкозамин, обнаружены в иммуноглобулинах и других глико­
протеинах.

Единственная олигосахаридная группировка с N-гликозидной 
связью в IgG, полученная из сыворотки больного множественной 
миеломой, представлена 7 структурами, схематически изображен­
ными на рис. 5. Представленные гликопептиды входят в состав 
IgG, секретируемых конкретной обследованной миеломой. Каждая 
миелома отличается от другой, причем все они образуют различ­
ные наборы гликанов.

В IgM больного макроглобулинемией Вальденштрема в коре 
N-гликана у аспарагина 563 отсутствует ацетилхитобиозный 
блок (louanneau, Bourillon, 1979). Структура коры следующая: 
(Man) 6GlcNAc — Asn.

Особенностью N-гликанов является наличие остатка фукозы, 
присоединенного к хитобиозу коровой области связью 1—6 
(к первому остатку в цепи). Главные углеводные цепи комплексно­
го типа (всего таких цепей 4) гемагглютинина вируса гриппа А 
(Ленинград 385/80 Н3№2) имеют следующее строение:

Ba?1 — 4GEcNAc140 / Fuel
дМап1,<4 \ |<* I

(1 / В В ' 6GaB1 — 4&ecNAc1zJP ə Mani — 4GCcNAc1—4GtcNAc. o 
p (HcNAd— 2Maal/a
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Они содержат различное количество остатков фукозы (Арбат­
ский и др., 1986).

Необычная структура кора обнаружена в гемоцианине улитки 
Lımnala stagnalis (Van Kuik et al., 1986):

3-OMe — Man 1>pC 
к а в
° Мап 1 — 4GtcNAc1— 4G?cNAc 

eL? 2
3-QMe — Man 1 z | p

1 
XyE

В нем ксилоза связана 1—2 связью с маннозой, концевые остат­
ки маннозы метилированы в положении 3. Связь ксилоза 1—2 Мад 
найдена в гликопротеинах животных впервые.

Гликопротеины с О-гликанами. Полости дыхательного, пище­
варительного и мочеполового трактов покрыты слоем клеток, 
секретирующих вязкие гликопротеины. Они играют роль смазки, 
защищают ткани от механических и химических повреждений. 
Лучше всего изучен состав углеводов секрета слюнных желез, 
в частности гликопротеина секрета подчелюстной железы. В са­
мом простом гликопротеине из желез барана олигосахаридные 
группировки представлены дисахаридами, состоящими из N-аце- 
тилнейраминовой кислоты и N-ацетилгалактозамина, присоеди­
ненными к остаткам серина и треонина полипептидной цепи. Один 
из 6 аминокислотных остатков в полипептидной цепи является 
гликозилированным серином или треонином, а всего на одну поли- 
пептидную цепь их приходится 200. Третьей, наиболее часто 
встречающейся аминокислотой в гликопротеинах секрета подче­
люстных желез является пролин.

Сам гликопротеин напоминает по строению гребенку: корот­
кие углеводные цепи, как зубья, торчат из жесткой, богатой 
пролином полипептидной основы. Такие структуры с помощью 
дисульфидных мостиков между белковыми глобулами созда­
ют большую молекулу гликопротеина с особо вязкими свойства­
ми. В молекулах гликопротеинов секрета подчелюстных желез 
к полипептидам могут быть прикреплены и другие олигосахариды 
(Pees, 1977). Так, в секрете подчелюстной железы свиньи найден 
нейтральный дисахарид Gal 1—3 GalNAc и его сиалированные 
формы.

Ниже показано строение О-гликанов белков секрета под­
челюстной железы (I — баран, II — свинья; R — серин, треонин).

I GalNAc 1—R
6 
1“ 
2 

NeuNAc

16



II Qal 1—3 GalNAc 1—R Gal 1—3 GalNAc 1—R
6

a

2
NeuNAc

В гликопротеине толстой кишки крыс, подчелюстных желез 
свиней, в бронхиальном гликопротеине человека, больного хрони­
ческим бронхитом, обнаружены О-гликаны с новым типом связи 
(Lamblin et al., 1980): GlcNAc 1-^-3 GalNAc.

Первый из этих остатков служит точкой удлинения цепи, в 
результате цепь превращается в сложную последовательность. 
Самая длинная цепь оканчивается участком, характерным для 
А-детерминанты группового вещества крови.

Другой хорошо изученной группой гликопротеинов, содержа­
щих О-гликозидную связь, являются групповые вещества крови 
А, В, О человека. Обозначения группы крови относятся к анти­
генным различиям между эритроцитами разных индивидуумов, 
выявляемым специфическими антителами.

В начале 20-х годов К. Ландштайнер описал основные группы 
крови системы А, В, 0(H). Это открытие вызвало большой инте­
рес, так как появился источник естественно встречающихся анти­
тел, причины образования которых остаются неизвестными и по 
сегодняшний день. Свойства антигенов групп крови зависят от 
строения углеводов, которое, в свою очередь, определяется гене­
тическим контролем за их сборкой. Гликопротеины разных тканей 
обладают антигенными детерминантами, сходными с детерминан­
тами для антигенов эритроцитов. „

Антигенные детерминанты А, В и 0(H) групп крови человека 
приведены ниже.
A GalNAc 1—3 Gal 1-^-3 (4) GlcNAc 1-*-3 Gal 1-?-3 GalNAc

2
1“ 
ı 

Fuc
В Gal 1—3 Gal l^-3(4)GlcNAc l-^-3Gal 1-^-3 GalNAc

2
1“
1

Fuc
O(H) Gal 1 —3(4) GlcNAc l-^-3Gal 1 -?-3 GalNAc

2
Ia
1

Fuc
Углевод на эритроцитах О-генотипа называется Н-антигеном. 

В качестве обязательного компонента Грц" имеет70Ътат0к~:®7кбзы.'
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присоединенный к С-2 галактозы. Этот остаток связан с С-3 или 
С-4 соседнего N-ацетилглюкозамина: Иногда остатка фукозы мо­
жет и не быть, что обусловливает отсутствие антигена А, В и Н 
на поверхности эритроцитов или в составе секретируемых глико­
протеинов. Индивидуумы с этим редким отклонением впервые 
обнаружены в Индии, и соответствующий фенотип назван «Бом­
бей».

В результате присоединения остатков N-ацетилглюкозамина 
или галактозы 1—3 связью И детерминанта может быть превра­
щена соответственно либо в А, либо в В детерминанту. Детерми­
нанты А, В и И находятся на концах О-гликанов секретируемых 
гликопротеинов. Что же представляет собой последовательность 
коровой области О-гликанов секретируемых гликопротеинов? 
Установлено большое их разнообразие. Например, в секретах 
подчелюстных желез свиньи антигенная детерминанта присоеди­
нена непосредственно к остатку N-ацетилгалактозамина, который 
связан с полипептидом. Значительно более длинная последова­
тельность, к которой присоединена антигенная детерминанта, 
имеется в гликопротеинах толстого кишечника свиньи.

Известны гликопротеины — рецепторы мембран гепатоцитов, 
участвующие в узнавании десиалированных гликопротеинов. Эти 
гликопротеины гомологичны в смысле общей организации моле­
кул. В составе их молекул содержится коллагеноподобный домен, 
состоящий из 53—59 аминокислотных остатков. Аналогичный кол­
лагеноподобный домен содержится и в структуре другого глико­
протеина— Clq, участвующего в процессе узнавания активиро­
ванного антигеном Fc участка иммуноглобулинов первым компо­
нентом комплемента. Этот домен участвует в активации первого 
компонента комплемента.

Clq содержит 67 дисахаридных звеньев гликозил-галактозы и 
'24 моносахаридных звена галактозы, связанных с оксилизином 
коллагеноподобного домена; 82,6% оксилизинов этого домена гли­
козилированы. Высокий процент гликозилированных остатков 
оксилизинов и высокое значение отношения дисахаридных звеньев 
к моносахаридным звеньям в Clq отличают его от коллагенов 
кожи и хряща. Существует аналогия между степенью гликозили­
рования оксилизиновых остатков в коллагеноподобной области 
■Clq и коллагеноподобных частей гликопротеинов гломерулярных 
мембран, внутренней оболочки сосудов аорты, А- и В-цепей гли­
копротеинов оболочки передних капсул хрусталика глаза быка 
(Shinkai, Yonemasu, 1979).

Мембранные гликопротеины. Гликопротеины — важные состав- 
.ляющие клеточных мембран. Мембранные гликопротеины являют­
ся амфифильными молекулами, т. е. наряду с гидрофильным по­
липептидом содержат гидрофобную полипептидную последова­
тельность, с помощью которой встраиваются в липидный слой 
мембран. Поэтому мембранные гликопротеины могут экстрагиро­
ваться из мембран только растворителями, разрушающими гидро- 
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•фобные связи. Олигосахаридные цепи часто сосредоточены на 
одном конце молекулы. Некоторые гликопротеины проходят через 
липидный бислой, как бы прошивая мембрану, и таким образом 
оказываются выставленными с внешней и внутренней сторон 
мембраны. Внутренние сегменты такого гликопротеина близко 
соприкасаются с некоторыми белками цитоплазматического про­
странства. Таким путем трансмембранные гликопротеины участ­
вуют в транспорте растворимых веществ и воды, а также в пе­
редаче сигнала в ответ на внешние стимулы, такие как гормоны, 
антигены и др.

Асимметрия распределения компонентов в мембранах уста--, 
новлена для гликофоринов, которые составляют 5% массы мемб­
ран эритроцитов человека. На каждой клетке сосредоточено около 
50000 молекул гликопротеинов.

Основной гликофорин А представляет собой полипептид, со­
стоящий из 131 аминокислотного остатка с 16 олигосахаридными 
единицами, прикрепленными к полипептиду. Аминокислотная пос­
ледовательность внеклеточного домена гликофорина А содержит 
большой процент заряженных аминокислот, 15 О-гликанов и 1 N- 
гликан.

О-гликозидные цепи гликофорина представляют собой ди-, 
три- и тетрасахариды, связанные с серином или треонином, и 
имеют коровую структуру-—Gal 1—3 GalNAc, которая, как пра­
вило, сиалирована в положении 6 GalNAc остатка или в положе­
нии 3 галактозного остатка. О-гликаны несут большую часть от­
рицательного заряда эритроцитов. N-гликаны имеют маннохито- 
биозный кор, .к которому присоединены 2 —6 сиалированные ан­
тенны и N-ацетилглюкозамин, связанный с |3-маннозным остатком.

Все углеводы найдены в первых 50 остатках N-терминального 
полипептидного конца, особенно плотно они распределены в край­
ней части N-конца, где каждый остаток в положении 2—5 и 
10-—15 несет по О-гликану. Другие гликофорины присутствуют 
в мембранах эритроцитов в небольшом количестве.

Видоспецифические и органоспецифические различия глико­
протеинов. В гликопротеинах человека не обнаружено N-гликанов 
сложного типа с Gal 1—3GlcNAc и Gall— 3Gal 1—4GlcNAc 
в периферической части. Такие цепи найдены в гликопротеинах 
быка и крысы.

Фибронектин быка содержит 4 разных N-гликана, в то время 
как фибронектин плазмы человека — только 2 типа биантенных 
сложных N-гликанов (рис. 6). Аналогичные структурные различия 
найдены между углеводными цепями фактора коагуляции крови 
быка и человека. Углеводные цепи щ-кислого гликопротеина об­
наруживают большие структурные различия. У крыс ни на одном 
из N-ацетилглюкозаминов не содержится а-фукозы, в то время 
как некоторые из них содержат 1 или 2 остатка а-фукозы в пе­
риферических углеводных цепях.
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Некоторые углеводные цепи аркислого гликопротеина крыс- 
содержат в периферических цепях группировку Gal 1—3GlcNAc.

Приблизительно 80% углеводных цепей aı-кислого гликопро­
теина крыс относятся к биантенному типу, 90% углеводных цепей 
аркислого гликопротеина человека — к три- и тетраантенному 
типу.

Clq субкомпонент первого компонента комплемента — слож­
ная молекула, состоящая из 18 полипептидов. Clq имеет иден-

J5 А
Ga» — 4GfcNAd —

'NeuNAc2 — 6Gaf1 — 4GEcNAc1 —

2Man1<* n
\ 6 JJ
ы. ^Man1—R.

НецНАсг — 6Ga€1 — 4GECNAC1 — p
®Manl —R.

NeuNAc2~^ fiGa£1 — 4GfcNAc1 — 2Man1^

p
GaE1 — 4G?cNAc1x^

GaEİ 4G2cNAcl — 3&a?1 -y 4GEcNAc1 ®Man1— R

GaE1 — 4G2cNAc1 U* „ /

fj J''"2GaE1 — 4GEcNAc1-^

Рис. 6. Олигосахаридные группировки фибронектина человека ( /) и быка ( //). 

тичный аминокислотный состав и трехмерную структуру в виде- 
букета тюльпанов. Каждая глобулярная область содержит един­
ственный N-гликан, который в молекулах Clq различается по 
структуре периферической части (рис. 7).

Кроме видоспецифических различий гликопротеинов, сущест­
вуют и органоспецифические различия в структуре гликанов. у- 
Глутамилтранспептидаза, связанная с эпителиальными клеточны­
ми мембранами различных органов, катализирует первую стадию 
катаболизма глутатиона. Она состоит из большой и малой субъ­
единиц и встроена в плазматические мембраны клеток N-терми­
нальным концом большой субъединицы. На рис. 8 представлены 
основные олигосахаридные цепи у-глутамилтранспептидазы, выде­
ленной из почек и печени разных животных. Характерная их осо­
бенность — Bisect N-ацетилглюкозамин, который найден в фер­
менте из почек всех видов животных (крысы, коровы, мыши) и 
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не найден в углеводных цепях фермента, выделенного из печени 
этих видов.

Таким образом, гликопротеины вездесущи, ими являются ре­
цепторы поверхности клеток, они циркулируют в кровяном русле 
в качестве транспортных белков; ими являются иммуноглобулины, 
гормоны, многие ферменты, токсины, лектины и структурные бел­
ки. Углеводная часть гликопротеинов составляет от 1—3 (нап-

шс
„Г В В * I-

WeuNAc2—6Bat1—4GtcNAd—‘2Mah1^< I0*"
I 4G?cNAc1—WNAÜ

NeuNAcZ— 6&at1—4McNAd — 2Man1-^

Fuc

Gadi — 3Gat 1— 4GdcNAc1 — 2Man1^ p
p a d 'Mani—4GfcNAc1 — 4G?cNAc

Gael — 3Gaf1— 4GdcNAc1 —2IVIan1^

Д Fuc

Gaf1— 3GaM— 4GdcNAc1 — 2Man1< . I*
, jManl—4G-MAC1 — 4GEcNAc

NeuNAc2—EGatl—4GdcNAc1 — 2Man1

Рис. 7. Олигосахаридные цепи субкомпонента Cl q первого 
компонента комплемента человека (/) и быка (//).

ример, в овальбумине, коллагене) до 80—90% (в группоспецифи­
ческих белках крови) всей молекулы.

Углеводная часть гликопротеинов построена однотипно: имеют­
ся N-гликаны со строго определенной структурой кора и О-гли- 
каны.

Bayard et al. (1982) высказали предположение об единообра­
зии построения олигосахаридных цепей в пределах индивидуаль­
ных молекулярных вариаций. Такое единообразие характерно для 
всех сывороточных гликопротеинов. Этот вопрос важен для по­
нимания процессов гликозилирования гликопротеинов и их сек­
реции из клетки.

Характерная черта гликопротеинов — гетерогенность их пери­
ферических олигосахаридных цепей. Вряд ли только в этом при­
чина того, что биосинтез олигосахаридов идет без определенного 
шаблона, а с помощью специфических гликозилтрансфераз. Все 
функции, которые выполняют гликаны гликопротеинов, основаны 
на участии именно периферических олигосахаридных цепей. Гли­
копротеины выполняют множество функций с разной степенью 
•специфичности. Если углеводы участвуют в формировании струк­
тур, предназначенных для осуществления биологических функций,
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то одновременно должны присутствовать структуры с разной 
степенью специфичности. Специфичность взаимодействия белок— 
белок, лиганд—белок определяется комплементариостью и прост­
ранственным сближением доноров и акцепторов водородных свя­
зей и солевых мостиков. Если из существующего набора структур 
какая-либо структура окажется подходящей в том смысле, что- 
сродство к структурам другого участника взаимодействия превы-

| GfcNAc ; )____
— I Fuc]

б 4 L 1 !p2ıwan1^. İİ
ос a GEcNAc-l"^ а в f

( NeuNAc? — 3(G)GaE1 —4) + а 3Мап1— 4GfcNAc1 — 4МЩДс1 *— U-tC 4» /
G?cNAc1^

I Fur. I

JS
Ga г-1 —•

iGEcNAc I Ггис~|
I л ।з А ,___ ■____ j ___ ,

4G€cNAc1 — 2Man1 о; | р (се
6 4 a А 5
3Мап1 —4McNAc1 —4&EcNAc

В R
Ga И — 4(HcNAc1 — 2М2П1

3

А а
Ga?1 —4B£cNAc1 — ?Manl

Ga£1--4C£cHAc1<^

..А В-(?аИ 4GEcNAc1''

[Fuel 
1 fk"4

а Р 6
Мап1—4G?cNAc1 —4G!cNAc

Рис. 8. Олигосахаридные цепи т-глутамилтранспептидазы.
/—почки крыс u коров, //—почки мышей, ///—печень крыс.

сит определенный уровень, то инициируется биологически значи­
мая реакция.

Олигосахаридные цепи гликопротеинов отличаются по видо­
вой и органной специфичности. По-видимому, это связано с раз­
личиями в специфичности белков-лектинов, клеточных рецепторов, 
гормонов разных органов и различных видов животных.

Fc рецепторы разных типов клеток отличаются по сродству 
связывания с Fc участками иммуноглобулинов, по чувствитель­
ности к протеинолизу и, вероятно, отличаются по целому ряду 
еще не изученных свойств. Гликопротеины отвечают за многие 
свойства мембран клеток. Они действуют как сенсоры для анти­
тел, гормонов, токсинов и интерферона. Содержание и специфич­
ность этих компонентов различаются в зависимости от вида жи­
вотного и органа.
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Глава II.
ПУТИ ИССЛЕДОВАНИЯ РОЛИ 

УГЛЕВОДНЫХ КОМПОНЕНТОВ ГЛИКОПРОТЕИНОВ

При исследовании функции и структуры гликановой части гли­
копротеинов используют следующие подходы: деструкция, или 
элиминирование гликановой части гликопротеинов с помощью 
перйодата, перфтората, специфических гликозидаз; ингибирование 
синтеза олигосахаридных цепей; выделение мутантных клеток, 
продуцентов гликановых структур с дефектами; использование 
ингибиторов процессинга с целью модификации гликановых струк­
тур; искусственное присоединение олигосахаридных цепей к 
белкам.

Типы углевод-белковых связей различаются по стабильности 
при кислотной и щелочной обработке. N-гликозидная связь отно­
сительно устойчива к мягкому кислотному гидролизу, однако гид­
ролизуется в жестких условиях. О-гликозидные связи заметно 
различаются по чувствительности к щелочи.

Связь галактозил-гидроксилизил высоко стабильна, и этот 
фрагмент может быть изолирован количественно из щелочных 
гидролизатов таких гликопротеинов, как коллагены. О-гликозид- 
пая связь, образованная серином и треонином, расщепляется ще­
лочью по реакции р-элиминирования в присутствии натрийборги- 
дрида с последующим кислым гидролизом. В этих условиях О- 
гликозиды серина и треонина превращаются соответственно в ала­
нин и лейцин. Сахара, первоначально включенные в эту связь, 
превращаются в соответствующие сахароспирты, например, N- 
ацетилглюкозамин — в галактозаминитол, ксилоза — в ксилитол. 
Количественный анализ потерь серина и треонина, увеличение 
количества аланина и лейцина и образовавшихся сахароспиртов 
дает информацию не только о природе углевод-пептидной связи, 
по и о приблизительном числе О-гликозидно-связанных остатков 
в гликопротеине.

Положение связи в сахарном остатке можно установить с по­
мощью метилирования свободных гидроксильных групп с после­
дующим кислым гидролизом. При этом расщепляется углевод­
пептидная связь, а метильные группы не затрагиваются.

Последовательность сахаров в олигосахаридах и их аномер­
ная конфигурация устанавливается с помощью специфических 
экзогликозидаз, обладающих строгой стереохимической специ-
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фичностью нейраминидазы, p-D-галактозидазы, М-ацетил-р-D- 
глюкозаминидазы, a-D-маннозидазы, a-L-фукозидазы. Они после­
довательно отщепляют с невосстанавливающегося конца соответ­
ствующие сахара от гликопротеинов и гликопептидов.

Открыты эндо-р-М-ацетилглюкозаминидазы, расщепляющие 
связи между двумя ацетилглюкозаминовыми остатками в коровой 
области N-гликановых цепей гликопротеинов. Известно несколь­
ко типов эндо-р-Ы-глюкозаминидаз (табл. 2). Эти ферменты спо­
собны реагировать с интактными гликопротеинами, и даже с теми 
из них, которые расположены на поверхности неповрежденных 
клеток.

Эндо-р-М-ацетилглюкозаминидазы типа А расщепляют глико­
зидную связь между двумя остатками N-ацетилглюкозамина, не­
посредственно присоединенными к аспарагиновому остатку поли­
пептида. Ферменты D и CI (но не Н или СП) гидролизуют эту 
связь, даже если хитобиоза замещена фукозой, как это наблю­
дается в иммуноглобулине G. Ферменты D и С1 гидролизуют хи- 
тобиозную связь только в том случае, если a 1—3 манноза не за­
мещена. Для эндо-р-Ы-глюкозаминидазы Н требуется более слож­
ная цепь из остатков a-маннозы, присоединенной по С-6 р-манно- 
зы коровой области. Этот фермент неактивен, если к коровой об­
ласти присоединена фукоза. Имеются 2 принципиальных различия 
между ферментами Н и СП. Фермент СП требует наличия раз­
ветвленной структуры, когда как С-3, так и С-6 остатки р-манно- 
зы замещены остатками a-маннозы. Фермент не действует на цепи, 
содержащие 4-О-замещенный остаток маннозы, который присоеди­
нен 1-— 3 связью к коровой области, так как для проявления его 
активности гидроксильная группа в положении 4 должна быть 
незамещенной.

Эндо-р-М-глюкозаминидаза эмульсина миндаля действует на 
интактные гликопротеины и гликопептиды, расщепляя связь N- 
ацетилглюкозамин—аспарагин.

Из Flavobacteriıım meningosepticum выделены 2 фермента: 
эндо-р-Ы-ацетилглюкозаминидаза F (эндо F) и пептид: N-глико- 
зидаза F. Эндо F, подобно эндо Н, гидролизует многие, но не все 
высокоманнозные и гибридные олигосахаридные цепи, а также 
биаптенные олигосахаридные цепи. Она расщепляет ди-Ы-ацетил- 
хитобиозную связь.

Пептид : N-гликозидаза — гидрофобный белок, действует на 
углевод-белковую связь. Многие белки в их нативной форме чув­
ствительны к этому ферменту (Elder, Alexander, 1982; Hirani et 
al., 1987).

Эндо-р-М-ацетилгалактозаминидаза стрептококка обладает вы­
сокой специфичностью в отношении дисахарида Gal 1—3GalNAc, 
прикрепленного к серину или треонину полипептидной цепи, и 
расщепляет связь между серином (треонином) и N-ацетилгалак- 
тозамином. Однако если этот дисахарид замещен, то фермент не 
действует на О-гликозидную связь. Сходный фермент выделен из 
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культуральной жидкости Clostridium perfingens. В результате 
катализируемой им реакции образуется свободный дисахарид 
Gal l~3GalNAc.

Выделена эндо-р-галактозидаза, специфичная в отношении про­
тяженных углеводных цепей. Фермент из E. freundii и flavobacter 
keratolyticus гидролизует связь 1—4, образованную галактозой и 
N-ацетилглюкозамином

Ri—GlcNAc 1—3 Gal 1—4 GlcNAc—R2.
Фермент из Streptococcus pneumoniae гидролизует ту же связь 

в цепях типа
Gal (GlcNAc) 1—3 Gal 1—4 GlcNAc 1-R)t 

[al —2 |al—3 
Fuc Fuc

где Ri — атом водорода или остатка сахара или церамида;
R2 — атом водорода или остатка сахара.

Фермент из Е. freundii гидролизует внутренние связи в угле­
водных цепях гликопротеинов, если галактоза соединена 1 —- 
связью с N-ацетилглюкозамином, или в гликопептидах, если га­
лактоза соединена той же связью с глюкозой, присоединенной 
к церамидному звену. Расщепление таких внутренних связей 
происходит даже в случае очень длинных олигосахаридных цепей. 
При замещении С-6 галактозного остатка, входящего в состав 
важного трисахаридного звена, чувствительность фермента к этой 
связи исчезает. Однако присоединение сульфата к N-ацетилглюко- 
замину не влияет на активность фермента. Сходной специфич­
ностью обладает фермент из Flavobacter keratolyticus. Оба фер­
мента получены в гомогенном состоянии, их молекулярная масса 
35000.

Эндо-р-галактозидаза стрептококка гидролизует разветвленные 
олигосахариды, которые представляют собой антигенные детер­
минанты веществ крови группы А (с концевым остатком N-ацетил- 
галактозамином) или В (с концевым остатком галактозой). Фер­
мент гидролизует связь Gal 1— 4GlcNAc, но не гидролизует связь 
Gal 1—3 GlcNAc.

Обе эти связи присутствуют в разных цепях, замещенных фу­
козой, галактозой или N-ацетилглюкозамином. В результате по­
лучаются цепи с активностью антигенов групп крови А и В. Фер­
мент из стрептококков способен различать эти антигенные струк­
туры; его специфичность даже выше, чем у соответствующих ан­
тител.

Информация об аномерных связях, последовательности моноса­
харидов и положении их связей может быть получена при исполь­
зовании метода ПМР-спектрометрии гликопептидов. Такой анализ 
основан на сравнении спектров ПМР исследуемого материала со 
спектрами гликопептидов с установленной структурой.
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В последнее время предложен метод Fast atom bombardmass­
spectrometry (масс-спектрометрия с бомбардировкой быстрыми 
атомами) для одновременной локализации центров прикрепле­
ния углеводов и определения степени гликозилирования. Он вклю­
чает сравнение производных гликопептидов, полученных перед и 
после обработки пептид : N-гликозидазой F. После обработки эн- 
догликопептидов этим ферментом исчезает сигнал аспарагин-N- 
ацетилглюкозамина и появляется новый сигнал от аспарагина. 
Различие в массах этого сигнала определяет вид сахара. Степень 
гликозилирования устанавливается по относительной высоте пиков 
(Carr, Roberts, 1985).

Модифицировать олигосахаридные группировки можно, при­
меняя специфические ингибиторы, действующие на разных ста­
диях процесса гликозилирования. Это позволяет получать белки 
без олигосахаридных группировок или с измененными олигосаха- 
ридными группировками. Широко используется ингибитор глико­
зилирования белка — туникамицин. Это структурный аналог 
УДФ-2-дезоксиглюкозы (молекула туникамицина содержит 1 ура­
цил, 1 N-ацетилглюкозамин и 1 глюкозамин, ацилированный не­
насыщенной жирной кислотой с G2o). Он блокирует начальную 
стадию гликозилирования долихолового интермедиата в сборке 
коровой части гликана, связанного с белком N-гликозидной 
связью. Другие ингибиторы гликозилирования: свейнсонин (алка­
лоид из австралийского дерева — Swainsona causcens) — ингиби­
тор маннозидазы II аппарата Гольджи; 1-диоксийиримицин (1- 
deoxynojirimycin) ингибитор гликозидазы I и II и бромкондури- 
тол — ингибитор гликозидазы II эндоплазматического ретикулу­
ма. Они специфически модифицируют структуру N-связанного 
гликана.

Данные, полученные при удалении олигосахаридных группи­
ровок от гликопротеинов, которые in vivo уже синтезированы и 
приобрели для функционирования нужную конформацию, отли­
чаются от данных, полученных при ингибировании гликозилиро­
вания белка, который синтезирован, но еще не приобрел необхо­
димую для функционирования конформацию. Отсутствие олиго­
сахаридных группировок, по-видимому, должно сказаться на про­
цессе свертывания белка и, вероятно, его конформация не всегда 
-будет соответствовать физиологически активной, поскольку могут 
быть нарушены пространственное сближение и ориентация доно­
ров и акцепторов водородных связей. Даже различие в несколько 
углеводных единиц в олигосахаридных цепях может иметь огром­
ное значение (патология).

Введение в гликопротеин олигосахаридных цепей, являющих­
ся гидрофильными, а иногда и заряженными группировками, ко­
торые легко вступают во всякого рода взаимодействия, может 
коренным образом изменить его структуру. При физиологических 
условиях глюкоза реагирует неэнзиматическим путем с некото­
рыми белками, образуя стабильные аддукты. Около 10% альбу­
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мина в норме модифицировано неэнзиматическим гликозилирова­
нием по s-аминогруппе лизина 525. Такое неферментативное гли­
козилирование вызывает конформационные изменения, что 
установлено измерением флуоресценции триптофана у глико­
зилированного in vivo и in vitro сывороточного альбумина че­
ловека.

У гликозилированного альбумина выход флуоресценции трип­
тофана 214 снижен на 30% по сравнению с негликозилированной 
формой альбумина человека. Максимальная длина волны эмис­
сии флуоресценции триптофана сдвинута в коротковолновую об­
ласть.

Изучены лигандсвязывающие свойства альбумина. Показа­
но, что сродство к гемину не изменяется, однако сродство к би­
лирубину у гликозилированного альбумина снижено на 50 % ^ 
сродство к длинноцепочечным жирным кислотам у гликозилиро­
ванного альбумина in vivo и in vitro было в 20 раз ниже, чем 
у негликозилированной формы.

Введение олигосахаридных группировок в полипептидную 
цепь изменяет ее структурную организацию, о чем свидетельст­
вует экранировка или даже удаление от поверхности хромофора. 
Изменение в структуре отражается на функциональных свойствах 
гликопротеина (Shaklai et al., 1984).

Таким образом, в настоящее время разработаны надежные 
методы анализа структуры гликопротеинов, в основном сыворо­
точных, содержание которых достаточно для их выделения в го­
могенном состоянии. Число расшифрованных структур олигоса­
харидов увеличивается с каждым днем и зависит лишь от труд­
ности выделения индивидуальных гликопротеинов. Это касается 
в основном мембранных гликопротеинов — белков-лектинов, ре­
цепторов. Трудности заключаются в их малом содержании, тен­
денции агрегировать, связываться неспецифически с нераствори­
мым материалом за счет гидрофобного взаимодействия и терять 
специфические функциональные свойства.

Существуют 3 подхода в получении дегликозилированного бел­
ка: 1) использование ингибиторов гликозилирования, действую­
щих на разные стадии гликозилирования; 2) использование фер­
ментов с разными специфическими свойствами, расщепляющих 
олигосахаридные цепи в мягких условиях; 3) использование му­
тантов клеточных линий, в которых нарушены разные стадии про­
цесса гликозилирования. Каждый из этих методов не универсален 
и применим только в определенных рамках для изучения опре­
деленных функций.

Применение туникамицина, ингибитора.начальной стадии гли­
козилирования — присоединения кора олигосахаридной цепи, поз­
воляет исследовать только процессы гликозилирования, транспор­
та, секреции в клетке. Дело в том, что белки, полученные в ус­
ловиях ингибирования гликозилирования, имеют измененную 
структуру, в результате чего они приобретают новые свойства.
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Поскольку эти процессы настроены на неизмененный белок, т< 
при контакте с конформационно или структурно измененным бел 
ком они нарушаются. В результате структурных изменений белог- 
приобретает новые свойства: тенденцию агрегировать (посколь 
ку отсутствуют гидрофильные углеводные группы, способные удер­
живать его в растворе) и подвергаться деградации протеазами 
Важное значение имеет контроль за этими процессами.

При секреции гликопротеина в присутствии туникамицииа пс 
выходу радиоактивной метки наблюдается отсутствие метки вне 
клетки, белок не секретируется. Однако вывода относительнс 
влияния олигосахаридных групп на процесс секреции сделап 
нельзя. Можно выдвинуть лишь 2 гипотезы: 1) на мембране клет­
ки есть механизм, узнающий гликозилированный белок; структур­
но измененный белок он не узнает, и при этом механизм секре­
ции не запускается; 2) секреция изменена в результате приоб­
ретения дегликозилированным белком новых свойств (агрегация 
деградация протеиназами, повышение склонности к гидрофобным 
взаимодействиям), которые не позволяют ему пройти через мем­
брану.

Для изучения физико-химических свойств с успехом могут 
быть использованы гликопротеины, полученные в присутствии 
туникамицииа. Изменения в свойствах можно увязать с конфор­
мационными изменениями, регистрируемыми физико-механически­
ми методами, с помощью дифференциальных спектров, спектров 
кругового дихроизма, рентгеноструктурным анализом, ЯМР, ЭПР 
и т. д. Точная локализация структурных изменений при дегликози­
лировании дает возможность обосновать изменения физико-хими­
ческих свойств.

Следует с особой осторожностью и тщательностью относиться 
к анализу физическими методами. В настоящее 'время существует 
широкий арсенал физических методов, но не всегда информация, 
полученная с их помощью, адекватна. Можно привести следую­
щий пример. Fc фрагмент IgG — первый гликопротеин, для ко­
торого установлена пространственная структура доменов. Най­
дены олигосахаридные цепи, прикрепленные к аспарагину 297 у 
Сн2 домена. Этот домен включается в связывание иммунного 
комплекса с первым компонентом комплемента, именно его уз­
нающим центром Clq. Результаты рентгеноструктурного изучения 
структуры Fc фрагмента и целого IgG показали, что углеводные 
группировки лежат над гидрофобной поверхностью Fc участка 
IgG, прикрывая его. В полной структуре IgG олигосахаридные 
группировки погружены внутрь молекулы.

Исследуя структуру IgG в растворе с помощью спин-метки, 
введенной в олигосахарид, Willan et al. (1977) показали, что оли­
госахаридные группировки достаточно подвижны в нативном Fc 
фрагменте. Позже Rosen et al. (1979) при анализе спектра 
,3С-ЯМР в области 70—110 пМ пришли к выводу, что в Fc фраг­
менте IgG человека отсутствует независимое движение углевод- 
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них цепей относительно белка. Возможно, спин-метка была свя­
зана с терминальным углеводным остатком и, следовательно, не 
могла представлять подвижность всей олигосахаридной цепи. 

Можно предположить, что она была связана неспецифически или 
неполностью отделена диализом.

Применение ингибиторов гликозилирования для выяснения 
функций узнавания, которые в некоторых случаях выполняют уг­
леводы, не дает интерпретируемых данных. Изменение функций 
не означает участие углеводов в узнавании, поскольку это из­
менение может произойти за счет структурных изменений при де­
гликозилировании, при этом узнающие структуры удаляются с 
поверхности или становятся замаскированными.

Функции узнавания в лиганд-рецепторном взаимодействии 
можно исследовать мягким удалением углеводов с помощью спе­
цифических эндогликозидаз и экзогликозидаз, хотя последние не 
так удобны для этих целей вследствие их медленного действия. 
При этом можно проследить динамику изменения функции, если 
олигосахаридные группы удалять постепенно, чтобы ухудшение 
или улучшение узнавания происходило медленно.

В случае использования мутантов, в которых нарушены про­
цессы гликозилирования, а также исследования патологическо­
го материала надежность выводов зависит от всестороннего ис­
следования продуктов мутации или патологического материала. 
Вероятнее всего, что кроме процессов гликозилирования в мутан­
тах и в условиях патологии нарушены и другие процессы. Все 
это необходимо строго доказывать.

Исследование функций углеводов широко распространенного 
класса белков-гликопротеииов только начинается. Сделаны лишь 
первые шаги, которые показали, что этому вопросу следует уде­
лять должное внимание, так как решение .его имеет непосредст­
венный выход в практику лечения многих заболеваний, создания 
высокоэффективных специфических средств защиты организма 
от внешних воздействий. Открытие и разработка методов выделе­
ния эндо-р-галактозидаз, действующих на связь Gal 1— 1 GlcNAc, 
присутствующую в групповых веществах крови, открывает перс­
пективы получения «универсальной крови» без групповой специ­
фичности.

Идея создания крови, лишенной группоспецифических свойств, 
пока не нашла практического решения, поскольку разрушение 
группоспецифических свойств приводит к появлению новой имму­
нологической специфичности эритроцитов. Химическая же моди­
фикация эритроцитов не лишает их групповой специфичности, но 
сказывается на их кислород-транспортной функции. По этой же 
причине не решена проблема переливания человеку крови живот­
ных, лишенной иммунологической несовместимости.
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Глава III.
РОЛЬ СТРУКТУРНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ 

ГЛИКОПРОТЕИНОВ В ОРГАНИЗАЦИИ
ИХ МОЛЕКУЛЫ 

БИОСИНТЕЗ, СБОРКА И СЕКРЕЦИЯ

Биосинтез гликопротеинов подробно изложен в обзоре Г. Я. Ви- 
дершайна (1976). Полипептидные цепи гликопротеинов синтези­
руются по тому же механизму, что и негликозилированные белки. 
Гликозилирование начинается сразу после образования пептид­
ной цепи на рибосомах, связанных с клеточными мембранами, на 
внутренних поверхностях которых локализованы гликозилтрансфе- 
разы.

Биосинтез углеводных цепей осуществляется серией гликозил- 
трансфераз, специфических как к донорам гликозидных остатков,, 
так и к их акцепторам. Гликозилтрансферазы действуют после­
довательно, продукт действия одного фермента служит субстратом 
для следующего. Генетический контроль олигосахаридной после­
довательности гликопротеинов достигается без прямого участия 
ДНК или РНК. Последовательность сахаров контролируется пря­
мо свойствами гликозилтрансфераз, являющихся первичным про­
дуктом генов.

Инициация гликозилирования происходит в цистернах шеро­
ховатого эндоплазматического ретикулума и аппарата Гольджи. 
Активность гликозилтрансфераз, участвующих в образовании уг­
леводпептидной связи и внутренних углеводных связей, наиболее- 
высока в шероховатом эндоплазматическом ретикулуме, а актив­
ность трансфераз, строящих периферические и концевые участ­
ки цепи, увеличивается соответственно в гладком эндоплазмати­
ческом ретикулуме и аппарате Гольджи, т. е. существует своего- 
рода внутриклеточный конвейер гликозилирования.

Донорами гликозильных остатков до недавнего времени счи­
тались лишь нуклеозидфосфатсахара. Это хорошо растворимые 
в воде гидрофильные соединения. В качестве азотистых основа­
ний они могут содержать аденин, гуанин, цитозин, тимин и ура­
цил. В тканях животных каждому сахару соответствует опреде­
ленный нуклеозиддифосфат, точнее, гетероциклическое основа­
ние. Так, при ферментативном образовании нуклеозиддифосфат- 
производного L-фукозы всегда образуется ГДФ-фукоза, глюко­
зы— УДФ-глюкоза. У растений и бактерий глюкоза может быть- 
связана с УДФ, ГДФ, АДФ и ТДФ.
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Нуклеозиддифосфатсахара не случайно являются лучшими до­
норами углеводных остатков. Они обладают наиболее высокой 
свободной энергией гидролиза гликозидной связи по сравнению 
с другими потенциальными донорами гликозидных остатков.

Большое значение, по-видимому, имеют и структурные особен­
ности нуклеозиддифосфатсахаров, например, внутримолекулярные 
взаимодействия между моносахаридным остатком и гетероцикли­
ческим ядром за счет образования водородных связей. Эти сое­
динения рассматриваются как активированные формы сахаров, 
от которых под действием высокоспецифических гликозилтранс- 
фераз происходит перенос и включение углеводных остатков в 
строящиеся молекулы углеводсодержащих соединений.

Недавно открыт второй класс доноров углеводных остатков, 
так называемые липидные переносчики. Первые работы в этой 
области были сделаны в 1970 г. на препаратах бактерий. Вскоре 
липидные переносчики были обнаружены в организмах высших 
животных и растений. В отличие от хорошо растворимых в воде 
гидрофильных нуклеозиддифосфатсахаров, липидные переносчики, 
так называемые полипренолфосфатсахара, гидрофобны. Липо­
фильная часть молекул этих соединений представляет собой не­
предельный полиизопренол, к которому через 1—2 остатка фос­
форной кислоты присоединен углеводный остаток. В организме 
животных наиболее распространенным полиизопренолом является 
долихол. Термином «долихол» называют все пренолы, у которых 
изопреновый остаток, несущий гидроксильную группу, насыщен 
(в отличие от полипренола бактерий — ундекапренола, у кото­
рого концевое звено цепи ненасыщено).

Углеводная цепь долихола состоит из 90—100 атомов углеро­
да. Это одна из самых длинных алифатических молекул. Цепь 
ундекапренола состоит из 50—60 углеродных атомов. Спиртовый 
гидроксил долихола может быть замещен 1 или 2 остатками фос­
форной кислоты с образованием соответствующего долихолмоно­
фосфата или долихолдифосфата, в котором через фосфатный или 
пирофосфатный мостик присоединяются сахарные остатки.

СН2ОН 
I о о о сн3

НО 1\ОН /f\o-P-O-P-O-CH2-CH2-CH-CH2-
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Долихолпирофосфатглюкоза
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Образующиеся долихолмоно- и долихолдифосфатсахара — ос­
новные известные в настоящее время липидные переносчики при 
биосинтезе углеводсодержащих соединений в клетках животных.

Полипренолдифосфатсахара (долихолпирофосфатсахара) выс­
тупают как акцепторы углеводных остатков, донорами которых 
являются нуклеозиддифосфатсахара или долихолмонофосфатса- 
хара. После построения олигосахаридной цепи, связанной с до­
лихолдифосфатом, целый олигосахаридный блок может присое­
диняться к белку или другому акцептору углеводной компоненты. 
Гликозилирование долихолдифосфатсахаров может, по-видимому, 
осуществляться не только через последовательное присоединение 
моносахаридных остатков от нуклеозиддифосфатсахаров и доли- 
холмонофосфатсахаров, но и через присоединение нескольких 
моносахаридных звеньев от долихолдифосфатолигосахаридов. 
В этом состоит отличие липидных переносчиков от нуклеозидди­
фосфатсахаров, которые являются донорами только одного моно­
сахарида.

В механизме биосинтеза углеводсодержащих соединений глав­
ными являются гликозилтрансферазы, специфичные к донорам 
углеводных остатков и их акцепторам. Именно гликозилтрансфе­
разы обусловливают построение разнообразных углеводсодержа­
щих соединений.

Гликозилирование инициируется под действием специфиче­
ских гликозилтрансфераз, которые узнают определенную амино­
кислотную последовательность пептидной цепи. Кроме того, гли­
козилтрансферазы специфичны не только к первичной структуре 
белка, но и ко вторичной и третичной. То, что часть аминокис­
лотных остатков, удовлетворяющих формальным условиям гли­
козилтрансфераз к аминокислотной последовательности, остаются 
негликозилированными, может свидетельствовать о существо­
вании стерических условий для действия трансфераз. Например, 
овальбумин имеет одну углеводную цепь, присоединенную к ас­
парагину на участке пептида с триплетом аспарагин — лейцин — 
треонин. В то же время имеющийся в овальбумине триплет аспа­
рагин—лейцин—серин остается негликозилированным. Естествен­
но, что инициация гликозилирования может не происходить и в тех 
случаях, когда акцепторная молекула удовлетворяет всем требо­
ваниям специфичности гликозилтрансфераз, но сами гликозил­
трансферазы в данной ткани отсутствуют.

Очевидным считается факт, что предшественник N-гликанов, 
связанный с липидом олигосахарид, образуется у животных, рас­
тений и дрожжей. Он состоит из 2 остатков N-ацетилглюкозамина, 
9 остатков маннозы, 2 или 3 остатков глюкозы. Обнаружение 
глюкозы в этом липидоолигосахариде было неожиданным, так 
как глюкоза не найдена в составе N-гликанов гликопротеинов.

Построение углеводного кора из повторяющихся звеньев ман­
нозы и N-ацетилглюкозамина с гликозиламидным узлом связи 
осуществляется при помощи липидного переносчика. Дальнейшее 
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построение на коре уникальной последовательности сахаров и 
терминация биосинтеза происходят, по-видимому, при помощи 
нуклеозиддифосфатсахаров и специфических трансфераз, которые 
полномочны ставить своего рода «точки» на концах цепи, после 
чего элонгация цепи прекращается. Терминирующая гликозил- 
трансфераза может менять сахара, как это наблюдается в угле­
водных цепях групповых веществ крови. В других случаях удли­
нение цепи заканчивается после присоединения терминальных са­
харов — N-ацетилнейраминовой кислоты или фукозы. Трансфе­
разы, переносящие терминальные сахара, специфичны не только 
к сахару, который они непосредственно гликозилируют, но и к 
более удаленным углеводным остаткам в цепи.

Данные по механизму гликозилирования получены при изу­
чении ингибирования туникамицином гликозилирования куриного 
овальбумина. Туникамицин, добавленный к мембранам яйцево­
дов кур, ингибировал синтез N-ацетилглюкозаминиллипида со 
свойствами N-ацетилглюкозаминилпирофосфорилполиизопренола. 
Не обнаружено ингибирования других стадий процесса, т. е. ин­
гибировался синтез липидного переносчика.

При использовании мембранных препаратов из яйцеводов кур, 
проинкубированных с туникамицином, установлено, что манно- 
зилфосфорилдолихол — единственный синтезируемый сахаридли- 
пид. Следовательно, туникамицин, введенный in vivo, устраняет 
эндогенные пулы N-ацетиллипидного предшественника олигосаха- 
ридлипида. Показано также, что туникамицин не ингибирует по- 
липептидный синтез, а ингибирует только гликозилирование 
(Struck, Lennarz, 1977).

Олигосахаридные цепи коровой области, синтезированные на 
липидном переносчике, переносятся как структурные единицы 
к остатку аспарагина возникающей полипептидной цепи. Аспара­
гин гликозилируется, если находится в составе трипептидной ак­
цепторной последовательности асп-Хаа-сер (трео). Для гликози­
лирования полипептида эта последовательность необходима, но 
недостаточна. Например, у овальбумина цыпленка имеются 2 по­
тенциальных центра гликозилирования: у асп 293 и асп 312, од­
нако in vivo белок гликозилируется только у асп 293.

Изучена экспрессия гена овальбумина цыпленка в гетероло­
гичных клетках. За гликозилированием овальбумина, синтезирован­
ного клетками мышей линии L-353, следили по включению [3Н]- 
маннозы и чувствительности к эндо-р-Ы-ацетилглюкозаминидазе. 
Анализ углеводных компонентов (гликопептида) высокоэффектив­
ной жидкостной хроматографией (HPLC) показал, что белок, 
синтезированный мышиной клеточной линией, гликозилируется у 
того же акцепторного центра, что и в овальбумине цыпленка — 
у асп 293. Как и в случае овальбумина цыпленка, овальбумин 
L-353 клеток мышей содержал большое количество гибридных 
олигосахаридов: найдено 50% [3Н]-маннозы.

Однако в гликозилировании овальбумина цыпленка и в L-
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клетках мышей обнаружены различия. В отличие от гибридных 
цепей овальбумина цыпленка, гибридные олигосахариды оваль­
бумина, синтезированного L-клетками, были полностью сиалиро- 
ваны и не содержали разветвления у N-ацетилглюкозамина. У 
овальбумина сиалированы только 1,3% олигосахаридных цепей. 
Наряду с маннозобогатыми и гибридными олигосахаридами оваль­
бумин, синтезированный L-клетками мышей, содержал олигоса­
хариды сложного типа. Олигосахариды этого типа у овальбумина 
цыпленка не обнаружены. Таким образом, в олигосахаридном 
процессинге важен также тип гликозилирующих клеток (Sheares, 
Robbins, 1986).

Гликозилированные по кору белки, образованные в дрожже­
вом эндоплазматическом ретикулуме, переносятся в аппарат 
Гольджи, где олигосахарид удлиняется добавлением внешнецепо­
чечных углеводов. Процесс транспорта блокируется в мутанте 
Sacharomyces cerevisiae (sec 18), чувствительном к температуре 
секреции. Этот мутант аккумулирует гликозилированную по кору 
инвертазу в эндоплазматическом ретикулуме. Для выяснения ме­
ханизма транспортных процессов Haselbeck, Schekman (1986) 
использовали перенос в аппарат Гольджи in vitro инвертазы, гли­
козилированной по кору и аккумулированной в клетках мутанта 
Sacharomyces cerevisiae (sec 18). Для этого мембраны от клеток 
Sacharomyces cerevisiae (sec 18) SU C2, которые дефектны по 
внешнецепочечной (1—3 1 маннозилтрансферазе, смешивали с 
мембранами клеток Sacharomyces cerevisiae штаммов, содержа­
щих трансферазу, но не дефицитных по инвертазе (MN № 1, 
ASUC2).

Перенос инвертазы обнаружен по появлению внешнецепочеч­
ной ( 1—3)-связанной маннозы, которое зависит от донора и ре­
ципиента мембран. Показано, что реакция переноса чувствитель­
на к температуре, детергентам, требует присутствия АТФ, ГДФ- 
маннозы, Mg2+ и Мп2+. Продукт — инвертаза •—• остается связан­
ным с седиментирующими мембранами. Обработка донора, но не 
акцептора, N-метилмалеимидом или трипсином инактивирует про­
цесс переноса инвертазы. Авторы считают, что эндоплазматиче­
ский ретикулум или его везикулы переносят инвертазу к химиче­
ски отличающимся компонентам, где происходит ее модификация 
присоединением маннозы.

Лимфоциты синтезируют негликозилированные формы пред­
шественников мембранного и секреторного иммуноглобулинов 
(молекулярная масса соответственно 62000 и 60000 Д), каждый 
из которых имеет отщепляемый впоследствии пептид — лидер. 
В секретируемых клетках предшественники иммуноглобулинов 
подвергаются серии стадий посттрансляционной модификации, 
после чего превращаются в гликозилированные формы с мол. мас­
сой соответственно 73000 и 70000 Д. В клетках, синтезирующих 
обе формы IgM, скорость оборота секреторной формы значитель­
но выше. Время оборота мембранного IgM составляет около 20 ч, 

36



период полураспада секреторного IgM— менее 1 ч в нормальных 
плазматических клетках и 2—4 ч в плазматических клетках опу­
холи. Секреторный и мембранный IgM отличаются и тяжелыми 
цепями. Мембранный IgM имеет сегмент последовательности в 20 
гидрофобных аминокислот на СООН-терминальном конце. Эта 
гидрофобная область ответственна за встраивание в липидный 
слой мембраны и отсутствует у секреторного IgM.

Последовательность посттрансляционных модификаций пред­
шественников иммуноглобулинов изложена в обзоре Abbas (1984). 
Тяжелые и легкие цепи ковалентно связываются межцепочечны­
ми дисульфидными мостиками в шероховатом эндоплазматическом 
ретикулуме. Коровый олигосахарид прикрепляется сразу после 
завершения синтеза и выхода из рибосом к растущим полипеп- 
тидным цепям в шероховатом эндоплазматическом ретикулуме 
(или к укомплектованным полипептидным цепям в везикулах ап­
парата Гольджи).

Результаты исследования in vitro посттрансляционной кова­
лентной модификации тяжелых и легких цепей иммуноглобулина 
G показали, что тяжелые цепи, продуцируемые клетками МРС-П, 
количественно гликозилируются коровым олигосахаридом, когда 
длина достигает 38000, сразу же после того, как аспарагиниловый 
акцепторный центр проходит через мембрану в цистерну шеро­
ховатого эндоплазматического ретикулума.

Возможность гликозилирования Н цепей после их выхода из 
рибосом исследовалась ингибированием переноса корового олиго­
сахарида к появляющимся Н цепям в присутствии высоких кон­
центраций глюкозамина. Установлено, что негликозилированные, 
уже укомплектованные у2в, уь а' и ц Н цепи, синтезированные в 
присутствии ингибитора, не гликозилируются, хотя имеются клет­
ки, способные гликозилировать вновь синтезированные Н цепи.

Вероятно, уже сформированные тяжелые цепи не могут гли­
козилироваться, ибо происходит внутримолекулярное скручивание 
и свертывание полипептидных цепей (при образовании вторичной 
и третичной структур), а также межмолекулярная сборка субъе­
диниц (при образовании четвертичной структуры). Подтвержде­
нием является то, что коровый олигосахарид присоединяется in 
vitro только к денатурированному овальбумину и рибонуклеазе, 
но не к нативным формам этих белков. В только что возникших 
цепях с еще несформированной третичной и вторичной структу­
рами аспарагиниловый акцепторный центр может быть доступен 
для гликозилирования. Гликозилирование происходит перед свер­
тыванием полипептидных цепей (Bergman, Kuell, 1977, 1979). 
Эксперименты с клетками МОРС 46В показали, что укомплекто­
ванная L цепь может быть гликозилирована, если она в моно­
мерной форме, а не собрана в димер.

Добавление терминальных сахаров и полимеризация секре­
торного IgA в димер и IgM в пентамер происходит быстро перед 
секрецией. Секреция является процессом, обратным пиноцитозу.
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Олигосахаридные группировки могут играть важную роль при 
сборке функционально активных молекул гликопротеинов из их 
субъединиц. По мнению некоторых авторов (Parkhouse, Askonas, 
1969; Della Corte, Parkhouse, 1973), ступенчатое присоединение 
углеводов к полипептидным цепям вряд ли может контролировать 
процесс полимеризации субъединиц в макромолекулы. Однако 
получены доказательства того, что углеводные группы играют 
важную роль в сборке пентамерной молекулы иммуноглобулина 
М и поддержании структуры.

Е. Д. Каверзнева и др. (1975), Kleine et al. (1975) исследовали 
участие олигосахаридных группировок в процессе диссоциации 
и реассоциации иммуноглобулина нативного и модифицированно­
го дегликозилированием обработкой гликозидазами. Не обнару­
жено различий в процессе диссоциации нативного и модифициро­
ванного дегликозилированием иммуноглобулина М в 10 мМ ди- 
тиотрейтоле, pH 8,8, 22°С. Однако диссоциированный немодифи- 
цированный иммуноглобулин М после удаления дитиотрейтола 
полностью полимеризовался в иммуноглобулин М, соответствую­
щий по положению на электрограммах исходному иммуноглобу­
лину.

В случае модифицированного иммуноглобулина М сборка дис­
социированного материала идет медленно до HL и IgM, олигомер 
образуется в незначительном количестве.

По-видимому, водородные связи, солевые мостики, образован­
ные N-ацетилнейраминовой кислотой, и другие нековалентные 
связи, возникающие между соседними олигосахаридными группа­
ми или N-ацетилнейраминовой кислотой, а также заряженными 
аминокислотными остатками, принимают участие в свертывании 
мономеров IgM в структуры, способные полимеризоваться в био­
логически активный пентамер. Далее, по-видимому, в стабилиза­
ции этой структуры участвуют дисульфидные мостики.

Участие олигосахаридных группировок в стабилизации струк­
туры пентамерной молекулы IgM подтверждается сравнением со­
держания углеводов в молекулах IgM и IgG. В то время как 
IgG в большинстве случаев содержит только 1 углеводную груп­
пу, в молекуле IgM содержится 5 олигосахаридных группировок 
на каждой Н цепи, 4 из которых расположены возле межсубъеди­
ничного мостика в Fc области и только 1 — в константной части 
Fab. Более высокое содержание углеводов в иммуноглобулине 
М может быть одной из причин способности IgM скорее, чем 
IgG, образовывать ковалентносвязанные полимеры.

Большинство внутриклеточных иммуноглобулинов в нормаль­
ных плазматических клетках локализовано в шероховатом эндо­
плазматическом ретикулуме. Накопительских и секреторных гра­
нул в таких клетках нет, и среднее время продвижения от шеро­
ховатого эндоплазматического ретикулума к цистерне аппарата 
Гольджи и секреция занимают 20 мин. Кинетика этих процессов 
в основном идентична для всех классов иммуноглобулинов.
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Иммуноглобулины специфически отбираются для секреции сре­
ди белков, синтезированных клетками, продуцирующими антитела. 
Присутствие сигнального пептида-лидера — один из факторов, 
обеспечивающих направление возникающих иммуноглобулиновых 
цепей в эндоплазматический ретикулум и отбирающих их для 
секреции.

Коровые сахара — манноза и N-ацетилглюкозамин — прикреп­
ляются к аспарагиновым остаткам растущей полипептидной цепи 
в шероховатом эндоплазматическом ретикулуме из пула предва­
рительно синтезированных долихололигосахаридных переносчи­
ков, присутствующих в шероховатом эндоплазматическом рети­
кулуме. Терминальные сахара — фукоза и сиаловые кислоты, 
иногда и галактоза, добавляются к предварительно собранным 
иммуноглобулиновым цепям перед их секрецией в месте между 
аппаратом Гольджи и плазматическими мембранами.

Роль гликозилирования в транспорте и секреции иммуногло­
булинов пока считается спорной. Туникамицин, ингибирующий 
присоединение корового N-ацетилглюкозамина к возникающей 
полипептидной цепи, блокирует секрецию иммуноглобулинов в 
нормальных плазматических клетках, а также в миеломных клет­
ках. Однако он не снижает экспрессию мембранного иммуногло­
булина IgM. Ультраструктурные исследования показали накоп­
ление иммуноглобулинов в цистерне шероховатого эндоплазма­
тического ретикулума при обработке миеломных клеток туника- 
мицином.

Между ц-цепями секретируемой и мембранной форм иммуно­
глобулина М человека и мыши существуют структурные разли­
чия. Доказано, что эти IgM синтезируются разными рибонуклеа­
зами.

Методом стимулирования липополисахаридом клеток BCL^ 
мышиной лейкемии изучена экспрессия мембранного и секрети­
руемого IgM одной и той же клеточной популяции на разных ста­
диях дифференциации. Эти неопластические клетки экспресси­
руют на своей поверхности 8S IgM. Одновременно эффект глико­
зилирования на секрецию IgM и IgG изучен в гибридомной кле­
точной линии BCLı, которая секретирует оба типа иммуноглобу­
линов. Показано, что в присутствии туникамицина синтезируется 
нормальное количество негликозилированных ц-цепей IgM, и эти 
негликозилированные IgM не секретируются и не экспрессируют­
ся на клеточной поверхности (Yuan, 1982).

По-видимому, несмотря на различия в путях биосинтеза мем­
бранных и секреторных ц-цепей, экспрессия и секреция IgM мо­
жет иметь общие черты: оба процесса зависят от стадии глико­
зилирования этих белков. Углеводы могут влиять на эти процес­
сы, активно помогая миграции цепей через цистерну эндоплазма­
тического ретикулума и аппарата Гольджи к поверхности клетки. 
Гликозилирование также может влиять на формирование тре­
тичной структуры IgM и тем самым косвенно участвовать в про-
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цессах секреции и экспрессии. По-видимому, негликозилированный 
IgM не узнается структурами клетки, отвечающими за экспрес­
сию и секрецию.

В экспериментах с биосинтезом в присутствии радиоактивной 
метки показано, что в секретирующих В-лимфоцитах и миелом­
ных клетках туникамицин не влияет на синтез предшественников 
иммуноглобулинов, но блокирует поздние стадии процесса. 2-де- 
зокси-Э-глюкоза ингибирует транспорт иммуноглобулинов из по­
лисом к шероховатому эндоплазматическому ретикулуму и затем 
в везикулы гладкого эндоплазматического ретикулума, но не бло­
кирует секрецию синтезированных молекул и иммуноглобулинов 
из гладкого эндоплазматического ретикулума, поскольку туника­
мицин снижает пул олигосахаридных интермедиатов, предназна­
ченных для связывания с полипептидом. Следовательно, гликози­
лирование иммуноглобулинов и других гликопротеинов важно для 
транспорта их от полисом в гладкий эндоплазматический рети­
кулум, но добавление терминальных сахаров не критично для 
секреторных процессов.

Идентифицированы варианты миеломных клеток, у которых 
отсутствует способность секретировать иммуноглобулины и об­
наружено аномальное гликозилирование. Однако неясно, вызы­
вают ли дефекты в гликозилировании неспособность к секреции, 
или оба эти процесса являются результатом измененной первич­
ной последовательности аминокислот или нарушения процесса 
регуляции. Эти вопросы требуют выяснения.

В противоположность экспериментам, подтверждающим, что 
гликозилирование существенно для корректного внутриклеточного 
транспорта и секреции иммуноглобулинов, имеются работы, из 
которых можно сделать противоположный вывод.

Большая часть легких цепей мышиных иммуноглобулинов не 
гликозилирована, но активно секретируется. В некоторых случаях 
неспособность легких цепей секретироваться клетками миеломы 
приписывается структурным мутациям, которые не влияют на 
образование и отщепление пептида-лидера, но блокируют сборку 
и секрецию.

Перенос полипептида через мембрану шероховатого эндоплаз­
матического ретикулума, инициируемый пептидом-лидером, необ­
ходим, но недостаточен для секреции. Анализ спонтанных или 
продуцируемых мутагеном вариантов миелом показал, что струк­
турные изменения в тяжелых и легких иммуноглобулинах в одних 
случаях приводят к потере способности секретировать, в других 
случаях аномальные белки секретируются с нормальной ско­
ростью. Сравнительное изучение таких мутантных белков позво­
лит идентифицировать специфическую сигнальную последователь­
ность аминокислот, которая является критической для внутрикле­
точного транспорта, сборки и секреции.

Таким образом, очевидно, что гликозилирование иммуногло­
булинов и других гликопротеинов — важный этап в процессах 
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секреции, но не во всех случаях является существенной ста­
дией.

Ранние события в транспорте иммуноглобулинов (биосинтез 
на полисомах, связанных с мембранами, сборка и гликозилиро­
вание в шероховатом эндоплазматическом ретикулуме, транспорт 
в везикулы аппарата Гольджи) охарактеризованы лучше, чем 
последующее передвижение иммуноглобулиновых цепей, потому 
что клетки, синтезирующие антитела, не накапливают и не хра­
нят иммуноглобулины перед секрецией.

Исследование секреции иммуноглобулинов показало, что 
происходит постоянное передвижение небольших иммуноглобу- 
линсодержащих везикул от аппарата Гольджи к плазматическим 
мембранам и различные вещества могут ингибировать секрецию. 
Блокирование разных стадий движения, например, снижение уров­
ня внутриклеточного Са2+ ионофором, ухудшает миграцию вези­
кул, содержащих иммуноглобулины, из комплекса Гольджи, где 
они агрегируют. Моненсин и Нигерии, карбоксильные ионофоры, 
ускоряющие обмен Na+ и К+, вызывают слияние везикул, содер­
жащих иммуноглобулины, друг с другом. Эти агрегированные ве­
зикулы не могут двигаться к плазматическим мембранам. Инги­
биторы энергетического обмена блокируют транспорт иммуногло­
булинов перед включением в аппарат Гольджи.

Для некоторых гликопротеинов гликозилирование не требуется 
для их секреции из клетки и доставки специфическим клеточным 
органеллам.

Фибриноген — гликопротеин, содержащий 4 разветвленных 
олигосахаридных цепи с N-гликозидными связями у аспарагина 
364 на p-цепи, у аспарагина 52 — на у-цепи. Показано, что не­
смотря на ингибирование гликозилирования фибриногена, он сек­
ретируется клетками гепатомы мышей.

Gilman et. al. (1984) исследовали синтез и секрецию фибриногена 
в культуре нормальных гепатоцитов кролика в присутствии туни- 
камицина. За синтезом следили по включению 3Н-аминокислот, 
за секрецией — по включению 3Н-маннозы. Доказано, что туни- 
камицин не ингибировал синтез фибриногена, однако общий син­
тез белка ингибировался на 30—40% (определено по включению 
метки в преципитаты при добавлении трихлоруксусной кислоты). 
Туникамицин не ингибировал и секрецию фибриногена. Неглико- 
зилированный фибриноген был так же функционален, как и гли­
козилированный.

Однако в некоторых случаях дегликозилирование изменяет эти 
процессы. Например, обработка туникамицином предотвращает 
секрецию инвертазы и кислой фосфатазы в дрожжах, и неглико- 
зилированные белки аккумулируются в неспецифических внутри­
клеточных органеллах мембран. Обработка туникамицином кле­
ток гематомы человека в культуре ингибирует секрецию а2-мак- 
роглобулина, а,-протеазного ингибитора и церулоплазмина. Об­
наруженное различие в секреции гликозилированных и неглико-
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зилированных гликопротеинов может быть связано с агрегацией, 
изменением растворимости или стабильности этих гликопротеи­
нов. Не исключено специфическое влияние углеводов на секре­
цию гликопротеинов из клетки. Дополнительные доказательства 
включения гликановой части гликопротеинов в процесс их секре­
ции получены при изучении гликозилирования в присутствии ин­
гибиторов.

Обработка клеток гепатомы человека в культуре свейнсони- 
ном (ингибитор маннозидазы II аппарата Гольджи) уменьшает 
лаговую фазу секреции синтезированных гликопротеинов — транс­
феррина, церулоплазмина и ctı-антитрипсина на 10—15 мин.

1-диоксийиримицин (ингибитор глюкозидазы I и II эндоплаз­
матического ретикулума) ингибирует перенос трансферина, церу­
лоплазмина, а2-макроглобулина и щ-антитрипсина из шерохова­
того эндоплазматического ретикулума, так что они накапливают­
ся в нем. Однако этот ингибитор не влияет на внутриклеточный 
транспорт альбумина и белка G вируса везикулярного стоматита. 
Следовательно, этот ингибитор не вызывает общего ингибирова­
ния транспорта гликопротеинов из шероховатого эндоплазматиче­
ского ретикулума.

1-диоксийиримицин ингибирует также секрецию щ-антитрипси- 
на и антихимотрипсина клеток гепатомы человека и внутрикле­
точный транспорт в лизосомы синтезированного катепсина D и 
М-ацетил-р-О-гексозаминидазы.

Неясно, как N-связанные гликаны влияют на внутриклеточный 
транспорт гликопротеинов. Модификация в структуре гликановой 
части, вызванная свейнсонином и 1-диоксийиримицином, вероят­
но, не изменяет конформацию вновь синтезированного гликопро­
теина, как это можно допустить для туникамицина. Существует 
мнение, что рецепторы мембран на ламенальной поверхности ап­
парата Гольджи регулируют селективный внутриклеточный транс­
порт гликопротеинов. Поскольку модифицированные гликановые 
структуры гликопротеинов влияют на внутриклеточный транспорт 
секреторных и лизосомальных гликопротеинов, то, возможно, оли­
госахариды являются частью рецепторной системы узнавания.

Приводим данные по влиянию ингибирования гликозилирова­
ния на секрецию и транспорт гликопротеинов (Olden et al., 1982).
Гликозилированный гли­

копротеин
Ингибитор гликозили­

рования

Белки поверхности кле­
ток Balb /сЗТЗ (иоди­
рованные)

Белки поверхности кле­
ток ВНК (иодированные)

JgG МОРС

Дефект в синтезе ^аце­
тил глюкозам ина

2-дезэксиглюкоза

2-дезэксиглюкоза

Результат

Отсутствие или сниже­
ние метки в белке

Снижение метки в бел­
ковых полосах

80% ингибирование пе­
реноса в эндоплазмати­
ческий ретикулум; 15% 
ингибирование секреции
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ток

IgG тяжелые цепи МРС
—II миелома

Мутация гликозилиро­
вания

Нет изменений в кине­
тике секреции

К легкие цепи К-46 
плазмоцитомы 46В

2-дезоксиглюкоза 63 % ингибирование секре­
ции, такое же ингиби­
рование общего бел­
кового синтеза, 2- 
кратное увеличение 
внутриклеточного пула

IgA МОРС 315 Туникамицин 85% ингибирование сек­
реции, увеличение со­
держания IgA в эндо­
плазматическом рети­
кулуме

IgE IR 162 Туиикамицин Полное ингибирование 
секреции

Инвертаза и кислая 
фосфатаза дрожжей

Туникамицин Ингибирование секре­
ции; не обнаружено 
внутриклеточной акку­
муляции

Проколлаген фиброблас­
тов эмбрионов цыплят

Туникамицин Нет ингибирования сек­
реции; ингибирование 
протеолитического про­
цессинга

■Фибронектин фибро­
бластов сухожилии цып­

лят и клеток Т5Т

Туникамицин Ингибирование секреции 
в свободную от сыво­
ротки среду

Фибронектин эмбрионов 
цыплят фибробластов

Туникам-ицин Нет ингибирования сек­
реции; усиление проте­
олиза

Трансферрин печени 
крыс

Туникамицин Нет ингибирования сек­
реции

Т25 гликопротеин плаз­
моцитомы

Генетические дефекты 
гликозилирования

/

Снижение содержания 
на поверхности; усиле­
ние протеинолиза

Апопротеин В печени 
цыплят

Туникамицин Нет ингибирования сек­
реции

Предшественник АКТГ- 
эндорфина

Туникамицин Нет влияния на секре­
цию

Мембранные гликопро­
теины клеток ВНК

Туникамицин Не ингибирует экспорт 
и слущивание

Ацетилхолиновый ре­
цептор мышечных кле-

Туникамицин Не ингибирует экспорт; 
усиление протеинолиза
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Вирусные гликопротеи­
ны Е2, Е3

Вирусные гликопептиды 
HAj и НА,

Гликопротеин G вируса 
VS

Овальбумин печени 
цыплят

Фактор, стимулирующий 
образование колоний

Карбоксипептидаза дро­
жжей

Интерферон лейкоцитов

HLA антиген лимфо­
бластов

Родопсин мембран со­
сочков сетчатки

Инвертаза и кислая 
фосфатаза дрожжей

2-дезоксиглюкоза и М- 
ацетилглюкозамин

2-дезоксиглюкоза и N- 
ацетилглюкозамин

Генетическое блокиро­
вание гликозилирования

Туникамицин

Туникамицин

Туникамицин

Туникамицин

Туникамицин

Туникамицин

Туникамицин

Мембранные белки ви­
руса SF

Туникамицин

Усиление протеолити­
ческого процессинга

Усиление протеолити­
ческого процессинга

Усиление внутриклеточ­
ного процессинга

Не ингибирует секрецию

Не ингибирует секрецию 
и биологическую ак­
тивность

Не ингибирует секрецию

Не ингибирует секрецию 
и биологическую ак­
тивность

Не ингибирует секре­
цию

Не ингибирует встраи­
вание в мембраны

Ингибирует секрецию

Ингибирование встраи­
вания в мембраны

Итак, имеются лишь' общие представления относительно био­
синтеза и секреторных процессов гликопротеинов. Узнав.анием 
специфическими гликозилтрансферазами определяется аминокис­
лотная последовательность полипептидной цепи, подлежащая 
гликозилированию. Гликозилтрансферазы специфичны не только' 
к определенной последовательности аминокислот, но и ко вторич­
ной и третичной структурам этих последовательностей, т. е. су­
ществуют определенные стерические условия действия транс­
фераз.

Очевиден факт, что олигосахаридные предшественники N-гли- 
канов связаны с липидом и образуются у животных, растений и 
дрожжей. Олигосахаридный предшественник N-гликанов состоит 
из 2 остатков N-ацетилглюкозамина, 3 остатков маннозы и 2—3 
остатков глюкозы. Построение кора с гликозиламидным узлом 
связи осуществляется с помощью этого липидного переносчика. 
Дальнейшее удлинение цепи осуществляется гликозилтрансфера­
зами. Синтез олигосахаридного предшественника N-гликанов ин­
гибируется туникамицином. В построении олигосахаридных цепей 
важен тип гликозилирующих клеток.

Гликозилирование начинается сразу после того, как полипеп- 
тидная цепь сходит с рибосомы, пока она еще не успела свернуть­
ся при образовании вторичной, третичной и четвертичной струк­
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тур, пока еще доступны для гликозилирования аспарагиловые 
центры гликозилирования.

Имеются примеры влияния гликозилирования на сборку, 
транспорт к мембранам и секрецию гликопротеинов, однако есть 
примеры и противоположного свойства. Вопрос участия олигоса- 
харидных цепей гликопротеинов в этих процессах окончательно 
не решен. Неизвестны и механизмы, посредством которых глико­
протеины отбираются для секреции. Определенную роль играет 
пептид-лидер. И секреторный, и мембранный IgM. имеют в сос­
таве пептид-лидер, однако процессы их движения на последних 
стадиях различаются. Возможно, в отношении механизма секре­
ции гликопротеины разделяются на группы. Гликопротеины, от­
носящиеся к одной группе, вероятно, должны иметь общие гомо­
логичные (в смысле организации) участки молекулы, ответствен­
ные за эти процессы. Поэтому для выяснения механизма секре­
ции прежде всего необходимо выделение этих гомологичных уча­
стков гликопротеинов, а также мембранных компонентов, с кото­
рыми они вступают в контакт, и установление закономерностей 
их взаимодействия.

Нельзя исключить возможность того, что между мембранным 
и секреторным иммуноглобулинами существуют небольшие струк­
турные различия, но выявить их чрезвычайно сложно. Способ­
ность мембранных иммуноглобулинов взаимодействовать с мем­
браной представляет собой интригующую особенность этих бел­
ков, о которой пока мало что известно. Исследование ее может 
оказаться важным для понимания механизма антигенной стиму­
ляции.

Расшифровка механизмов секреции и гликозилирования имеет 
значение для практических целей. Полученные генной инжене­
рией штаммы бактерий, предназначенные для биосинтеза тех или 
иных биологически активных компонентов, часто неспособны к 
гликозилированию. Это затрудняет терапевтическое использова­
ние полученных таким путем биологически активных компонентов, 
поскольку они либо быстро деградируются действием протеиназ, 
либо выводятся из циркуляции механизмом клиренса. Поэтому, 
чтобы их можно было эффективно использовать для терапевти­
ческих целей, необходимо их гликозилирование.

ФОРМИРОВАНИЕ СТРУКТУРЫ ГЛИКОПРОТЕИНОВ 
ДЛЯ ОСУЩЕСТВЛЕНИЯ БИОЛОГИЧЕСКИХ ФУНКЦИИ

Посттрансляционная модификация белка прикреплением оли- 
госахаридных группировок значительно изменяет размер и струк­
туру цолипептидных цепей; могут изменяться и физико-химиче­
ские свойства белка: третичная структура, растворимость, 
вязкость, заряд. Накоплено достаточно примеров, когда деглико- 
зилированные формы гликопротеинов получали в присутствии инги­
биторов гликозилирования и (или) с использованием специфи­
ческих гликозидаз.
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Молекулы иммуноглобулинов, обладающие сложной простран­
ственной структурой, способны изменять конформацию. Такая 
подвижность структуры иммуноглобулинов, по-видимому, обеспе­
чивается многими элементами, в том числе и олигосахаридными 
группировками, и связана с выполнением многообразных биоло­
гических функций. Молекула иммуноглобулина M (IgM) имеет 
форму пятиконечной звезды с поперечником в 320 А. Раздвоенные 
концы — «лучи», образованные Fab-фрагментами, и пентамерный 
(Fc) 5-остов образуют центральный диск этой звезды. Основными 
элементами структуры являются домены, построенные из участ­
ков полипептидной цепи. Области доменов четко ограничены на 
картах распределения электронной плотности. Эти домены свер­
тываются независимо друг от друга. Каждый домен состоит из 
100—150 остатков, диаметр их приблизительно 25 А. Из таких 
доменов состоят тяжелые и легкие цепи, связанные дисульфид­
ными мостиками в мономерные IgM субъединицы. Из 5 таких мо­
номерных субъединиц образуется пентамерная молекула IgM 
с мол. массой 900000.

В целом структура субъединицы IgM аналогична структуре 
иммуноглобулина G (IgG), но значительно усложнена за счет 
наличия одного лишнего домена в тяжелой цепи и присутствия 
четырех лишних олигосахаридных группировок. В отличие от мо­
лекулы IgG, на каждую тяжелую цепь в IgM приходится не 1, а 
5 олигосахаридных группировок. Пентамеризация субъединиц 
значительно повышает количество возможных структурных изме­
нений молекулы. В иммуноглобулинах поверхность в 100 А может 
принимать порядка 1000 конформаций, проявляющих различные 
связывающие свойства. Специфичность поверхности определяется 
ее формой, характером доноров и акцепторов водородных связей, 
а также зарядом.

Функция иммуноглобулинов осуществляется путем взаимодей­
ствия между их молекулами и реагирующими с ними лигандами. 
В момент связывания антигена в области между вариабельными 
участками Fab происходят некоторые смещения в расположении 
этих участков. Одновременно происходят некоторые смещения в 
расположении участков поверхности, ответственных за взаимо­
действия с системой комплемента (именно с узнающим центром 
первого компонента — Clq), так как известно, что связывание 
Clq происходит только после присоединения антигена (Huber, 
1980) или после некоторых других внешних воздействий на 
IgG и IgM. Таким образом, подвижность структуры иммуногло­
булинов является их функциональной особенностью.

Каковы характерные черты этой структуры, лежащие в осно­
ве функции иммуноглобулинов? Этой проблеме посвящены обзор­
ные работы (Каверзнева, 1984; Burton, 1985).

Конформационные изменения IgM после удаления части оли­
госахаридных группировок специфическими экзогликозидами с 
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помощью физико-химических методов показаны на примере мо­
ноклонального IgM, полученного из крови людей с болезнью Валь- 
денштрема. Частично дегликозилированные молекулы могут 
служить моделями природных молекул IgM с недостроенными 
углеводными цепями.

Показательно изменение склонности к ассоциации молекулы 
IgM. В данном случае имеется в виду первичная ассоциация в 
растворе, улавливаемая по усилению светорассеяния при 280— 
350 нм. Воздействие температуры 37°С без каких-либо нарушений 
в первичной структуре приводит к резкому повышению склон­
ности к ассоциации. Если же одновременно отщепляются олиго- 
сахаридные группировки, склонность к ассоциации оказывается 
меньше и даже при глубоком отщеплении не достигает уровня, 
вызванного температурным воздействием.

Таким образом, под воздействием температуры резко повы­
шается склонность иммуноглобулина М к ассоциации. Эта склон­
ность менее выражена, если одновременно происходит отщепле­
ние углеводных групп. По-видимому, механизмы конформацион­
ных перестроек при температурных воздействиях и отщеплении 
олигосахаридных группировок различаются.

Аналогичное явление отмечено нами при исследовании связы­
вания IgM с белком A Staphylococcus aureus штамм А-676 и 
Cowan-1 иммуноферментным методом при использовании конъю­
гатов белка А с р-галактозидазой Bacillus subtilis (Г. В. Виха, 
И. В. Виха, 1987).

Количество связанного с IgM конъюгата белка А после темпе­
ратурной обработки IgM снижалось на 25%. При обработке IgM 
гликозидазами отщепляются ол'йгосахаридные группировки, что 
приводит к конформационным изменениям. Такой частично дег- 
ликозилированный IgM связывал на 13% меньше конъюгата бел­
ка А по сравнению с исходным IgM, т. е. снижение было меньше, 
чем у IgM, подвергшегося температурной обработке.

Приводим данные по связыванию конъюгатов белка A Staphy- 
lacoccus aureus и 0-галактозидазы Bacillus subtilis с иммуноглобу­
лином М.

Иммуноглобулин М
^‘^Андр без обработки сразу после выделения

, инкубированный при 18°С, pH 6,4 в тече­
ние 10 суток в присутствии ингибитора протеиназ 

/^ЛГдндр , инкубированный при 18°С, pH 6,4 
в течение 10 суток в присутствии гликозидаз 
и ингибитора протеиназ. Отщеплено 84,5% ман­
нозы, 3.)% N-ацетилглюкозамина, вся Л'-ацс- 
тилнейраминовая кислота
Примечание, п—число опытов.

Таким образом, как и в наблюдаемой нами 
формационные перестройки, возникающие при

Связывание, % 
100

75,3±4,4(и=17)

87,1±3,3 (п=21)

ассоциации, кон- 
отщеплении оли-
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госахаридных группировок, имеют направленность, противополож­
ную той, которая вызвана термообработкой.

Специфичность во взаимодействиях белок—белок определяет­
ся комплементарностью контактирующих поверхностей, простран­
ственным сближением и ориентацией доноров и акцепторов во­
дородных связей и солевых мостиков. Солевым мостикам припи­
сывается большое пассивное влияние: если заряды в белке не- 
скомпенсированы, энергия связывания ослабляется настолько 
сильно, что белок теряет способность к ассоциации.

Как известно, IgM содержит 0,9% N-ацетилнейраминовой кис­
лоты, что составляет 47 остатков на 1 молекулу. N-ацетилнейра- 
миновая кислота занимает терминальное положение в олигоса- 
харидных цепях IgM. При физиологических значениях pH N-аце- 
тилнейраминовая кислота ионизирована и может вступать в 
электростатические взаимодействия, например, с образованием со­
левого мостика по типу —COO_...H3N, либо с образованием водо­
родных связей с карбонильным атомом по типу NH...O= или 
—ОН... О = . При удалении концевых остатков N-ацетилнейрами­
новой кислоты один из участников такого типа взаимодействия 
(солевых мостиков или водородных связей) уходит, другой участ­
ник такого рода связей может вступить во взаимодействие снова, 
если найдется пара, но может остаться и нескомпенсированным.

После отщепления части олигосахаридных группировок от 
IgM дифференциальный и сольвентпертурбационный спектры ука­
зывают на уменьшение доступности хромофоров триптофана и 
тирозина. Трипсинолиз после отщепления 50% нейтральных уг­
леводов заторможен. На 50% уменьшилась доступность остатков 
триптофана при реакции с реактивом Кошланда. По реакции с 
тетранитрометаном доступность остатков тирозина при малом 
отщеплении сахаров практически не изменялась, а при 50% от­
щеплении углеводов несколько увеличивалась. Это подтверждает­
ся данными Н. Т. Алимбабаевой (1985) по иодированию дегликози- 
лированного тиреоглобулина.

При удалении олигосахаридных группировок главной причи­
ной конформационных изменений является нарушение структу­
ростабилизирующей функции этих олигосахаридных группировок.

Удаление части углеводов может приводить к сближению меж­
ду собой доменов, их слипанию и уплотнению в целом. Отмечена 
высокая конформационная лабильность в Fc-области иммуногло­
булинов в противоположность большой жесткости Fab фрагмен­
тов. Такая же разница в свойствах этих фрагментов наблюдается 
при изучении дифференциальных спектров IgM в разных усло­
виях (Каверзнева и др., 1984). Именно в Fc-области сосредото­
чены олигосахаридные группировки, олигосахарид С2 в шарнире 
при аспарагине-332, олигосахаридные группировки С3 и С4 в до­
мене С^З на асн 395 и асн 402 (Putman et al., 1973). Склон­
ность к нарушению плоскостной конфигурации в (Fc)5-области 
особенно резко проявляется на свободных фрагментах, т. е. после 
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отщепления от молекулы Fab фрагментов. Очевидно, они удер­
живают (Рс)Б-фрагмент в напряженном плоском состоянии. Воз­
можно, это вызвано электростатическим отталкиванием между 
Fab фрагментами, которые мешают взаимному сближению субъе­
диниц и выходу их из плоскости центрального диска в нативном 
состоянии молекулы. После отщепления Fab фрагментов в сво­
бодном (Fc)s-фрагменте происходит взаимное перемещение доме­
нов Ср3 и 4, причем микроокружение хромофоров тирозина 
и триптофана сильно меняется, что проявляется в степени их дос­
тупности реактиву Кошланда, тетранитрометану и трипсину. Фор­
ма такого свободного (Fc)5-фрагмента значительно приближается 
к глобулярной.

В IgG, где имеется всего 2 олигосахаридных группировки на 
двух соседних доменах Ср2 молекулы, о роли углеводов можно 
судить на основании рентгеноструктурного анализа этой молеку­
лы. Анализ показал, что углеводные группировки расположены 
на противоположных сторонах доменов и как бы распирают их, 
не давая им плотно соприкоснуться (Huber, 1980).

В IgM, где имеется по 5 группировок углеводов на каждую 
Н цепь, их роль трудно выяснить аналогичным путем. Сами груп­
пировки отличаются по составу: 3 из них относятся к смешанно­
му типу, а 2 в глубине (Fc)5-области состоят только из глюкоза- 
мина и маннозы, поэтому называются маннозобогатыми; основ­
ная функция их, по-видимому, состоит в поддержании нужной 
пространственной структуры молекулы IgM. Это следует из того 
факта, что после отщепления части олигосахаридных группировок 
теряется способность к самосборке целой пентамерной молекулы 
из свободных Н- и L-цепей, в то время как для нативного IgM 
такая способность хорошо доказана (Каверзнева и др., 1975; 
Kleine et al., 1975). В отсутствие углеводов необходимая для са­
мосборки конформация не устанавливается. Эта функция связа­
на, вероятно, с тремя олигосахаридными группировками смешан­
ного типа, находящимися в доменахСр1 и Ср3и между ср 2 и Ср 3 
доменами. Маннозобогатые группировки в этой функции не участ­
вуют, так как самосборка IgM происходит и после их отщепления 
(Каверзнева и др., 1981). Эти группировки необходимы для при­
дания IgM устойчивости в растворе за счет их гидрофильности 
(Каверзнева и др., 1978).

Можно предположить, что отщепление части углеводных ос­
татков в Сц 2 и с З доменах может вызывать смещение доменов 
таким образом, что шарнирные области как бы. втянутся в цент­
ральный диск, молекула уплотнится и Fab фрагменты станут 
менее подвижными. При этом трипсинолабильные связи в шар­
нирной области могут экранироваться. Гибкость в области шар­
ниров должна снижаться, что затормозит загибание «лапок». 
Следствием сближения доменов Ср 2 и Ср 3 при отщеплении угле­
водов может явиться погружение хромофоров в толщу молекулы,
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что подтверждается анализом кривых дифференциальных спек­
тров.

Другим примером участия олигосахаридных группировок в осу­
ществлении функции гликопротеинов является биосинтез гормо­
нов — трииодтиронина (Т3) и тетраиодтиронина (тироксин — Т4) 
в составе молекулы тиреоглобулина, который является одним 
из типичных гликопротеинов.

Тиреоглобулин — основной иодпротеин, вырабатываемый в щи­
товидной железе. Способны иодироваться многие белки, но только 
в молекуле тиреоглобулина происходит эффективная конденсация 
моно- и дииодтирозиновых остатков с образованием гормонально 
активных иодтиронинов, сохраняющихся ковалентносвязанными 
в составе тиреоглобулина и поступающих в циркуляцию по мере 
физиологической потребности организма. Это свидетельствует, 
что молекуле тиреоглобулина присуща специфическая для био­
синтеза гормонов первичная структура, а также вторичная, тре­
тичная и четвертичная структуры.

Тиреоглобулин (мол. масса 660000)—компактный белок: в 
нем найдено около 100 дисульфидных связей между 200 цистеино­
выми остатками. Богатая иодом структура молекулы тиреоглобу­
лина имеет еще более компактную структуру по сравнению с нор­
мально иодированным тиреоглобулином. Молекула тиреоглобули­
на состоит из 2 субъединиц с мол. массой 330000. Каждая из 
субъединиц состоит из 2 полипептидных цепей, связанных дисуль­
фидными связями. Для тиреоглобулина характерно наличие зна­
чительного количества иода (от 0,04 до 1,2%), который связан с 
тирозином. Содержание иодированных аминокислот может быть 
увеличено иодированием in vitro. При иодировании in vitro ин­
тактного тиреоглобулина число остатков моноиодтирозина увели­
чивается до определенного уровня иода в белке, но дальнейшее 
искусственное иодирование не приводит к увеличению иодтирози- 
на выше этого предела. Эффективное иодирование белка in vitro 
при добавлении атомарного иода происходит только при более 
низких уровнях иода и иодаминокислот в белке; связывание иода 
с белком имеет свой предел (Саатов, 1974). По-видимому, в ти­
реоглобулине присутствуют остатки тирозилов, микроокружение 
которых препятствует иодированию. Это значит, что структурная 
организация молекулы тиреоглобулина обеспечивает конденсацию 
лишь определенной группы иодтирозильных остатков в тироксин 
и трииодтиронин.

Образование тироксина внутри молекулы тиреоглобулина пред­
полагает конденсацию двух иодтирозиновых остатков полипептпд- 
ных цепей тиреоглобулина, однако до сих пор не выяснено, проис­
ходят ли оба бензольных кольца тироксина от одной полипептид- 
ной цепи белка или же в реакции конденсации участвуют иодти- 
розильные остатки двух разных полипептидных цепей. Биосинтез 
тиреоидных гормонов путем иодирования тиреоглобулина проис­
ходит в полностью гликозилированной молекуле тиреоглобулина.
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Присоединение углеводных компонентов к неиодированной моле­
куле тиреоглобулина необходимо для транспортировки этого бел­
ка к фолликулам, где он иодируется (Monaco et al., 1975; 1981; 
Björkman, Ekholm, 1982). Этот иодгликопротеин содержит 8—10% 
углеводов в виде трех типов олигосахаридных цепей — А, В и С. 
Содержание отдельных углеводных компонентов и их структура 
(структура А и В олигосахаридных цепей) подробно приведены 
в главе 1.

Полное или частичное удаление N-ацетилнейраминовой кисло­
ты от тиреоглобулина приводит к изменениям его физико-химиче­
ских свойств. Удаление N-ацетилнейраминовой кислоты на 90% 
от тиреоглобулина крупного рогатого скота и полное удаление 
ее от тиреоглобулина человека не изменяли коэффициента седи­
ментации, однако электрофорез показал снижение суммарного 
отрицательного заряда молекулы тиреоглобулина (Salabe et al., 
1974).

Десиалирование тиреоглобулина человека и свиньи приводит 
к заметному понижению их растворимости в солевых растворах 
(Tarutani et al., 1977). Десиалирование тиреоглобулина повышает 
способность асиалотиреоглобулина к агрегации. Аналогичные из­
менения наблюдались в препаратах тиреоглобулина, выделенных 
из диффузного токсического зоба (после десиалирования) (Taru­
tani et al., 1977).

Растворимость тиреоглобулинов и содержание в них углеводов 
у разных видов животных неодинаковы (Robbins et al., 1959). По 
данным Tarutani et al. (1971), при электрофорезе подвижность 
нативного тиреоглобулина приблизительно на 10% выше, чем 
асиалированного, который разделяется при изоэлектрическом фо­
кусировании на 2 компонента с изоэлектрическими точками 4,55 
и 4,66, тогда как изоточка нативного белка 4,49. По данным Mo­
naco et al. (1974), тиреоглобулин с содержанием сиаловой кис­
лоты 0,15% и иода 0,02%, выделенный из опухоли щитовидной 
железы экспериментальных крыс, обнаруживал более низкую 
электрофоретическую подвижность.

При дегликозилировании повышается способность тиреогло­
булина к агрегации. По-видимому, отщепление углеводных ком­
понентов вызывает конформационные изменения в структуре мо­
лекулы тиреоглобулина, при этом на поверхность могут выходить 
гидрофобные участки, взаимодействие между которыми вызывает 
первичную ассоциацию. Она инициирует новые конформационные 
изменения, в итоге ассоциат теряет способность удерживаться в 
растворе и выпадает в осадок. По данным Kondo, Kamiya (1976), 
Tarutani et al. (1977), тиреоглобулин человека с 82% отщепле­
нием сиаловых кислот менее растворим, чем тиреоглобулин с 72% 
отщеплением, в свою очередь 72% менее растворим, чем интакт­
ный тиреоглобулин.

Имеются данные о влиянии гликозилирования тиреоглобули­
на на процесс образования тиреоидных гормонов. Monaco et al.
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(1974) наблюдали ослабление биосинтеза тиреоидных гормонов 
в тиреоглобулине экспериментальной опухоли щитовидной железы 
крыс, содержащем 0,02% иода и 0,15% сиаловой кислоты. Такой 
опухолевый тиреоглобулин содержал незначительное количество 
трииодтиронина и не содержал тироксина. Авторы полагают, что 
внутриклеточное присоединение сиаловых кислот к тиреоглобули­
ну необходимо для его последующего иодирования. Сиаловые 
кислоты необходимы также для миграции синтезированного ти­
реоглобулина из аппарата Гольджи к месту иодирования его в 
клетке (Monaco et al., 1974, 1976, 1981; Seagar et al., 1980; Domi- 
nici et al., 1981).

Ингибирование процесса гликозилирования туникамицином 
подавляет иодирование и секрецию тиреоглобулина. Определено, 
что содержание сиаловых кислот в тиреоглобулине часто корре­
лирует с содержанием иода в норме и при патологии (Monaco et 
al., 1974). В препаратах тиреоглобулина, полученных из щитовид­
ных желез людей с различными формами тиреоидной патологии, 
снижено содержание сиаловых кислот и иода (Hove-Vandenbrou- 
che, Couvreur, 1978). Содержание сиаловых кислот существенно 
снижено в тиреоглобулине из фолликулярных карцином, холод­
ных узлов и токсической аденомы. Во всех этих случаях снижено 
и содержание иода, что, по мнению авторов, объясняется влиянием 
сиаловых кислот на процесс иодирования этого белка.

Основная функция тиреоглобулина — связывание иода и био­
синтез гормонов трииодтиронина и тироксина из доступного ко­
личества иода. МонО- и дииодтирозин образуются на уровне 12 S 
субъединиц тиреоглобулина, но иодтиронины синтезируются толь­
ко при объединении полностью гликозилированных субъединиц 
тиреоглобулина, т. е. условия для конденсации иодтирозилов соз­
даются на уровне четвертичной структуры. Решающим условием 
синтеза гормонов является пространственное сближение двух 
иодтирозилов в молекуле тиреоглобулина. Пространственное 
сближение иодтирозилов, находящихся на разных концах поли- 
пептидной цепи или в разных полипептидных цепях молекулы ти­
реоглобулина, задается всеми четырьмя уровнями структурной 
■организации тиреоглобулина. В этом процессе участвуют все типы 
связей: дисульфидные мостики, водородные связи, солевые мос­
тики, Ван-дер-Ваальсовы силы взаимодействия, гидрофобные 
связи и др.

Участие олигосахаридных группировок в формировании необ­
ходимой для синтеза структуры молекулы тиреоглобулина, в ко­
торой достигается пространственное сближение двух иодтирози­
лов, исследовано на модели (Бабаев и др., 1978). Иодированию 
in vitro подвергали образцы тиреоглобулина с разным содержа­
нием углеводов, первичная структура которых в отношении 
аминокислбтного состава оставалась неизменной. Иодирование 
İn vitro тиреоглобулина, у которого удалено 35% N-ацетилнейра- 
миновой кислоты, приводит к интенсивному образованию иодти- 
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розинов, в основном за счет образования моно- и дииодтирозинов 
(МИТ и ДИТ соответственно). При этом тироксин не обра­
зуется.

При иодировании in vitro тиреоглобулина, у которого удале­
но 14% N-ацетилнейраминовой кислоты, по 28% маннозы и га­
лактозы и 36% N-ацетилглюкозамина, наблюдается несколько 
иная картина: сумма вновь образующихся иодтирозинов увели­
чивается не только за счет МИТ и ДИТ, но и за счет образо­
вания тироксина, причем интенсивность образования тироксина 
такая же, как при иодировании интактного белка.

В случае более глубокого дегликозилирования тиреоглобули-, 
на, а именно — при отщеплении 35% N-ацетилнейраминовой кис­
лоты, по 71% маннозы и галактозы и 60% N-ацетилглюкозамина, 
наблюдается значительное увеличение иодтирозинов за счет об­
разования моно- и дииодтирозина. Содержание тироксина при 
этом не изменяется.

Таким образом, при иодировании дегликозилированного ти­
реоглобулина конденсация иодтирозилов в тироксин подавляется, 
способность белка связывать атомы иода сохраняется, что в ито­
ге приводит к увеличению содержания МИТ и ДИТ. По-видимо- 
му, при дегликозилировании тиреоглобулина число доступных для 
атаки иодом остатков тирозина возрастает. В то же время синтез 
иодтиронинов из имеющихся МИТ и ДИТ при отщеплении от 
тиреоглобулина 35% N-ацетилнейраминовой кислоты существенно 
подавляется. Видимо, нарушаются условия сближения иодтирози­
лов, благоприятные для их конденсации. Вклад в формирование 
структуры, благоприятной для конденсации иодтирозилов в ти­
роксин, вносит только N-ацетилнейраминовая кислота, так как 
отщепление других углеводов не отражается на синтезе тирок­
сина.

N-ацетилнейраминовая кислота в олигосахаридных цепях гли­
копротеинов занимает терминальное положение. Как правило, при 
физиологических значениях pH она ионизирована и может всту­
пать в электростатические взаимодействия либо с образованием 
солевых мостиков по типу —COO~...H3N, либо с образованием во­
дородных связей с карбонильным атомом по типу NH...C= или 
—О—Н...О = . Вступая в электростатические взаимодействия, 
N-ацетилнейраминовая кислота может участвовать в сближении 
иодтирозинов разных участков полипептидной цепи или разных 
полипептидных цепей и создавать стерические условия, благо­
приятные для конденсации иодтирозилов. Таким образом, N-аце­
тилнейраминовая кислота участвует в формировании структуры 
тиреоглобулина для осуществления его основной гормонообра­
зующей функции.

В природе существует несколько уровней регуляции одного 
и того же процесса. Возможно, одним из уровней регуляции 
процесса иодирования является создание олигосахаридными 
группировками стерических препятствий для включения иода
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Рис. 9. Схематическое изображение 
формирования места конденсации иод­
тирозинов в составе молекулы тире­
оглобулина.

/—GlcNAc, 2 — Мап, 3—Gal, 4 — NeuNAc.

в тирозилы. Это необходимо, чтобы иодирование проходило до 
определенной степени и в определенных локусах молекулы иод- 
протеина, для создания конформаций тиреоглобулина, оптималь­
ных для нормального гормоногенеза. Схематическое изображе­
ние формирования места конденсации иодтирозинов в составе 
молекулы тиреоглобулина приведено на рис. 9.

В результате дегликозилирования изменяются физико-хими­
ческие свойства целого ряда гликопротеинов. Углеводы состав­

ляют 50% молекулярной массы 
внеклеточной дрожжевой инвер­
тазы. Фермент состоит из 2 иден­
тичных субъединиц с мол. мас­
сой 60000, к каждой субъединице 
прикреплено 9 олигосахаридных 
цепей, состоящих из ди-N- 
-ацитилхитобиозного кора и 
26—54 остатков маннозы. Дрож­
жевая инвертаза, полученная в 
условиях ингибирования туника- 
мицином, сохраняет каталитичес­
кие свойства, но становится более 
чувствительной к денатурации 
при нагревании и кислом pH, 
замораживанию и оттаиванию 
(Schwartz et al., 1982). Показано 
также, что после удаления от 

дрожжевой инвертазы 90% углеводов эндо-р-ацетилглюкозами- 
нидазой Н она становится менее устойчивой к многократному 
замораживанию и оттаиванию, кислому pH. При инактивации 
гуанидилхлоридом у нативной инвертазы сохраняется 76% ис­
ходной активности. У ренатурированной дегликозилированной 
инвертазы различия в эллиптичности замечены при 232 и 293 нм 
(Chu et al., 1978).

Некоторые исследователи сообщают, что нет четких различий 
в эллиптичности между гликозилированной и негликозилирован- 
ной формами рибонуклеазы, инвертазы и карбоксипептидазы 
(Puett, 1973). Значительное снижение флуоресценции триптофана 
при 324 нм обнаружено у ренатурированной дегликозилирован­
ной инвертазы по сравнению с ренатурированной исходной. Это 
свидетельствует, что ренатурированная дегликозилированная ин­
вертаза не восстанавливает свою структуру так легко, как на­
тивная (Chu et al., 1978).

Таким образом, вероятна роль углеводов в стабилизации ас­
социированных субъединиц белка. Олигосахаридные группиров­
ки корректируют скручивание и раскручивание фермента in vitro.. 
In vivo углеводная часть в некоторых случаях прямо накручи­
вает возникающую полипептидную цепь на полисому в наиболее 
стабильной трехмерной конфигурации.
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Обработка овечьего фоллитропина гипофиза безводным HF 
при 0°С приводит к удалению 80% углеводов; при этом полипеп- 
тидная цепь не изменяется. Фукоза, N-ацетилнейраминовая кис­
лота, N-ацетилгалактозамин отщепляются полностью, в то вре­
мя как гексозы и N-ацетилглюкозамин отщепляются соответст­
венно на 86 и 56%. Такая обработка не изменяет четвертичную 
структуру гормона, однако после дегликозилирования объем элю­
ции на сефадексе G-100 увеличивается (видимо, из-за снижения 
мол. массы), теряется способность связываться с конканавалин 
А-сефарозой, изменяется электрофоретическая подвижность и 
изоточка. УФ-спектры после дегликозилирования фоллитропина 
не изменяются, но слегка снижается флуоресценция триптофана. 
После дегликозилирования не изменяется способность связы­
ваться с рецепторами гормона (Manjunath et al., 1982).

Кристаллографический анализ иммуноглобулина G человека 
показал, что олигосахаридные группировки в Fc-фрагменте мас­
кируют гидрофобные домены, поэтому могут влиять на его раст­
воримость.

Негликозилированные иммуноглобулины А и Е аккумули­
руются в шероховатом эндоплазматическом, ретикулуме плаз­
матических клеток мыши. По-видимому, дегликозилирование из­
меняет их физико-химические свойства, вызывая агрегацию и 
ухудшая их прохождение через внеклеточные мембранные орга­
неллы (Schwartz, 1982).

Вирус везикулярного стоматита (San Juan) содержит един­
ственный гликопротеин оболочки, который имеет 2 сложные оли­
госахаридные цепи, связанные с аспарагином. Синтез этого гли­
копротеина происходит на полисомах, связанных с мембранами. 
Используя систему in vitro, Rothman, Lodish (1977) показали, 
что встраивание гликопротеина в мембрану везикул и гликозили­
рование происходят во время синтеза полипептидов. Инициация 
гликозилирования включает перенос маннозобогатого высокомо­
лекулярного олигосахарида с липида-носителя к растущему по­
липептиду. Для осуществления сборки вириона этот гликопро­
теин должен быть локализован на внешней поверхности плазма­
тической мембраны инфицированных клеток. Эти же авторы 
установили, что туникамицин является сильным ингибитором 
сборки вируса везикулярного стоматита (San Juan), негликози- 
лированный гликопротеин, синтезированный в присутствии туни- 
камицина, не может нормально мигрировать к поверхности 
клетки.

Негликозилированный гликопротеин, в противоположность 
гликозилированному, не солюбилизируется тритоном Х-100. Сле­
довательно, гликозилирование влияет на свертывание растущей 
полипептидной цепи и конечную конформацию гликопротеина. 
Показано также, что негликозилированный гликопротеин чувст­
вителен к температуре. Выход вируса везикулярного стоматита 
(Orsay), содержащего негликозилированный гликопротеин, в ус-
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ловиях сборки при 30° был в 2—5 раз больше, чем при 37°С. 
При 37—38°С туникамицин ингибировал сборку вируса везику­
лярного стоматита (San Juan) на 97—99%, а сборку вируса 
Orsay — на 85—95%. В обоих случаях негликозилированный гли­
копротеин не обнаруживался на внешней мембране плазматиче­
ских клеток. При 30°С в присутствии туникамицина сборка виру­
сов везикулярного стоматита San Juan ингибировалась на 90— 
95%, a Orsay — только на 30—55%. При 30°С негликозилирован­
ный гликопротеин вируса Orsay обнаруживался на мембране 
плазматических клеток непрямой иммунофлуоресценцией (Gibson 
et al., 1979).

Мутант вируса везикулярного стоматита ts 45 (Orsay) с чув­
ствительными к температуре повреждениями в гликопротеине об­
наруживал более высокую чувствительность к туникамицину, чем 
его родственные формы. Негликозилированный гликопротеин в- 
этом случае не обнаруживался на мембранах плазматических 
клеток.

Выявлены различия в физико-химических свойствах гликопро­
теина вируса везикулярного стоматита (Orsay) в зависимости 
от температуры, при которой он синтезируется, седиментации в 
градиенте сахарозы, экстракции тритоном Х-100, гуанидинхлори- 
дом, агрегации при диализе. В связи с этим Gibson et al. (1979) 
делают следующие выводы: негликозилированный гликопротеин 
чувствителен к температуре и подвергается агрегации при ее по­
вышении. Гликопротеины с разной первичной структурой по-раз­
ному гликозилируются. Гликозилирование влияет на свертывание 
белка и его конечную нативную конформацию. Гликозилирование 
гликопротеина влияет на сборку вириона. Блокирование туника- 
мицином сборки вириона связано с внутриклеточной агрегацией 
дегликозилированного гликопротеина.

Олигосахаридным группам муцина подчелюстных желез при­
писывают участие в агрегационных свойствах молекул. Олигоса- 
харидные цепи муцина овечьих подчелюстных желез имеют простую- 
структуру — это дисахарид, состоящий из N-ацетилнейрами- 
новой кислоты, соединенной 2 —6 связями с N-ацетилгалактоза- 
мином. Дисахарид прикреплен к полипептидному скелету О-гли- 
козидной связью с треонином или серином. Таких олигосахарид- 
ных цепей 200 на мономер в 650 аминокислотных остатков. Мо­
номер с мол. массой 154000 самоассоциируется, давая тетрамеры 
с мол. массой 557000—640000. При высоких концентрациях му­
цина образуются большие агрегаты.

Структура муцина подчелюстных желез овец изучена элек­
тронномикроскопически. В разбавленном растворе (5—30 мл в- 
0,8 M NAC1 или ацетате аммония) при высокой ионной силе об­
наружены нитевидные молекулы, из которых 90% имеют длину 
100—230 нм и диаметр 1,0—1,4 нм. При высоких концентрациях 
муцин образует олигомеры в виде связок.

Удаление N-ацетилнейраминовой кислоты от муцина несколь­
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ко изменяет картину: кроме нитевидных структур, как это наблю­
далось у полностью гликозилированного муцина, происходит об­
разование менее протяженных нитевидных структур. Удаление 
еще и N-ацетилгалактозамина приводит к значительным измене­
ниям в структуре муцина, образуются как протяженные, так и 
глобулярные структуры. Нативный муцин имеет фрикционное от­
ношение 3,09 (сильно асимметричный тропомиозин имеет фрик­
ционное отношение 3,22). Дегликозилированный муцин имел фрик­
ционное отношение 1,11, сравнимое с глобулярным овальбуми­
ном (1,01). Таким образом, в муцине углеводная группа нужна 
для поддержания нитевидной конформации и придания ему аг­
регационных свойств (Rose et al., 1984).

Еще одно важное свойство гликопротеинов — их антифризовая 
активность. Так, кровь антарктических рыб не замерзает из-за 
присутствия гликопротеинов с мол. массой 10000, 17000 и 21000. 
Структурно повторяющейся единицей этих гликопротеинов являет­
ся трипептид с двумя остатками аланина и одним остатком трео­
нина. К треонину присоединяется дисахарид, состоящий из N-аце- 
тилглюкозамина и галактозы, которая является концевым саха­
ром. Оказалось, что важнейшим фактором, обусловливающим ан- 
тифризовую активность этих гликопротеинов, является углевод­
ный компонент. Окисление гидроксильных групп у С6 галактозы 
полностью снимает противозамораживающую активность этих 
гликопротеинов. Считают, что гидрофильные углеводные цепи гли­
копротеинов-антифризов препятствуют образованию центров крис­
таллизации при переходе молекулы воды в кристаллическое сос­
тояние. Гликопротеины-антифризы обнаружены не только в сыво­
ротке крови, но и в мышцах антарктических рыб. Вероятно, их 
роль состоит в защите клеток от замораживания (Osuga, Feeney,. 
1978; Morris et al., 1978).

Качественный вклад углеводной компоненты в молекулу гли­
копротеина может быть самым неожиданным и не определяется 
количеством. Церулоплазмин содержит 2% N-ацетилнейрамино- 
вой кислоты. При ее отщеплении конформация молекулы этого 
белка не меняется, но меняется форма кристаллов (Зайцев и др., 
1975).

Представлены доказательства структурных изменений в им­
муноглобулине G человека после дегликозилирования (Dodon et 
al., 1981). При отщеплении сиаловых кислот от IgG при 37°С в 
течение 16 ч иммобилизованной нейраминидазой Clostridium рег- 
fingens количество первичных аминогрупп уменьшалось почти в 
5 раз. Свободные Н-группы исчезают почти полностью, содержа­
ние карбоксильных групп уменьшается почти в 2 раза. Обработ­
ка десиалированного IgG 4М мочевиной приводит к увеличению 
числа доступных первичных аминогрупп с 6,1 до 14,1 моль/моль, в то> 
время как в опытах с нативным IgG не отмечено значительного 
увеличения первичных аминогрупп (25,2 моль/моль после обра­
ботки 4М. мочевиной по сравнению с 30,6 моль/моль в контроле).
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Чувствительность к обработке 4М мочевиной свидетельствует, 
что в десиалированном IgG есть водородные связи, образованные 
аминогруппами. Показателем структурных изменений в IgG при 
десиалировании является изменение его растворимости при 4°С. 
После удаления 40% N-ацетилнейраминовой кислоты при 4°С 
растворимость была равна 100%, полное удаление этого сахара 
приводило к осаждению 70% IgG из раствора. Изменение струк­
туры IgG при десиалировании не связано с действием протеаз. 
При десиалировании изменяется вторичная структура, в образо­
вании которой принимают участие водородные связи, при этом 
затрагиваются как Fab, так и Fc области IgG.

Гетерогенность кислых гликопротеиновых гормонов, таких как 
человеческий хорионный гонадотропин, фоллитропин, связана с 
наличием терминальной N-ацетилнейраминовой кислоты. Однако 
была непонятна причина гетерогенности основных гликопротеино­
вых гормонов — лютропина и тиреотропина. В работе Hattori et 
al. (1985) выявлена причина гетерогенности лютропина гипофиза 
крыс. Лютропин выделен из гипофиза крыс гельфильтрацией на 
ультрагеле АсА-44 в виде 7 компонентов с разными изоточками: 
A1 (pl 8,0), A (pl 8,5), В (pl 8,8), С (pl 9,1), Д (pl 9,3), E (pl 9,6), 
F (рИ0,0). После десиалирования нейраминидазой все компо­
ненты имели изоточки компонента F. Это свидетельствует, что 
разница значения pl компонентов люпептина была обусловлена 
включением N-ацетилнейраминовой кислоты. Компоненты с более 
низкой изоточкой имели in vitro более низкую биологическую ак­
тивность, чем компоненты с высокой изоточкой. Десиалированные 
компоненты могут активировать аденилатциклазу и стероидогене- 
зис более активно, чем соответствующие интактные компоненты. 
По-вндимому, высокоосновной люпептин является основной мо­
лекулой, которая превращается сиалированием в другие менее 
основные. Таким образом, N-ацетилнейраминовая кислота в мо­
лекуле люпептина ответственна за его гетерогенность и биологи­
ческую потенцию.

Dill et al. (1986) показали участие олигосахаридных группиро­
вок в формировании структуры функционально активного мем­
бранного белка эритроцитов — гликофорина А. М-, N-антигенные 
свойства эритроцитов определяются 6 первыми остатками амино­
кислот N-терминального конца гликофорина А. Именно в этом 
участке находится углеводная группа, прикрепленная к одному 
из аминокислотных остатков. В экспериментах с использованием 
метки 13С на терминальном конце гликофорина Ам и гликофори­
на An установлено, что гликозилирование у второго и третьего 
остатков N-терминального конца гликофорина пертурбирует 
структуру этого белка, в то же время замещение у четвертого и 
пятого аминокислотных остатков не оказывало такого влияния.

После удаления N-ацетилнейраминовой кислоты у иммуногло­
булина G, полученного из сыворотки здоровых доноров, изменяет­
ся антигенный статус молекулы (Dodon et al., 1981). Из сыворот­
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ки больных ревматоидным артритом выделена фракция, реаги­
рующая с латексными частицами, к которым через углеводные 
группы пришит десиалированный IgG. Эта фракция включала 
IgM с содержанием N-ацетилнейраминовой кислоты 0,75 мкг/мг 
белка (в норме 1,9 мкг/мг белка) и IgM с содержанием N-ацетил­
нейраминовой кислоты 2,9 мкг/мг белка (в норме 13 мкг/мг бел­
ка). Следовательно, сыворотка больных ревматоидным артритом 
содержит IgM и IgG со сниженным содержанием N-ацетилнейра­
миновой кислоты. Подтверждения этому получены другими авто­
рами, которые сообщили, что существуют изменения в общем 
содержании N-ацетилнейраминовой кислоты в сыворотке пациен­
тов с ревматоидным артритом (Silver et а!., 1979). С другой 
стороны, денатурационные изменения, вызванные тепловой обра­
боткой, не приводили к связыванию IgG с сывороткой этих больных.

Таким образом, десиалирование может отражаться на имму­
ногенности молекулы IgG. Представленные данные описывают 
модель для модификации структуры IgG человека и кролика. 
Полученный таким образом IgM является аутоиммуногенным.

Какие факторы ответственны за изменение содержания N-аце­
тилнейраминовой кислоты в IgG? Во-первых, это могут быть де­
фекты. в сиалилтрансферазе, во-вторых,— увеличение нейрамини­
дазной активности лимфоцитов, ответственных за синтез IgG.

Исследовано влияние десиалирования на иммунологические 
свойства тиреоглобулина. Антисыворотка кролика к тиреоглобу­
лину крупного рогатого скота одинаково реагировала как с натив­
ным, так и десиалированным тиреоглобулином, однако полоса 
преципитации с десиалированным тиреоглобулином была шире. 
Сделано предположение, что удаление N-ацетилнейраминовой 
кислоты открывает новые группы, которые могут функциониро­
вать как антигенные детерминанты (Salabe et al., 1974). Эти же 
авторы изучали связывание тиреоглобулина с 20 антисыворотка­
ми от больных хроническим тиреоидитом. Установлено, что при 
хронических тиреоидитах специфические антитела к антигенным 
детерминантам, существующим в тиреоглобулине в норме, маски­
руются сиаловыми кислотами. По-видимому, десиалирование ти­
реоглобулина в щитовидной железе у больных с различными фор­
мами хронических тиреоидитов может вызывать аутоиммунные 
процессы.

При исследовании сывороток больных с аутоантителами к ти­
реоглобулину также показано, что существуют аутоантитела со 
специфичностью к детерминантам тиреоглобулина, скрытым в ин­
тактном тиреоглобулине сиаловыми кислотами. Salabe et al. 
(1974) полагают, что сиаловые кислоты играют маскирующую 
роль, прикрывая некоторые детерминанты тиреоглобулина и тем 
самым предупреждая их действие как аутоантигенов. Monaco, 
Andreoli (1976) методом иммунодиффузии исследовали влияние 
последовательного удаления сиаловых кислот и галактозы на им­
мунологические свойства тиреоглобулина человека и крысы. Не-
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которые различия обнаружены между асиалотиреоглобулином и 
агалактотиреоглобулином. Авторы полагают, что галактоза также 
участвует в формировании антигенных детерминант тиреоглобу­
лина.

В настоящее время вопрос о возможности синтеза тиреогло­
булина с измененной структурой при тиреоидной патологии нель­
зя считать однозначно решенным. Данные относительно амино­
кислотного и углеводного состава тиреоглобулина фрагментарны 
и противоречивы. В одних работах отмечены значительные ва­
риации физико-химических свойств тиреоглобулинов при патоло­
гии щитовидной железы (Easty et al., 1958; De Croumbrugghe et 
al., 1967; Massi, Crivelli, 1979), в других (Rapaport et
al., 1972; Massi, Crivelli, 1979) доказывается отсутствие
различий в тиреоглобулине из нормальной и патологически изме­
ненной щитовидных желез. Менее противоречивы данные относи­
тельно содержания иода и иодаминокислот в тиреоглобулине. При 
некоторых формах патологии щитовидной железы отмечено рез­
кое уменьшение, а порой и полное отсутствие в тиреоглобулине 
тироксина, повышение отношения МИТ/ДИТ и иодтирозины/иод- 
тиронины.

В немногочисленных работах, посвященных углеводному сос­
таву ТГ при различных формах зоба (Salabe et al., 1976; Taru­
tani et al., 1977; Dunn, Ray, 1978; Hove-Vandenbrouche, Couvreur,. 
1978), отмечено значительное снижение содержания N-ацетилней- 
раминовой кислоты в тиреоглобулине из изолированных узлов и 
при токсической аденоме (табл. 3). В этих же образцах тиреогло­
булина определено низкое содержание иода. Авторы делают вы­
вод, что снижение содержания сиаловых кислот отрицательно 
сказывается на степени иодирования молекулы тиреоглобулина 
(Hove-Vandenbrouche, Couvreur, 1978). Наоборот, при диффузном 
зобе содержание сиаловых кислот значительно повышено по срав­
нению с нормой. Тиреоглобулин при этой форме патологии харак­
теризуется повышенной растворимостью, увеличенной электро­
форетической подвижностью, иными, чем у интактного тиреогло­
булина, параметрами поведения при ионообменной хроматогра­
фии (Tarutani, Shulman, 1971а, b; Tarutani et al., 1977; Алимба- 
баева, 1985).

Проведенные нами исследования роли углеводных компонен­
тов тиреоглобулина крупного рогатого скота в процессе гормо- 
нообразования in vitro показали, что они необходимы для поддер­
жания оптимальной конформации тиреоглобулина для нормаль­
ного течения процесса конденсации иодтирозинов в иодтиронины. 
Показан наибольший вклад в этот процесс N-ацетилнейраминовой 
кислоты. Установлена также роль этого сахара в высвобождении 
гормонов из их резервной формы. В связи с этим интересно было 
выяснить участие углеводных компонентов тиреоглобулина из 
патологических щитовидных желез в процессе протеинолиза этого 
белка с освобождением гормонов. Исследовали иодирование и
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протеинолиз тиреоглобулина человека в норме и при диффузном 
токсическом, а также узловом эутиреоидном зобе.

Исследуемые образцы тиреоглобулина анализировали на со­
держание иода и углеводов. Результаты, полученные по опреде­
лению иода и углеводных компонентов, приведены в табл. 3.

При той или иной форме патологии образцы препаратов ти­
реоглобулина различаются не только содержанием иода, но и со­
держанием углеводных компонентов. Тиреоглобулин из нормаль­
ной щитовидной железы человека содержит в среднем 0,46% 
иода. Суммарное количество углеводов составляет 9,69%. Это 
количество по компонентам распределяется следующим образом: 
N-ацетилнейраминовая кислота (NeuNAc)—0,98%, N-ацетилглю- 
козамин (GlcNAc)—4,5%, манноза (Мап)—2,22%, галактоза 
(Gal) — 1,42%, фукоза (Fuc) —0,57%.

При узловом эутиреоидном зобе в тиреоглобулине количество 
нейтральных сахаров, т. е. маннозы, галактозы и фукозы, несколь­
ко увеличено по сравнению с нормой и составляет в среднем соот­
ветственно 2,63; 1,95 и 0,64%. Снижение содержания сиаловых 
кислот до 0,83% и N-ацетилглюкозамина— до 3,45% сопровож­
дается уменьшением количества иода до 0,20%.

В тиреоглобулине из диффузного токсического зоба наблю­
дается иная картина. Почти при одинаковом количестве нейт­
ральных сахаров содержание N-ацетилглюкозамина несколько 
снижено и составляет 4,11% против 4,50% в норме. Содержание 
сиаловых кислот повышено до 1,15%. Кажется парадоксальным, 
что при данной форме болезни щитовидной железы относительно 
низко содержание иода. Это, по-видимому, связано с тем, что 
больные тиреотоксикозом в предоперационном периоде принимают 
антитиреоидные препараты. К сожалению, тактика хирургического 
лечения тиреотоксического зоба не дает возможности исследовать 
больных без предоперационной подготовки. Учитывая это, с боль­
шой долей вероятности можно полагать, что у больных диффуз­
ным токсическим зобом уровень иода должен быть достаточно 
высоким. Как видно из табл. 3, между содержанием иода и сиа­
ловых кислот наблюдается прямая связь. С увеличением содер­
жания сиаловых кислот возрастает и содержание иода (диффуз­
ный токсический зоб), снижение же содержания сиаловых кислот 
сопровождается уменьшением иода.

Увеличение содержания сиаловых кислот в тиреоглобулине из 
диффузного зоба установлено Tarutani et al. (1977), Dunn, Ray 
(1978). Эти же авторы определили низкое содержание иода в ти­
реоглобулине, которое связывают с лечением больных антити­
реоидными препаратами до хирургического вмешательства.

Значительное уменьшение содержания сиаловых кислот в ти­
реоглобулине отмечают Hove-Vandenbrouche, Couvreur (1978) в 
изолированных холодных узлах и токсической аденоме. Авторы 
считают, что в таких патологических ситуациях дефект сиаловых 
кислот может мешать иодированию молекулы тиреоглобулина.
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При патологии щитовидной железы синтез тиреоидных гор­
монов претерпевает некоторые изменения. Как правило, тиреогло­
булины, выделенные из зоба, содержат низкие количества общего 
иода и гормонов (Т4 и Т3), иногда гормоны отсутствуют (De 
Croumbrugghe et al., 1967; Covelli et al., 1971; Lamas et aL, 1972). 
Иодаминокислотный состав и гормонообразование при иодирова­
нии in vivo и in vitro тиреоглобулина при патологии щитовидной 
железы приведены в литературе (Саатов, 1974; Kusakabe, 1972; 
Niepomniszeze et al., 1973).

Наши исследования по иодированию in vitro показывают, что 
в тиреоглобулине из узлового эутиреоидного зоба интенсивность 
формирования новых молекул моно- и дииодтирозина не отли­
чается от нормы, тогда как тироксина образуется в 2 раза мень­
ше. По данным, Т. С. Саатова (1974), в некоторых образцах 
тиреоглобулина при этой форме патологии образование тироксина 
вообще не происходит. В тиреоглобулине из узлового эутиреоид­
ного зоба нами установлено пониженное содержание N-ацетил- 
нейраминовой кислоты и N-ацетилглюкозамина по сравнению с 
нормой.

Наиболее интенсивное гормонообразование происходит при 
иодировании тиреоглобулина из диффузного токсического зоба: 
прирост числа остатков тироксина составляет 2,1 против 0,8 в уз­
ловом эутиреоидном зобе.

Несмотря на одинаковый уровень иодирования во всех изучае­
мых образцах тиреоглобулина, иод распределяется по-разному. 
Моноиодтирозиновые остатки образуются до определенного уров­
ня. Относительно интенсивно формируются молекулы дииодтиро­
зина. Образование же тироксина происходит иначе. Так, при уз­
ловом эутиреоидном зобе, несмотря на почти шестикратное уве­
личение концентрации дииодтирозина, синтезируется всего 0,8 
остатка тироксина. Эти данные указывают на коррелятивную 
связь между содержанием углеводных компонентов и гормонооб- 
разованием при иодировании in vitro тиреоглобулина в норме 
и при иодировании при патологии щитовидной железы.

При иодировании in vitro тиреоглобулина из зоба отмечено, 
что этот процесс нарушен из-за аномальной структуры белка 
(Niepomniszeze et al., 1973). Иодирование тиреоглобулина из зоба 
с очень низким содержанием дииодтирозина и тироксина не при­
водит к образованию новых иодаминокислот (Kusakabe, 1972). 
Авторы делают вывод, что в данном случае торможение синтеза 
иодаминокислот связано с изменением структуры тиреоглобулина.

Мы отметили, что образцы тиреоглобулина с частично отщеп­
ленной углеводной группой очень неустойчивы и склонны к выпа­
дению в осадок. Значительное количество образовавшихся ассо­
циатов тиреоглобулина при ферментативном отщеплении углевод­
ных остатков по сравнению с контролем свидетельствует, что де­
гликозилирование тиреоглобулина снижает его растворимость и 
повышает склонность к ассоциации.
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Наши данные об уменьшении растворимости молекулы тирео­
глобулина при частичном дегликозилировании подтверждают 
предположение многих авторов о влиянии углеводных компонен­
тов гликопротеинов на их растворимость (Kondo, Kamiya, 1976; 
Tarutani et al., 1977; Каверзнева и др., 1978).

Кроме изменения растворимости тиреоглобулина, в наших ис­
следованиях менялась и электрофоретическая подвижность де- 
сиалированного тиреоглобулина. При электрофорезе в 7% по­
лиакриламидном геле десиалированный на 35% тиреоглобулин 
показывает более низкую электрофоретическую подвижность, чем 
интактный тиреоглобулин. Это свидетельствует об уменьшении 
суммарного отрицательного заряда молекулы модифицированного 
тиреоглобулина.

Заметное снижение формирования тироксина в тиреоглобули­
не из узлового эутиреоидного зоба связывают с наличием каких-то 
дефектов в структурной организации белка (Саатов, 1974). Уста­
новлено, что при узловом зобе уменьшается растворимость иод- 
протеина (Саатов, 1974; Michel et al., 1964). Изменение раство­
римости, в частности, снижение ее при зобе, наблюдали и 
другие исследователи. Однако некоторые авторы (Furth 
et al., 1970; Tarutani, Schulman, 1977) указывают на увеличение 
растворимости тиреоглобулина из диффузного зоба с высоким 
содержанием иода и сиаловых кислот.

Существует мнение, что степень иодирования и содержание 
иодаминокислот не влияют на растворимость тиреоглобулина. Это 
свойство, по мнению многих авторов, зависит от степени сиали- 
рования белка. Некоторые исследователи (Hove-Vandenbrouche, 
Couvreur, 1978) связывают низкое содержание иода и иодамино­
кислот в тиреоглобулинах из щитовидных желез при различных 
формах патологии с низким содержанием сиаловых кислот в этих 
белках. Очевидно, при этом дефект сиаловых кислот может отри­
цательно влиять на иодирование.

Мы отщепляли от тиреоглобулина углеводные компоненты в 
различных количествах и соотношениях, а затем изучали образо­
вание в нем гормонов in vitro. При иодировании дегликозилиро- 
ванного тиреоглобулина иодаминокислотный состав белка претер­
певает существенные изменения. Иодирование in vitro тиреогло­
булина, от которого отщеплено 35% N-ацетилнейраминовой кис­
лоты, приводит к интенсивному образованию иодтирозинов: сумма 
иодтирозинов увеличивается на 10 остатков, причем, это увели­
чение происходит в основном за счет вновь образующихся моно- 
и дииодтирозинов. Образования тироксина при этом не наблю­
дается. При иодировании in vitro модифицированного белка, у 
которого удалено 14% N-ацетилнейраминовой кислоты, по 28% 
маннозы и галактозы, 36% N-ацетилглюкозамина, сумма вновь 
образующихся иодтирозинов заметно увеличивается не только за 
счет МИТ и ДИТ, но и за счет тироксина, причем интенсивность 
образования Т4 такая же, как при иодировании in vitro интакт­
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ного белка (Саатов, 1974; Edelhoch, 1962; De Crombrugghe et al., 
1967; Lissitzky, 1977).

В случае более глубокого дегликозилирования тиреоглобули­
на, а именно — при отщеплении 35% сиаловых кислот, по 71% 
маннозы и галактозы, 60% глюкозамина наблюдается интенсив­
ное увеличение иодтирозинов, главным образом за счет сущест­
венного образования МИТ и ДИТ. При этом содержание тирок­
сина достоверно не отличается от контроля.

Таким образом, основываясь на приведенных выше данных, 
можно сделать заключение, что при иодировании дегликозилиро- 
ванного белка формирование тироксина подавляется при сохра­
нении способности белка связывать атомы иода, что в конечном 
итоге приводит к увеличению содержания МИТ и ДИТ. Заслужи­
вает внимания то, что с увеличением степени дегликозилированйя 
тиреоглобулина его иодирование in vitro приводит к образова­
нию все больших остатков иодированных тирозинов. Если иметь 
в виду, что в нативной молекуле белка существуют группы тиро­
зиновых остатков, способных иодироваться до моно- и дииодтиро- 
зинов (Бабаев, 1979), то можно допустить, что при дегликозили­
ровании тиреоглобулина число доступных для атаки иодом остат­
ков тирозина возрастает. В то же время при отщеплении от белка 
35% сиаловых кислот существенно подавляется синтез иодтиро- 
нинов из имеющихся в белке МИТ и ДИТ.

В наших экспериментах по искусственному иодированию об­
разцов тиреоглобулина из узлового эутиреоидного зоба наблюда­
лась картина, аналогичная той, которую можно видеть при иоди­
ровании тиреоглобулина, модифицированного дегликозилирова­
нием. В обоих случаях, несмотря на"образование значительного 
количества иодтирозиновых остатков, синтез тироксина затормо­
жен. Это позволяет предположить, что степень гликозилирования, 
особенно сиалирования,вносит определенный вклад в поддержа­
ние той нативной пространственной структуры, в которой проте­
кает нормальный гормоногенез. Поскольку изменение содержания 
в тиреоглобулине N-ацетилнейраминовой кислоты отрицательно 
заряженного углевода приводит к изменению в некоторой степени 
его основной функции, то, очевидно, это влияет и на следующую 
стадию гормоногенеза — на высвобождение образующихся гормо­
нов путем расщепления иодпротеина.

Мы изучали протеинолиз проназой человеческого тиреоглобу­
лина из нормально функционирующей щитовидной железы, диф­
фузного токсического и узлового эутиреоидного зоба. Анализ пеп­
тидных фракций проназного гидролизата тиреоглобулина в норме 
и при патологии щитовидной железы показывает, что наибольшей 
резистентностью к протеинолизу обладает тиреоглобулин из щи­
товидных желез при диффузном токсическом зобе, в котором най­
дено повышенное содержание сиаловых кислот по сравнению 
с нормой. Одинаковой резистентностью обладает тиреоглобулин 
в норме и при узловом зобе, хотя в последнем случае в тиреогло-
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булине снижено содержание сиаловых кислот. Вероятно, на про- 
теинолиз белка, кроме содержания углеводных компонентов^ 
влияет и степень иодирования тиреоглобулина (Santisteben, La­
mas, 1981).

Получены прямые доказательства, что сайт-специфическое- 
гликозилирование влияет на расщепление гемагглютинина ви­
руса гриппа и его вирулентность. Прямым структурным анали­
зом выделенных белков идентифицировали центр гликозилиро­
вания на НА] субъединице из вирулентных и невирулентных 
штаммов вируса гриппа. Установлено, что единственное разли­
чие между НА! вирулентных и невирулентных штаммов состоит 
в гликозилировании. На HAı субъединице вирулентных штаммов 
отсутствует связанный с асн II олигосахарид (Deshpande et al., 
1987).

Присутствие обратимо нерастворимого на холоду иммуногло­
булина связано с разными формами патологии. Такая агрегация, 
иммуноглобулинов обусловлена электростатическим взаимодей­
ствием его молекул.

В последнее время получены доказательства участия олиго- 
сахаридных цепей в этом феномене. Middangh, Litman (1987) 
показали, что в крио-IgG гликозилирована первая гипервариа­
бельная область тяжелой цепи. Дегликозилированный Fab фраг­
мент IgG оказался не способным ингибировать криопреципита­
цию IgG. Это является прямым доказательством присутствия до­
полнительного сиалильного остатка в тяжелой цепи первой ги­
первариабельной области; ответственной за криосвойства этого 
белка.

Некоторые мутанты гибридомных и миеломных клеточных 
линий продуцируют IgM либо с дефектами в связывании гапте­
на, либо в активации комплемента. В этих IgM обнаружены сле­
дующие структурные изменения: укорочение или удлинение по­
липептида в ц тяжелой цепи, а также ненормальное гликозили­
рование (Shulman et al., 1982).

Таким образом, биологически активная структура формирует­
ся многими участками и функциональными группами гликопро­
теина. Среди них не последнее место занимают олигосахаридные 
группировки. Олигосахаридные цепи гликопротеинов могут соз­
давать стерические препятствия, временно маскируя структуры, 
участие которых в определенных функциях гликопротеина необ­
ходимо на каком-то этапе, олигосахаридные цепи могут также 
стабилизировать нужные в данный момент конформации, а так­
же маскировать или открывать хромофоры, когда они нужны для 
участия в гидрофобных взаимодействиях молекул гликопротеи­
нов и, наконец, путем завязывания связей заряженными углевод­
ными остатками сближать или, наоборот, удалять определенные 
участки молекулы.
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РЕЗИСТЕНТНОСТЬ К ПРОТЕИНОЛИЗУ

В вопросе о роли олигосахаридных группировок гликопротеи­
нов ведущей точкой зрения является защита ими полипептидно- 
го скелета от действия протеиназ. Beeley (1976, 1977) проанали­
зировал вторичные структуры 31 гликопротеина, применив метод 
предсказания конформации полипептидной цепи по ее аминокис­
лотной последовательности. Оказалось, что 30 гликозилирован­
ных аспарагиновых остатков находятся в структурах, образующих 
^-складчатые конформации и петли, 22 гликозилирован­
ных остатка аспарагина находятся в тетрапептидах, предпочти­
тельно образующих р-складчатые конформации. Высказана гипо­
теза, что олигосахаридные группировки предназначены для мас­
кировки такого типа структур от протеинолиза.

Внешняя мембрана вируса гриппа содержит 2 гликопротеина: 
гемагглютинин и нейраминидазу. Гемагглютинин — типичный 
мембранный интегральный белок, имеющий характерную трехдо­
менную структуру: большой гидрофильный углеводсодержащий 
домен на внешней поверхности мембраны, маленький (24—28 
аминокислот) незаряженный гидрофобный пептид в мембране и 
небольшой гидрофильный домен (10—55 аминокислот) на внут­
ренней стороне мембраны. Тример гемагглютинина — удлиненный О о
цилиндр длиной 135 А, радиус которого варьирует от 15 до 40 А. 
Структура разделена на 2 области: 1) длинная нитевидная, со­
держащая остатки НА2 и HAj; 2) глобулярная, содержащая ами­
нотерминальные остатки НА1 и НА2. Олигосахаридные цепи ло­
кализованы на поверхности тримера.» вдоль его длины, более по­
ловины — возле мембраны, остальная часть — на глобулярном 
конце. В гемагглютинине имеется 7 центров гликозилирования: 
две олигосахаридные цепи простые, состоящие из маннозы и N- 
ацетилглюкозамина, остальные — сложного типа, содержащие, 
кроме маннозы и N-ацетилглюкозамина, фукозу и галактозу. Тер­
минальная сиаловая кислота отсутствует, видимо, это связано с 
активностью вирусной нейраминидазы. На картах электронной плос­
кости видно, что углеводы покрывают 17—20% доступной поверх­
ности (Wilson et al., 1981). Потенциальные центры, гидролизуе­
мые трипсином и химотрипсином, покрыты олигосахаридными це­
пями. Это позволило авторам предположить, что олигосахаридные 
группы гемагглютинина могут стабилизировать его молекулу, 
обеспечивая защиту против протеолитических ферментов.

Экспериментальное подтверждение гипотезы о включении 
олигосахаридных группировок в регуляцию протеолитической де­
градации гликопротеинов получено с использованием ингибито­
ров белкового гликозилирования.

Изучено влияние гликозилирования белка на деградацию его 
после эндоцитоза в клетках печени крыс. В экспериментах исполь­
зован ингибитор лизосомальной а-маннозидазы и а-маннозидазы 
аппарата Гольджи — свейнсонин. Поскольку в лизосомах отсут-
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ствуют эндогликозидазы и удаление сахарных остатков происхо­
дит при действии серии экзогликозидаз, свейнсонин должен ос­
танавливать процесс дегликозилирования углеводной цепи на 
маннозе. Показано, что дегликозилирование эндоцитозированных 
гликопротеинов является стадией, ограничивающей скорость дег­
радации гликопротеинов в клетке. При концентрации ингиби­
тора 6Х1О-7М деградация 1251-асиалофетуина ингибировалась на 
5%. В присутствии этого ингибитора происходило накопление 
гликопротеина в клетке. При концентрации ингибитора 10~6М. 
отмечено ингибирование деградации асиалогонадотропина хо­
риона человека на 50%, а при концентрации ингибитора 10~5М 
ингибирование было полное. Ингибитор не влиял на деградацию 
негликозилированных белков (Winkler, Segal, 1984)..

Фибронектин — высокомолекулярный гликопротеин — найден 
в растворимой форме в плазме, в цереброспинальной и семенной 
жидкостях. Фибронектин связывает коллаген, гликоаминоглика- 
ны, ганглиозиды, фибриноген и фибрин, отдельные бактерии, ДНК 
и актин. Разнообразие молекулярных взаимодействий, в которых 
участвует фибронектин, отражает множественность биологиче­
ских активностей его. Эти активности включают способность 
влиять на клеточную адгезию, способствовать заживлению ран, 
восстанавливать нормальную морфологию у трансформированных 
клеток in vitro и усиливать морфологогенетические перемещения 
в течение эмбриогенеза. Наконец, фибронектин взаимодействует 
с разными компонентами иммунной системы, участвуя в защите 
организма.

Изучена деградация различными протеиназами (проназа, тер­
молизин, трипсин и химотрипсин) гликозилированного фибронек­
тина и фибронектина, синтезированного в присутствии туниками- 
цина. Отсутствие углеводов в фибронектине не отражалось на 
картине протеинолиза фибронектина, идентифицированной элек­
трофорезом в полиакриламидном геле в натрийдодецилсульфате. 
Однако негликозилированные фрагменты фибронектина, соответ­
ствующие углеводбогатым коллагенсвязывающим доменам, пол­
ностью расщеплялись протеиназами за 60 мин при 30°С. Эти 
фрагменты в гликозилированном фибронектине были резистентны. 
Гепаринсвязывающие домены фибронектина, в которых отсутст­
вовали углеводы в норме, были одинаково чувствительны. к про­
теиназам в гликозилированном фибронектине. Авторы сделали 
вывод, что углеводы играют важную роль в стабилизации специ­
фических доменов фибронектина, повышающих резистентность 
против протеолитической деградации, однако не изменяют общую 
протеолитическую специфичность. Возникает вопрос, почему уг­
леводы защищают коллагенсвязывающий домен и не защищают 
гепаринсвязывающий домен? Вероятно, решение этого вопроса 
имеет непосредственное значение для выяснения назначения уг­
леводов в этом белке. В этой же работе проведено сравнение дей­
ствия разных протеиназ на расщепление фибронектина, измерено 
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количество 14С-лейцина в фрагментах белка, растворимых в три­
хлоруксусной кислоте. Все протеиназы расщепляли негликозили- 
рованный фибронектин в 1,5—2 раза быстрее, чем гликозилирован­
ный. Проназа и термолизин были в 2—4 раза эффективнее, чем 
трипсин и химотрипсин в расщеплении фибронектина до ТХУК- 
растворимых фрагментов. Скорость расщепления фибронектина 
бифазна.: быстрая в течение первых 10 мин, затем замедленная. 
Это свидетельствует, что первоначально расщепляются более чув­
ствительные к протеиназам области в гликозилированном и негли- 
козилированном фибронектине (Bernard et al., 1982).

С учетом этой гипотезы увеличенная резистентность к протеи- 
нолизу плацентарного фибронектина человека относительно его 
плазменной формы может быть объяснена двукратным увеличе­
нием количества углеводов. Плазменный фибронектин содержит 
5% углеводов в виде частично сиалированных биантенных струк­
тур с небольшим количеством больших олигосахаридов, содержа­
щих полилактозаминные структуры, часть из них — в желатин- 
связывающей области. N-гликаны плазменного фибронектина 
разветвленные. В плацентарном фибронектине углеводов 9%, в 
олигосахаридных цепях повышено содержание галактозы и N- 
ацетилглюкозамина. Однако ’ авторы не рассматривают идентич­
ность первичной и вторичной структур этих белков, которые фор­
мируются в процессе биосинтеза и гликозилирования белка (Zhu 
et al., 1984).

Ацетилхолиновый рецептор клеток скелетных мышц — интег­
ральный мембранный гликопротеин, объект исследования фар­
макологов и биохимиков. Он может служить хорошей моделью 
для изучения функции углеводного компонента гликопротеинов 
в регуляции некоторых свойств плазматических мембран. Изуче­
на роль углеводного компонента в регуляции и деградации аце­
тилхолинового рецептора в культуре мышечных клеток. Установ­
лено, что в присутствии туникамицина синтез ацетилхолинового 
рецептора и введение его в плазматические мембраны не блоки­
руется. Однако замечено, что при этом сильно увеличивается 
протеолитическая деградация, приводящая к заметному сниже­
нию аккумуляции ацетилхолинового рецептора. Протеиназный ин­
гибитор люпептин снимает этот эффект. Следовательно, гликози­
лирование стабилизирует этот рецептор к действию протеиназ 
(Prives, Olden, 1980).

Olden et al. (1982а) показали, что в фибронектине, выделен­
ном из вторичных культур фибробластов куриных эмбрионов, оли- 
госахаридные цепи не нужны для его синтеза и секреции. Они 
защищают фибронектин от деградации протеиназами.

Ферментативное удаление углеводных групп у ДНКазы, ри­
бонуклеазы В, инвертазы дрожжей, карбоксипептидазы Y, нук­
леазы I бобов маша, пенициллиновой нуклеазы Pi и мукопротеи­
на бычьих подчелюстных желез повышало их чувствительность 
к протеинолизу (Olden et al., 1982b).
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■Показано также, что расщепление муцина подчелюстных же­
лез лизосомальными экстрактами не происходит, пока большая 
часть олигосахаридов не удалена (Aronson, De Duve, 1968). Удале­
ние терминального сахарного остатка усиливает аутолитическое рас­
щепление белковых компонентов лизосомальных гидролаз (Gold­
stone, Koenig, 1974).

Исследовано влияние размера и места расположения олиго- 
сахаридных цепей при расщеплении полипептидных цепей спе­
цифическими протеиназами. Для этого использованы рибонуклеа­
за А, которая не содержит олигосахаридных группировок, и ри­
бонуклеаза В, в которой содержится единственная олигосахарид- 
ная группировка высокоманнозного типа. Чувствительность асн 34 
к трипсину и химотрипсину негликозилированной рибонуклеазы А 
сравнивали с тремя гликозилированными образцами рибонуклеа­
зы В, которые различались длиной олигосахаридных цепей. Пол­
ностью гликозилированная рибонуклеаза В была в 6—10 раз бо­
лее резистентна к трипсину, чем негликозилированная. Рибонук­
леаза В с короткими олигосахаридными цепями деградировалась 
ферментами со скоростями, пропорциональными числу маннозных 
остатков. Протективный эффект был обратно пропорционален 
расстоянию между центром прикрепления углеводов и центром 
расщепления трипсином или химотрипсином. Следовательно, раз­
мер олигосахаридных цепей и их близость к центру первичного 
расщепления, ограничивающего скорость общей деградации, важ­
ны для защиты гликопротеинов от протеолитической деградации. 
Однако авторы не обсуждают вопрос об идентичности третичных 
структур рибонуклеаз (Plummer, Hirs, 1964; Olden et al., 1985).

Влияние гликозилирования на протеинолиз гликопротеинов
показано ниже.

Объект Условия дегликозили­
рования

Результат

1251 -асиалофетуин
1251 -асиалогонадотро-

Свейнсонин Ингибирование на.50 %

пин у,
Фибронектин сыворо­ 100% деградация за 60

точный Туникамицин мин при 30°С
1^С-фибронектин (2%

Деградация в 1,5—2 разауглеводов) л
Фибронектин плаценты Более резистентен, чем

(9% углеводов) 
Фибронектин из фибро­

сывороточный

бластов куриных эмб­ Гликозилирование защи­
рионов

Ацетилхолиновый ре­ » щает от протеиназ

цептор скелетных Гликозилирование защи­
мышц щает от протеиназ

Лизосомальные гидрола­ Автолиз в присутствии Углеводы защищают от
зы свейнсонина протеиназ

Рибонуклеазы
Не резистентнаА негликозилир.
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В гликозилир.
С гликозилир. 

Проколлаген, HL А-А и 
В-антигеиы 
Иммуноглобулин М 
Тиреоглобулин 
Инвертаза

Туникамицин

Экзсгликозидазы
Экзогликозидазы
Эндогликозидазы и экзо 

гликозидазы

Резистентна
Резистентна
Гликозилирование не

влияет на протеинолиз
Резистентен
Резистентен

Многие гликопротеины являются продуктами расщепления их 
высокомолекулярных предшественников. Образование биологи­
чески активных продуктов — результат специфического протеоли­
тического расщепления первичных продуктов биосинтеза. Экра­
нируя места протеолитического расщепления предшественников, 
гликаны могут влиять на специфичность расщепления в процессе 
превращения полипротеинового предшественника в активную 
полипептидную форму.

Полипептидные гормоны и гликопротеины оболочки вирусов 
являются удобной моделью для исследования роли углеводов в 
контролируемом протеинолизе. Так, гликопротеины оболочки ви­
руса Semlici forest (Ег, Е2 и Ез) получены в эквимолярных коли­
чествах из гликопротеина-предшественника с мол. массой 130000.

Основной гликопротеин оболочки вируса гриппа — гемагглю­
тинин — в результате протеолитического процессинга дает 2 глико­
протеина с меньшей мол. массой (НАГ и НА2).

Внутриклеточный протеолитический процессинг негликозили- 
рованной формы гликопротеина оболочки вируса Semlici forest 
и вируса Sindbis происходит, как и процессинг их гликозилиро­
ванных форм; продукты процессинга стабильны. Однако негли- 
козилированная форма гемагглютинина НА0 вируса гриппа и про­
дукты его расщепления НА01 и НА02 нестабильны и расщепляют­
ся с образованием необычных пептидов. НА0 может быть обнару­
жен только в присутствии протеиназных ингибиторов.

Другим примером включения гликанов гликопротеинов в конт­
ролируемый протеинолиз является биосинтез общего предшествен­
ника аденокортикотропина, р-липопротеина, р-эндорфина, а-мела- 
ноцитстимулирующего гормона.

Белок-предшественник, синтезирующийся в нейроинтермедиат- 
ных долях африканской лягушки (Xenopus laevis) в присутствии 
туникамицина, неспецифически деградируется и дает биологически 
неактивные пептиды.

Как следует из этих примеров, специфичность протеолитиче­
ского расщепления может изменяться, если белок-предшественник 
не содержит олигосахаридных группировок. Однако есть проти­
воположные примеры. Изучение протеинолиза in vitro неглико- 
зилированной формы проколлагена и антигенов HLA-A и В по­
казало, что отсутствие углеводов не отражается на результатах 
протеинолиза (Schwarz, Datema, 1982).

Тиреоидные гормоны, которые сохраняются в виде резервных 
форм в молекуле тиреоглобулина, по мере потребности организ-
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ма поступают в ток крови после энзиматического расщепления| 
молекулы гликоиодпротеина.

Мы изучали устойчивость к протеинолизу модифицированного! 
ферментативным дегликозилированием тиреоглобулина (Виха и 
др., 1983). С этой целью нативный и модифицированные отщепле­
нием 35% N-ацетилнейраминовой кислоты иодпротеины инкуби­
ровали с проназой Streptomyces griseus в течение 24 ч при 37?С.. 
Проназные гидролизаты как интактного, так и дегликозилирован- 
ного образцов тиреоглобулина при разделении на сефадексе G-25' 
дают 5 пептидных фракций. Радиоиммунным и радиоаутохрома- 
тографическим методами установлено, что во фракциях 4 и 5 со­
держится максимальное количество радиоактивного йода и ти­
реоидных гормонов. По-видимому, тиреоидные гормоны обра­
зуются в тех частях молекулы тиреоглобулина, которые наиболее 
чувствительны к протеинолизу. Это согласуется с данными, по­
лученными на интактном тиреоглобулине (Dunn et al., 1983; 
Lejeune et al., 1983; Turmo et al., 1983).

Сопоставление фракций проназного гидролизата нативного 
и модифицированного тиреоглобулинов показало, что в резуль­
тате удаления части углеводных остатков повышается устойчи­
вость тиреоглобулина к действию протеолитических ферментов и 
существенно уменьшается выход пептидных фракций, содержа­
щих основное количество тиреоидных гормонов. Ступенчатое уда­
ление отдельных углеводов показало, что от N-ацетилнейрамино- 
вой кислоты зависит резистентность тиреоглобулина к действию 
протеиназ. Предполагается, что уменьшение суммарного отрица­
тельного заряда при десиалировании вызывает конформационные 
перестройки, приводящие к увеличению резистентности к протеи­
нолизу. Как было отмечено в гл. III, такие же изменения наблю­
дались в дегликозилированных образцах тиреоглобулина. Чем 
больше отщеплялось сиаловых кислот, тем больше ассоциатов 
образовывалось при хранении белка. Этот процесс особенно ус­
коряется, когда гидролиз тиреоглобулина проназой проводится 
при температуре 37°С. Образование ассоциатов, в свою очередь, 
может приводить к снижению деградации молекулы белка протео­
литическими ферментами.

Высказанное предположение проверено контрольными иссле­
дованиями. Интактный и частично дегликозилированный тиреог­
лобулин инкубировали в тех же условиях, в которых проводили 
протеинолиз, но без добавления проназы. Инкубированную смесь 
разделяли на колонке с сефарозой 6В. Проинкубированный без 
фермента тиреоглобулин разделяется на фракции ассоциатов и 
тиреоглобулина. При одинаковом количестве образцов тиреогло­
булина, взятых для инкубации, выход фракций, различается. 
В частично дегликозилированном тиреоглобулине (отщеплено 
35% N-ацетилнейраминовой кислоты) фракция ассоциатов сос­
тавляет большее количество, чем в интактном тиреоглобулине,, 
что указывает на изменение стабильности молекулы гликопротеи- 
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на при его дегликозилировании.. Очевидно, наряду с гидролизом 
дегликозилированного тиреоглобулина проназой происходит ас­
социация дегликозилированных молекул.

По-видимому, десиалирование вызывает конформационные из­
менения в структуре молекулы тиреоглобулина. При этом на по­
верхность могут выходить гидрофобные участки, взаимодействие 
между которыми вызывает первичную ассоциацию. Ассоциации 
инициируют новые конформационные изменения, в итоге ассо­
циат теряет способность удерживаться в растворе и выпадает 
в осадок.

В описанном примере представлен факт участия олигосаха- 
ридных группировок в создании оптимальных конформаций ти­
реоглобулина для его протеинолиза с образованием биологически 
активных продуктов — гормонов тироксина и трийодтиронина. В 
отличие от обсуждавшихся примеров, здесь наблюдается увели­
чение резистентности тиреоглобулина при его десиалировании.. 
При этом функция олигосахаридных группировок — не маскиро­
вать центры протеинолиза, а наоборот, создавать конформации, 
при которых обеспечивается выход гормонов из резервной формы.

Изучено влияние ферментативного дегликозилирования на гид­
ролиз трипсином иммуноглобулина М (Шмакова и др., 1977). 
Гидролиз трипсином проводили при 38°С, pH 8,0. За скоростью 
гидролиза следили с помощью потенциометрического титрования 
раствором NaOH образующихся при гидролизе ионов Н+. Резуль­
таты представляли в виде количества выделившихся ионов Н+ 
(в молях на 1 моль IgM) и процента расщепления пептидных свя­
зей. При этом учитывалось участие в этом гидролизе сопутствую­
щих IgM протеиназ. Данные показали, что при сравнительно не­
большом отщеплении углеводных групп (примерно 20% от имею­
щихся нейтральных сахаров) скорость гидролиза трипсином уве­
личивается. Глубина гидролиза IgM за 6 ч была в этом случае 
на 50% выше, чем в контроле.

Вполне вероятно, что при отщеплении небольшого количества 
углеводных групп вскрываются некоторые новые, чувствительные 
к трипсину пептидные связи. Однако дальнейшее отщепление уг­
леводов приводит к снижению скорости триптического гидролиза: 
при 29% отщеплении нейтральных углеводов наблюдается неко­
торая задержка распада, и только к 6 ч реакция доходит до уров­
ня распада в контрольном опыте за то же время. При 41% от­
щеплении нейтральных сахаров наступает резкое изменение хода 
триптического гидролиза: после короткого интенсивного расщеп­
ления гидролиз резко замедляется, и к 6 ч глубина его достигает 
лишь 68% от контроля.

Эти факты можно понять, допустив, что при отщеплении боль­
шого количества олигосахаридных цепей происходят конформа­
ционные изменения в молекуле IgM, затрудняющие действие трип­
сина. Можно заключить, что углеводные группы, лежащие на по­
верхности молекулы IgM, стабилизируют ее нативную конфор-
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мацию: а их удаление вызывает перестройки этой конформации. 
Таким образом, очевиден факт участия олигосахаридных группи­
ровок в поддержании нативной структуры полипептидных цепей 
в молекуле иммуноглобулина М.

Изучали устойчивость дрожжевой инвертазы к протеинолизу 
(Виха и др., 1981). Получены образцы инвертазы с 53% отщепле­
нием маннозы после действия а-маннозидазы. При действии хи­
тиназы Streptomyces griseus также отщеплялось 50% маннозы, 
т. е. в этих образцах расщеплялись разные олигосахаридные 
цепи: а-маннозидаза расщепляла полиманнозильные цепи, распо­
ложенные на поверхности молекулы, а хитиназа расщепляла 
связь между хитобиозными звеньями, при этом в этих цепях от­
щеплялась и манноза. Образцы модифицированной таким путем 
инвертазы подвергали гидролизу проназой Streptomyces griseus 
24 ч при 37°С.

Определение инвертазной активности в проназных гидролиза­
тах нативной инвертазы и ее модифицированных по углеводному 
компоненту форм показало, что при обработке проназой нативная 
инвертаза инактивируется почти полностью. Наименьшая степень' 
инактивации обнаружена после гидролиза инвертазы, модифици­
рованной обработкой а-маннозидазой (инактивация на 13%). 
После обработки хитиназой инвертаза более чувствительна к дей­
ствию проназы, чем инвертаза, модифицированная а-маннозида- 
зой (инактивация на 27,7%). Необычно высокую устойчивость 
инвертазы к протеинолизу после отщепления а-маннозидазой 50% 
маннозы можно объяснить изменениями в конформации инвер­
тазы. Возможно, при отщеплении концевых маннозильных остат­
ков происходят конформационные изменения, приводящие к тому, 
что часть связей, доступных для гидролиза проназой в нативной 
инвертазе, экранируется оставшимися углеводными группами или 
уходит с поверхности молекулы. При отщеплении половины угле­
водных цепей инвертазы под действием хитиназы экранированные 
связи, доступные для гидролиза проназой, частично открываются.

Таким образом, результаты исследований свидетельствуют об 
участии олигосахаридных группировок в защите гликопротеинов 
от протеинолиза. Следует с большой осторожностью относиться 
к интерпретации результатов, полученных при ингибировании ту- 
никамицином, который влияет на первую стадию гликозилирова­
ния — присоединение гликозидного кора. Как обсуждалось выше, 
гликозилирование приводит к изменениям во вторичной и тре­
тичной структурах. На уровне присоединения кора происходит 
•свертывание нативной цепи гликопротеина. Если полипептидная 
цепь не гликозилирована, то ее свертывание идет иным путем.

Реакция протеинолиза имеет сложный характер: сначала про­
текает быстро, затем замедляется, видимо, на первой стадии 
идет замедление либо из-за торможения продуктами гидролиза, 
либо в результате того, что идет догидролиз менее доступных эк­
ранированных связей. В этом также состоит сложность интерпре­

74



тации полученных результатов. Большинство гликопротеинов с 
макромолекулярной структурой, а также мембранные гликопро­
теины легко агрегируют при повышении температуры, а также 
при удалении олигосахаридных цепей, придающих их структурам 
гидрофильный характер. Этот факт не может не сказаться на 
результатах протеинолиза.

С другой стороны, если олигосахаридные группировки дейст­
вительно придают резистентность к протеинолизу, маскируя чув­
ствительные для протеаз связи, то почему многие гликопротеины 
in vitro не защищены от их действия? Например, церулоплаз­
мин — одноцепочечный голубой белок из «2-глобулиновой фрак­
ции сыворотки, обладающий оксидазной активностью, содержа­
щий 8% углеводов в виде сиалированных N-гликанов, интенсивно 
деградируется эндогенными протеиназами (Kingston et al., 1977). 
Факт деградации эндогенными протеиназами гликопротеинов в 
процессе их выделения и хранения отмечался неоднократно для. 
иммуноглобулина М, у-глобулина, тиреоглобулина (Виха и др., 
1982; Алимбабаева и др., 1986).

И наконец, что касается сывороточных гликопротеинов, то в 
кровяном русле протеазы существуют со своими ингибиторами, 
которые и регулируют их действие. При разного рода денатура- 
ционных повреждениях гликопротеинов нейраминидаза десиали- 
рует поврежденный гликопротеин, который узнается лектином ге­
патоцитов и выводится из кровяного русла.

Таким образом, установлен факт участия олигосахаридных 
цепей в формировании структуры гликопротеинов, позволяющей 
им функционировать в сложных условиях окружающей среды 
и определять разнообразные функции в организме. Это единст­
венная функция олигосахаридных цепей, которая убедительно до­
казана в настоящее время.

Олигосахаридные группировки удерживают гликопротеины в 
растворе, во-первых, в силу своего гидрофильного характера и, 
во-вторых, вследствие маскирования гидрофобных группировок, 
оказавшихся на поверхности молекулы. Маскируя гидрофобные 
группы, углеводы предотвращают образование агрегатов.

Дегликозилирование нарушает устойчивость молекул IgM и 
тиреоглобулина в растворе, приводит к образованию ассоциатов 
и выпадению их в осадок. По-видимому, образование ассоциатов 
проходит в несколько стадий: отщепление олигосахаридных цепей 
постепенно доходит до такого уровня (30—50%), при котором 
вначале происходят незначительные изменения структуры и на­
рушается устойчивость молекулы в растворе. При этом на по­
верхность молекулы, вероятно, выходят гидрофобные участки, 
взаимодействие между которыми вызывает первичную ассоциа­
цию, инициирующую новые конформационные изменения. В ко­
нечном счете ассоциат теряет растворимость и выпадает в осадок^

Олигосахаридные группировки участвуют в формировании 
структур активного центра, предназначенного для выполнения
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определенных биологических функций. Как правило, на конце! 
цепочки олигосахаридов стоит N-ацетилнейраминовая кислота,, 
несущая отрицательный заряд. За счет этого заряда она может 
образовывать солевые мостики или участвовать в образовании 
водородных связей. Энергия этих взаимодействий невелика. При 
определенных условиях такие связи могут разрываться и завя­
зываться в новые связи с другими заряженными группами; поли- 
пептидные цепи могут складываться таким образом, что гидро­
фобные и ионные группировки, участвующие во всякого рода 
межмолекулярных взаимодействиях, оказываются экспонирован­
ными на поверхности или, наоборот, спрятанными внутрь гло­
булы.

Так, олигосахаридные группы с терминальной N-ацетилнейра- 
миновой кислотой принимают участие в сближении иодтирозилов 
разных участков полипептидных цепей или разных полипептид- 
ных цепей, обеспечивая условия, благоприятные для конденсации 
иодтирозилов, т. е. они участвуют в формировании структуры 
тиреоглобулина для осуществления его основной гормонообра­
зующей функции. При иодировании тиреоглобулина олигосахарид­
ные группировки создают стерические препятствия для включе­
ния иода в тирозилы. Это необходимо для того, чтобы иодиро­
вание проходило до определенной степени и в определенных ло­
кусах молекулы тиреоглобулина, чтобы создать его конформации,, 
оптимальные для нормального гормоногенеза.

Для многих гликопротеинов показано изменение физико-хими­
ческих свойств: агрегации,-растворимости, чувствительности к де­
натурации, замораживанию и оттаиванию, инактивации денату­
рирующими агентами.

В некоторых случаях N-ацетилнейраминовая кислота маски­
рует антигенные детерминанты, которые при десиалировании гли­
копротеина размаскировываются, следствием чего являются 
аутоиммунные заболевания. Размаскировывание антигенных де­
терминант, скрытых в норме, может происходить под действием 
вирусной, бактериальной нейраминидаз или при повышении уров­
ня собственных нейраминидаз организма.

Нельзя сказать однозначно, защищают ли олигосахаридные 
цепи полипептидный скелет гликопротеина от протеинолиза. За­
дачу проверки гипотезы Beeley ставили многие ученые на различ­
ных объектах — сывороточных и мембранных гликопротеинах. 
Данные разноречивы: в некоторых случаях олигосахариды не за­
щищают от протеинолиза, в других — олигосахариды не влияют 
на этот процесс, в-третьих, наоборот, после дегликозилирования 
появляется резистентность к протеинолизу. Скорее всего, этот 
вопрос решается на уровне функционального предназначения 
данного гликопротеина. Возможно, для мембранных гликопротеи­
нов гипотеза Beeley и справедлива, поскольку мембранные гли­
копротеины содержатся в незначительных количествах в функ­
циональных доменах мембран и определенная их ориентировка 
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(за счет липидного компонента) на клеточной мембране способ­
ствует проявлению максимальной активности, чем компенсируется 
их низкое содержание. За счет связи гликопротеинов с мембраной 
их структура недостаточно лабильна и динамична, поэтому им 
нужны маскирующие компоненты, которыми являются олигосаха- 
ридные цепи (Beeley, 1976, 1977).

По-другому обстоит дело с сывороточными гликопротеинами. 
Например, структура IgM очень динамична. Она состоит из 5 
субъединиц, 70 доменов. Субъединичная и доменная структуры 
повышают количество возможных структурных изменений моле­
кулы. В иммуноглобулинах поверхность в 100 А может прини­
мать порядка 1000 конформаций, проявляющих различные свя­
зывающие свойства. Олигосахариды покрывают 10—15% поверх­
ности иммуноглобулина, и вряд ли это может быть решающим 
фактором в обеспечении защиты молекулы IgM. от действия про­
теиназ. После удаления 50% углеводов с поверхности молекулы 
IgM она становится резистентной к действию трипсина. Как по­
казали дифференциальные и сольвентпертурбационные спектры, 
при этом уменьшается доступность остатков триптофана и тиро­
зина. Вероятно, Назначение удаленной в данном случае части 
олигосахаридных цепей состоит в вытягивании на поверхность 
гидрофобных триптофана и тирозина для участия в какого-то 
рода взаимодействиях, т. е. в создании структуры, способной вы­
полнять определенные биологические функции.

Вероятнее всего, олигосахаридные цепи предназначены не для 
защиты гликопротеинов от протеинолиза, и констатируемые в нас­
тоящее время примеры защиты являются побочным явлением. 
По-видимому, основная роль олигосахаридных единиц в составе 
гликопротеинов заключается в том, что они, обладая многочис­
ленными композиционными возможностями, участвуют в созда­
нии определенной конформации биополимера, обеспечивающей 
реализацию его биологической функции.



Г лава IV.
ХИМИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ УЗНАВАНИЯ 
В БЕЛОК-БЕЛКОВЫХ И КЛЕТОЧНЫХ 

ВЗАИМОДЕЙСТВИЯХ

На поверхности клеток мультиклеточных организмов находит­
ся сложный механизм, который узнает определенные растворимые 
компоненты в жидкостях организма — гормоны, ферменты, транс­
портные белки, компоненты межклеточного матрикса (коллагены 
и протеогликаны), компоненты плазматических мембран других 
клеток. Узнавание инициируется специфическим связыванием мо­
лекул, расположенных на наружной мембране клеток, с рецеп­
торами мембран плазматических клеток. В результате специфи­
ческого связывания инициируются изменения в физиологическом 
и метаболическом статусе клетки. Имея такой механизм, клетка 
может выступать как член клеточного сообщества.

В процессе развития оплодотворенных клеток поделившиеся 
клетки движутся, меняют .расположение относительно друг друга 
и дифференцируются в формы разных органов и тканей. В этих 
процессах узнавание клетка—клетка, клетка — субстрат является 
основным механизмом развития. Факт, что углеводы могут слу­
жить специфическим сигналом для узнавания компонентов кле­
точной поверхности, основан на информации, полученной при изу­
чении антигенов клеточной стенки бактерий и веществ групп 
крови. В этих антигенах небольшие структурные изменения в оли- 
госахаридных цепях могут дать другие антигены, которые уже 
не узнаются специфическими антителами.

Моносахариды, как и аминокислоты и нуклеотиды, могут об­
разовывать полимерные цепи с большим разнообразием специфи­
ческих структур. Однако вариации структур, которые могут быть 
образованы ограниченным числом мономерных единиц, намного 
больше у олигосахаридных цепей, чем у пептидов и нуклеотидов. 
Это объясняется тем, что моносахарид имеет от 3 до 4 центров 
возможного замещения следующим моносахаридом, в противо­
положность аминокислотам и нуклеотидам, которые имеют только 
по одному центру для образования связи со следующей мономер­
ной единицей. Кроме того, моносахарид, вступая в связь с дру­
гим моносахаридом, может образовывать 2 аномерные структу­
ры — ю или р, что также вносит свой вклад в структурную мно­
жественность олигосахаридных цепей.
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Ashwell, Morell (1977) открыли, что обработанные нейрами­
нидазой гликопротеины плазмы, введенные кроликам, быстро 
выходят из циркуляторной системы. Это явилось первым дока­
зательством того, что олигосахаридные цепи гликопротеинов дей­
ствуют как сигнал для узнавания поверхностью клетки. Дальней­
шие исследования Ashwell, Morell позволили выделить из плаз­
матических мембран паренхимальных клеток рецепторы, которые 
специфически связывались с р-галактозильными остатками оли- 
госахаридных цепей гликопротеинов. Впоследствии были найдены 
другие рецепторы, специфически связывающиеся с определенны­
ми углеводными структурами на поверхности клеток.

РЕГУЛЯЦИЯ КАТАБОЛИЗМА ГЛИКОПРОТЕИНОВ

Несмотря на развитие исследований внутриклеточной дегра­
дации белка, регуляция катаболизма гликопротеинов изучена, 
недостаточно. Активируемые эффекторами механизмы, которые 
контролируют катаболизм гликопротеинов, важны, так как они 
удаляют из циркуляции старые и поврежденные иммуноглобулины, 
чужеродные антигены и другие гликопротеины и вносят свой вклад 
в состояние иммунитета. Молекулярные механизмы, посредством 
которых гликопротеины удаляются из циркуляции, называются 
клиренсом, или катаболическим процессом.

.После синтеза иммуноглобулинов иммунными клетками каж­
дый класс иммуноглобулинов приобретает собственную характе­
ристическую скорость исчезновения из циркуляции. Хотя общая 
скорость катаболизма противоположна размерам животного, для 
всех подклассов IgG время существования его в циркуляторной 
системе намного больше, чем альбумина, что делает его одним из 
долгоживущих белков. Скорость катаболизма IgM в 2—3 раза 
выше, а скорость синтеза его составляет 1/5 от скорости синтеза 
IgG. IgG и IgA имеют одинаковую скорость синтеза, а разница' 
в их концентрации в сыворотке составляет 4—5 раз, что обуслов­
лено быстрым катаболизмом IgA. Скорость катаболизма под­
классов мышиных IgG зависит от их относительной концентрации 
в сыворотке, период полураспада крысиного IgE не зависит от 
уровня его и других иммуноглобулинов в сыворотке. Подобное 
явление наблюдается для IgA и IgM. Уровень IgD в сыворотке 
человека составляет 1/500 уровня всех иммуноглобулинов, он син­
тезируется со скоростью 1/100 скорости IgG и расщепляется в 
6—8 раз быстрее. Это делает его одним из самых короткоживу­
щих иммуноглобулинов.

К настоящему времени известны 2 механизма удаления имму­
ноглобулинов из плазмы: межклеточный транспорт и поглощение 
макрофагов Fc рецепторами. Других процессов, специфических 
для клиренса иммуноглобулинов, не описано.

Первый механизм удаления иммуноглобулинов из плазмы 
включает относительно широкий класс неспецифических процес-
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сов, подобных фильтрации, таких, которые функционируют в гло­
мерулярной капиллярной сети почек. Продукты протеолитическо­
го расщепления агрегированных IgG и интактных IgG и IgA, 
но не IgM, находят в моче или почках.

Второй механизм включает рецепторное связывание макро­
фагами, клетками кишечного эпителия и тучными клетками. Fc 
рецепторы макрофагов в норме насыщены при концентрации IgG 
8-10~5М. (12 мг/мл). До тех пор, пока IgG свободно не диссоции­
рует in vivo, число свободных рецепторов должно быть экстре­
мально мало. Рецепторы макрофагов, клетки эпителия кишечни­
ка и тучные клетки связывают иммуноглобулиновые структуры, 
которые в норме скрыты, но становятся размаскированными хи­
мической, энзиматической или физической травмой. Скорость ка­
таболизма L цепей, Fab и F(ab)2 фрагментов в 50—100 раз боль­
ше, чем нативных иммуноглобулинов. Однако катаболизм Fc час­
ти подобен катаболизму интактного IgG. Fc структурная область, 
которая узнается механизмом клиренса, по-видимому, включает 
пептидную и углеводную части, то есть углевод тоже может иг­
рать роль в фазе распада IgG.

E. W. Voss, V. Н. Voss (1977) показали, что IgG низкого срод­
ства метаболизируются медленнее, чем антитела высокого срод­
ства. Для антител высокого и низкого сродства обнаружены раз­
личия в углеводном составе (Mitchell et al., 1976).

Белки, способные узнавать специфические олигосахариды, изо­
лированы из различных органов позвоночных (Ashwell, Hartford, 
1982). Эти белки делятся ца несколько групп. Одна группа сос­
тоит из интегральных мембранных белков, которые включены во 
внутриклеточный транспорт гликопротеинов к специфическим ор­
ганеллам клетки, в основном лизосомам. К ним относятся рецеп­
торы гепатоцитов млекопитающих для десиалированных гликопро­
теинов, рецептор гепатоцитов птиц для гликопротеинов с удален­
ной галактозой и широко распространенный маннозофосфатный 
рецептор. Вторая группа — небольшие водорастворимые галак­
тозосвязывающие белки, которые экстрагируются из различных 
тканей животных. Это сывороточный амилоидный белок, который 
специфически связывает галактозо-содержащие полимеры. В нас­
тоящее время уже известны первичные структуры некоторых из 
этих белков.

Пять связанных с мембранами гликопротеинов рецепторов, 
включая два родственных рецептора для десиалированных гли­
копротеинов, выделенных из печени крыс, и два рецептора, най­
денные в печени человека, а также рецептор птиц для гликопро­
теинов с удаленной галактозой, гомологичны в смысле общей ор­
ганизации, они содержат СООН-терминальный домен в 130—150 
аминокислот. Этот домен содержит центр связывания углеводов. 
Каждый из этих белков встроен в мембрану клетки полипепти­
дом, состоящим в основном из гидрофобных аминокислот. Каж­
дый из этих рецепторов имеет ЫН2-терминальный сигнальный 
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пептид (который впоследствии удаляется), за ним следует корот­
кий сегмент (18—20 аминокислот), богатый цистеином, затем 
коллагеноподобный домен (53—59 аминокислотных остатков) 
(Drickamer et al., 1986).

Маннозосвязывающий белок выделен из печени кролика и 
крыс. Первоначально предполагали, что он включен в поглоще­
ние маннозосодержащих гликопротеинов макрофагами. Однако 
нахождение его исключительно в паренхимальных клетках печени 
исключает эту функцию. Маннозосвязывающий белок выделен 
также из сыворотки кролика, крыс, людей. Белки, связывающие 
маннозу из сыворотки и печени, идентичны по связывающей спо­
собности, pH, зависимости от Са2+, антигенности и поведению 
при ЭФ в ПААГ в додецилсульфате натрия.

В процессе узнавания участвует белок Clq, который является 
узнающим центром первого компонента комплемента. СООН-тер- 
минальные домены Clq и белка, связывающего маннозу, вклю­
чены в узнавание — связывание маннозотерминального олигоса­
харида в случае белка, связывающего маннозу, и Fc части имму­
ноглобулина— в случае Clq. Хотя ни один из консервированных 
участков в изучаемом лектине не присутствует в Clq, тем не ме­
нее интригующим является факт, что фиксация комплемента 
зависит от гликозилирования Fc домена IgG (Nose, Wigzell, 
1983).

Аналогия в смысле общей организации белка, связывающего 
маннозу, апопротеина легочного сурфактанта и Clq наводит на 
мысль об идентичности их биологических функций. Возможно, 
белок, связывающий маннозу, и апопротеин легочного сурфактан­
та участвуют в примитивном иммунном ответе. Это аналогично 
предполагаемой функции для С-реактивного белка, который уз­
нает капсулярные полисахариды отдельных бактерий. Манноза 
может быть неспецифическим маркером на бактериальной по­
верхности, который дает сигнал для индуцирования эффекторных 
функций, аналогичных тем, которые индуцируются, но более спе­
цифично, Clq. Белок легочного сурфактанта может выполнять по­
добную протективную защиту на поверхности легких.

Получены данные о роли самой олигосахаридной структуры 
в процессе узнавания. Выделен лектин из гепатоцитов печени че­
ловека и изучена его специфичность для ряда гликопротеинов и 
гликопептидов. Ниже представлены значения Кг для о-гликанов 
в реакции связывания лектина печени человека с гликопротеина­
ми и гликопептидами разного строения.

Г липопротеин Галактоза Глюкоза М

Асиалоорозомукоид 20 0 1,7-Ю~9М
Антифризовый гликоп­

ротеин 24 24 2,0-10~8М
Гликопептиды 4 3,Э-10~5М

2 5.4-10~5М
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1 9,8-10-5M
Лактоза 1 1 2,2-10“4M
а-Метилгалактозид 1 2 7-Ю-4^

Удаление галактозы от (1— 3) GalNAc приводит к 10—27-крат­
ному снижению Кь Сродство лектина больше к N-ацетилглюкоза- 
мину, чем к галактозе. Снижение Кг обнаружено для гликопеп­
тидов с 4 Gal 1—3 GalNAc или N-ацетилглюкозамином по сравне­
нию с двумя такими единицами. Предполагают, что этот эффект 
обусловлен одновременным связыванием у 2 центров, а не стати­
стическим влиянием увеличения числа остатков. Связывающие 
центры находятся, по-видимому, на расстоянии 25—30 А друг от 
друга. Из гепатоцитов печени кролика выделен в гомогенном виде 
и охарактеризован мембранный белок как водорастворимый гли­
копротеин с содержанием углеводов 10%. Связывание с этим бел­
ком требует концевой галактозы на биополимере и Са2+. Он яв­
ляется потенциальным митогеном для десиалированных лим­
фоцитов.

В печени птиц выделен другой лектин со специфичностью к N- 
ацетилглюкозамину. Лектин иммобилизован на сефарозе 4В, и 
связывающий центр его изучен конкурентным ингибированием 
с использованием [3Н] меченых веществ группы крови, полисаха­
ридов, моносахаридов, гликозидов (Sarkar et al., 1979). Сформу­
лированы основные черты углеводсвязывающего центра. Связы­
вающий центр имеет относительно небольшие размеры. Он вклю­
чает терминальный сахарный остаток, содержащий аксиальный 
гидроксил на С-4, и простирается на часть предшествующего уг­
леводного остатка. Среди моно- и олигосахаридов лучшим ингиби­
тором был метил-а-D-GalNAc, который был в 4 раза эффективнее 
метил-Ş-D-GalNac. Метил-р-D-Gal более эффективен, чем соот­
ветствующий а-изомер. Среди дисахаридов a-Gal 1—3 D-GlcNAc 
более эффективен, чем D-Gal 1— 4D-GlcNAc.

Замещение аминосахара на восстанавливающем конце a-D-Gal 
или глюкозой приводило к снижению связывающей способности.

Среди моносахаридов GalNAc, Gal, a-D-Gal, D-Fuc имели почти 
одинаковую ингибиторную силу. Лактоза ингибировала, как мо­
носахариды.

Лактозаминогликаны широко распределены как антигены кле­
точной поверхности, они подвергаются структурным изменениям 
во время процессов развития, и галактозосвязывающие белки 
могут участвовать в клеточных взаимодействиях как комплемен­
тарные молекулы.-

Ohara, Yamagata (1986) выделили 2 специфических к галак­
тозе лектина — I и II из новорожденных мышей хроматографией 
на лактамилсефарозе 4В. Молекулярная масса их субъединиц, 
составляет соответственно 15 000 и 16 000 Дальтон, изоэлектри­
ческие точки — 5,3 и 6,8. Они агглютинировали эритроциты кро­
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лика, обработанные трипсином. Наиболее эффективными ингиби­
торами этого взаимодействия были N-ацетиллактозамин и десиа- 
лированные гликопептиды с N-ацетилглюкозамином на невосста­
навливающем конце. Галактозосвязывающий белок I найден в 
печени и эпидермисе новорожденных мышей. Предполагают, что 
он способен узнавать лактозаминогликаны на поверхности клеток 
мышиных эмбрионов и тем самым участвовать в регуляции про­
цесса развития.

Проведены исследования связывания лектина гепатоцитов кро­
лика с большой группой гликопротеинов и с веществами групп 
крови. Установлено, что если от некоторых сывороточных глико­
протеинов (церулоплазмин, гаптоглобин, фетуин, орозомукоид) от­
щепить ферментативно N-ацетилнейраминовую кислоту, то время 
полураспада этих гликопротеинов сократится от нескольких де­
сятков часов до нескольких минут. Все онц при этом уходят из 
кровотока в печень. Вначале они связываются с мембраной па­
ренхиматозных клеток печени, затем, в результате пиноцитоза, 
попадают внутрь клеток, атакуются гликозидазами и протеазами 
лизосом и перевариваются. Таким образом, N-ацетилнейрамино- 
вая кислота определяет время жизни циркулирующих в кровотоке 
гликопротеинов. Для того, чтобы происходило связывание асиа­
логликопротеинов концевым сахаром, в углеводной цепи гликопро­
теина должна находиться галактоза, к которой обычно присоеди­
нена N-ацетилнейраминовая кислота. В случае, если удаляется 
и галактоза, связывания гликопротеина с мембранами клеток пе­
чени не происходит. В мембранах паренхиматозных клеток пече­
ни за связывание асиалогликопротеинов ответственен гликопро­
теин, содержащий N-ацетилнейраминовую кислоту.

Как и в случае других сывороточных гликопротеинов, сиало­
вая кислота определяет время пребывания тиреоглобулина в цир­
куляторной системе (Tatumi et al., 1979; Ikekubo et al., 1980). 
При исследовании клиренса 1251-тиреоглобулина после введения 
крысам метки in vivo и in vitro установили, что период полурас­
пада асиалотиреоглобулина равен соответственно 6 и 12 мин.

Ikekubo et al. (1980) изучали клиренс тиреоглобулина экспе­
риментальной опухоли щитовидной железы крыс, в которой нару­
шен процесс включения сиаловой кислоты в тиреоглобулин. Пе­
риод полураспада в этих экспериментах определяли измерением 
радиоиммунным методом в плазме концентраций тиреоглобулина 
из экспериментальной опухоли крыс, интактного тиреоглобулина 
щитовидной железы крыс, десиалированного тиреоглобулина и 
тиреоглобулина с окисленной галактозой и удаленной сиаловой 
кислотой после введения их крысам в кровоток. Тиреоглобулин 
опухоли и асиалотиреоглобулин почти полностью исчезали из 
кровотока соответственно через 12 и 15 мин, тогда как тиреогло­
булин с окисленной галактозой и интактный тиреоглобулин ухо­
дили из кровотока соответственно через 1,5 и 4,4 ч. Таким об­
разом, время жизни тиреоглобулина в кровотоке определяется
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наличием N-ацетилнейраминовой кислоты, и для выведения его 
из кровотока необходимо не только его десиалирование, но и на­
личие за N-ацетилнейраминовой кислотой следующего остатка 
галактозы.

Многие протеолитические реакции, происходящие в крови, 
требуют контроля. Один из путей регуляции протеолитической, 
активности в крови — специфические протеиназные ингибиторы. 
Они контролируют протеолитические каскады, ответственные за 
иммунологические реакции, за коагуляцию и за другие противо­
воспалительные стимулы. Среди анти-протеаз aı-протеиназный 
ингибитор играет важную роль в защите тканей против протеоли­
тической атаки, осуществляемой лейкоцитарной эластазой. Дефи­
цит aı-протеиназного ингибитора является причиной эмфиземы 
легких и, в некоторых случаях, цирроза печени. Имеется сообще­
ние, что развитие эмфиземы может быть остановлено внутривен­
ным введением aı-протеиназного ингибитора из сыворотки чело­
века.

Синтезируется щ-протеиназный ингибитор E. coli и дрожжами 
с применением технологии, использующей рекомбинантную ДНК. 
В аспекте терапевтического использования основной вопрос, ко­
торому придается важное значение — это период полураспада 
негликозилированной формы полученного рекомбинантным путем 
aı-протеиназного ингибитора по сравнению с гликозилированной 
формой, поскольку полученный рекомбинантным путем ингибитор 
является негликозилированным. Weber et al. (1985) показали, что 
период полураспада негликозилированного aı-протеиназного ин­
гибитора, синтезированного в культурах гепатоцитов крыс в при­
сутствии туникамицина, в 6 раз меньше, чем у его гликозилиро­
ванной формы. Следовательно, для терапевтического использова­
ния требуется предварительное гликозилирование «ı-протеиназ- 
ного ингибитора (Weber et al., 1985).

Ингибитор Cl-эстеразы комплементного каскада — аг-глико- 
протеин 4S, который прочно связывает Clr, Cis, плазмин, ка- 
ликреин и активированный фактор Хагемана и тем самым бло­
кирует их ферментативную активность. Это одноцепочечный гли­
копротеин с мол. массой 105000, содержит 34% углеводов, из них 
12% гексоз и 17% сиаловых кислот. Для осуществления функцио­
нальной активности не требуются N-ацетилнейраминовая кислота 
и галактоза, так как их удаление не отражается на способности 
ингибировать С1. При этом не происходит изменений его анти­
генной структуры. Однако введение кроликам очищенного мечен­
ного 1251 асиалогликопротеина — ингибитора приводит к быстро­
му выведению его из кровотока и накоплению в печени. Удале­
ние галактозы увеличивает время нахождения ингибитора в цир­
куляторной системе, и распределение его по органам становится 
близким к норме (Minta, 1981).

Показано также, что гонадотропный и фолликулостимулирую­
щий гормоны после удаления N-ацетилнейраминовой кислоты 
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быстро выходят из кровотока. N-ацетилнейраминовая кислота 
определяет время жизни эритроцитов в кровотоке. Отщепление 
N-ацетилнейраминовой кислоты с поверхности эритроцитов при­
водит к выведению их из кровотока.

Winkelhake, Nicolson (1976) показали, что N-ацетилнейрамино­
вая кислота определяет время жизни иммуноглобулина G в плазме 
и его отложение в тканях.

В лимфоцитах синтезируются 2 формы IgM: одна из них 
встраивается в плазматические мембраны, другая секретируется 
в растворимую форму. Эти формы IgM. содержат подобные, но не 
идентичные тяжелые цепи, которые отличаются по СООН-тер- 
минальным структурам. Экспрессия двух форм IgM зависит от 
стадии дифференциации В-клеток. В несекретирующих В-клетках 
экспрессия IgM находится под посттрансляционным контролем. 
В несекретирующих клетках образуются обе формы тяжелых 
цепей: цт—мембранная и щ— секретируемая. Оба белка под­
вергаются гликозилированию. у,т тяжелые цепи проходят все 
стадии до включения в мембраны, щ тяжелые цепи не собирают­
ся в пентамер, не секретируются и должны деградироваться.

Линия Dandi клеточной лимфомы человека является феноти­
пом несекретирующих В-клеток. Эта линия клеток синтезирует 
обе формы — мембранную и секретируемую — тяжелых цепей 
IgM, но экспрессирует только функциональный мембранный IgM. 
Секретируемый тип тяжелых цепей быстро деградируется в этих 
клетках с периодом полураспада 1,3 ч. Часть тяжелых цепей мем­
бранного типа также быстро катаболизируется, но большинство 
экспрессируется в стабильной форме с периодом полураспада 
13 ч (Dulis et al., 1982).

Ингибирование гликозилирования тяжелых цепей туниками- 
цином оказывает различное влияние на скорость катаболизма рт 
и ps цепей. Этот ингибитор не влияет на скорость катаболизма 
ıım цепей, но деградация щ цепей, синтезированных в присутствии 
туникамицина, происходит намного быстрее. Негликозилированные 
jxs цепи по сравнению с гликозилированными ковалентно не свя­
зываются с легкими цепями. Дегликозилирование влияет на об­
разование стабильного белка, возможно, изменением конфор­
мации р.т цепей и ингибированием взаимодействия с легкими 
цепями. Авторы считают, что цепи специфически защищаются от 
протеолиза посттрансляционными событиями: ковалентной сбор­
кой с легкими цепями в 8S мономер, терминальным гликозилиро­
ванием и встраиванием в плазматические мембраны. Таким об­
разом, гликозилирование и другие ковалентные модификации 
могут играть важную регуляторную роль в катаболизме р. цепей.

Перйодатное окисление влияет на клиренс очищенных лизосо­
мальных ферментов из печени крыс. Не подвергавшиеся перйо­
датному окислению лизосомальные Ş-D-глюкуронидаза, N-ацетил- 
p-D-глюкозаминидаза, a-L-фукозидаза и a-D-маннозидаза быстро 
выводились из циркуляции, однако после перйодатного окисления
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они задерживались в циркуляции. Очищенные лизосомальные 
ферменты конкурировали за клиренс с другими очищенными ли­
зосомальными ферментами. Следовательно, один и тот же рецеп­
тор ответственен за связывание нескольких ферментов. Этот ре­
цептор отличался от рецептора фибробластов, ответственного за 
поглощение лизосомальных ферментов, так как p-D-глюкурони- 
даза печени крыс и N-ацетил-р-О-глюкозаминидаза препуциаль­
ных желез крыс быстро выводились из циркуляции in vivo, но 
не эффективно захватывались фибробластами.

Рибонуклеаза В (но не А), С и Д быстро поглощались пе­
ченью. Все 4 формы рибонуклеазы отличались только по степени 
гликозилирования. Форма А негликозилирована, форма В содер­
жит высокоманнозный тип олигосахаридов, С и Д содержат 
сложного типа олигосахариды, различающиеся по степени сиа- 
лирования. Период полураспада этих форм соответственно 577, 
15, 862 и 941 мин. Обработка a-D-маннозидазой приводит к прод­
лению времени нахождения рибонуклеазы В в циркуляции от 15 
до 733 мин.

Система поглощения десиалированных гликопротеинов может 
функционировать для выведения из циркуляции иммунных комп­
лексов. Комплексы IgG крыс с ВСА—ВСА антигеном выводятся 
из циркуляции с периодом полураспада 4 мин и локализуются 
в паренхиматозных клетках печени. Десиалированный фетуин и 
галактоза ингибируют это,поглощение иммунных комплексов па­
ренхиматозными клетками. Предполагают, что при связывании 
антигена молекула IgG подвергается конформационным измене­
ниям, результатом которых является экспонирование на поверх­
ность терминальных галактозных остатков олигосахаридных це­
пей, что способствует узнаванию иммунных комплексов системой 
поглощения десиалированных гликопротеинов.

Система поглощения иммунных комплексов находится на ре­
тикулоэндотелиальных клетках. ВСА — IgM комплексы быстро 
выводятся из циркуляции неиммунных крыс, и выведение их ин­
гибируется овальбумином и маннаном, но не ингибируется десиа- 
лированным фетуином. Обработка a-D-маннозидазой иммунных 
комплексов отменяла ускоренное их выведение из циркуляции. 
Вероятно, связывание с антигеном индуцировало к экспонирова­
нию высокоманнозного типа олигосахаридов. Это подтверждено 
связыванием с конканавалином А.

Nose, Wigzell (1983) показали, что комплексы антиген—анти­
тело с нормально гликозилированным моноклональным IgG2b 
выводились быстро из циркуляции мышей, но комплексы с дегли- 
козилированным IgG2b оставались в циркуляции намного дольше.

Обсуждается роль N-ацетилнейраминовой кислоты в выжива­
нии и деградации эритроцитов. Поверхность эритроцита покрыта 
толстым слоем углеводов. Углеводный слой выступает над мем­
браной эритроцита на 150—500 А. Концентрация моносахаридов 
в этом слое составляет 20—30 мМ, 50% этого количества сос- 
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•гавляют лактозамины (Viitala, Järnefelt, 1985). Если слой угле­
водного покрытия тоньше, то концентрация моносахаридов в нем 
больше. Концентрация моносахаридов в гидратной оболочке эрит­
роцитов более чем в 10 раз превышает концентрацию внутри до­
мена агрегата протеогликана хряща. Это углеводное покрытие 
эритроцита выполняет определенную функцию.

В кровяном русле эритроциты подвергаются значительным ме­
ханическим нагрузкам. Углеводное покрытие эритроцита, как в 
протеогликане хряща, способно выдерживать значительное дав­
ление и защищать эритроцит от повреждений при прохождении 
через стенки капилляров. Углеводы гидрофильны и окружены 
значительным слоем воды, которая составляет гидратную оболоч­
ку эритроцита. В кровяном русле они не подвержены адгезии, 
поскольку адгезивные процессы включают либо специфические, 
либо гидрофобные взаимодействия между клеткой и субстратом 
или двумя клетками.

Почему эритроцит после десиалирования выводится из крово­
тока? При десиалировании разрушается гидратная «шуба» эрит­
роцита и удаляется концевая N-ацетилнейраминовая кислота, 
несущая заряд. При этом нарушается структурный статус компо­
нентов мембран эритроцитов, экспонируются на поверхность 
скрытые до того структуры, которые могут вступать во всякого 
рода неспецифические гидрофобные взаимодействия, посредст­
вом которых эритроцит может быть выведен из кровотока. Таким 
образом, углеводы эритроцитов играют защитную маскирующую 
роль, их повреждение приводит к драматическим событиям.

Итак, в настоящее время очевиден факт участия олигосахарид- 
ных цепей гликопротеинов в биологическом узнавании, регули­
рующем катаболизм гликопротеинов. Это, пожалуй, вторая уже 
доказанная функция углеводов гликопротеинов. Идентифицирова­
ны сахара, отвечающие за клиренс гликопротеинов. Из гепатоцитов 
печени выделены белки-лектины, связывающие моносахариды, и 
показано, что они действительно связывают соответствующие угле­
водные структуры. Однако отсутствуют доказательства, что именно 
эти белки связывают десиалированные гликопротеины, введенные 
в кровоток. Установлен лишь факт поглощения их печенью.

Тем не менее, маскирующее действие N-ацетилнейраминовой 
кислоты, ее регуляторная роль как терминального заряженного 
углевода очевидна. Однако нет определенной ясности в том, осу­
ществляет ли N-ацетилнейраминовая кислота свою функцию 
прямо, либо сиалирование—• десиалирование белка приводит к 
конформационным изменениям во всей молекуле, которые, в свою 
очередь, влияют на рецепторные взаимодействия. Неизвестен и 
механизм регуляторных процессов, в которых участвует N-ацетил- 
нейраминовау кислота.

Уже сейчас можно воздействовать на процесс деградации гли­
копротеинов, используя ингибиторы нейраминидаз, например, 2- 
диокси-2,3-дигидро-Н-ацетилнейраминовую кислоту. Этот инги-
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битор воздействует на первую стадию деградации гликопротеинов.)
Один из основных вопросов, которые предстоит решить в блиА 

жайшее время — это выделение и изучение механизма действия 
белков-лектинов, связывающих углеводные структуры. Установ­
ление их специфичности и механизма действия позволит создать 
мощное терапевтическое средство для лечения метаболических 
нарушений организма и аутоиммунных болезней. С помощью этих 
лектинов можно ликвидировать отложения иммунных комплексов. 
Для каждого из аутоиммунных заболеваний можно будет подо­
брать определенный эффективно действующий лектин.

Ценную информацию о свойствах и функциях этих белков, 
можно получить при установлении топографии распределения и 
ориентации белков-лектинов в функциональных доменах мембран.

ХИМИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ ИЗМЕНЕНИЙ 
ТРАНСФОРМИРОВАННЫХ КЛЕТОК

В нормальном клеточном сообществе рост и дифференциация 
клеток регулируются соответствующими регуляторами. Опухоле­
вые клетки ускользают от этой регуляции, многие из них приоб­
ретают свойство метастазировать. Детальная характеристика по­
верхности опухолевых клеток представлена в обзоре Hakamori 
(1984).

Две химически близкие группы углеводов обнаруживают зна­
чительные изменения в трансформированных и опухолевых клет­
ках: а) углеводы, связанные с церамидами (гликосфинголипида­
ми, или гликолипидами), встроенными в липидные бислои; б) уг­
леводы, которые связаны с гликопротеинами поверхности клетки 
(включая интегральные мембранные белки, или гликопротеины, 
и периферические мембранные белки, такие как фибронектин).

Основные изменения в олигосахаридных цепях гликопротеинов 
опухолевых клеток могут быть разделены на 3 категории:

а) присутствие гликопептидов в N-гликозидных цепях с боль­
шой молекулярной массой по сравнению с соответствующими 
фракциями, полученными от нетрансформированных клеток. 
Фракции гликопептидов от опухолевых клеток имеют крупные 
антенные структуры из-за увеличения разветвления у манноз­
ного кора, то есть разветвление у Gal 1—4 GlcNAcl— 4Мап и появ­
ление bisecting GlcNAc 1—4 Мап структур;

б) увеличение О-гликозилированных структур муцинового 
типа, в частности появление густогликозилированной области 
белка с сиалил ди- и тетрасахаридами;

в) присутствие в периферической области боковых цепей либо 
у N- либо у О-гликозидных структур. Здесь обнаружены либо 
недостроенные олигосахаридные цепи, либо новые, несвойствен­
ные фрагменты олигосахаридных цепей.

Химическая основа изменений в олигосахаридных цепях гли­
копротеинов при опухолевых клетках. Подавление синтеза глико- 
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зилтрансфераз показано в различных клетках, трансформирован­
ных опухолевыми вирусами и химическими канцерогенами. Есть- 
несколько примеров, показывающих ферментный состав клеток, 
в которых обнаружен неосинтез.

Показано увеличение активности ферментов, ответственных за 
Gg3 синтез в ЗТЗ клетках мыши, трансформированных штаммом 
Kirsten вируса мышиной саркомы, синтез фукозилированных оли- 
госахаридных цепей в преопухолевой печени крыс, получающих: 
в пищу химические канцерогены, и в гепатоме крыс.

Присутствие сильно разветвленной мультиантенной коровой 
структуры в N-гликанах гликопротеинов трансформированных 
клеток приписывается появлению N-ацетилглюкозаминилтрансфе- 
разы с необычной специфичностью, которая синтезирует структуру 
GlcNAc 1—4 Мап.

Специфические ферментативные дефекты или специфическое 
усиление ферментативной активности, ответственное за изменение 
в углеводном составе поверхности опухолевых клеток, обсуждают­
ся в ряде работ (Hakamori, 1984).

В некоторых трансформированных клетках прослеживаются: 
явно химические изменения, но ферменты, ответственные за такие 
изменения в углеводной структуре, не обнаружены. Более того, 
возможно, что структура олигосахаридных цепей контролируется 
не только количеством и специфичностью гликозилтрансфераз 
(регуляция на уровне транскрипции), но регулируется также 
сборкой и организацией мультигликозилтрансферазных комплек­
сов в мембранах (на уровне организации мембран), которая 
может контролироваться посттрансляционной модификацией гли­
козилтрансфераз посредством гликозилирования и фосфорилиро­
вания.

Биологическое значение изменений углеводов поверхности кле­
ток. Изменения углеводного состава могут происходить серией 
каскадных механизмов, запущенных онкогенной активацией. Из­
менения в гликолипидах и коровых структурах гликопротеинов- 
были обнаружены на клеточных линиях, трансформированных 
чувствительными к температурам мутантами опухолевых вирусов,, 
и клетках, трансформированных опухолевой ДНКазой человека.

Многие из изменений в углеводной структуре отражают за­
мороженную программу дифференциации, т. е. те же или близко 
родственные структуры и организации, выраженные на гликопро­
теинах клеточной поверхности на определенных стадиях развития 
и дифференциации. Необычные олнгосахаридные структуры на 
поверхности клеток могут быть инструментом в функциональных 
клеточных контактах и клеточных взаимоотношениях, что обес­
печивает инвазивные и инфильтрационные свойства опухолевых, 
клеток. Изменения в олигосахаридных структурах поверхности 
клеток могут влиять на функции таких мембранных белков, как: 
рецепторы факторов роста и мембранные ферменты. Изменения 
в олигосахаридных структурах могут влиять на конформации
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мембранных белков, скорость их метаболизма и антигенность 
белков.

Примеры изменений олигосахаридных структур в гликопро­
теинах трансформированных клеток. Один из наиболее широко 
известных феноменов, коррелирующих с опухолевым ростом,— 
появление или увеличение фукозосодержащих гликопептидов с вы­
сокой молекулярной массой. Проведено сравнительное изучение 
фибробластов мыши и их вирусных трансформантов. Фиброблас­
ты мышей линии ЗТЗ и их вирусные трансформанты (SV-3T3) 
мечены радиоактивным глюкозамином. Исследованы также в 
сравнении образцы меченых гликопептидов, полученных после 
исчерпывающего проназного гидролиза гликопротеинов поверх­
ности нормальных клеток. Установлено, что трансформированные 
SV-ЗТЗ клетки богаче большими гликопептидами, чем нормальные 
клетки. Проведено аналогичное сравнение клеток хомяка линии 
BHI\2i/Ci3 и клеток, трансформированных ДНК вируса саркомы 
Rous и ДНК опухолевых вирусов, вируса полиомы и SV40. Про­
веден анализ мышиных клеток линии ЗТЗ и фибробластов эмбрио­
нов цыплят, трансформированных вирусом саркомы SV40. Во всех 
•случаях число больших гликопептидов из гликопротеинов транс­
формированных клеток было увеличено (Hakamori, 1984).

Заметные различия наблюдались, когда использовалась ра­
диоактивно меченная фукоза. Этот феномен был обнаружен не 
только в трансформированных вирусом клетках, но и в клетках, 
трансформированных химическим путем или спонтанно. Это яв­
ление наблюдалось на клетках гепатомы крыс, лейкемических 
клетках человека, лимфоидных клетках человека и нейробластом- 
ных клетках.

Обнаружено, что различия между гликопептидами трансфор­
мированных и нормальных клеток исчезают, если перед гельхро- 
матографией гликопептидов их подвергнуть обработке нейрами­
нидазой. Так возникла гипотеза о том, что ключевая стадия ин­
дуцированных структурных изменений в поверхностных олигоса­
харидных структурах при трансформации клеток — это сиалиро- 
вание. Для проверки гипотезы в ряде лабораторий проведено 
•сравнение сиалилтрансферазной активности в нормальных и 
трансформированных клетках. Оказалось, что в одних случаях 
уровень сиалилтрансферазы выше, а в других — ниже. Дальней­
шие исследования показали, что олигосахаридные цепи гликопро­
теинов поверхности трансформированных клеток представляют 
собой сложные олигосахаридные цепи, содержащие во внешних 
цепях от 2 до 6 структурных единиц состава

Gal 1 -M GlcNAc
1

4
(Fuc 1 — 6)01cNAc—Asn
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Это свидетельствует, что стадия N-ацетилглюкозаминирования 
является ключом к структурным изменениям олигосахаридных це­
лей в гликопротеинах трансформированных клеток.

Изменения олигосахаридных структур гликопротеинов поверх­
ности клеток наблюдаются при развитии клеток. Показано также, 
что большинство гликопротеинов, которые связываются с агглю­
тинином земляного ореха, изменяются во время созревания лим­
фоцитов мышей и человека.

Исследования показали, что эмбриональные клетки карцино­
мы содержат гликопептиды в составе гликопротеинов необычно 
высокой мол. массы. Эти исследования представляют особый ин­
терес, так как клетки эмбриональной карциномы участвуют во 
многих биологических функциях с мультипотенциальными клетка­
ми нормальных эмбрионов на ранней стадии развития и большие 
гликопептидные фрагменты исчезают во время дифференциации 
клеток эмбриональной карциномы in vitro.

Изучены изменения олигосахаридных структур на поверхности 
эритроцитов при их дифференциации. Основные интегральные 
гликопротеины на поверхности эритроцитов — гликофорин А и бе­
лок полосы 3. Изучали поверхностные гликопротеины эритроци­
тов человека и клеток К-562 (лейкемические клетки человека, на­
ходящиеся в проэритробластоидной стадии). Найдено, что клетки 
К-562 содержат гликофорин А, но не содержат белок полосы 3. 
Кроме того, гликопротеин GP-105, который не обнаружен в эрит­
роцитах человека, найден в клетках К-562. Результаты исследо­
вания олигосахаридных структур из плазматических мембран кле­
ток К-562 и эритроцитов взрослых людей показали, что нейтраль­
ные олигосахариды из клеток К-562'являются высокоманнозным 
типом, в то время как на эритроцитах взрослых людей они пред­
ставлены структурами сложного типа. Ни одна из олигосахарид­
ных цепей клеток К-562 не содержала bisect N-ацетилглюкоза- 
мин, в то же время такие цепи были в большинстве кислых гли­
копептидов эритроцитов.

Антигенность и иммуногенность углеводных антигенов на кле­
точной поверхности определяются не только первичной структу­
рой углеводного антигена, но и организацией олигосахаридных 
структур на поверхности мембраны. Даже если первичные струк­
туры углеводных цепей не изменены, они могут быть иммуноген­
ны и узнаются как антигенные, если организованы на клеточной 
поверхности особым способом. Доминантными факторами, влия­
ющими на экспрессию антигенов, являются плотность и скрытость 
олигосахаридных цепей на клеточной поверхности в добавление 
к уникальной углеводной структуре.

Необычная структура и организация углеводов на клеточной 
поверхности, необычное узнавание клетки клеткой изменяют кле­
точную адгезию. Углеводы также могут регулировать антиген­
ность мембранных белков, модулировать функции рецепторов и 
мембранных белков, поэтому проблемой недалекого будущего
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должно стать познание генетического механизма, контролирую­
щего транскрипцию гликозилтрансфераз и регуляцию их органи­
зации. Тесно связана с этим направлением другая проблема: как 
мембраны различных типов клеток преобретают свой характер­
ный набор белков-гликопротеинов, с одной стороны служащих 
визитной карточкой данной мембраны (и клетки), с другой сто­
роны — определяющих ее функциональные свойства.

ХИМИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ УЗНАВАНИЯ 
В ИММУННЫХ ПРОЦЕССАХ

Полностью дифференцированные плазматические клетки счи­
тают прототипом клеток, функция которых — синтезирование и 
секретирование большого количества иммуноглобулинов. Каждая 
из этих клеток секретирует около 2000 молекул иммуноглобули-

Бнешняя 
поверхность

лоберхнссть

Рис. 10. Схематическое изображение структуры 
домена.

нов в 1 мин. 5—40% общего синтезированного белка и 75—90% 
белка, секретированного этими клетками, состоит из молекул ан­
тител. Иммунная система выполняет ограниченное число физиоло­
гических функций в ответ на почти бесконечное разнообразие 
внешних и внутренних стимулов. Это стало понятно лишь после 
установления структуры антител. Структура иммуноглобулинов 
обсуждается в литературе (Тернер и др., 1983), поэтому мы огра­
ничимся лишь краткими сведениями по этому вопросу.

Иммуноглобулины построены из легких и тяжелых цепей, 
объединенных попарно. Легкие цепи имеют 2 домена, а тяжелые 
цепи в соответствии с тем классом, к которому они относятся,— 
3, 4 или 5 доменов. Каждый домен состоит из 110—120 амино­
кислот, причем все домены обладают сходной структурой, которая 
сформирована двумя антипараллельными плоскостями ■ р-типа
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Хрис. 10). Такая структура подобна ящику с двумя поверхностя­
ми (X — из 4 тяжей, Y — из 3), которые удерживаются гидрофоб­
ными связями изнутри и стабилизируются дисульфидным мости­
ком между поверхностями. Все домены в участках цепи, обра­
зующих складчатую поверхность, характеризуются выраженным 
единообразием, однако степень гомологичности резко уменьшается 
в участках, расположенных между изгибами р-структуры. N-koh- 
цевые домены тяжелых и легких цепей получили название вариа-

Рис. 11. Схематическое изображение од­
ной из субъединиц IgM. Пунктиром в 
нижней половине показаны фрагменты 
V-доменов, характеризующиеся вариа­
бельностью (Тернер, 1983).

бельных (V) участков. Они отличаются от константных (С) доме­
нов наличием нескольких дополнительных аминокислот, лока­
лизованных в центральном участке.

Домены могут ассоциироваться в пары за счет нековалентных 
•связей: ассоциация V-доменов происходит между Y-поверхностями, 
а С-доменов — между Х-поверхностями. Тяжелые и легкие цепи 
удерживаются вместе к тому же дисульфидными мостиками, сое­
диняющими 2 цепи (рис. 11, 12, 13). В тех участках, которые 
определяют взаимодействие между соседними доменами, имеются 
боковые олигосахаридные цепи. Выделяют 5 классов сывороточ­
ных иммуноглобулинов — IgM, IgD, IgG, IgE, IgA. Они разли­
чаются по структуре тяжелых цепей, которые соответственно 
обозначают греческими буквами: ц, ö, у, а, е. Внутри каждого 
класса могут существовать отдельные подклассы (например, 
IgGı, IgG2, IgGs и IgG4 человека с тяжелыми цепями yı, у2, уз, 
У4). Каждый из подклассов может содержать как х, так и X лег-
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кие цепи, причем содержание х-цепей является характеристикой: 
каждого подкласса. Каждому подклассу соответствует отдельный 
ген. Все гены, кодирующие образование С-участков тяжелых це­
пей, расположены единым комплексом; ассоциированные с ними: 
гены V-участка сконцентрированы на одном конце комплекса. 
Обнаружены несколько типов генов, контролирующих V-участки 
тяжелых цепей:УЫ11 и УНП1.Гены, контролирующие синтез легких 
цепей, полностью разделены: гены Vx и С7 локализованы в одной 
группе сцепления, а гены VÄ и Сх— в другой.

Два класса иммуноглобулинов — IgM и IgA — характеризуют­
ся наличием дополнительных 19 С-концевых аминокислот в пос­

Рис. 12. Схематическое изображение доменов, стержневого 
участка и дисульфидных мостиков, соединяющих цепи меж­
ду собой.

леднем Сн-домене. В присутствии пептида, вырабатываемого плаз­
матическими клетками (так называемая 1-цепь), они способны 
полимеризоваться: IgM и IgE содержат по 5 доменов. Остальные 
классы иммуноглобулинов человека имеют по 4 домена, из ко­
торых 2 концевых домена (Vh и Ch 1) отделены от СООН- 
концевых доменов последовательностью аминокислот. Эта после­
довательность называется шарнирным участком. Во всех классах 
иммуноглобулинов домены Vh и Сн1 ассоциируются попарно с 
соответствующими доменами легкой цепи (VL и Ct), образуя 
участок Fab (фрагмент с активностью антител). Два СООН-кон- 
цевых домена тяжелой цепи получили название Fc участок.

Функции иммуноглобулинов. Иммуноглобулины обладают 
двумя основными типами функций: связывание антигена, которое 
осуществляется V-домен'ами, и многочисленные эффекторные 
функции контроля, выполняемые остальной частью молекулы. По­
лагают, что вся молекула иммуноглобулина сформировалась в 
процессе эволюции из одного исходного домена, затем домены 

94



специализировались в различных направлениях и приобрели ин­
дивидуальные функции. Тем не менее, функция любого иммуно­
глобулина не определяется суммой функции отдельных его доме­
нов. В этом отношении важную роль играет стержневой участок, 
который контролирует взаимодействие между Fab и Fc-участками 
молекулы.

Связывание антигена происходит в месте соединения доменов 
Vh и Vl. Конформация этого участка образована петлями NH2-

Рис. 13. Схема строения IgM человека. Показаны гомологич­
ные области, углеводные цепи(-) (Тернер и др., 1983).

концевых участков доменов. Остальная часть V-домена обладает 
относительно постоянной структурой, но петли, окружающие место 
присоединения антигена, характеризуются гипервариабельностью.

Тот факт, что очень сходные молекулы иммуноглобулинов об­
ладают как антитела таким широким спектром специфичностей, 
объясняется различиями в аминокислотных последовательностях 
вариабельных сегментов антигенсвязывающего центра (Fab). 
Аминокислотная последовательность белка определяет его трех­
мерную структуру. По отношению к молекулам антител это озна­
чает, что функциональное разнообразие аминокислотных после­
довательностей необходимо, чтобы обеспечить антитела набором 
различных антигенсвязывающих активных центров.

Показано, что в каждой V-области аминокислоты, обнаружи-
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вающие наибольшую вариабельность, группируются в 3 или 4 ко­
ротких участка, обозначаемых как «гипервариабельные». Они 
играют определенную роль в контролировании специфичности 
антител.

Гуморальный механизм иммунной защиты устраняет антигены 
разнообразными способами, их реализация зависит от появления 
активных центров на Fc участке молекулы антитела или от агре­
гации иммуноглобулина, вызванной связыванием антигена. Актив­
ные центры реализуют свое действие либо прямо, либо косвенно 
через систему комплемента и специализированные клетки, ответ­
ственные за процессы воспаления и удаления антигена.

Активированный Fc участок иммуноглобулина может связы­
ваться с рецепторами: тромбоцитов, вызывая освобождение нук­
леотидов и аминов; нейтрофилов, в результате чего запускается 
фагоцитоз и высвобождаются цитолитические ферменты; эозино­
филов, которые приобретают в результате связывания цитотокси­
ческие свойства; базофилов и тучных клеток, которые в резуль­
тате дегранулируют; мононуклеарных фагоцитов, вызывая фагоци­
тоз или контактный лизис; К (киллеры)-клеток, вызывая анти­
телозависимый клеточно опосредованный цитолиз.

Активированный участок Fc иммуноглобулина может активи­
ровать комплемент, в результате чего реализуются: иммунное 
прилипание (нейтрофилы связываются с мембранами клеток, не­
сущими активированный комплемент, происходит экзоцитоз гра­
нул и фагоцитоз); хемотаксис — миграция лейкоцитов по направ­
лению к компонентам комплемента, перешедшим в жидкую фазу; 
активность анафилотоксина — активированный комплемент, пе­

решедший в жидкую фазу, вызывает дегрануляцию тучных кле­
ток. Однако до сих пор остается открытым вопрос, какие группы 
и каким образом передают сигнал с Fab к Fc участку молекулы 
иммуноглобулина. Предполагают, что «шарнирный участок» обес­
печивает передачу структурных изменений с Fab участков на Fc 
участки молекулы иммуноглобулина.

Структура шарнирного участка значительно варьирует в раз­
личных классах и подклассах иммуноглобулинов. Этот участок 
содержит один или больше остатков полуцистина, который при­
нимает участие в межцепочечных дисульфидных связях. Шарнир­
ный участок относительно богат пролином. Считается, что в мо­
лекулах IgG3 и IgD шарнирный участок имеет значительную про­
тяженность (до 15 полуцистиновых остатков в IgG3). Особенности 
строения шарнирного участка в IgG2 и IgG4 обусловливают относи­
тельно малую подвижность Fab участков этих молекул, в резуль­
тате чего эти участки остаются в таком положении, когда заго­
раживают активный центр, связывающий Clq в Сн2 домене даже 
после присоединения антигена. Целая молекула IgG4 не связы­
вает Clq, a Fc участок IgG связывает Clq, что свидетельствует 
о наличии активного центра, замаскированного другими участка­
ми молекулы.
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Активация системы комплемента. Комплемент — важная часть 
-адаптивного иммунного ответа. Механизм, посредством которого 
реализуется взаимодействие его молекул с Fc участком антитела, 
называется классическим. Однако комплемент может взаимодей­
ствовать с антигенами и непосредственно (главным образом с 
бактериальными полисахаридами) путем активации всех своих 
биологических эффекторных механизмов по так называемому аль­
тернативному пути.

Система комплемента представляет собой совокупность бел­
ков, которые последовательно взаимодействуют друг с другом, 
продуцируя молекулы с биологическим действием. Каждый из 
компонентов обладает важными свойствами.

Последовательная активация компонентов часто заканчивает­
ся расщеплением каждого последующего компонента предшест­
вующим. Расщепление может способствовать появлению участков, 
связывающих другие белки комплемента, приводя к комплекса­
ми компонентов. Активированные компоненты могут обладать 
активными связывающими центрами для рецепторов мембран 
клеток, что обеспечивает переход этих компонентов из жидкой 
фазы на мембрану клеток. По существу, система комплемента 
представляет собой протеолитический каскад, в результате кото­
рого группы белковых молекул локализуются на мембранах кле­
ток и выделяются низкомолекулярные продукты расщепления, 
обладающие биологической активностью.

Классический путь активации комплемента начинается со свя­
зывания С1 макромолекулы, состоящей из Clq, Cis и С1 г, свя­
занных воедино ионами кальция с двумя критически расположен­
ными в пространстве активированными Fc участками. Для двух 
произвольно расположенных молекул IgG вероятность оказаться 
ла таком критическом расстоянии мала (для активации одной 
молекулы С1 необходимо наличие 0,5X106 молекул на поверх­
ности эритроцита). Молекула IgG — неэффективный активатор 
комплемента. В то же время Fc участки пентамерной молекулы 
IgM уже расположены в пространстве критически, одна молекула 
IgM может активировать одну молекулу С1.

После связывания с узнающим центром первого компонента 
комплемента Clq происходит активация С1. Затем обнажается 
активный участок, способный расщеплять С4 и С2 на 2 фраг­
мента. Комплекс С42 освобождается из С1 и связывается с кле­
точной мембраной, С1 освобождается для последующего расщеп­
ления С4 и С2, усиливая таким образом эффект. С4, в свою оче­
редь, расщепляет СЗ на 2 фрагмента: СЗа, обладающий анафи- 
латоксической и хемотоксической активностью, и СЗЬ, к кото­
рому лейкоциты имеют иммунно-адгезивные рецепторы. СЗЬ свя­
зан с клетками и несет ответственность за протеолитическое рас­
щепление С5. С5а обладает аналогичным эффекторным действием 
на СЗа, а С5Ь остается связанным с клеткой. С6 связывается с 
С5Ь, а компоненты С6 и С7 соединяются без расщепления, обра­
зуя литический комплекс, вызывающий очаговые ультраструктур-
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ные повреждения мембраны клеток. Возникающий свободный 
жидкофазный комплекс С567 продуцирует хемотоксин.

СЗ ответственен за возникновение нескольких эффекторных 
молекул комплемента. Именно на уровне компонента СЗ может 
включаться альтернативный путь активации комплемента, а так­
же образуется круг положительной обратной связи, в функцио­
нировании которой может участвовать компонент С423Ь.

Альтернативный путь активации. Молекулярный уровень аль­
тернативного пути активации комплемента сложен и не до конца, 
ясен. Альтернативный путь активирует терминальные компоненты 
классического пути, начиная с СЗ до С9. Его можно активировать- 
разнообразными веществами, в том числе бактериальными липо­
полисахаридами. Альтернативный путь активации комплемента, 
осуществляет немедленный механизм защиты от внедрения мик­
роорганизмов, когда не требуется включение медленного процесса 
формирования антител, и, следовательно, представляет собой, 
исключительно важный механизм защиты.

Альтернативный механизм активации комплемента — это пос­
ледовательно замыкающаяся цепь обратной связи. СЗЬ образует 
с фактором D в присутствии ионов магния и фактором В комп­
лекс СЗЬ В, который может быть стабилизирован добавлением 
пропердина (Р). И СЗЬВ и СЗЬВР способны активировать натив­
ный СЗ к образованию СЗЬ, который, в свою очередь, соединяет­
ся с фактором В в присутствии ионов магния. СЗЬВР является С5 
конвертазой. Цикл контролируется удалением СЗЬ с помощью СЗЬ 
ингибитора как путем прямого воздействия, так и после диссо­
циации комплексов СЗЬВ и СЗЬВР под воздействием белка инги­
битора. Таким образом, любой фактор, приводящий к образова­
нию СЗЬ, активирует цикл обратной связи.

Домены Fab и Fc участков IgG. Cyl домен каждого участка. 
IgG сближен с Cl доменом и соединен с Vy доменом пептидом. 
Cyl Fab человека имеет 2 доступных растворителю гидрофобных 
участка, один из которых расположен на наружной стороне доме­
на, а другой — в пакете, образованном Cyl и Vy доменами. Срав­
нительное исследование показало, что некоторые остатки первой 
гидрофобной области консервативны. Наличие консервативной 
области позволяет предположить, что Cyl домен участвует в вы­
полнении определенных функций. Cl домен соединяется с доме­
ном пептидом. Он имеет 2 доступных для растворителя гидрофоб­
ных участка, в которых не установлено наличие консервирован­
ных аминокислотных остатков. Нет данных относительно участия 
Cl домена в прямом связывании каких-либо функциональных мо­
лекул. Dorrington, Painter (1974) выдвинули гипотезу, что Cyl 
и Cl домены могут функционировать как спейсеры между анти- 
генсвязывающей областью и Fc эффекторно функциональными 
областями IgG.

У некоторых иммуноглобулинов в Fab участке обнаружены 
олигосахаридные цепи (Spiegelberg et al., 1970). В 30% случаев 
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наблюдается гликозилирование Fab участка IgG миеломы. Пул 
человеческого IgG содержит более двух (2,8±0,4) олигосахарид- 
ных цепей на молекулу. Места гликозилирования полипептидных 
цепей Fab области неизвестны.

Образование комплексов IgG — анти IgG — важная в меди­
цинском плане иммунная реакция. Обычно она происходит между 
F(ab)2 фрагментом IgG и Fc фрагментом IgG антигена. Хими­
ческие группы, участвующие в этой реакции, не установлены. Од­
нако имеются доказательства, что в этом взаимодействии участ­
вуют олигосахариды (сиаловые кислоты) легких цепей (Hymes 
et al., 1979). У пациентов с ревматоидным артритом и болезнью 
Ходкинса из иммунных комплексов, седиментирующих при 
7S—19S, выделен IgG, из которого получены F(abj2 фрагменты.

Изучение образования комплексов десиалированного IgG и 
его F(ab)2 фрагментов показало, что десиалированный IgG и его 
F(ab)2 фрагменты не образуют комплексов с нормальным IgG, 
в то время как сиалированные IgG и F(ab)2 образуют такие 
комплексы. В опытах по рекомбинации IgG из Н и L цепей уста­
новлено, что L цепи ответственны за образование комплексов.

Шарнирный участок различается у изотипов IgG. В соответ­
ствии с представлениями некоторых авторов (Burton, 1985; Dor­
rington, Klein, 1982), шарнирная область играет ключевую роль 
в формировании функциональных центров за счет создания сте­
рических затруднений. Для детального выяснения этого вопроса 
наиболее важную информацию можно получить при изучении 
функциональных свойств изотипов, которые, имея различия в сос­
таве шарнирного участка, отличаются по своим эффекторным 
функциям, таким как фиксация и активация системы комплемен­
та, взаимодействие с Т- и В-лимфоцитами, макрофагами, нейтро­
филами, моноцитами.

Показано, что в 40% случаев у-цепи IgG содержат углеводы, 
соединенные ковалентно с треонином 226 шарнирной области. Уг­
леводы прикреплены только к одной у-цепи IgG молекулы. Состав 
углеводов: один N-ацетилгалактозамин, образующий связь с трео­
нином 226, одна галактоза, один или два остатка N-ацетилнейра- 
миновой кислоты (Fanger, Smyth, 1972).

I I папаин I пепСИН |
—Ser—Lys—Pro—Thr—Cys—Pro—Pro—Pro—Glu—Leu—

S

S

-j-Ser—Lys—Pro—Thr—Cys—Pro—Pro—Pro—Glu—Leu-j- 
! t I i I

1 CHO 1 1
CHO — олигосахаридная цепь
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Центры, ответственные за большинство эффекторных функций, 
локализованы в Fc части IgG. Fc фрагмент — димер, образован­
ный двумя СООН-концевыми половинами тяжелой цепи, состоит 
из 4 глобулярных доменов Сн2, СнЗ. Кристаллическая структура 
Fc фрагмента IgG 1, полученного из пула сыворотки крови чело­
века, изучена методом рентгеноструктурного анализа с разреше­
нием 0,4; 0,35 и 0,29 нм. Эти исследования позволили установить 
пространственную структуру молекулы и расположение олигоса- 
харидных цепей, ковалентно присоединенных к аспарагину 297 
Су2 домена. Рентгеноструктурный анализ позволяет рассматри­
вать лишь статическую структуру молекулы в одной конфор­
мации.

Во всех IgG структурах имеются 2 олигосахаридные единицы, 
присоединенные к асп 297 каждого Су2 домена Fc участка.

± ±(6') (5') (4')
Neu NAc2 —6Cal 1 —4GlcNAc 1 —2Man 1

1“
6

I (з)
± GlcNAc 1—4 Man 1 —

I
3

± ± (6) (5) (4) \
Neu NAc 2 —6 Gal 1 — 4 GlcNAc 1 Ь 2 Man

(2) + Fuc 1 (1)
|a 
6

J-4 GlcNAc 1 4 GlcNAc
Анализ моноклональных и миеломных антител показал, что 

каждый клон имеет гетерогенное распределение олигосахаридов 
(Mizuochi et al., 1982).

Две олигосахаридные цепи, одинаковые по коровой структуре, 
GlcNAc (1), GlcNAc (2), Man (3), Man (4) и Man (4х), принимаю­
щие конформацию, допускающую их близкое расположение от­
носительно друг друга, осуществляют контакт Су2 доменов. Оли­
госахаридные цепи у аспарагина 297 закрывают часть контакт­
ной поверхности Су2 домена, экранируя гидрофобные участки.

Изучена динамическая структура IgG кролика и человека 
методом 'Н-ЯМР в растворе (Христофоров и др., 1986; Rosen et 
al., 1979), а также IgG и IgM человека методом спин-метки (Ти­
мофеев и др., 1978). Установлено, что Fc IgGl и IgG3 имеют 
одинаковую сегментальную подвижность, у них нет существенных 
различий в пространственной организации. Сравнительный ана­
лиз спектров при температурах 30—70° показал, что Fc-фрагмент
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IgG3 имеет более термостабильную конформацию, чем Fc IgGl. 
При смещении pH в кислую область отмечена увеличенная внут­
римолекулярная подвижность Fc. Методом нейтронного спиново­
го эха исследовано динамическое поведение молекулы анти 
D—IgG свиньи. Показано существование внутреннего движения 
исследуемой молекулы, что связано со случайным блуждающим 
движением вокруг связывающего с Fc частью шарнирного участ­
ка пептидной цепи (Alpert et al., 1982).

Fc Gy2 домен имеет 4 экспонированных на поверхности гид­
рофобных участка: один в промежуточной с СуЗ доменом поверх­
ности (образует центр, связывающий белок А), один по направ­
лению к МНг концу домена и еще два небольших участка. Су­
ществуют доказательства включения Су2 домена в формирование 
функциональных центров связывания с Clq и Fc клеточными ре­
цепторами. Возможно, клиренс IgG 
доменом. Функция углеводов в Су2 до­
мене у аспарагина 297 состоит в под­
держании необычного расположения 
двух Су2 доменов, чтобы они слу­
жили критической связывающей еди­
ницей. Однако выводы об участии уг­
леводов основаны на изучении струк­
турных изменений в дегликозилиро- 
ванном IgG, а не на прямом рецеп­
торном связывании с углеводами.

Домены СуЗ расположены близко 
друг к другу. На них имеется по 4 
экспонированных гидрофобных участ­
ка, один на внутренней стороне до­
менов, который не доступен для свя­
зывания с белком, один на наружной 
стороне доменов и два в эквивалент­
ных положениях, близких к области 
Су2—СуЗ. В СуЗ нет консервативных 
группировок, которые могли бы сос­
тавить функциональный центр. С оп­
ределенностью установлено лишь то, 
что белок A Staphylococcus aureus 

также медиатируется Су2

Рис. 14. Схематическое изоб­
ражение доменной структуры 
IgG 1 человека. Fab участок 
молекулы связан с Fc областью 
шарнирным участком. Су 2 до­
мены, в отличие от других до­
менов, расположены близко 
друг к другу и имеют две раз­
ветвленные олигосахаридные 
цеци (Burton, 1985).

взаимодействует с СуЗ доменом и, кроме того, взаимодействует 
ряд анти Fc моноклональных антител.

Одна из функций СуЗ доменов — стабилизировать уникаль­
ное расположение Су2 доменов. Удаление СуЗ доменов способ­
ствует экспонированию гидрофобных участков в Су2 доменах, 
разрыхляет их и тем самым дестабилизирует. Исследование струк­
турных изменений в Су2 доменах после удаления СуЗ доменов, 
несомненно, может дать информацию относительно участия СуЗ 
доменов в функциях IgG и объяснить зависимость Су2 конфор­
мации от СуЗ доменов.



Однако имеются данные, что после удаления СуЗ доменов 
от IgG (Fab кролика) функция связывания Clq сохраняется. По 
мнению Burton (1985), связывание Clq менее чувствительно к кон­
формационным пертурбациям IgG по сравнению с Fc-рецептор- 
ным связыванием.

Другая важная функция доменов СуЗ, вероятно, сборка мо­
лекулы IgG. Две тяжелые цепи, как известно, контактируют друг 
с другом в трех местах: в области шарнира, в углеводных цепях 
Су2 (по крайней мере, показано для Fc кролика) и в области 
СуЗ доменов (рис. 14).

Предполагают, что за исключением протяженной области шар­
нира в IgG3, наиболее обширные взаимодействия, которые обра­
зуются между СуЗ доменами, являются движущей силой в диме­
ризации тяжелых цепей IgG.

Молекулы, взаимодействующие с иммуноглобулинами. Clq — 
катионный гликопротеин с мол. массой 410000—460000, циркули­
рующий в плазме, как субъединица С1 — первого компонента 
комплемента. С1 — кальцийзависимый макромолекулярный комп­
лекс общей формулы ClqClr2Cls2. Функция Clq внутри комп­
лекса — узнавать и связывать полимерные структуры активиро­
ванных молекул, таких как иммунные комплексы, бактерии, ви­
русы, и инициация классического комплементного пути устране­
ния антигена.

В последние годы обнаружена другая функция Clq — способ­
ность служить лигандом для рецепторов поверхности различных 
соматических клеток. Специфические рецепторы для Clq найде­
ны на лимфоцитах, нулевых клетках, моноцитах, полиморфноядер­
ных лимфоцитах, фибробластах, некоторых линиях опухолевых 
клеток (Rail, WiRWT и U 937), на тромбоцитах.

По существующим представлениям (Porter, Reid, 1979; Reid, 
1983), Clq состоит из 18 полипептидов и представляет собой как 
бы «букет тюльпанов», в котором центральная связка — 6 стеб­
лей, имеющих коллагеноподобную структуру, на концах стеблей 
6 глобулярных головок, содержащих по одной олигосахаридной 
цепи, связанных N-гликозидной связью с аспарагином. Олигоса- 
харидные цепи могут отличаться по концевым остаткам. На каж­
дой глобулярной головке Clq имеется по 2 гидрофобных центра> 
(Alcolea, Anton, 1986) (рис. 15).

С1г и Cis расположены вблизи головок. Стебли каждой субъ­
единицы имеют гибкий участок между ручкой и частью, принад­
лежащей центральной связке. Эта структура сохраняется начиная 
с таких филогенетически отдаленных видов, как лягушка.

Clq из разных источников в основном перекрестно взаимодей­
ствуют с IgG разных видов животных. Clq человека и крысы свя­
зываются с агрегатами IgG крысы и человека с одинаковым срод­
ством. Clq человека взаимодействует с IgG мыши, кролика, кош­
ки, Clq цыплят — с IgG человека, Clq морской свинки — с IgG 
лягушки, Clq лягушки — с IgG кролика.
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Связывание Clq с IgG детально обсуждается в обзоре Burton 
(1985). Константа связывания Clq человека с нормальным IgGi 
человека (пулом) в мономерном состоянии попадет в область 
1—5 • 104 М~*. Приблизительно такое же значение найдено для 
связывания изолированных головок Clq с агрегатами IgG. Сле­
довательно, единица взаимодействия между Clq головкой и Fc

Рис. 15. Схематическая модель Clq (Mizuochi et al., 1978).

’Связывающим центром соответствует AG 5—6 ккал. Ультрацент­
рифугированием определены константы сродства подклассов мо­
номерного IgG человека с Clq человека: IgG3 (К=2,9-104М~1), 
IgGl (1,2-104М-‘), IgG2 (0,64-104М-1), IgG4 (0,44 • 104М-‘). Одна 
головка Clq связывается с 2 центрами на двух IgG.

При физиологических условиях только IgGl в его мономерной 
форме может занимать связывающие центры Clq. Как было ус­
тановлено, только 30% связывающих центров Clq занято моно­
мерным IgGl при физиологических условиях.

Константа связывания Clq в агрегированном состоянии с IgG 
увеличивается. Приводим данные Burton (1985).
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IgG Clq Константа свя­
зывания (Л4—1 )

IgG (чел.) мономер Clq (чел.) 1-5-10*
IgG (крол.) агрегаты сшитые 

димер
Clq (чел.)

1G61 Г ггтример 
тетрамер

Н 7 
3-10»

IgG (чел.) перекр! сшит. глут.
Clq (чел.) 0,6-108альд.

IgG (чел.) агрегир. нагреванием 
IgG комплекс IgG анти IgG

Clq (чел.) 0,Ь-108

0,3-108(чел.)
IgG (крол.) в иммунном ком­

Clq (чел.)

Clq (чел.) 0,2-108плексе
Установлено, что связывание обратимо и чувствительно к ион­

ной силе. При физиологических условиях резкое увеличение кон­
станты связывания означает, что IgG в комплексе даже при на- 
номолярном уровне концентрации будет значительно связывать 
Clq (Cl). Показано, что Clq мультивалентен, он предпочтитель­
нее связывается с областями наивысшей концентрации антител, 
т. е. с клеточной поверхностью. Причины увеличения сродства к 
Clq агрегированного IgG по сравнению с мономерным являются 
предметом дискуссий. Одни исследователи предполагают, что 
агрегация антигеном вызывает конформационные изменения в 
IgG, которые увеличивают сродство к Clq за счет образования 
комплементарных Clq центров; по мнению других, нет необхо­
димости в таких конформационных изменениях, а мультивалент­
ная природа Clq предполагает увеличение сродства при связы­
вании с агрегатами IgG. Следует отметить, что сродство увели­
чивается при агрегации независимо от ее стимула: антигеном, 
нагреванием, химической сшивкой бифункциональным реагентом. 
Clq глобулярные головки связываются с таким же сродством, как 
интактный Clq связывается с мономерным IqG. Эти данные гово­
рят против требования конформационных изменений при связыва­
нии с антигеном.

Локализация Clq связывающего центра на IgG. Включение Fc 
области IgG в связывание Clq показано ингибированием Fc фраг­
ментами Clq—IgG взаимодействия. Константа связывания для 
Fc—Clq взаимодействия равна 104—105М-1, что сравнимо с кон­
стантой связывания для Clq—IgG взаимодействия. Fc фрагмент 
IgG4 человека (Fc4) связывает Clq с константой сродства 105М-1, 
как Fc IgGl. В тех же условиях IgG4 при концентрации 105М-1 
не фиксирует Clq. Fc из IgG4, агрегированный на латексе, фикси­
рует комплемент с одинаковым сродством, как и Fc из IgGl. Эти 
данные свидетельствуют о существовании Clq связывающего 
центра на Fc4, но он, по крайней мере частично, скрыт стериче­
скими препятствиями на IgG4, возможно, Fab участками.

Связывание Clq происходит на Су2 домене, так как Су2.’ 
домен связывает Clq со сродством, сравнимым с Fc фрагментом. 
Пептид лиз 274-гли 281, в котором треонин находится в положе­
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нии 277, ингибирует связывание Clq с IgG. Однако рентгенострук­
турный анализ показывает, что тре 277 не выходит на поверх­
ность глобулы. Высказано предположение, что тре 277 может вы­
ходить на поверхность после взаимодействия IgG с антигеном. 
Однако нет доказательств существования такого рода конформа­
ционных изменений.

Показано, что взаимодействие Clq с IgG может ингибиро­
ваться различными молекулами благодаря присутствию на них 
заряженных групп (Burton, 1985): динитрофенилфосфат (при кон­
центрации 10~3М), полилизин (К5о Ю-4М), диаминобутан.

Предполагают, что три Clq связывающих центра располагают­
ся на Су2 домене; первый включает остатки области лиз 290-гли 
295 в IgGl человека, второй — остатки гис 285-арг 292 в IgGl 
человека, третий — остатки по крайней мере 2 антипараллельных 
|3-тяжей Су2 домена. Эти области содержат заряженные остатки.

Кроме того, показано, что примерно ' 12 ионов переходят в 
раствор, когда Clq связывается с иммунным агрегатом (Burton, 
1985). Вывод, что взаимодействие Clq с IgG на 50% носит элек­
тростатический характер и на 50%—неэлектростатический, со­
держится в работе Hughes-Jones et al. (1978). Присутствие заря­
женных групп на глобулярных головках Clq обсуждается в об­
зоре Reid (1983). Наличие двух гидрофобных центров на каждой 
из глобулярных головок Clq показано Alcolea, Anton (1986).

Анализ аминокислотных последовательностей в областях ами­
нокислотных остатков 290—295, 282—292 подклассов IgG челове­
ка, мыши, морской свинки и кролика показал, что Clq связываю­
щий центр IgG обладает либо видовой, специфичностью, либо спо­
собен узнавать разнообразные структуры, т. е. обладает широкой1 
специфичностью. В этих областях есть положительно заряженные 
и гидрофобные остатки.

Другой вариант связывания Clq с IgG — через олигосахарид- 
ные группировки, связанные с асп 297 на Су2 домене.

Существование гетерогенных олигосахаридных цепей в IgG 
может увеличивать функциональное разнообразие IgG молекул 
благодаря тому, что олигосахаридные цепи могут действовать 
как специфические лиганды для узнавания рецепторами.

Williams et al. (1973) определили, что при обработке глико­
зидазами от IgG кролика удаляется 60% углеводов. При этом 
у 3 из 4 препаратов дегликозилированного IgG не изменялись 
фиксация комплемента, опсониновая и агглютинирующая актив­
ность. Один препарат полностью терял способность фиксировать 
комплемент и опсониновую активность.

В опытах Koide et al. (1977) с обработкой гликозидазами 
удалено 84% углеводов от IgG кролика к бараньим эритроци­
там, при этом не изменялась гемагглютинирующая активность, но 
значительно изменялись розеткообразование и фиксация компле­
мента.

Winkelhake et al. (1980) эндогликозидазой из яйцеводов кур-
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'От IgG удалили все олигосахаридные группировки сложного типа 
•с N-гликозидной связью. При этом наблюдалось полное отсутствие 
•способности связывать Clq у модифицированного таким образом 
IgG. В этом опыте был использован фермент р-аспартил-Ы-аце- 
тил-глюкозаминиламидогидролаза, описанная Tarentino, Maley 
(1969). Авторы показали, что этот фермент расщепляет связь асп- 
N-ацетилглюкозамин при условии, если у асп свободны амино- 
и карбоксильная группы. Поэтому непонятно, как мог этот фер­
мент действовать на связь acn-N-ацетилглюкозамин в белке.

Leatherbarrow et al. (1985) исследовали дегликозилированный 
моноклональный анти-ДНФ-^О2а, продуцируемый в присутствии 
туникамицина гибридомой КЗ у мышей (BALB/cxCBA) Fb Кон­
станта связывания Clq увеличивалась приблизительно в 3 раза, 
небольшое различие наблюдалось при связывании С1 (30% по 
сравнению с 42% для нативного), отмечено снижение скорости 
активации Clq. .

Факт активации Clq дегликозилированным IgG2a подтверж­
дает, что олигосахариды играют не главную роль в связывании 
и активации комплемента.

Burton et al. (1980) установили, что моносахариды почти не 
изменяют взаимодействие IgG—Clq.

Bragado et al. (1982) провели химическую модификацию кар­
боксильных групп в Fc IgG человека и исследовали способность 
ингибировать фиксацию комплемента. Определено, что при мо­
дификации 13 остатков 6 из них находятся в Су2 домене, при 
этом происходит полная инактивация функции связывания комп­
лемента. Однако модификация глу 269 и глу 318 не изменяет 
функцию фиксации комплемента. Видимо, эти остатки не вклю­
чаются в активацию комплемента. Потеря способности активиро­
вать комплемент связана с модификацией асп 249, глу 258, глу 
293 и глу 333. По мнению авторов, за снижение способности ак­
тивировать комплемент ответственно скорее аккумулятивное об­
разование сетки отрицательных зарядов, а не модификация един­
ственной группы.

Проведено изучение роли дисульфидных мостиков в связыва­
нии и активации комплемента (Burton, 1985). Мягкое восстанов­
ление IgG не отражается на взаимодействии Clq с моноклональ­
ным IgG. Восстановленный и алкилированный IgG человека не­
значительно связывал Clq. Мягкое восстановление IgG кролика 
устраняло его способность фиксировать комплемент при нахож­
дении в иммунных агрегатах.

Таким образом, взаимодействие Clq и IgG обнаруживает 
межвидовую перекрестную реактивность с константой для Clq — 
мономер IgG взаимодействия порядка 104М-1. Агрегация IgG при­
водит к увеличению константы связывания до 108М-1. Это можно 
■объяснить мультивалентной природой Clq, а не требованием ин­
дуцирования антигеном конформационных изменений. Во взаи­
модействии Clq—IgG важную роль играют заряженные группы.
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В некоторых подклассах IgG домен, на котором происходит 
взаимодействие IgG с Clq—Су2, экранируется Fab участками. 
Восстановление дисульфидных мостиков внутри тяжелых цепей 
мономерного IgG кролика не влияет на связывание Clq. Точная 
локализация Clq связывающего центра пока неизвестна, пред­
положительно это 2 области с относительно высокой плотностью 
заряженных групп. Одна из этих областей высококонсервативна, 
другая — нет. Точная локализация Clq связывающего центра 
требует кристаллографического изучения комплексов глобуляр­
ных головок Clq с Fc фрагментами с одновременным химическим 
модифицированием в сочетании с составлением пептидных карт.

Дегликозилирование IgG снимает его способность участвовать 
во взаимодействии с Clq. Однако из разрозненных эксперимен­
тов, проведенных разными авторами на разных объектах, нельзя 
сделать определенных выводов относительно участия углеводных 
групп. Необходимо систематическое изучение на IgG из одного 
источника, корректное удаление олигосахаридных группировок 
с одновременной регистрацией изменений в структуре IgG. Если 
углевод и участвует в связывании комплемента, то еще предстоит 
выяснить, каким образом это происходит: либо по типу реакции 
узнавания углевод—лектиновые структуры, либо олигосахаридные 
группировки создают активный центр для связывания Clq по­
средством соответствующей ориентации определенных группиро­
вок, участвующих в этом взаимодействии. Udaka et al. (1986) 
предположили, что существует кооперация между парой доме­
нов Су2 в образовании Clq связывающего центра. При этом 
глобулярная головка Clq связывается с парой Су2 доменов. 
Восстановление дисульфидных мостиков или удаление олигоса­
харидных групп у асп 297 в Су2 доменах нарушает четвертич­
ную структуру Clq связывающего центра, образованного коопе­
рацией пары доменов Су2.

Локализация центров связывания Clq на IgM. Молекуляр­
ная архитектура IgM и его Fc фрагмента мало изучены. Элек­
тронномикроскопические исследования (Feinstein et al., 1971) 
показали, что (Fc)5 представляет собой диск диаметром приб­
лизительно 100 А. Восстановление и алкилирование приводит к 
диссоциации декамерной молекулы в Fc субъединицы, которые, в-, 
свою очередь, построены из 2 связанных дисульфидной связью по- 
липептидных цепей, названных СцЗ и Сц4 доменами. (Fc)s сос­
тоит из 20 доменов, соединенных пептидными и поперечными ди­
сульфидными связями.

В связывании комплемента IgM играет, вероятно, более важ­
ную роль, чем IgG, но о локализации этой функции в IgM извест­
но очень мало. Это объясняется тем, что IgM имеет намного бо­
лее сложную структуру и, кроме того, методы выделения Fc фраг­
ментов IgM разработаны намного позже.

Исследование Clq фиксации IgM и отдельными его фрагмента­
ми и специфическими доменами показало, что Ср.4 домен со-
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держит Clq фиксирующий центр, Ср.3 домен фиксирует компле­
мент очень слабо. Два Сц4 фрагмента фиксируют комплемент 
много лучше, чем СцЗ, что свидетельствует о важности четвер­
тичной структуры в связывании с комплементом (Bubb, Conradie» 
1976, 1978). Приводим данные по Clq фиксации IgM и его фраг­
ментами.

Белок Молекулы Clq, фикси­
рованные -КБ нмоль 

белка

IgM
Fc6u (Fcfx)5
Fcp.
C[x4
Cp.4 восст. и алки- 

лир.
СчЗ
pFc*

8721
1875
18,2
18,9

26,7
1.4
0,9

* Фрагмент приготовлен гидролизом пепсином (Turner et al., 1970).

Из миеломного IgM было приготовлено 2 образца (Fcp)s 
фрагментов. Обработкой IgM трипсином при 60° получен фраг­
мент, содержащий СцЗ и Ср,4 домены, а также часть Ср,2 до­
мена. Последующая обработка этого фрагмента растворимым или 
иммобилизованным папаином приводила к удалению фрагмента 
Сц2 домена. (Fcpəs, полученный гидролизом трипсином, не фик­
сировал комплемент, в то время как после обработки его папаи­
ном он стал фиксировать комплемент в несколько раз лучше, чем 
исходный IgM. Ниже показана фиксация Clq IgM человека и его 
некомплексованными фрагментами (Feinstein et al., 1983).

*Эти значения рассчитаны при условии, что каждая молекула способна 
связывать Clq.

Исследуемый материал Моль -1011 (50% 
Clq фиксации)

Функциональная 
константа срод­

ства* (К) М-1

IgM человека 45 0,03x10е
(Fcu)6 (трипсин) 50 (не фикс.) 0.03Х108
(Fcfjı)5 (папаин) 1 1,5х ю8
Контроль
IgG (агрегир. нагр.) 3 0.5Х108

Обработка иммобилизованным папаином приводила к обра­
зованию олигомеров (Fcp)s. Присутствие значительных количеств 
олигомеров увеличивало способность фиксировать комплемент. 
Оба препарата (Fc|a)s связывали Clq с таким же сродством, как 
и исходный IgM. При анализе с использованием 125I-Clq показано, 
что ни (Fcgs), полученный гидролизом трипсином, ни (Fcp,)s, по-
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лученный гидролизом папаином, не активировали Clq лучше, чем 
исходный IgM.

Приводим функциональные константы сродства для связы­
вания 125I-Clq с IgM. человека и его фрагментами (некомплек­
сованными) (Feinstein et а!., 1983).

Исследуемый материал Кол-во белка, мг К (А4-1)

IgM человека 2,5 6,0X105
2,5 5,0X105

<Fcfx)5 (трипс.) 1,0 3,0X105
0,5 3,0x105

(Fcp.)s (папаин) 1,0 3,5X105
0,5 3,0X105

IgG имеет Clq связывающий центр на Су2 домене Fc участка 
и Clq связывается с ним с К5-105М-1. Это значение увеличи­
вается в 1000 раз, когда Clq связывается двумя головками с дву­
мя молекулами IgG. Ксродства, полученная для мономерного IgM 
в растворе, в 10 раз выше, чем для мономера IgG. Следовательно, 
на IgM один связывающий Clq центр предшествует и Clq связы­
вается с ним прочнее, чем с IgG.

При связывании с антигеном значение Ксродства возрастает 
в 100 раз, свидетельствуя о том, что другие связывающие Clq 
центры становятся доступными на молекуле IgM. Увеличение спо­
собности фиксировать Clq олигомеров (Fcpjs объясняется либо 
ассоциацией слабых связывающих центров, либо конформацион­
ными изменениями, при которых раскрываются другие связываю­
щие центры.

Исследование Clq фиксации и литической активности холодо­
вых агглютининов человека (анти-1 IgM человека) и его (РаЬ)г 
и IgMs показало, что в фиксации Clq IgMs так же активен, как 
и пентамерный IgM, но в литической активности IgM намного 
менее эффективен. Авторы полагают, что на IgMs отсутствует 
центр для связывания С1г—Cis.

Влияние антигена на связывание комплемента. Мышиная плаз­
моцитома МОРС 104Е секретирует IgM, который преципитирует 
декстраны, фиксирует комплемент, проявляет гаптеновую специ­
фичность и агглютинирует покрытые декстраном эритроциты. IgM 
плазмоцитомы специфичен к (1—3)-D-глюкозной единице («иге- 
розе и ее производным, слабое сродство имеет к D-глюкобиозе). 
Антигенсвязывающий центр специфичен к незаряженным гидро­
фильным лигандам.

IgM МОРС 104Е образует с декстраном комплексы в отноше­
нии 4:1 по массе, и эти комплексы эффективно связывают Clq 
и активируют Cl. IgM, связанный с декстраном в отношении 
■0,005 : 1, связывает Clq менее эффективно. На 10 скомплексован- 
ных молекул IgM связывается 1 молекула, но константа связы­
вания 3-107М-1. Такое же значение найдено для комплекса IgM—
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декстран 4:1. Комплекс IgM—декстран с соотношением 0,05:1 не 
активирует комплемент.

Приводим данные по фиксации 1251—Clq к комплексам IgM 
мыши/декстран (Feinstein et al., 1983).

Исследуемый материал Функциональная конс­
танта сродства К(М~Х)

Центры* IgM 
связывания

IgG мыши (не ксмпл.)
4 IgM/I декстран
1 IgM/I декстран
0,с5 IgM/I декстран

0,05x10’ 
1,6 у 10’ 
1,25x16’
3,0X10’

1 : 1 
0,5: 1 
О’, 1 : 1

*Это значение представляет связывающие центры на IgM для Clq, оп­
ределенные анализом Скетчарда.

Структура этих комплексов изучалась с помощью электронной, 
микроскопии. Установлено, что комплексы с соотношением 4:1 
IgM—декстран содержат молекулы IgM, связанные с единствен­
ной частицей декстрана. Комплексы, образованные при низких 
весовых отношениях IgM—декстран, содержат в основном моле­
кулы IgM, включенные в перекрестно связанные частицы дек­
страна.

Значение функциональной константы сродства к Clq для сво­
бодного IgM в растворе составляет 5-105М-1. Связывание Clq 
с IgM в комплексе с декстраном увеличивается в 30—60 раз.

В экспериментах с комплексами IgM—декстран в отношении 
4:1, где имела место активация, IgM был в 100-кратном молярном 
избытке над Clq, следовательно, вероятность нахождения двух 
молекул Clq на одной молекуле IgM очень низка. Наиболее ве­
роятно, что для активации достаточно одной молекулы Clq.

Отсутствие активации комплемента комплексами IgM—декстран 
0,05:1, вероятно, объясняется тем, что нужен дополнительный на 
IgM центр связывания С1г—Cis, который в данном случае недо­
ступен из-за перекрестных связей декстрана с IgM.

Исследовано связывание комплексов декстран IgM и декст­
ран— (Fab)2 фрагментов. IgMs в растворе не связывал Clq в. 
большей степени, чем интактный IgM. Однако в экспериментах 
с 1251—Clq Clq связывался с комплексом IgM—декстран, но не ак­
тивировался. Эти данные согласуются с экспериментами по свя­
зыванию IgM—анти I, который фиксировал Clq, но не активиро­
вал его. Следовательно, на IgM должен быть центр, связывающий 
С 1г—Cis.

Исследована роль дисульфидных мостиков в связывании 
Clq—IgM человека и мыши. Нековалентно связанный пентамер 
IgM, полученный в диссоциирующих условиях, образует комп­
лексы с декстраном, подобно тем, которые образуют нативный 
мышиный IgM. Их свойства в отношении Clq связывания и С1 
активации не изменяются относительно нативного IgM. Те же ре-



зультаты получены с пентамерным холодовым агглютинином IgM. 
в отношении С1 фиксации. Нековалентно связанный IgM связы­
вал эритроциты кролика так же эффективно, как нативный IgM. 
Однако при восстановлении межцепочечных мостиков в IgG чело­
века и кролика происходила потеря способности фиксировать 
комплемент.

Siegal, Cathou (1980) показали, что антидансильные IgM ан­
титела морской свинки эффективно активируют комплемент толь­
ко в комбинации с большим высокополимеризованным антигеном, 
таким как дансилфикол. Другие небольшие дансильные производ­
ные неэффективны, даже если они образуют комплексы антиген— 
антитело. Этот вывод был подтвержден в работах Fewtrell et al. 
(1979) и Kurush et al. (1979).

При обработке свиного IgM пепсином при pH 4,6 и 37°С в те­
чение 18 ч происходит постепенное удаление Fab «рук» и Су.2 
доменов; других изменений в структуре не обнаружено. Основны­
ми продуктами после такой обработки являются молекулы IgM 
с разным числом Fab «рук» и Сц2 доменов. По мере снижения 
среднего числа «рук» на моль IgM постепенно снижается его 
способность агглютинировать клетки Salmonella Oranienburg 
(mt-H). Фиксация комплемента комплексами'такого модифициро­
ванного IgM быстро снижается и становится незначительной, ког­
да среднее число «рук» достигает 4. Молекулы с 3 и 4 «руками» 
могут агглютинировать клетки Salmonella oran, но комплексы 
таких молекул IgM не фиксируют комплемент. Комплексы IgM 
с 5 «руками» ведут себя аналогично молекулам IgM с 4 «рука­
ми». Комплексы IgM с 6 «руками» эффективны в фиксации комп­
лемента. Таким образом, только мультивалентное связывание 
приводит к формированию Clq связывающих центров (Beale, Fa- 
zakerley, 1980).

Электронномикроскопические исследования показали, что мо­
лекула IgM может иметь структуру в виде скобки, когда ее Fab 
«руки» выходят из плоскости центрального диска и загибаются 
при связывании Fab с клетками Salmonella Oranienburg (mt—Н). 
Возможно, эта структура является критической для связывания 
комплемента. Для образования ее требуется, чтобы большинство 
Fab «рук» вышли из плоскости центрального диска. Все это мо­
жет прямо привести к экспонированию центра связывания комп­
лемента или инициировать конформационные изменения в (Fc)i 
части, что приводит к активации центра связывания комплемента.

Вероятно, структура «скобки» не может быть образована мо­
лекулой только с 4 «руками», или такая структура может быть 
образована, однако при 4 загнутых «руках» комплементсвязы- 
вающие центры не могут быть полностью экспонированы или не 
происходит соответствующих конформационных изменений для 
активации центров связывания. Электронномикроскопические ис­
следования таких молекул IgM, у которых удалена часть Fab- 
«рук», позволят выяснить эти вопросы.
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Свойства фиксировать комплемент исследованы на гибридом- 
яых IgM, специфичных к отрицательно заряженному мультива­
лентному арсенатному гаптену (арсенат — бычий сывороточный 
альбумин, арсенат—фикол, арсенат—гемоцианин улитки). Заря­
женный антиген был выбран для того, чтобы обеспечить прочное 
связывание (К ассоциации антигена равна 3,5Х 105М-1). Предпола­
галось, что прочное связывание должно вызвать конформацион­
ные изменения, необходимые для формирования Clq связываю­
щего центра. Однако все исследованные гибридомные антиарсе- 
нат-IgM обнаруживали минимальное связывание комплемента. 
IgM перекрестно реагировал с неродственными заряженными 
.антигенами, такими как сукцинат и цитрат. Отсутствие струк­
турного подобия среди этих лигандов показало, что их связыва­
ние с антиарсенат-IgM носит зарядный характер. Однако силь­
ное электростатическое взаимодействие антигена с IgM не отра­
жалось на фиксации комплемента. Был сделан вывод, что ос­
новной определяющий фактор в экспрессии эффекторной функ­
ции IgM — способность антигена подгоняться в соответствии с 
активным центром антитела и индуцировать конформационные 
изменения, результатом которых является формирование центра 
фиксации комплемента (Grossland, Koshland, 1983).

Итак, Clq фиксирующий центр определяется прежде всего пер­
вичной структурой домена Сц4, далее он может быть модулиро­
ван изменениями в структурах высших порядков. Такие измене­
ния могут быть индуцированы аллостерически или специальным 
перемещением функциональных группировок активного центра 
при связывании антигена' с Fab участками молекулы IgM или 
возможным изменением в нативной конформации, вызванными 
денатурирующими агентами. Bubb, Conradie (1976) показали, что 
повышение температуры при выделении (Fc)5 индуцирует статиче­
ские изменения в Fc части IgM, которые влияют на доступность 
Clq фиксирующего центра: полученный в присутствии 5М мочеви­
ны и затем инкубированный при разных температурах (Fc)s 
фрагмент обнаруживал наибольшую фиксирующую активность 
при прогревании при 60°С.

Именно в Fc области IgM сосредоточена основная часть олиго- 
сахаридных группировок: олигосахарид Сц.2 в шарнире при 
асн 332, олигосахаридные группировки С3 и С4 в домене СцЗ 
на асн 395 и асн 402 (Putnam et al., 1973). Сами олигосахарид­
ные группировки отличаются по составу: 2 из них относятся к 
смешанному типу, а 2 последних состоят только из маннозы и 
глюкозамина, названы маннозобогатыми. Основная функция их 
состоит в поддержании нужной пространственной конфигурации 
молекулы IgM (Каверзнева и др., 1975). Маннозобогатые группи­
ровки нужны для придания гидрофильности IgM и удерживания 
его в растворе (Каверзнева и др., 1978).

Анализ дифференциальных спектров показал, что при отщеп­
лении части олигосахаридных группировок хромофоры уходят с 
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поверхности молекулы, что может происходить при сближении 
доменов. Участие олигосахаридных группировок в связывании 
Clq и активации комплемента IgG показано рядом авторов (см. 
выше). Вполне вероятно, что изменения, происходящие при уда­
лении углеводных групп, могут нарушить конформацию С1 свя­
зывающего центра IgM. Нами получены данные, свидетельствую­
щие, что удаление олигосахаридных группировок от двух IgM, 
выделенных из сыворотки больных макроглобулинемией, снижает 
способность IgM фиксировать С1, а также связываться с Clq, им­
мобилизованным на сефарозе 4В.

Константа связывания для Clq с мономером IgG порядка 
104М-1. При агрегации IgG происходит увеличение константы свя­
зывания до 108M-’. Это объясняется мультивалентной природой, 
этого взаимодействия и не связано с индуцированными антигеном 
конформационными изменениями в комплемент связывающем 
центре. В Clq—IgG взаимодействии существенную роль играют 
заряженные группы. Связывание Clq происходит на домене Су2. 
В некоторых классах IgG Fab участки молекулы пространственно 
затрудняют связывание Clq. Восстановление дисульфидных свя­
зей между тяжелыми цепями не отражается на связывании Clq. 
Clq связывающий центр находится в области большой плотности 
заряженных групп, одна из этих областей высоко консервативна.

Точная идентификация центра связывания Clq возможна при 
кристаллографическом изучении связывания глобулярных обла­
стей Clq с Fc областями IgG при одновременном пептидном кар­
тировании.

Относительно связывания Clq с IgM можно сделать следую­
щие выводы. Центр связывания Clq лежит на СцЗ—Сц4 доме­
нах, хотя нет доказательств, что он не лежит на Сц2 домене. 
На IgM предшествует один Clq связывающий центр, другие свя­
зывающие Clq центры формируются при связывании с антигеном. 
Простая стерическая модель не подходит для объяснения связы­
вания Clq, поскольку нет доказательств, что удаление (РаЬЦ 
выявляет дополнительные связывающие центры и (Fc)s подвер­
гается дальнейшим конформационным изменениям.

Предполагается, что связывание более чем одной IgMs субъ­
единицы требуется, чтобы произошли конформационные измене­
ния при образовании структуры, подобной скобке, которая видна 
под электронным микроскопом. Активная конформационно из­
мененная форма, по-видимому, включает перераспределение актив­
ных группировок (Fc)s диска.

IgMs, связанный с антигеном, имеет связывающий центр для 
Clq, но константа связывания значительно ниже, чем интакт­
ного IgM.

Тетрамер С1г—Cis нуждается в дополнительном центре свя­
зывания на IgM для активации. Этот центр недоступен, когда 
одна молекула IgM связана с 20 молекулами декстрана.

Участие олигосахаридных группировок в связывании IgM и

8-5 113



Ig‘G c Clq не доказано, однако можно предположить, чтб они 
могут участвовать в узнавании Clq или формировать структуру 
комплемент—связывающего центра.

РЕЦЕПТОРЫ ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫХ КЛЕТОК

Координация развития мультиклеточных систем или тканей 
происходит через обмен информаций между соседними клетками 
(клеточные контакты) и между клеточной поверхностью и окру­
жающей жидкой фазой (гуморальные контакты). Жидкофазный 
контакт в основном включает узнавание и поглощение информа­
ционных молекул рецепторами и секрецию клеточных компонен­
тов. Иммуноглобулины являются наиболее хорошо изученными 
представителями большого древнего семейства белков, включен­
ных в процесс узнавания либо активно, как проводник (среда), 
со специфичностью узнавания (антиген—связывающие антитела), 
либо пассивно, как поверхностные структуры, которые являются 
узнаваемыми (антигены гистосовместимости). Кроме иммуногло­
булинов, к этому семейству относятся р-макроглобулины, Thy-1 
антигены, главный и минорный антигены гистосовместимости и 
рецепторы поверхности клеток.

Некоторые клетки обладают способностью связывать IgG или 
IgM, IgE, IgA либо в виде мономера, либо в виде агрегата. Свя­
зывание ингибируется Fc фрагментом. Поверхностные структуры 
клеток, которые связывают иммуноглобулины, названы Fc рецеп­
торами. Этот термин введен Dorrington, Klein (1982), однако он 
не означает, что рецепторы разных типов клеток структурно род­
ственны или один и тот же центр иммуноглобулина узнает разные 
типы клеток. Действительно, рецепторы разных типов клеток раз­
личаются в отношении IgG связывания по сродству, антиген­
ности и чувствительностью к протеазам.

В результате связывания антигена на Fc участке IgG появ 
ляются активные центры, реализующие свое действие либо прямо, 
либо через систему комплемента или ряд клеток, участвующих в 
иммунном ответе. Сначала были обнаружены Fc рецепторы для 
IgG иммунофлуоресценцией с иммунными комплексами или аг­
регированными IgG, или образованием розеток с эритроцитами, 
покрытыми антителами. Позже были открыты Fc рецепторы IgM 
на Т-лимфоцитах в норме и при лейкемии, а также на В-лимфо- 
цитах в норме.

С тех пор, как было показано, что Т-клеточные популяции, не­
сущие рецепторы для Fc части IgM или IgG, оказывают противо­
положное влияние на дифференциацию В-клеток, индуцирован­
ных митогеном, в основном изучались рецепторы Т-лимфоцитов.

Разработаны условия количественного определения связывания 
IgG Fc рецепторами на макрофагах и лимфоцитах опухолевых 
клеток с помощью радиоактивной метки (Arend, Mannik, 1973;
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Unkeless, Eisen, 1975; Segal, Hurwitz, 1977). Простой количест­
венный метод определения Fc рецепторов из различных линий 
клеток разработан с применением агрегированных IgG, меченых 
флуоресцеином. Метод позволяет обнаружить 5-1010М связанных 
агрегированных IgG (Schreiber et al., 1978). Количественная оцен­
ка сродства и количества Fc рецепторов к IgG и количество их 
на клетку определены на лейкоцитах периферической крови, мин­
далинах, тимусе и селезенке человека с помощью тримеров, ме­
ченных 1251—IgG. Высокая плотность рецепторов определена на 
полиморфноядерных лимфоцитах. Во всех клетках Fc рецепторы, 
имели одинаковое сродство для тримера IgG (Касс 5-107М-1)- 
Основная разница была в числе Fc рецепторов на клетках (Ale­
xander et al., 1979).

Идентифицированы Fc специфические к IgA связывающие 
центры на мышиных лимфоидных клетках. Связывание этими ре­
цепторами обнаружено как и на Т-, так и на В-клёточных попу­
ляциях. Показано, что рецепторы IgG отличаются от рецепторов 
IgA. Полагают, что найденные на лимфоидных клетках рецепторы 
Fc играют важную роль в регуляции класс-специфического био­
синтеза иммуноглобулинов (Strober et al., 1978).

Рецептор для Fc IgM на Т-лимфоцитах имеет сродство как 
к мономерному, так и к пентамерному IgM. Обычно эти рецеп­
торы не обнаруживаются на только что выделенных свежих клет­
ках, а выявляются на клетках, которые культивировались в тече­
ние ночи в среде, свободной от IgM. Исследовали экспрессию IgM 
и IgG рецепторов, локализованных на поверхности разных Т-кле- 
ток (популяции Тм-несущих рецепторов IgM и популяции Ту-не- 
сущих рецепторов IgG). Fc рецептор к IgM чувствителен к про­
назе и трипсину. Рецепторы легко удалялись с поверхности кле­
ток после обработки проназой. Повторное появление их на кле­
точной поверхности прослежено in vitro. Fc рецепторы обнаружи­
вались на клетках через 2 ч, ресинтез полностью заканчивался 
через 6 ч. Fc рецепторы IgG обнаруживались через 4—6 ч, ресин­
тез их заканчивался через 12 ч.

При культивировании клеток в присутствии ингибитора бел­
кового синтеза — циклогексимида Fc рецепторы IgM полностью 
исчезали в течение 6 ч. Fc рецепторы IgG еще обнаруживались 
в это время. Таким образом, ингибирование белкового синтеза 
влияло на рецепторы, имеющие большую скорость катаболизма. 
Большая скорость обмена Fc рецепторов IgM, по-видимому, имеет 
физиологическое значение. Согласно одной из гипотез, Fc рецеп­
тор играет синергическую роль с антиген-специфическим рецеп­
тором на Тм-клетках после связывания антигена с IgM на В-клет- 
ках. Так как Fc рецепторы IgM на покоящихся Т-клетках обычно 
блокированы сывороточным IgM, их быстрый оборот может обес­
печивать продолжительно свободные рецепторы для связывания 
цитофильного IgM разных специфичностей (Mingari et al., 1978). 
В смысле содержания Fc рецепторов популяция Т-клеток гетеро-
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генна, т. е. часть Т-клеток содержит Fc рецепторы для IgM и IgG^ 
часть не содержит. Т-клетки человека, содержащие на поверх­
ности Fc рецепторы IgG (Т-) или Fc рецепторы IgM (Т-), после- 
взаимодействия с иммунными комплексами IgG действуют как 
супрессорные клетки. Если Т-клетки не взаимодействуют с им­
мунными комплексами, они не становятся супрессивными для- 
стадии терминальной дифференциации В-клеток.

В отсутствие антигена Fc рецепторы IgG располагаются на 
В-лимфоцитах случайным образом. Появление антигена в системе 
оказывает поразительный эффект. Расположенные на поверхности:: 
В-лимфоцитов Fc рецепторы вместе с агрегированным IgG или 
иммунным комплексом собираются на одной стороне В-клеток,.. 
образуя колпачки, которые при 37°С слущиваются вместе с ре­
цептором. Большая часть Т-клеток имеет либо Fc рецепторы IgM, 
либо Fc рецепторы IgG. Некоторые Ту-клетки утрачивают свои, 
рецепторы при 37° спонтанно. Большая часть Т-клеток утрачивает 
свои Fc рецепторы IgG после взаимодействия с иммунным комп­
лексом. Некоторые Ту-клетки приобретают Fc рецепторы IgM в. 
культуре после взаимодействия с иммунным комплексом. В опре­
деленных условиях может происходить экспрессия как Fc рецеп­
торов IgG, так и Fc рецепторов IgM. Взаимодействие Fc рецеп­
торов IgG с иммунным комплексом может изменить общую экс­
прессию Fc рецепторов (Pichler et al., 1978).

Fc рецепторы к комплексам IgG с соответствующим антиге­
ном (IgG разных видов животных, овальбумин, БСА, полисахарид, 
пневмококков, p-макроглобулин) выделены из лизатов меченных 
1251 лимфоцитов кроликов. Показано ЭФ в ПААГе в присутствии 
натрийдодецилсульфата, что Fc рецептор — молекула с массой. 
110000 (в невосстанавливающих условиях) и в восстанавливаю­
щих условиях— 120000. Fc рецепторы чувствительны к протеино- 
лизу. Фрагменты протеинолиза с мол. массой 75000,45000 и 20000 
сохраняют свои свойства, аналогично Fc-рецепторам на лимфоци­
тах мышей. Высокий титр рецепторов найден на мембранах лим­
фоцитов инфицированных кроликов. Авторы предполагают, что 
они играют определенную роль в регуляции иммунного ответа 
(Sire et al., 1980).

Мономерный IgG миеломы МОРС21 мыши ингибирует обра­
зование розеток между мышиными лимфатическими клетками и 
мышиными эритроцитами, сенсибилизированными Fc, с констан­
той связывания 3-105М-1. Используя мутантные белки, продуци­
руемые МОРС21, в которых отсутствует весь Су2 домен, Ramasa- 
my et al. (1975) показали, что СуЗ домен важен для связывания 
с рецепторами лимфоцитов. Возможно, СуЗ домен включается, 
прямо во взаимодействие с лимфоцитом, либо нарушается натив­
ная, необходимая для связывания с лимфоцитами конформация 
Су2 домена при удалении домена.

Исследовано связывание гетерологичных IgG с мышиными 
Т-лимфоцитами. Мономер IgG кролика ингибирует розеткооб-
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разование между мышиными Т-клетками и эритроцитами, сенси­
билизированными IgG кролика с константой связывания 107М-1. 
Касс для IgG человека с периферическими Т-лимфоцитами чело­
века составляет 106М-1. Показано также существование Fc-рецеп- 
торов на этих клетках с Касс 107М.-1, которые могут быть индуци­
рованы контролируемой гипотонической обработкой Т-клеток 
человека (Saal et al., 1982).

Fc рецепторы моноцитов человека. В экспериментах по прямо­
му связыванию и ингибированию связывания показано, что моно­
мер IgG человека связывается с моноцитами периферической 
крови человека с Касс б-К^М”1 (37°С). Это соответствует при­
близительно 20000—30000 рецепторным молекулам на 1 клетку. 
IgG3 имеет к моноцитам сродство, аналогичное IgGl; сродство 
IgG4— приблизительно в 5—10 раз меньше, IgG2— в 100 раз 
меньше; возможно, связывание обусловлено присутствием неболь­
ших количеств примесей других подклассов IgG.

В экспериментах по конкурентному ингибированию показано, 
что разные подклассы IgG связываются с одной и той же ре­
цепторной молекулой моноцита. Связывание IgG с Fc рецептора­
ми моноцита не увеличивается при агрегации IgG. Агрегирован­
ный нагреванием IgG связывается даже со слегка меньшим срод­
ством, чем мономерный IgG. Перекрестное связывание молекул 
IgG слегка увеличивает сродство к Fc рецепторам моноцитов. При 
физиологических условиях в сыворотке мономерный IgG находит­
ся в концентрации 10~4М, Fc рецепторы моноцитов в этих усло­
виях насыщены мономерным IgG.

На моноцитах имеется 2 вида Fc рецепторов: один из них свя­
зывается с мономерным IgG, другой — с агрегированным IgG.

Относительно домена IgG, ответственного за взаимодействие 
с моноцитами, данные противоречивы. В основном они базируют­
ся на ингибировании Fc, pFc' или доменами СуЗ связывания IgG 
с Fc рецепторами моноцитов. Ratcliffe, Stanworth (1982) показали, 
что пептид, соответствующий остаткам 407—416 из СуЗ доме­
на (Туг—Ser—Lys—Leu—Thr—Vai—Asp—Lys—Ser—Arg), в 
IgGl человека ингибирует связывание IgG к моноциту в области 
микромолярных концентраций. Исследователи не обнаружили инги- 
гибирования этим пептидом связывания IgG с моноцитами. Из ана­
лиза кристаллической структуры IgG видно, что последователь­
ность 407—416 экспонирована на поверхности молекулы IgG, и 
эти остатки идентичны во всех четырех подклассах IgG.

Относительно включения Су2 домена в связывание IgG с Fc- 
рецепторами моноцитов имеются только косвенные доказательст­
ва. Во-первых, эффективное связывание IgGl и IgG3 человека и 
низкое сродство IgG2 и IgG4 к Fc рецепторам моноцитов ука­
зывают на участие Су2 домена в этом взаимодействии. Во-вто­
рых, модификация Су2 домена в этом взаимодействии приводит 
к заметному снижению сродства к Fc рецепторам моноцитов. Дег- 
ликозилированный IgG2a, продуцируемый в присутствии туника-
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мицина гибридомой КЗ у мышей (BaLB/cXCBA)Fı, обнаружи­
вает 50-кратное снижение сродства к Fc рецепторам моноцитов. 
Таким образом, отсутствие углеводов у асп 297 в Су2 доменах 
приводит к резким изменениям в сродстве к рецепторам моноци­
тов. Однако углеводы сами по себе не ингибируют взаимодейст­
вие IgG—Fc рецепторов моноцитов, следовательно, они не прямо 
включены в это взаимодействие, а вероятно, путем создания опре­
деленных структур.

Анализируя данные по связыванию IgG—Clq (Udaka et al., 
1986), можно предположить, что происходит кооперация Су2 до­
менов IgG, при этом формируется Clq связывающий центр. Вос­
становление дисульфидных связей и удаление олигосахаридных 
группировок приводит к нарушению четвертичной структуры Clq 
связывающего центра и изменению взаимного расположения груп­
пировок, участвующих в связывании с Clq. Возможно, Fc рецеп­
торный центр моноцита на IgG также формируется кооперацией 
Су2 доменов и олигосахаридные группировки создают необходи­
мые конформации этого участка взаимодействия IgG с Fc-рецеп­
торами моноцита.

Мышиный IgG2, как и IgGl человека, имеет сродство к Fc- 
рецепторам моноцитов человека.

Изучено ингибирование взаимодействия IgG и моноцитов син­
тетическими пептидами, соответствующими остаткам 295—301 
в Су2 домене (Gin—Туг—Asn—Ser—Thr—Туг—Arg) и 289—292 
(Thr—Lys—Pro—Arg). Показано, что они слабо ингибируют взаи­
модействие IgG с Fc рецепторами моноцитов. Однако пептид, со­
ответствующий остаткам 289—301, не ингибирует это взаимодей­
ствие (Ratcliffe, Stanworth, 1982).

Таким образом, моноциты человека связывают мономерный 
IgGl и IgG2 человека с Касс 5-108М-1. Однако нет доказательств, 
что в этом взаимодействии участвует СуЗ домен, есть только кос­
венные доказательства участия Су2 домена.

Fc рецепторы макрофагов. Связывание IgG с гомологичными 
и гетерологичными макрофагами и клеточными линиями макро­
фагов (в основном мышей) представлено в обзоре Unkellest et 
.al. (1981). Среди Fc рецепторов макрофагов мышей существует 
несколько подклассов специфических мышиных макрофагов: один 
из них состоит из чувствительных к трипсину Fc рецепторов, свя­
зывающих мономерный и агрегированный IgG2 с высоким срод­
ством (FcRI), второй — из резистентных к трипсину Fc рецепто­
ров, связывающих IgG2b и IgGl (FcRII), третий— из резистент­
ных к трипсину Fc-рецепторов, связывающих агрегированный 
I,gG3. Связывание мономерного IgG2a к FcRI характеризуется 
константой связывания 2-107М-1. Это связывание на порядок 
слабее связывания IgGl и IgG3 человека к моноцитам человека.. 
Мономерные igG2b и IgGl слабо связываются с мышиными макро- 
■фагами (константа связывания порядка 5-105M-1), мономерный 
lgG2ä связывается с мышиными макрофагами с таким же срод-
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ством и с тем же центром связывания (преимущественно FcRII). 
IgGl связывается с FcRII со сродством 540е—107М-1. Данные 
относительно специфичности выделенных рецепторных препаратов 
к подклассам IgG противоречивы. Одно из наиболее интересных 
сообщений состоит в том, что выделенный IgG2b Fc рецептор 
макрофага, который не связывает IgG2a, обладает активностью 
фосфолипазы Аг. В препарате выделенного Fc-рецептора IgG2a, 
который не связывает IgG2b, такая активность не обнаружена.

Отмечена перекрестная реактивность Fc рецепторов макрофа­
гов мышей. Мономерный IgGl человека конкурирует с мышиными 
IgG2a и IgG2b за Fc рецепторы макрофагов мышей. Эта конку­
ренция с IgG2a менее эффективна. Тример IgG кролика конкури­
рует с мономерными IgGl и IgG2a и IgG2b с К50 1 мкМ и связы­
вается с чувствительным и резистентным к трипсину рецепторами 
макрофагов мышей.

Относительно связывания фрагментов IgG показано, что срод­
ство к Fc рецептору Fc фрагмента IgG2a по сравнению со срод­
ством IgG2a пятикратно снижено. Мономерные IgGl и IgG2b 
ингибируют связывание меченых мономерных белков более эф­
фективно, чем соответствующие их Fc фрагменты. Nose, Wigzell 
(1983) показали, что дегликозилированный IgG2 не связывается 
с мышиными макрофагами. Это согласуется с данными Leather­
barrow et al. (1985), которые показали, что дегликозилированный 
IgG2b не связывается с моноцитами.

Fc рецепторы иммуноглобулинов найдены на макрофагах мор­
ской свинки. Изучены связывающие свойства, стабилизация и чув­
ствительность к энзиматической обработке Fc рецепторов на мак­
рофагах морской свинки. Число молекул антител в комплексах, 
связанных с макрофагом, определенное методом Скетчарда в ус­
ловиях насыщения макрофагов иммунными комплексами, состав­
ляет 6,5- 105 на 1 клетку (Yagawa et al., 1979).

На макрофагах морской свинки обнаружено существование 
2 типов рецепторов: один из них связывает только IgG2, другой — 
IgGl и IgG2. Мономерный IgGl имеет константу связывания с 
Fc рецептором макрофага при 20°С 6‘105М-1, мономерный IgG2 
связывается с Fc рецептором макрофага к IgGl с меньшим срод­
ством, чем сам IgGl. Агрегация IgG2 и IgGl приводит к увели­
чению сродства к рецептору макрофага до значения 108—109М~'. 
Относительно домена, участвующего во взаимодействии с макро­
фагом, данные противоречивы. Мягкое восстановление и алкили­
рование Fc фрагмента IgG2 приводит к 10-кратному снижению 
сродства.

Ингибированием связывания 1251-меченых растворимых иммун­
ных комплексов к макрофагам морской свинки определена рецеп­
торная активность в 20000g супернатантной фракции, полученной 
разрушением макрофагов ультразвуком. Обработка супернатант-; 
ной фракции 20000 g или интактных клеток детергентом Nonidet 
Р-40 солюбилизировала Fc рецепторы. В присутствии детергента
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эти рецепторы существуют как молекулы с радиусом Стокса боль­
шим, чем у IgG, они агрегируют после удаления детергента. При 
обработке фосфолипазой С ультразвуковых лизатов макрофагов 
показано, что рецепторная активность фрагментов клеток, преци- 
питирующих при 100000 g, исчезает. Однако это не связано с их 
снятием с фрагментов клеток. В экспериментах с использованием 
меченых макрофагов показано, что после обработки фосфолипа­
зой С, когда разрушается Fc-рецепторная активность, инактиви­
рованные фосфолипазой С клеточные фрагменты после обработ­
ки детергентом Nonidet Р-40 обнаруживают связывание раство­
римых Fc рецепторов с нерастворимыми иммунными комплекса­
ми. Авторы делают вывод, что структура Fc рецепторного центра 
макрофага формируется с участием фосфолипида (Yagawa et al., 
1979).

Результаты исследований связывания гетерологичных IgG к 
макрофагам морской свинки показали, что Facb кролика инги­
бирует взаимодействие эритроцитов, сенсибилизированных IgG 
кролика, с макрофагами легких морской свинки так же эффек­
тивно, как и IgG кролика (Kso 0,5 мкМ); pFc' кролика неэффек­
тивен при концентрации 30 мкМ (Ovary et al., 1976).

Исследована специфичность подклассов IgG в отношении свя­
зывания с Fc рецепторами альвеолярных макрофагов крыс (Boltz- 
Nitulescu et al., 1981). Определено, что резистентный к трипсину 
Fc рецептор связывает IgG2a крыс, но не связывает другие под­
классы IgG крыс. Константа сродства для IgG2a крыс составляет 
106М-1. Гетерологичные IgG (IgGl, 3 и 4 человека, IgGl и IgG2a 
мыши, IgG кролика) связываются с Fc рецепторами для IgGl/2b 
крыс, но не связываются с Fc рецепторами для IgG2a. Не обнару­
жено связывания IgG2c крыс с Fc рецепторами макрофагов. Этот 
же подкласс не активирует комплемент.

На мышиных, перитонеальных макрофагах найдены Fc-рецеп­
торы двух видов: один из них взаимодействует с цитофильным 
мономерным IgG человека, другой узнает агрегированный нагре­
ванием IgG человека, а также скомплексованный антигеном IgG.

IgG связывающие центры этих клеток играют важную биоло­
гическую роль в осуществлении разных функций, таких как им­
мунный фагоцитоз и пиноцитоз, экзоцитоз лизосомальных фер­
ментов и монокинов и катаболизм IgG молекул.

Fc рецепторы перитонеальных макрофагов мышей, связываю­
щие цитофильные молекулы, медленно движутся по поверхности 
клеточной мембраны и образуют области неправильной формы, а 
не колпачки, в то время как опсониновый тип Fc рецепторов быст­
ро движется, образуя колпачки (Sulica et al., 1979). Мономер­
ный IgG, связанный с Fc рецептором перитонеального макрофага, 
более стабилен (Г]/2 285 мин), чем агрегированные нагреванием 
или взаимодействием с антигеном IgG, которые исчезают с мем­
браны макрофагов очень быстро (Г 2 12 и 13 мин соответственно). 
Исчезновение всех трех IgG с мембраны макрофага зависит от 
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температуры. Эндоцитоз и внутриклеточная деградация проходят 
медленнее в случае мономерного IgG.

Касс при 22°С для связывания мономерного IgG кролика с пе­
ритонеальными макрофагами кролика составляет 6-105М-1. Это 
значение близко к Касс связывания IgG2b и IgGl мыши с мыши­
ными макрофагами и к Касс IgG2 морской свинки с макрофагами 
морской свинки, однако это связывание на 3 порядка ниже, чем 
■связывание IgGl и IgG3 человека с моноцитами человека и свя­
зывание IgG кролика с моноцитами человека (Woof et al., 1984). 
-Нет доказательств включения Су2 и СуЗ доменов IgG в связыва­
ние с IgG макрофагов кролика. Восстановление и алкилирование 
IgG не влияет на связывание с макрофагами.

Fc рецепторы полиморфноядерных лейкоцитов человека. По 
данным ингибирования, Касс мономерного IgG человека с поли­
морфноядерными лейкоцитами человека равно 106М-1. Касс при 
•4°С для ковалентно связанного димера IgGl с Fc рецепторами 
полиморфноядерных лейкоцитов равняется 5-106М-1, а для олиго­
мерного IgGl — 18-106М-1, т. е. связывание такое же, как IgGl 

■с моноцитами человека (3—9-108М-1 для мономера и 30- 108 для 
димера и олигомера). Таким образом, связывание IgGl с Fc-ре­
цепторами полиморфноядерных лейкоцитов на три порядка ниже, 
-чем с рецепторами моноцита. Как и в случае моноцитов, связы­
вание IgGl и IgG2 с Fc-рецепторами полиморфноядерных лейко­
цитов более прочно, чем с IgG2 и IgG4.

Ряд работ посвящен различиям между Fc рецепторами поли­
морфноядерных лейкоцитов и моноцитов. Выделены 2 вида моно­
клональных антител к Fc рецепторам полиморфноядерных лейко­
цитов. Эти антитела не взаимодействовали с Fc рецепторами 
моноцитов и клеточных линий HL/-60 или V937 (Pleit et al., 1982). 
Бараньи эритроциты, сенсибилизированные Facb кролика, обра­
зуют розетки с моноцитами человека, но не образуют розеток с 
полиморфноядерными лейкоцитами. Фрагмент В белка A Staphy­
lococcus aureus не ингибирует взаимодействие бараньих эритро­
цитов, сенсибилизированных IgG кролика, с моноцитами челове­
ка, но ингибирует взаимодействие бараньих эритроцитов, сенси­
билизированных IgG кролика, с полиморфноядерными лейкоцита­
ми человека.

Высказана гипотеза, что центр связывания IgG с рецепторами 
полиморфноядерных лейкоцитов близок или даже перекрывается 
с центром связывания белка A Staphylococcus aureus, в то вре­
мя как центр связывания IgG с рецепторами моноцитов удален 
от места связывания белка A Staphylococcus aureus.

Ни pFc' фрагмент IgG человека, ни Су2 домен в концентрации 
10 мкМ, Facb кролика в концентрации 1 мкМ. не ингибируют взаи­
модействие IgG человека с полиморфноядерными лейкоцитами. 
Cosio et al. (1982) показали существование двух популяций Fc 
рецепторов на полиморфноядерных лейкоцитах, отличающихся по 
■чувствительности к обработке проназой. Относительно участия
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Су2 и СуЗ доменов IgG в связывании с Fc рецепторами поли­
морфноядерных лейкоцитов данных мало.

Foster et al. (1978) исследовали структурные требования Fc,. 
необходимые для взаимодействия с фагоцитирующими клетками. 
Изучена способность разных фрагментов IgGl миеломы человека 
ингибировать образование розеток между эритроцитами человека,, 
сенсибилизированными анти-D-IgG и полиморфноядерными лей­
коцитами. Хотя IgG и Fc обнаруживали зависимое от дозы инги­
бирование образования розеток при эквимолекулярных концен­
трациях, фрагменты, соответствующие Су2 и СуЗ, полученным 
трипсинолизом, не ингибировали образование розеток. Фрагмен­
ты, полученные расщеплением пепсином Fc, pFc', которые пред­
ставляли полный домен СуЗ, не ингибировали образование розе­
ток. Восстановление и алкилирование IgG или Fc значительно 
снижало цитофильную активность. По-видимому, центр связыва­
ния с гранулоцитами на IgGl человека зависит от целостности 
четвертичной структуры Fc.

Fc рецепторы тромбоцитов человека. Касс для мономера IgG 
человека, измеренная в экспериментах по ингибированию димером 
IgGl взаимодействия IgG мономера с Fc рецепторами тромбоци­
тов, равна 4-106М-1; Касс димера IgGl человека с Fc рецепторами 
тромбоцитов равна 2-КУМ-1, а для соответствующего олигоме­
ра— 9-107М-1. Число рецепторных центров составляет 400—2000 
на тромбоцит. Константа связывания в ряду мономеров миелом­
ного IgG уменьшается в следующем порядке IgG3»lgGl> 
>IgG2>IgG4.

Fc рецепторы адипоцитов. Получены данные, что IgG оказы­
вает стимулирующее действие на липогенезис адипоцитов. Этот 
эффект медиатирован через Fc часть молекулы IgG. Эти данные 
указывают на присутствие Fc рецепторов IgG на адипоцитах 
(Knokher, Dandona, 1983). IgM оказывает на липогенезис влия­
ние, аналогичное влиянию IgG (Kahn et al., 1977).

Присутствие IgG во всех жидких фазах организма наталкивает 
на мысль, что он может оказывать тонизирующее стимуляторное 
влияние на липогенезис. Этим путем IgG может модулировать 
влияние других гормонов, которые воздействуют на функции ади­
поцитов: инсулин, глюкагон, катехоламины и тиреоидстимулирую- 
щий гормон. Действительно, относительно тиреоидстимулирующе- 
го гормона существуют данные, показывающие, что IgG в норме 
оказывает сильное влияние на связывание тиреоидстимулирующе- 
го гормона к тиреоидным фолликулам и мембранам адипоцитов 
(Woods et al., 1982; Gill et al., 1980). Эти данные служат приме­
ром существования разных уровней регуляции одного и того же 
процесса в организме. Они открывают большую область иссле­
дования возможной роли нормального IgG в эндокринно-метабо­
лической регуляции.

Fc рецепторы IgE на тучных клетках и базофилах. IgE — 
класс антител, важный в иммунном ответе к аллергенам и пара­

122



зитам. Тучные клетки и базофилы имеют на своей поверхности 
высокоспецифические для IgE рецепторы. После синтеза плазма­
тическими клетками IgE связаны через свою Fc область с тучны­
ми клетками и базофилами. Последующее связывание антигена 
с Fab областью рецептора обусловливает способность клеток реа­
лизовать гистамин и другие медиаторы немедленной гиперчувст­
вительности, вероятно, перекрестным связыванием соответствую­
щих рецепторов.

В связи с тем, что изучение Fc рецепторов IgE на нормальных 
тучных клетках и базофилах затруднено небольшим числом этих 
клеток и трудностью выделения их в чистом виде, используют 
базофильные лейкемические клеточные линии крыс (RBL-1). 
RBL-1 клетки связывают 3 • 105-—1,5 • 106 IgE молекул на клетку 
со сродством, близким к нормальным тучным клеткам крыс. Ис­
следование кинетики связывания меченого 1251—IgE,. крыс с RBL-1 
клетками показало, что эта реакция обратимая бимолекулярная 
с Касс 6-109М->.

Рецептор может быть солюбилизирован с мембраны RBL-1 
клеток неионным детергентом без потери рецепторной активности. 
Солюбилизированный материал содержит единственное меченое 
вещество, которое преципитирует с IgE и анти-IgE в иммунный 
комплекс. Рецептор очищен в 5000 раз. Показано, что он является 
гликопротеином (Kulczycki, Parker, 1979) с мол. массой 45000— 
50000 D (по данным электрофореза в полиакриламидном геле в 
присутствии додецилсульфата натрия). Kulczycki, Parker (1979) 
для изучения связывания Fc рецептора IgE использовали IgE- 
сефарозу CL4B. Оценка активности основывалась на различии в 
рецепторной миграции на IgE-сефарозе CL6B в присутствии и от­
сутствии растворимого IgE. Взаимодействие IgE — рецептор ин­
гибировалось IgE крыс, но не ингибировалось IgE человека, IgG 
крыс. Высокоочищенный рецептор быстро инактивировался при; 
37°С, но был стабилен до месяца при 4°С.

На сефарозе 4В Fc рецептор IgE выходил двумя пиками с мол. 
массами 40000 и 170000. Оба пика связывались с IgE-сефарозой 
CL4B. После преинкубации рецептора с растворимыми IgE появ­
лялся новый пик с мол. массой 460000 Д. По-видимому, очищен­
ный рецептор существует в мономерной и мультимерных фор­
мах, все эти формы способны связывать IgE.

Pecoud et al. (1981) исследовали рецепторы тучных клеток 
крыс, базофилов лейкемических крыс и базофилов человека и по­
казали, что Fc рецепторы IgE являются мембранными компонен­
тами с мол. массой 45000—60000 (по данным электрофореза в 
полиакриламидном геле в додецилсульфате натрия). Fc рецепто­
ры IgE являются гликопротеинами со специфичностью к лентил- 
лектину (Kulczycki et al., 1976; Helm et al., 1979).

Исследована роль олигосахаридных цепей Fc рецепторов ба­
зофилов крыс при лейкемии и тучных клеток крыс. Мембранные- 
олигосахариды метили обработкой галактозоксидазой с последую-
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щим восстановлением 3Н-натрийборгидридом, затем рецепторы* 
удаляли с мембраны обработкой детергентом. Анализ полученных 
■фракций электрофорезом в полиакриламидном геле в присутствии 
додецилсульфата натрия показал присутствие галактозы во всех 
связывающих IgE компонентах базофилов. Предварительная об­
работка нейраминидазой заметно увеличивала включение [3Н] 
в Fc рецепторы IgE. Предварительное насыщение клеток IgE не 
влияло на включение метки [3Н] в олигосахариды, что говорит о

Рис. 16. Схематическая модель рецептора на туч­
ных клетках, обладающего высоким сродством к IgE 
(Metzger et al., 1984).

расположении олигосахаридных цепей вне Fc рецепторного цент­
ра IgE.

Удаление терминальной сиаловой кислоты нейраминидазой 
Vibrio Cholerae увеличивало сродство рецептора IgE, но заметно 
не влияло на число рецепторных центров. При культивировании 
клеток в присутствии туникамицина обнаружено заметное инги­
бирование включения [3Н]-гликозамина в рецептор. Лейкемиче­
ские базофильные клетки крыс, растущие в среде в присутствии 
туникамицина, экспрессировали преимущественно рецепторы на 
поверхности клеток, что установлено изучением связывания ли­
ганда и включения метки.

Таким образом, по-видимому, олигосахариды локализованы на 
рецепторе вне связывающего IgE центра. Возможно, они играют 
;роль в транспорте рецептора к плазматической мембране или его 
-последующей ориентации на мембране.

Механизм действия рецептора IgE изучен в реконструирован- 
ной системе липосом. Metzger et al., (1984) предложена модель 
Fc рецептора IgE (рис. 16). Он имеет более сложную структуру, 
чем рецептор IgE, и состоит из 4 полипептидных цепей: а-, р- и 
12у-цепей. Цепи р- и у экспонированы на внутренней поверхности 
мембраны, обращенной к цитоплазме.

Агрегация Fc рецептора IgE тучных клеток и близких к ним
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•неопластических клеток приводит к эндоцитозу внутриклеточных 
гранул, что сопровождается увеличением поглощения [45Са2+], уве­
личением метилирования фосфолипидов, повышением уровня цик­
лического АМФ и фосфокиназной активности. Кроме того, отме­
чено изменение в мембранном потенциале, что, видимо, является 
следствием открытия специфических ионных каналов (Sagi-Eisen- 
berg, Pecht, 1983; Kanner, Metzger, 1983). Деполяризация прямо 
коррелирует с числом агрегированных рецепторов, присутствую­
щих на клетках. Деполяризация индуцирует образование ионных 
каналов. Через эти каналы могут проходить ионы натрия, но этот 
процесс блокируется, когда Са2+ присутствует в миллимолярных 
концентрациях.

Таким образом, на клетках человека и животных существуют 
Fc рецепторы иммуноглобулинов. Моноциты имеют высокое срод­
ство к IgGl: Касс (37°С) 5-108М-1, лимфоциты (Т- и В-) по срав­
нению с нейтрофилами и тромбоцитами связывают IgGl значи­
тельно слабее — Касс Ю6М-1.

Иммуноглобулин Клетки А-асс^-1)

IgG человека
мономер Моноциты человека 3-9-108
димер и оли­
гомер 30-108

IgGl мыши, мономер Макрофаги мыши 3-105
IgG человека Лимфоциты Т 10»
IgGl человека Полиморфноядерные

димер лейкоциты 5-10’
олигомер человека 18-108

IgGl мономер Тромбоциты 2-107
димер 9-Ю7
олигомер 4-10’

IgG мономер Нейтрофилы 2-107
олигомер 40-10’

Моноциты связывают агрегированный нагреванием или хи­
мическим ковалентным связыванием IgGl несколько большим 
сродством по сравнению с мономерным IgGl. Нейтрофилы свя­
зывают агрегированный химическим ковалентным связыванием 
IgGl со сродством в 20 раз большим, чем мономер IgGl. Ана­
логично лимфоциты связывают агрегированный IgG со значи­
тельно большим сродством, чем мономерный, и тромбоциты свя­
зывают агрегированный IgG со сродством в 5 раз большим мо­
номерного.

Моноклональные антитела к Fc рецепторам — полезный ин­
струмент исследования клеточных рецепторов. Fleit et al. (1982) 
показали, что моноклональные антитела 3G8 (Fab фрагмент) к Fc 
рецепторам нейтрофилов реагируют с популяцией Т-лимфоцитов, 
имеющих Fc рецепторы, но только 20% клеток В, содержащих 
Гс рецепторы, реагируют с этими антителами. Эти моноклональ­
ные антитела не реагируют с моноцитами. 15% моноцитов, куль-
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тивированных в течение 7 дней, и 60% легочных макрофагов экс­
прессируют 3G8 антиген. Эти данные свидетельствуют о гетеро­
генности рецепторов В-клеток и различии между Т- и В-клетками,, 
а также моноцитами и макрофагами.

Fc-рецепторы Т- и В-клеток чувствительны к проназе, в то же 
время на моноцитах и нейтрофилах они более резистентны. На 
моноцитах и нейтрофилах найдена популяция рецепторов, чувст­
вительная к проназе. На моноцитах обнаружены разные рецеп­
торы к мономерному и агрегированному IgG.

Однако есть и общие черты клеточных рецепторов. Все клетки 
обладают одинаковым сродством в отношении подклассов: IgGl, 
IgG3>IgG2, IgG4.

Мягкое восстановление и алкилирование приводят в основ­
ном к относительно небольшим изменениям (до 10-кратного 
снижения) в связывании мономерного IgG с разными типами, 
клеток. Интересные данные выявлены при исследовании гомо­
логичной и гетерологичной систем. Мономер IgG кролика 
связывается с Fc рецептором макрофага кролика с Касс 
5-108М-1. Это значение сравнимо с Касс для IgGl человека.. 
Аналогично мономер IgG2a мыши связывается с мышиными 
макрофагами с Касс 2-107М“1, но с Fc рецепторами моно­
цитов человека связывается с Касс 5-КУМ-1. Следовательно, от­
носительно слабое связывание в гомологичной системе является 
функцией не структуры IgG, а структуры клеточных рецепторов. 
Данные относительно участия Су2 и СуЗ доменов IgG во взаи­
модействии с Fc рецепторами разных клеток противоречивы. Они 
базируются в основном на ингибировании образцами IgG, в ко­
торых исключен либо домен Су2, либо домен СуЗ, а также Fc 
фрагментами IgG также с исключенным Су2 или СуЗ доменами.

Есть работы по связыванию дегликозилированного IgG с Fc 
рецепторами. Однако ни в одной из работ не установлена степень 
структурных изменений, которые происходят при дегликозилиро­
вании у асп 297 в Су2 домене. Неясно, как соотносится структура 
моноклональных IgG, продуцируемых в присутствии туниками- 
цина или без него, со структурой сывороточных IgG. В этом, нам 
кажется, заключается суть имеющихся противоречий.

Из имеющихся на настоящий день данных можно выдвинуть- 
лишь гипотезы относительно участия Су2 и СуЗ доменов.

1. Fc рецепторный центр IgG формируется с участием как 
Су2, так и СуЗ доменов.

2. Олигосахариды у асп 297 участвуют в формировании рецеп­
торного центра, создавая комплементарные рецепторам участки 
и экспонируя функционально активные необходимые для этого 
взаимодействия группировки.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Рассмотренные выше данные свидетельствуют о том, что гли­
копротеины представляют собой весьма важный класс биополи­
меров, выполняющих разнообразные функции. Так, гликопротеи­
ны поверхности клеток играют важную роль в пиноцитозе, диф­
ференциации клеток, генезисе опухолей, межклеточной регуляции 
и узнавании, адгезии, являются рецепторами гормонов, вирусов 
и медиаторами иммунологической специфичности. Секретируемые 
гликопротеины включают гормоны, иммуноглобулины, сывороточ­
ные факторы переноса. Широкое распространение гликопротеинов 
в тканях животных и консервированная структура углеводной 
части подтверждают их важность в неопределенных, но универ­
сальных биологических процессах.

Основываясь на имеющемся в настоящее время эксперимен­
тальном материале, можно сформулировать некоторые выводы 
относительно функций олигосахаридных цепей гликопротеинов и 
наметить пути дальнейших исследований, направленных на реше­
ние практических задач.

Олигосахаридные группировки гликопротеинов выполняют 2 
основные функции: структурирующую, или структуроподдержи­
вающую, и функцию узнавания и связанную с ней функцию ре­
гуляции.

Согласно концепции Schauer (1982), несмотря на гетероген­
ный спектр биологического действия, нейраминовой кислоте, яв­
ляющейся терминальным сахаром в олигосахаридных цепях гли­
копротеинов, можно приписать 4 основные функции: 1) снабжение 
гликопротеинов и гликоконъюгатов клеточных мембран отри­
цательным зарядом; 2) влияние на макромолекулярную структу­
ру гликопротеинов; 3) перенос информации; 4) защита гликопро­
теинов, гликоконъюгатов и клеток от узнавания и последующей 
деградации.

На наш взгляд, первые две функции относятся к формирова­
нию структуры гликопротеинов, в котором участвуют углеводы. 
Третья и четвертая функции относятся к процессам узнавания и 
связанным с ним процессам регуляции.

Основная, еще не решенная проблема состоит в том, чтобы 
объяснить удивительную избирательность механизма секреции.
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Плазматические клетки относятся к типичным секреторным клет­
кам с хорошо развитым эндоплазматическим ретикулумом. Ха­
рактерно, что такие клетки секретируют только иммуноглобули­
ны и, тем не менее, иммуноглобулины составляют лишь 20—40% 
общего белка, образуемого плазматическими клетками. Возникает 
необходимость каким-то образом отделить иммуноглобулины^, 
предназначенные для секреции, от тех белков, которые синтези­
руются для внутриклеточного использования.

Этот вопрос первоначально был решен для других секретор­
ных клеток, таких, как клетки поджелудочной железы. Был уста­
новлен механизм общей клеточной секреции и выяснена функ­
циональная роль эндоплазматического ретикулума. Как правило^ 
секретируемые молекулы транслируются на полирибосомах, ассо­
циированных с эндоплазматическим ретикулумом. Еще в процессе 
синтеза полипептидные цепи вытесняются в цистерны эндоплаз­
матического ретикулума (векторное выделение), откуда они по­
падают в окружающую среду через аппарат Гольджи. После по­
лучения таких данных на других клетках относительно легко было 
подтвердить, что аналогичные события происходят и при секреции 
иммуноглобулинов.

В серии тщательно проведенных экспериментов окончательно 
доказано, что синтез иммуноглобулинов происходит на полирибо­
сомах, ассоциированных с эндоплазматическим ретикулумом. 
Продемонстрировано также векторное выделение пептидов имму­
ноглобулина в цистерны шероховатого эндоплазматического ре­
тикулума. Данные, полученные при фракционировании клеток, в. 
совокупности с анализом углеводов, а также результаты электрон­
номикроскопической радиоавтографии меченного по галактозе- 
иммуноглобулина показали, что иммуноглобулин переходит из 
шероховатого эндоплазматического ретикулума в зону аппарата 
Гольджи. Предполагается, что иммуноглобулин связан с мембра­
ной в течение всей своей внутриклеточной жизни.

При определении времени, необходимого для перехода имму­
ноглобулина от места синтеза во внутриклеточную среду, выяс­
нилось, что они зависят от использованной миеломы. В среднем: 
период полураспада составляет 90—150 мин. Однако одни моле­
кулы находятся в клетке только 30 мин, другие остаются там в 
течение 2 ч и более. По-видимому, это обусловлено наличием: 
большого смешанного пула иммуноглобулинов в шероховатом 
эндоплазматическом ретикулуме. Поэтому трудно проследить путь 
иммуноглобулина от шероховатого эндоплазматического ретику­
лума к аппарату Гольджи, хотя эксперимент такого типа был осу­
ществлен. По некоторым данным, молекула иммуноглобулина 
около двух третей своей внутриклеточной жизни находится внутри 
шероховатого эндоплазматического ретикулума, а остальное вре­
мя — в аппарате Гольджи.

Во время прохождения молекулы иммуноглобулина через мем­
бранные элементы клетки на определенных внутриклеточных уча­
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стках к ней присоединяются углеводные остатки. Пока оконча­
тельно не доказано, что присоединение углевода необходимо, для: 
секреции иммуноглобулинов, но существование секретируемых 
легких цепей, лишенных углеводов, безусловно, служит аргумен­
том против обязательного участия углеводов в секреции.

Опыты по включению в иммуноглобулины моносахаридов с 
радиоактивной меткой проводили на нормальных лимфоидных 
клетках кролика, миеломных клетках мыши и митогенстимули- 
рованных В-лимфоцитах. Скорость появления радиоактивного им­
муноглобулина внутри и снаружи клетки (в присутствии или в 
отсутствие ингибитора белкового синтеза) показывает, что N- 
ацетилглюкозамин и манноза присоединяются к полипептидной 
цепи как сразу же после ее синтеза, так и позднее. Присоединение 
галактозы происходит позже, при прохождении молекулы через 
аппарат Гольджи. Сиаловая кислота и фукоза присоединяются 
непосредственно перед секрецией. В IgM галактоза соединяется 
с полипептидной цепью перед самым началом секреции.

Таким образом, получена информация относительно секретор­
ных процессов и биосинтеза гликопротеинов. Необычен структур­
ный состав антител, т. е. присутствие отдельно синтезированных, 
но впоследствии ковалентно связанных тяжелых и легких цепей, 
каждая из которых состоит из функционально и биохимически 
обособленных глобулярных областей (доменов) в 100—150 ами­
нокислотных остатков протяженностью приблизительно 25 А. 
С точки зрения количества свободной энергии такое ограничение 
величины домена является неожиданным, так как одна крупная 
глобула характеризуется значительно меньшим отношением пло­
щади поверхности к объему по сравнению с несколькими мелкими 
глобулами. В большой глобуле должно образовываться большое 
гидрофобное ядро и многочисленные внутренние водородные свя­
зи; то и другое энергетически выгодно. Возможно, ограничение 
величины домена необходимо для простоты процесса свертывания 
глобулы. Вероятно также, что создание крупных белковых моле­
кул из субъединиц, состоящих из обособленных доменов, которые 
синтезируются и свертываются самостоятельно, необходимо для 
создания сложного полифункционального механизма.

В результате ассоциации контактные поверхности субъединиц 
оказываются скрытыми. Это может быть представлено как пере­
нос поверхности из воды во внутреннюю часть белка. Параллель­
но происходит снижение энтропии системы, поскольку ассоцииро­
ванные мономеры (олигомеры) характеризуются более высокой 
упорядоченностью, чем свободные. Основной движущей силой ас­
социации служит энтропия.

Свободная энергия ДОа₽'ссч- = ДОперенога - ГД5а;соц
Для неполярных поверхностей величины AG переноса пропор­

циональны площади поверхности, доступной воде. Для полярных 
она меньше, однако остается величиной того же порядка. Таким

9-5 129



образом, во всех случаях AGnep..H0Ca 1 примерно пропорциональна 
общей скрытой поверхности. Во многих олигомерах абсолютная 
-свободная энергия ассоциации менее значима, чем ее изменения 
при конформационных перестройках, вызванных присоединением 
лиганда или взаимодействием с другими молекулами. Удаление 
от воды контактных поверхностей дает наибольший выход свобод­
ной энергии, кроме того, важный вклад вносит энтропийный фак­
тор. Абсолютная величина такого вклада зависит от комплемен- 
тарности контактирующих поверхностей. Площадь контактной 
поверхности уменьшается, если имеется возможность доступа к 
ней воды. Прикрепление в определенных местах полипептидной 
цепи олигосахаридиых группировок, которые, придают молекуле 
гидрофильные свойства, т. е. доступность молекулам воды, воз­
можно, является своеобразным регулятором размера контактиру­
ющих поверхностей. Когда это необходимо, размер контактирую­
щих поверхностей увеличивается, в других случаях — уменьша­
ется. Эти взаимодействия отличаются по специфичности связы­
вания.

Существование доменной структуры гликопротеинов означает, 
что необходимы определенные механизмы сборки полипептидных 
.цепей, мономеров и олигомеров. Существующие на сегодняшний 
день морфологические и биохимические методы позволяют изучить 
последовательность событий биосинтеза, сборки и секреции в де­
талях. Наиболее интригующим является вопрос, как и на какой 
■стадии процессы биосинтеза иммуноглобулинов и других функцио­
нально активных гликопротеинов подвержены внешним регулятор­
ным стимулам. Решение этого вопроса позволит сделать опреде­
ленные практические выводы.

Продуцирование двух разных форм антител — мембранного п 
■секреторного — теми же самыми клетками является неразгадан­
ным феноменом. Биосинтетический и внутриклеточный путь этих 
антител приводит к экспрессии белков, которые в основном иден­
тичны, но отличаются сегментом у СООН-терминального конца.

. Присутствие одинаково построенных олигосахаридных цепей, 
прикрепленных в строго определенных местах полипептидных це­
пей, которые прикрепляются сразу же после того, как полипеп- 
тидные цепи сходят с рибосомы, наталкивает на мысль, что с 
этого времени они должны выполнять определенную функцию —• 
участвовать в процессах транспорта и секреции гликопротеинов 
внутри клетки. Выяснение роли олигосахаридных группировок в 
этих процессах даст возможность регулировать эти процессы.

Найденные в настоящее время в большом числе гомогенные, 
клонированные опухолевые линии, продуцирующие антитела, и 
варианты таких линий со специфическими изменениями в биосин­
тезе антител или их секреции могут быть использованы в качест­
ве моделей для оценки биосинтеза и секреции антител в деталях.

В последнее десятилетие установлено, что экспрессия иммуно­
глобулинов нормальными и неопластическими В-лимфоцитами 
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может быть специфически и селективно изменена различными 
внешними агентами, такими как антигены, поликлональные акти­
ваторы и регуляторы, Т-лимфоциты. Это явление можно исполь­
зовать для изучения механизма регуляции белкового синтеза и 
секреции в эукариотической клетке. Исследования в этом направ­
лении могут дать ответ на вопрос, каким путем лиганд-рецептор- 
ные взаимодействия на клеточной поверхности приводят к изме­
нениям в экспрессии генов и функционировании клеток.

Представлены доказательства, показывающие важность узна­
вания углеводных структур в иммунной системе. Углеводные 
структуры узнаются антителами. Функции системы комплемента 
лимфокинов и монокинов, белков-лектинов, ферментов клеточной 
поверхности и катаболизм гликопротеинов опосредованы углево­
дами. Углеводные структуры изменяются в течение дифференциа­
ции клеток иммунной системы.

Некоторые взаимодействия в иммунной системе могут зависеть 
от узнавания углеводных структур. Однако это показано на уров­
не феномена, а доказательства специфичности узнавания структур 
сложных олигосахаридов в некоторых иммунных взаимодействиях 
отсутствуют. Неизвестны и структурные основания для большин­
ства этих узнаваний. Очень мало известно о природе белков кле­
точной поверхности, связывающих углеводы. В дальнейшем уси­
лия ученых должны быть направлены на расшифровку углевод­
ных структур и их функций в иммунной системе.

Точное понимание клеточной регуляции в опухолевых клетках 
может привести к более рациональной и специфической терапии 
опухолей. При использовании углеводсвязывающих антител и спе­
цифических лектинов диагностика может быть поднята на каче­
ственно новую ступень. Эти же реагенты могут оказаться полез­
ными в терапии раковых заболеваний.

Констатированы изменения в углеводном составе гликопротеи­
нов и гликолипидов поверхности опухолевых клеток. Однако струк­
турные основания структурных различий углеводов и контроль 
изменений в процессе гликозилирования гликоконъюгатов поверх­
ности опухолевых клеток неизвестны. Необходимо систематическое 
интенсивное изучение поверхностных структур, ферментов и про­
цессов регуляции гликозилирования в нормальных, инфицирован­
ных вирусом и опухолевых клетках. Это позволит расшифровать 
систему защиты против измененного «своего» и наметить пути 
противоопухолевой терапии.

Комплементная система, аналогично каскаду, состоит из серии 
последовательно включающихся в реакцию ферментов, активируе­
мых комплексами антиген—антитело и микроорганизмами. Акти­
вация системы комплемента приводит к лизису клеток и стимуля­
ции некоторых других иммунных реакций. Получены доказатель­
ства, что система комплемента может активироваться в отсутст­
вие специфических антител сложными углеводными структурами. 
Существует 2 пути активации системы комплемента: первый —
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классический, когда требуется участие 9 компонентов системы 
комплемента (С1—С9); второй — альтернативный, требующий 
участия СЗ и С5—С9 и действующий в отсутствие специфических 
антител. Альтернативный путь активируется бактериальными и 
вирусными структурами. Активация классического пути в отсутст­
вие специфического антигена возможна прямым взаимодействием 
гликоконъюгата с Clq компонентом системы комплемента. СЗЬ— 
продукт расщепления СЗ прикрепляется к мишеням во время 
фиксации комплемента в классическом и альтернативном путях 
активации. При изучении кинетики получены доказательства об­
разования эфирной связи между активированными карбоксиль­
ными группами на СЗЬ и гидроксильными группами гликоконъю­
гата на мишени.

Сиаловые кислоты на поверхности клеток мишеней, по-видимо- 
му, регулируют реакции активации системы комплемента. Акти­
ваторы системы комплемента — эритроциты кролика, которые де­
фицитны по сиаловым кислотам, допускают неограниченное обра­
зование СЗ конвертазы и активируют систему комплемента по 
альтернативному пути. Бараньи эритроциты, имеющие высокий 
уровень сиаловых кислот, не активируют альтернативный путь 
системы комплемента. Удаление сиаловых кислот с поверхности 
нейраминидазой или перйодатным окислением превращает их в 
активаторы альтернативного пути.

Сиаловые кислоты в капсулярном полисахариде Streptococcus 
группы В типа III влияют на активацию системы комплемента по 
альтернативному пути. Нативный полисахарид, содержащий сиа­
ловые кислоты, не активирует альтернативный путь, но удаление 
сиаловых кислот нейраминидазой или восстановление карбоксиль­
ных групп остатков сиаловых кислот в гидроксиметильные группы 
приводит к активации системы комплемента по альтернативному 
пути.

Наконец, имеются доказательства, что олигосахариды сложно­
го типа на IgG молекулах могут участвовать в активации системы 
комплемента. Моноклональный IgG2b, полученный обработкой 
клеток гибридомы туникамицином, связывал антиген, но был не­
способен фиксировать комплемент так же эффективно, как натив­
ный гликозилированный IgG2b.

В иммунологических процессах терминальный углевод олигоса- 
харидных цепей гликопротеинов играет важную регуляторную 
роль. Терминальная сиаловая кислота обычно выполняет либо 
маскирующую, либо рецепторную функцию. Однако неясно, осу­
ществляет ли сиаловая кислота функцию прямо, либо сиалирова- 
ние и десиалирование белка приводит к конформационным измене­
ниям во всей молекуле, которые, в свою очередь, влияют на взаи­
модействие рецептор — лиганд.

До сих пор не выяснен важный вопрос, может ли сама сиало­
вая кислота действовать как антиген, либо она является активной 
как специфическая детерминанта макромолекулы. Этот вопрос 
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возник в аспекте изучения антигенов М- и N-групп крови. Эти М- 
и N-детерминанты локализованы на очень высоко сиалированном 
гликофорине А мембран эритроцитов. В N-терминальном октапеп­
тиде 2 тетрасахарида и 1 трисахарид связаны О-гликозидной 
связью с серином и треонином в положениях 2, 3 и 4. Углеводный 
состав антигенов М и N одинаков, но различаются их пептидные 
последовательности в положениях 1 и 5, которые заняты серином 
и глицином в М-антигене, и лейцином и глутаминовой кислотой в 
N-антигене.

Частичное десиалирование эритроцитов М- и N-фенотипов при­
водит к размаскированию антигена, повышению антигенности, 
при дальнейшем десиалировании антигенные свойства фенотипов 
М и N пропадают. Естественно, концевой остаток сиаловой кисло­
ты не может проявлять антигенные свойства. Видимо, при этом 
изменяется структура антигенного участка, в результате чего ан­
тигенные группы становятся замаскированными.

Маскирующее действие остатков сиаловых кислот важно в 
процессах биологического регулирования. Это действие может 
быть прямым и косвенным. При прямом маскировании антиген­
ные углеводные остатки гликопротеинов покрываются терминаль­
ной сиаловой кислотой. При косвенном маскировании остатки сиа­
ловой кислоты соседних гликоконъюгатов в пределах плазмати­
ческих мембран покрывают данный антиген, который сам по се­
бе необязательно имеет олигосахаридные цепи. В обоих случаях 
сиаловая кислота — эффективный маскирующий агент, так как 
она окружена гидратной оболочкой, поскольку несет отрицатель­
ный заряд. Существует обратная зависимость между способностью 
полисахарида или гликопротеина связывать воду и их антиген­
ностью. Антигенная активность нейтральных и богатых фукозой 
гликопротеинов выше.

Типичные примеры случайного антигенного маскирования от­
рицательно заряженными гликопротеинами найдены в опухолевых 
клетках, гликопротеинах эмбрионов, сперматозоидов и гликопро­
теинах семенной плазмы. Термин «иммунологически привилегиро­
ванный» приписывается определенным частям организма: перед­
няя камера и хрусталик глаза, тестикулы, мозг, тиреоиды и сое­
динительные ткани. Все они характеризуются высоким содержани­
ем сиалоглюкоконъюгатов. Аутоиммунные болезни наиболее часто 
проявляются, возможно, при размаскировании антигенных струк­
тур при действии бактериальной или вирусной нейраминидазы.

Нейраминидаза Clostridium perfingens специфически стимули­
рует участников иммунного ответа. Это ее действие показано на 
иммунном ответе к бараньим эритроцитам, к антигенам, которые 
не содержат периферической терминальной N-ацетилнейрамино- 
вой кислоты (бактериальные вакцины, рабелла вирус), и раство­
римым антигенам БСА. Оптимальная доза 0,5—50 ед. на 1 живот­
ное (мышь). Нейраминидаза, инактивированная нагреванием, не 
оказывает такого эффекта. N-ацетилнейраминовая кислота инги-
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бирует адъювантный эффект нейраминидазы. Препарат нейрами­
нидазы не содержал пирогенов, поэтому можно полагать, что это 
действие оказывал сам фермент. Дозы нейраминидазы, вводимые 
животным, не позволяют считать, что нейраминидаза осуществ­
ляет локальную реакцию воспаления, которая помогает иммунно­
му ответу.

Фагоцитоз с участием макрофагов стимулируется in vivo и 
in vitro нейраминидазой. Обработка нейраминидазой популяции 
киллерных клеток селезенки усиливает освобождение С®1 из 
клеток мастцитомы.

Показано, что нейраминидаза может изменять количество и 
качество соответствующих антигенов на опухолевых клетках. Ней­
раминидаза Vibrio cholerae успешно использована на различных 
моделях опухолей у животных. Она индуцировала иммунный от­
вет к индуцированным и инплантированным растущим опухолям.. 
Однако есть и противоположные данные. Для увеличения эффек­
тивности и надежности влияния нейраминидазы необходима ин­
формация относительно того, как нейраминидаза изменяет им­
муногенность опухолевых антигенов.

Адгезия клеток играет очень важную роль в формировании 
тканей и органов и в процессе эмбриогенеза. При эмбриональном 
развитии происходит дифференцировка клеток и их сортировка в 
организованные скопления сходных клеток и окончательное фор­
мирование специализированных органов. Эти процессы зависят 
от специфического межклеточного узнавания и избирательной 
адгезии клеток. Известно, что нарушение нормального процесса 
гликозилирования часто останавливает развитие, поэтому глико­
протеинам приписывается важная роль во многих взаимодействи­
ях клеток, обусловливающих нормальное развитие.

В настоящее время обнаружены белки, связывающие углеводы 
(галактозу, N-ацетилглюкозамин, маннозу, фукозу). Установлена 
их локализация на поверхности клеток и сделаны шаги в установ­
лении границ их специфичности. В некоторых случаях эти белки 
появляются именно в то время, когда в ходе развития происходят 
изменения. Изменения в углеводном составе гликопротеинов и 
гликолипидов поверхности опухолевых клеток, видимо, должны 
сказываться на недостаточности адгезии между этими клетками, 
которая первично ответственна за начальные стадии метастазиро­
вания. Есть данные, что дефектные адгезии частично вызваны 
сниженной способностью связывания кальция, которая обеспечи­
вает образование «мостиков» между нормальными клетками. Од­
нако, как нам кажется, любые обобщения относительно раковых 
клеток далеки от истины просто потому, что описано приблизи­
тельно 300 различных типов рака — от медленно растущих, неме­
тастазирующих, до быстро растущих, выражение метастазирую­
щих опухолей. Солидные опухоли являются гетерогенными кле­
точными общностями, содержащими не только раковые, но и: 
нормальные клетки в разных пропорциях.

134



В последнее время в опухолях обнаружены эндогенные лекти­
ны (Gabries et al., 1986). Исследование структуры и специфич­
ности этих лектинов, их отношения к лектинам нормальных тка­
ней, взаимодействие с опухолевыми и нормальными тканями мо­
жет помочь пониманию процессов метастазирования. Создание 
диагностикума на основе эндогенных лектинов опухолей поможет 
своевременному распознаванию опухолевых заболеваний. Диаг- 
ностикум должен быть основан на биохимическом различии меж­
ду опухолями различного гистогенеза и различиях опухолей того 
же самого класса.

Функция лектинов состоит в участии процесса адгезии клеток. 
Если специфичность эндогенных лектинов в опухолевых и нор­
мальных клетках различна, то изменяется и специфичность адге­
зивных процессов, нарушается контроль роста, клетки метастази­
руют. Рациональная терапия, основанная на лектинах, может по­
мочь вводу лекарств в метастатические клетки. Однако не сле­
дует забывать, что наши представления о взаимодействии белков 
с углеводами еще далеки от решения, что следует хотя бы из 
отсутствия понятий о функционировании групповых веществ кро­
ви, строение которых хорошо изучено.

Прямым следствием уже имеющихся данных о функциях оли­
госахаридов в организме является разработка методов диагности­
ки генетических нарушений углеводного обмена. Разрабатыва­
ются также методы гликозилирования ферментов с целью пролон­
гирования времени их нахождения в циркуляции; начаты разра­
ботки методов прикрепления разного рода лекарственных средств 
к сахароспецифическим белкам, а сыворотки к углеводным 
структурам бактерий уже используются для предупреждения и 
лечения инфекционных болезней.

Это лишь небольшая часть тех практических задач, которые 
можно решить, используя имеющийся арсенал знаний о функ­
циях углеводов.

Когда работа над книгой была закончена, вышел в свет обзор 
West (1986), где были представлены общепринятые идеи о значе­
нии гликозилирования. Мы сочли нужным привести основные вы­
воды этого обзора.

Почти повсеместное гликозилирование внеклеточных и мем­
бранных белков отражает неспецифические функции их поддерж­
ки и защиты.

Однако такая углеводная группировка, когда она слегка изме­
няется и становится различимой для определенного рецептора, 
может приобретать раздельную функцию. Это узнавание опреде­
ленными рецепторами позволяет углеводным группировкам со­
действовать специфическим функциям.

Углеводы используются клеткой для выполнения вторичных 
функций (специфических и неспецифических), в том числе для 
специализированной компартментализации, скорости транспорта, 
межклеточной ассоциации, контроля конформации и общей за­
щиты.
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Взаимодействие клетки с окружением, которое в определенном 
смысле вторично для жизни клетки, тоже включает углеводы, 
связанные с белком.

Во многих случаях показано, что взаимодействие углеводов 
мультивалентно и состоит из многочисленных слабых взаимодейст­
вий, которые становятся сильными только в агрегатах.

Гликозилирование в течение эволюции способствовало разви­
тию механизмов «экономии», благодаря структурным модифика­
циям многих предсуществовавших белков с использованием тех 
же ферментов, т. е. не требовалась модификация генов. Изменения 
в структуре благодаря гликозилированию оказались полезными 
для регулирования дифференциации клеток.

Таким образом, выделяются две группы функций углеводов, а 
именно: обеспечивающие специфичность с определенной структу­
рой углеводных цепей с одной стороны, и такие функции, которые 
акцентируют общую схожесть олигосахаридных структур (вклю­
чая неспецифическую функцию стабилизации гликопротеинов в 
растворах),— с другой.
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