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Лектины, углеводсвязывающие белки, рассматриваются в качестве перспективных  

маркеров для выявления опухолей.  Проведена очистка фукозоспецифического лектина из лу-
ковиц тюльпана. Процедура очистки включала  фракционирօвание сульфатом аммония, ионо-
обменную хроматографию. При электрофорезе, проведенном  в неденатурирующих условиях, 
получен гомогенный препарат белка. Проведена иммобилизация фукозоспецифического лек-
тина  на  предварительно силанизированные  поверхности предметных стекол. Показано его 
специфическое связывание с клеточной линией хронической миелоидной лейкемии человека 
KCL22. 

Фукозоспецифический лектин – агглютинация – силанизация – опухоль 
 
È»ÏïÇÝÝ»ñÁª ³ÍË³çñ»ñ Ï³åáÕ ëåÇï³ÏáõóÝ»ñÁ, ¹ÇïíáõÙ »Ý áñå»ë Ñ»é³ÝÏ³ñ³ÛÇÝ 

Ù³ñÏ»ñÝ»ñ Ýáñ³·áÛ³óáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ³ËïáñáßÙ³Ý Å³Ù³Ý³Ï: Æñ³Ï³Ý³óí»É ¿ ýáõÏá½ëå»óÇýÇÏ 
É»ÏïÇÝÇ ³Ýç³ïáõÙ í³ñ¹³Ï³Ï³ãÇ ëáËáõÏÝ»ñÇó: È»ÏïÇÝÇ Ù³ùñÙ³Ý ÁÝÃ³óùÁ Ý»ñ³éáõÙ ¿ 
³ÙáÝÇáõÙÇ ëáõÉý³ïáí Ýëï»óáõÙÁ ¢ ÇáÝ³÷áË³Ý³Ï³ÛÇÝ ùñáÙ³ïá·ñ³ýÇ³Ý: êï³óí»É ¿ ¿É»Ïï-
ñáýáñ»ïÇÏ ÑáÙá·»Ý ëåÇï³Ïáõó: ¾É¿Ïïñáýáñ»½Ý Çñ³Ï³Ý³óí»É ¿ áã ¹»Ý³ïáõñ³óí³Í å³Û-
Ù³ÝÝ»ñáõÙ: ì»ñáÝßÛ³É ëåÇï³ÏáõóÁ ÇÙáμÇÉÇ½³óí»É ¿ ëÇÉ³ÝÇ½³óí³Í ³é³ñÏ³Û³ÏÇñ ³å³Ïáõ 
Ù³Ï»ñ»ëÇÝ: òáõÛó ¿ ïñí³Í ïíÛ³É É»ÏïÇÝÇ ËÝ³Ù³ÏóáõÃÛáõÝÁ Ù³ñ¹áõ ³ñÛ³Ý ùñáÝÇÏ ÙÇ»ÉáÇ¹ 
É»ÛÏ»ÙÇ³ÛÇ KCL22 μçç³ÛÇÝ ·ÍÇ Ñ»ï: 

üáõÏá½ëå»óÇýÇÏ É»ÏïÇÝ – ³·ÉáõïÇÝ³óáõÙ- ëÇÉ³ÝÇ½³óáõÙ-áõéáõóù 
 
Lectins - carbohydrate binding proteins, are considered as the prospective markers for tumor 

detection.  In this respect, the purification of fucose specific lectin from tulip bulbs was conducted. 
Purification involved fractionation by ammonium sulphate, followed by ion –exchange chro-
matography. As a result electrophoretically homogeneous  protein in non-denaturating conditions  
was obtained. The protein immobilization on silanized glass slides was conducted and its binding 
with human chronic myeloid leukemia cell line KCL22 was demonstrated. 

Fucose specific lectin- agglutination- silanization- tumor 
 

Процесс канцерогенеза сопровождается серьезными изменениями в метаболизме 
клетки, направлеными на обеспечение ряда функций. В частности,   активируется 
пролиферация клетки  с одной стороны,  с другой - предотвращается  иммунный  от-
вет. Одной из основных характеристик опухолевых клеток, отличающих их от нор-
мальных , - это аберрантное   гликозилирование. Причем гликозилирование затраги-
вает как внутриклеточные белки, так и  белки на плазматической мембране. Первое 
четкое экспериментальное доказательство того, что злокачественная трансформация 
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приводит к изменениям в процессах гликозилирования на поверхности клетки, было 
представлено в работах [2, 4, 5, 6, 8, 9]. 

Гликозилирование определяет такие малигнантные свойства клеток как инва-
зивность и метастазирование, и, как полагают, с одной стороны увеличивает время 
жизни белков, блокируя их протеолиз, с другой - маскирует рецепторы на плаз-
матической мембране, предотвращая процессы апоптоза. Результаты дальнейших ис-
следований подтвердили, что неопластическая трансформация и злокачественная 
прогрессия часто сопровождаются также структурными изменениями в углеводной 
части гликоконьюгатов. Чаще всего наблюдается экспрессия эмбриональных угле-
водных антигенов, изменение групповых детерминант крови, неполный процессинг 
аспарагин-связанных олигосахаридов, увеличение сиализирования и содержания 
полилактозамина, а также разветвление триманнозильной основы комплексного типа 
N-связанных структур. Поэтому, неудивительно, что раковые маркеры очень часто 
оказываются фетальными белками. Таким образом анализ гликозилирования может с 
одной стороны позволить детектировать опухолевые клетки,  с другой - служить 
мишенью для терапии. 

Фукозилирование является одной из наиболее распространенных модификаций  
гликопротеинов и гликолипидов при онкотрансформации. Фукозилирование вклю-
чает присоединение остатка фукозы к N-гликанам, О-гликанам и гликолипидам. L-
фукоза является важным компонентом секреторных гликоконъюгатов и определяет 
фенотип многих клеточных популяций человека, так как L-фукоза входит в состав 
многих антигенных детерминант, в том числе антигенов групп крови и раковоэмб-
риональных антигенов, экспрессируемых при различных  онкологических заболе-
ваниях. 

 Хорошим инструментом для изучения процессов гликозилирования являются 
лектины - углевод связывающие белки, широко распространенные во всех организ-
мах.  К настоящему времени получено и изучено более двух сотен растительных, жи-
вотных и бактериальных лектинов. Они характеризуются специфичностью к различ-
ным сахарам, и следовательно,  разнообразие лектинов  может быть эффективно ис-
пользовано для детекции процессов гликозилирования. Поскольку аберрантное гли-
козилирование при ряде опухолей характеризуется фукозилированием белков  плаз-
матической мембраны, в данной статье была сделана попытка получения фукозо-
специфического лектина и изучения его способности связывать опухолевую клеточ-
ную линию KCL-22. Из литературы [1] известно, что лектин с такой специфичностью 
присутствует в луковицах тюльпана,  поэтому работа была направлена на очистку и 
изучение этого лектина. 

 
Материалы и методы 
Спектральные измерения проводили на спектрофотометре Hitachi 150-40, 

концентрацию белка определяли по оптической плотности при длине волны  224 нм 
и 236 нм согласно [3]. Электрофорез в неденатурирующих условиях проводили по 
методу [7]. Для хроматографии использовали ионообменники Toyopearl 650 М 
(Japan) и CM-52 фирмы Реанал.  

Определение агглютинирующей активности лектина. Для анализа активностей 
применяли трипсинизированные  эритроциты человека.. В агглютинационных иссле-
дованиях использовали 4% суспензию трипсинизированных эритроцитов. К 50 мкл  
суспензии эритроцитов добавляли равный обьем раствора лектина, инкубировали от 
10 мин до 2 часов при 4ՕС, коматной температуре и при 37ՕС 

Силанизацияя стекла. Силанизацию проводили  в 5% растворе  силана (3-
aminopropyltriethoxysilane) в ацетоне в течение 18 часов при комнатной температуре. 

Иммобилизация белка. Силанизированные предметные стекла  активировали 2 % 
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глутаровым  альдегидом в 0,1 M натрий-фосфатном буфере pH 7.4 в течение 18 часов 
при комнатной температуре, промывали дистилированной водой, затем фосфатно-
солевым буфером, добавляли  раствор фукозоспецифичного лектина в фосфатно-
солевом буфере (0,7 мг/мл), инкубировали 18 часов при 40C. Несвязавшиеся актив-
ные участки блокилировали бычьим сывороточным альбумином в конечной кон-
центрации 0,3 %. 

Клеточная культура. В работе использовали суспензионную клеточную линию 
KCL-22 (хроническая миелоидная лейкемия человека). Клетки выращивали при 37ºС 
с 5% СО2 в питательной среде RPMI-1640 с добавлением 10% раствора бычьей 
эмбриональной сыворотки , 2 мМ L-глутамина, 100 Ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл 
стрептомицина. 

Для определения специфического связывания клеток с лектином опухолевые 
клетки инкубировали с лектин иммобилизованными стеклами в течение 1 ч, стекла 
промывали фосфатно-солевым буфером, фиксировали раствором этанол: уксусная 
кислота (3:1), окрашивали красителем Гимза (5%) и анализировали связывание 
клеток микроскопически (HumaScope 16100/1). В контрольных экспериментах для 
исключения возможности неспецифического связывания проводили анализ 
связывания клеток с силанизированными стеклами, иммобилизованными бычьим 
сывороточным альбумином. 

 
Результаты и обсуждение.  
Очистка  лектина из луковиц тюльпана. 50 гр мелконарезанных луковиц тюль-

пана гомогенизировали в 250 мл фосфатно-солевого буфера (0.02 М фосфат натрия, 
0.15 М хлорид натрия  рН 7.4 ), экстрагировали 1 час.  Экстракт центрифугировали 20 
мин при 5000 x g  надосадок фракционировали сульфатом аммония, собирая фракции 
между 40 и 60% насыщения. Осадок диализовали  против буфера (0.02 М Трис  НCl  
рН 8.7), осветляли центрифугированием и наносили на колонку с анионообменником 
Toyopearl-650 М, (2.5x3 см), заранее уравновешенную тем же буфером. Собирали 
несвязавшуюся с носителем фракцию, диализовали против 0.01 М натрий-ацетатного 
буфера рН 4.7 и наносили на колонку с КМ-целлюлозой (2.5x1.5 см), уравнове-
шенную тем же буфером. Колонку промывали буфером до тех пор пока оптическое 
поглощение элюата не составляло менее 0.02. Далее собирали фракции ступенчатой 
элюцией 0.01 М ацетатным буфером, содержащим   хлорид натрия в концентрации 
0.05 М, 0.1 М, и 0.2 М.  Хроматографическое поведение белка на колонке представ-
лено на рис 1.  

 

 
Рис. 1. Ионообменная хроматография фукозоспецифичского лектина на CM-целлюлозе. 1-хроматограмма, 

2-активност. Фракции собирали по 2 мл. a- концентрация NaCl - 0.05 M, b - 0.1 M, c - 0.2 M. 
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В результате проведенных процедур получен электрофоретически гомогенный 
препарат лектина   из луковиц тюльпана, проявляющий агглютинационную актив-
ность по отношению к трипсинизированным эритроцитам  человека I(O)  группы 
крови (рис 2).  

Результаты исследования связывания опухолевых клеток с фукозоспецифичес-
ким лектином представлены на рис. 2. Было выявлено специфическое связывание 
опухолевых клеток хронической миелоидной лейкемии человека только с лектин 
иммобилизованными стеклами (рис 2а). Связывание клеток с силанизированными 
стеклами, используемыми в качестве контроля для исключения возможности не-
специфического связывания, не наблюдалось (рис 2б). Таким образом, можно заклю-
чить что фукозоспецифический лектин проявляет сродство к опухолевым клеткам 
данного вида. 

 а                               б 

 
Рис. 2.  а - связывание клеток с силанизированными стеклами, б - контроль, окрашивание  по 

Романовскому-Гимзе, увеличение 400 x. 
 
Схематическое изображение процесса прикрепления клеток к поверхности 

силанизированных  стекол представлено  на рисунке 4. 

 
Рис.3. А - активация силанизированных стекол глютаровым альдегидом, B - иммобилизация 

фукозоспецифического лектина на поверхности предметных стекол,  
C, D - прикрепление опухолевых клеток. 
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Таким образом, результаты проведенных экспериментов  демонстрируют, что 
фукозоспецифический лектин может быть успешно применен для детекции и  иден-
тификации некоторых опухолевых клеток, и, в перспективе, для выделения собст-
венно опухолевых клеток из биопсийного материала с целью последующего исполь-
зования при получении противораковых препаратов. 
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Была исследована активность ферментов биосинтеза пролина из орнитина (орнитинт-

рансаминазы и пирролин-5-карбоксилатредуктазы) и внутриклеточная локализация этих фер-
ментов в различных органах радужной форели. Исследования показали, что самая высокая 
активность этих ферментов обнаружено в икринках и в печени, а самая низкая - в почках. Ак-
тивность ферментов биосинтеза пролина из орнитина проявляется как в надосадочной, так и в 
осадочной  фракции гомогената, но более высокая активность проявляется в осадочной фрак-
ции, то есть эти ферменты имеют митохондриальную локализацию.  

Орнитинтрансаминаза - пирролин-5-карбоксилатредуктаза - внутриклеточная локаи-
зация ферментов 

 
àõëáõÙÝ³ëÇñí»É ¿ ûñÝÇïÇÝÇó åñáÉÇÝÇ Ï»Ýë³ëÇÝÃ»½Ç ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ (ûñÝÇïÇÝïñ³Ýë³-

ÙÇÝ³½Ç ¢ åÇñáÉÇÝ-5-Ï³ñμûùëÇÉ³ïé»¹áõÏï³½Ç) ³ÏïÇíáõÃÛáõÝÁ ¢ ³Û¹ ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ Ý»ñμçç³ÛÇÝ 
ï»Õ³Ï³ÛáõÙÁ ÇßË³Ý ÓÏ³Ý ï³ñμ»ñ ûñ·³ÝÝ»ñáõÙ: Ð»ï³½áïáõÃÛáõÝÝ»ñÁ óáõÛó »Ý ïí»É, áñ ³Û¹ 
ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ ³Ù»Ý³μ³ñÓñ ³ÏïÇíáõÃÛáõÝ Ñ³ÛïÝ³μ»ñí»É ¿ ÓÏÝÏÇÃÝ»ñáõÙ ¢ ÉÛ³ñ¹áõÙ, ÇëÏ ³Ù»Ý³-


