
НЕИРОХИМИЛ

т. 3, № 4, 1984

УДК 612.822.1:547.952

АНТИГЕННЫЕ СВОЙСТВА ЦЕРЕБРОЗИДОВ МОЗГА

ТАРАНОВА Н. П. •

Институт физиологии им. И. П. Павлова АН СССР, Ленинград

В обзоре обобщены данные иммунохимичеокого изучения цереброзидов и описаны 
р „П11Р,|Ь1 используемые для этой цели. Подчеркивается, что

основные методические ‘ '0- акТ1|ВНОсти цереброзидов как гаптенов, необходн- 
для выявления иммуно липидов (лецитина и холестерина). Показана роль
мо присутствие вспомога пеш1фНческ1|Х липидных՜ антигенов нервной ткани,
галактоцеребрэзидов как ₽ сттствуЮт в противомозговых сыворотках. Охаракте- 
антптела к которым вссгда детерминант цереброзидов и представлены доказа- 
рпзсвана структура энтнгс ' актоцереброзидов. локализованных в нативных мем- 
тельства нммунореактивностп г . кЛеток_ПрОдуцептОв миелина. Имеющиеся доказа- 
бранах миелиновой оболочки " ПрОТ11вогалактоцереброзидных антител ука-
тельства миелинотоксического _ енезе аутоиммунных демиелинизирующих заболе- 
зывают на их важную -роль в 
ваиий.

иммунохимии к настоящему времени установле-
Благодаря успехам • ы клеточной поверхности обладают анти- 

но, 'что некоторые глИК0ЛНрведении в организм в соответствующих ус- 
иМмунную реакцию с образованием специфи- генными свойствами: при 

ловиях они могут вызвать 
ческих антител и вступать

В иммунологические реакции с антителами с 
антиген-антитело. Однако гликолипиды яв­

или гаптенами. Как и другие антигеныобразованием комплексов
ляются неполными антигенах^^^^^^ -приобретают иммуногенные свой- 
с величиной Мг менее 1 к к ,более «рудным молекулам. Так,
ства лишь после пРисоеДйдНТНгенам гликолипидной природы необходи- 
для получения антител к очищенным антигеном, а смесью его
мо иммунизировать >кНВОТЙ^.елеМ> либо конъюгатом липид—белок, 
с чужеродным белком-носи насчитывает уже около двух десятков

Описок липидных а։,ТйоЛИПИны Н, К и R, гаптен Форссмана, неко- 
соединений и включает и е^рОзиды, галактозил-диглицерид, неко­
торые виды ганглиозидов- глюкуроновой кислоты, глобозиды и неко­
торые липидные производнь лИ|ПИДных компонентов мозга самой высо- 
торые другие [1—3].^ ре н0СТЬЮ обладают цереброзиды, интерес к 
кой иммунологической а м ,КОТОрых значительно возрос в послед- 
иммунохимическим сво появились веские доказательства в пользу 
ние годы в связи с тем, чти у 
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важной патогенетической роли противоцереброзидиы.х антител в раз­
витии аутоиммунных демиелинизирующих заболеваний, а также пото­
му, что использование антител к цереброзидам в. качестве специфиче­
ского реагента расширяет возможности иммуио-цитохимичСского иссле­
дования локализации и функции этих соединений в клеточных мембра­
нах нервной ткани.

Галактоцереброзиды—органоспецифические липидные 
антигены нервной ткани

Цереброзиды принадлежат к числу гликссфинголипндов и пост­
роены из аминоспирта сфингозина, соединенной с ним кислотпо-амнд- 
ной связью жирной кислоты, преимущественно С ,ч.о и С 2,(.։ нор­
мальной или оксикислоты [4], и моносахарида галактозы или глюкозы, 
связанной со сфингозинам р-глюкозидной связью. Углеводным компо­
нентом цереброзидов нервной ткани является почти исключительно га­
лактоза, поэтому их называют галактоцереброзидами (ГалЦ), в то 
время как содержание глюкоцереброзидов (ГлюЦ) в мозгу ничтожно 
мало [5, 6]. Цереброзиды, найденные в периферических тканях, со­
держат глюкозу [7]. Но менее 20—25% от общего количества ГалЦ 
нервной ткани составляют сульфоцереброзиды [4], которые имеют 
эфирносвязанную с галактозой серную кислоту, придающую полярный 
характер молекуле. Подавляющая часть (95%) ГалЦ мозга сконцент­
рирована в миелиновых оболочках [8, 9] и плазматических мембранах 
олигодендроцитов [10], из которых формируется миелин. Они обнару­
жены также в месте их синтеза—в микросомной фракции. В других ор­
ганеллах митохондриях, ядрах—цереброзиды содержатся в крайне 
малом количестве или отсутствуют вообще, а их небольшое количество, 
найденное в нейронах, оказалось ГлюЦ [8, 9]. Таким образом, ГалЦ 
являются специфическими 'структурными компонентами миелиновых 
оболочек и плазматических мембран олигодендроцитов.

Первые исследования органоапецифических липидных антигенов 
мозга, начатые в 60-х годах, обнаружили, что антисыворотки к ткани 
мозга ‘способны активно реагировать только с липидным экстрактом 
нервной ткани, но не других органов [3, 11], что свидетельствовало о 
наличии в ткани ЦНС органоспецифических липидов. При этом было 
установлено, что антитела, содержащиеся в противо-мозговой сыворот­
ке, активно реагируют с ГалЦ, ио не дают реакций с другими липида­
ми [11, 12]. В дальнейшем было неоднократно подтверждено, что при 
иммунизации кроликов гомогенатом ткани головного или спинного 
мозга, периферического нерва или миелинам различных видов живот­
ных в антисыворотках обнаруживаются только антитела, направленные 
против ГалЦ, ио не против других липидов [2, 3, 13]. При помощи раз­
личных иммунохимических методов были получены доказательства 
идентичности и одинаковой специфичности антител, содержащихся в 
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антисыворотках к ГалЦ и к нервной ткани (рис. 1, б), а также иден­
тичности ГалЦ и липидных антигенов .миелина, реагирующих с проти- 
вомозговыми и противомнелиновыми сыворотками [3, 12—15]. Эти 
данные позволили сделать вывод, что именно ГалЦ являются антиге­
ном, ответственным за ее органоспецифичность миелинизированной нерв­
ной ткани. Этот вывод подтверждается утратой способности противо- 
мозговых и противомиелиновых сывороток реагировать с липидным 
экстрактом мозга после истощения их ГалЦ. Следует особо подчерк-

■ Рис. 1. Реакция „.ммуиопреинпиташш в агаре [3] «֊центральная лунка. 
антисыворотка к ткани спинного мозга быка. Периферические лунки: 
/ 9 „ 5-суспензия липидов спинного мозга; 3, 4 и 6-суспензия нереоро- 

' * 1 - прнтоальная лунка: суспензия липидов сппн-знд-холестернн-лецитпн. « и՝- । •
«ого мозга быка. Периферические лунки: /-антисыворотка к ткани

, „. 9_ 3,Яти-ГалЦ сыворотка; 4—антисыворотка кспинного мозга оыка. ֊ , г „„ „ г и
.. поведении 1:4; 5—анти-ГалЦ сыворотка в раз- ткани спинного мозга в разика

, , 1пя лунка: антисыворотка к сг.иииому—мрзгуведении 1:4. в—центральная -
, ..39 периферические лунки содержат суспензию це-
оыка в разведении ' /—церазведенную; 3—в разведений 1:8;реброзид-холестерин-лецитиж^ , ;32

„„„„„петь ГалЦ по сравнению с другими липидны- путь высокую иммуногенность г Г
•’ ' ' 11Я то, что в нервной ткани обнаружены дру-ми антигенами. Несмотря на >«, к. г.

„шшие антигенными свойствами,—моногалак- гие гликолипиды, ‘ глЮЦ, ганглиозиды—они не вызывают об- 
тозил-диглицерид (. антител при иммунизации животных тканью 
разования спспиФнческН* очень слабой иммуногенности [2]. Так, для 
мозга или миелином из вь1С0֊ким уровнем антител достаточно вы­ручения антисывороток с *
„нет однократного »»«с“вя „ ,|с вмгда с «неком [6. 16].
которые вводятся мноюкра*11 е з

„ ^лоппижения и оценки иммунологических реакций Методы обнаружения
цереброзидов с антителами

Дтя изучения иммунохимических свойств цереброзидов, как и дру­
гих антигенов обычно используют иммунизацию животных для полу­
чения моноспенифических антисывороток и исследуют поведение ан­
тигена в различных иммунологических реакциях антиген-антитело. 
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. Лучшими продуцентами антител к гликосфинголипидам оказались кро­
лики, и все иммунохимические исследования цереброзидов выполнены 
при помощи кроличьей антисыворотки. В ответ на иммунизацию цере­
брозидами, как и любыми другими антигенами, обычно образуются 
антитела, которые могут быть обнаружены либо по образованию не­
растворимых иммунных комплексов с антигенами, либо в случае обра­
зования растворимых комплексов,—ino их агглютинирующей, «комлле- 
ментфиксирующей, лизирующей активности. На основе использования 
этих основных феноменов разработано несколько методов обнаружения 
и оценки реакции антиген—антитело для цереброзидов.

Способность поливалентных антигенов, взаимодействуя с ■полива­
лентными антителами, образовывать крупные нерастворимые комплек­
сы, выпадающие в осадок, использована для разработки двух методов.

1) Реакция иммунопреципитации в геле (РИП) с использованием 
техники двойной иммунодиффузии по У хтерлони. Антиген и антисыво­
ротку помещают в небольшие лунки в геле агара, в котором они диф­
фундируют. В месте их встречи образуются иммунные комплексы, ко­
торые преципитируют и становятся видимыми как линии преципитации 
(рис. 1) [3, 12, 17].

2) Реакция радио-иммунопреципитации (РРИП). Липосомы, со­
держащие цереброзиды и меченый [7-3Н]—холестерин, при инкубации 
с противоцереброзидной сывороткой кроликов образуют иммунные 
комплексы, которые преципитируют после добавления ослиной антисы­
воротки к у-глобулинам кролика. Количество лротивоцереброзидных 
антител определяют по остаточной радиоактивности в падосадочной 
жидкости [18].

Два других метода разработаны на основе способности антител 
агглютинировать клетки или другие крупные частицы, несущие на по­
верхности соответствующий антиген.

1) Реакция агглютинации микрокристаллов холестерина, несущих 
на поверхности молекулы цереброзидов (РАХ). При взаимодействии с 
противоцереброзидными антителами микрокристаллы агглютинируют в 
крупные агрегаты. Реакцию с разведениями антисыворотки проводят на 
предметном стекле и наблюдают под микроскопом [19, 21].

2) Реакция агглютинации липосом (РАЯ). Липосомы, содержащие 
цереброзиды, инкубируют с антисывороткой. Агглютинацию образую­
щихся иммунных комплексов липосом с антителами учитывают визуаль­
но [17].

Феномен комплементзависимого лизиса клеток использован для раз­
работки нескольких 'модификаций реакции связывания комплемента 
для определения лротивоцереброзидных антител и оценки иммуноло­
гической реактивности Цереброзидов и их специфичности [11, 14, 17, 
18, 20—22).

1) Реакция связывания комплемента (РСК). При инкубации цере­
брозидов с разведениями антисыворотки в присутствии ограниченного 
количества комплемента образующийся комплекс цереорозид-антице- 
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реброзид полностью или частично фиксирует комплемент, остаток ко­
торого измеряют после добавления бараньих эритроцитов и антисыво­
ротки против них по гемолизу эритроцитов. Отсутствие гемолиза расце­
нивается как свидетельство наличия противоцереброзидных антител в 
данном разведении антисыворотки.

2) Реакция связывания комплемента с липосомами (РСК.Л). Ме­
тод основан на феномене иммунного лизиса искусственных бсзбелковых 
мембран липосом. Фиксация ком1племента на комплексе противоцере­
брозидных антител с содержащими цереброзиды липосомами приводит 
к лизису последних и высвобождению заключенного в их водных кар­
манах маркера—либо глюкозы, которую определяют слектрофотометри- 
чески [16], либо 5<5КЬ, определяемого радиометрически [23].

Особенности поведения цереброзидов как гаптенов

Вспомогательные липиды. Иммунологические реакции антител к 
липидным гаптенам имеют ряд ограничений, обусловленных их гидро­
фобными свойствами. Необходимыми условиями для взаимодействия 
цереброзидов с антисывороткой является приготовление мелкодисперс­
ной и стойкой эмульсии и присутствие так называемых вспомогатель­
ных липидов (auxiliary lipids)-холестерина и лецитина, дооавлен- 
ных в определённой пропорции в процессе приготовления суспензии цере­
брозидов [3 12. 14 24]. Реакция цереброзидов со специфической анти- 

1 L„ ’ , нягпядио продемонстрирована в виде полосысывороткой впервые была нагляди н г ют о
1 1 „мминопреципитации в геле [12]. Это оказалосьпреципитации в тесте иммунонр црсцшш ц „„п.~абности липидов агрегировать в воднойвозможным .благодаря епо-соон возможном А в с упорядоченной структурой^ суспен-

среде и образовывать мицеллы ’֊•> *' 
зии цереброзид-холестерин-лецитнн •

Е 1 _ов в реакциях липидных гаптенов сРоль вспомогательных лиги дл выяснена, однако уже в первых иоследо- антителами до конца еще не выя гaiiiMiejici, д „„ь-явано, что ни холестерин, ни лецитин не
ваниях было у бдительно ՛ вороткой к липидным гаптенам—к 
взаимодействуют в РСК с ант [2 оказалось
цитолипину Н, каРдиолип . ^рОЗИдНых сывороток. Неспособность 

■справедливым и для ант ать с противоцереброзидными анти- 
вспомогательных липидов р имМунологических реакциях—в РИП 
телами показана в Разл"** юу] Следовательно, ни лецитин, ни хо- 
[3], РСК [2, 24, 26] и -,педСтвенно в реакции гликолипидного гап- 

.лсстерин не участвуют вел твИе необходимо. По-виднмому, их 
тепа с антителами, но их ,ВЛИЯют На степень дисперсности липид-
поль заключается в том, что он
кой еуепензии. обеопечпвают формирование мультивалентных агрега- 

а гаптена и определенную ориентацию молекул гаптена в мицелле 
таким образом, что антигенные детерминанты оказываются на поверх- 
„ости и могут взаимодействовать с антителами.

. яин-чпе лецитина, по-видимому, обусловлено нали-Активирующее действие j ?
I - гтг>ттапной части, фосфорилхолина, в то время как чием гидрофильной полярни** > г я- и
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жирнокислотный состав нс имеет решающего значения [16. 28]. Поэ­
тому лецитин как вспомогательный липид в суспензии ЦХЛ может 
быть заменен другими полярными липидами или анионными детерген­
тами (табл. 1), которые оказались даже более активными, чем лецитин 
[3, 29]. А это расширяет методические возможности для выявления и 
количественной оценки антител к цереброзидам и позволяет использо­
вать методы ракетного и перекрестного иммуноэлектрофореза для им- 
мунохимического изучения неполярных гликолипидных гаптенов—ГалЦ 
[30].

Таблица 1 
Заменители лецитина в реакции иммунопреципитации галактоцереброзидоз с анти­

сывороткой в изотонической среде [29]

«концентрация липидов в суспензий (цереброзиды-холестерин-амфипатик
0,4:0,8:0.2 М), 0.0063 мкмоль/мл суспензии.

Соедпненпя-амфипатпк;|

Оптимальная 
молярная кон­

центрация

Минимальная 
эффективная кон­

центрация

м к моль, мл суспензии

1. Лппиды-цвиттерионы
Лецитин (>,2-0,1 0,05
Лизолецитин 0.2—0,1 0 >05
Сфингомиелин 0,2-0,1 0.05

II. Кислые липиды
Фосфатидил-серпн 0,2-0,05 0.05
Фосфатидил-ипозит 0,2-0,05 0,05
Фосфатидная кислота 0,2-0.05 0,0125
Кардиолипин 0,2-0,05 0,0063
Сул ь фо цер еброзп л ы 0,05—0,025 0,0125

III. Жирные кислоты
.миристиновая 0,2-0,025 0.0125Стеариновая 0,2-0,025 0,0125
Лигноцериновая 0,2-0,025 0.0125
Линоленовая 0,2-0,025 0,0125

IV. Анионные детергенты
>; а-додецилсульфат 0,2-0.05 0,0125
.4 а -октадецилсульф а т 0,2—0,10 0,0125

Поиск заменителей другого вспомогательного липида—холестери­
на—среди 15-ти стероидов и некоторых других гидрофобных соедине­
ний (сквален, трилаурат) выявил только два стероида, сравнимых по 
эффективности с холестерином в реакции ГалЦ с антисывороткой—хо- 
лестанол, аналог холестерина без двойной связи, и копростанол, Ь-фор- 
ма холестерина [31].

Участие вспомогательных липидов или их заменителей необходимо 
для взаимодействия цереброзидов с антителами нс только в реакциях 
преципитации в геле [3, 13, 17], но также и во всех других иммуноло­
гических реакциях, описанных выше. Но для каждого типа реакции 
оптимальное соотношение цереброзидов и вспомогательных липидов и 
их количество оказались разными и подбирались эмпирическим путем 
при отработке методик.

424



Зона эквивалентности. Известно, что иммунологические реакции 
максимально проявляются только в определенном диапазоне концен­
траций антител и антигена, в так называемой зоне эквивалентности 
[32]. В случае избытка антигена пли антител феномен ֊преципитации 
;ге развивается, так как образуется растворимый комплекс, не способ­
ный агрегировать в крупные .конгломераты. В связи с этим в каждом 
конкретном случае для выявления реакции, антиген-антитело эмпири­
чески подбирают зону эквивалентности, тестируя серии разведений ан­
тисыворотки против серии разведений антигена. Такие исследования, 
выполненные с суспензией ЦХЛ и антисыворотками к опийному мозгу 
1՛ к ГатЦ в РИП [3] и в РСК [2. 14], показали, что ни избыток анти­
тез ин избыток антигена не тормозят реакцию цереброзидов с анти- 
т-тами (рис 1) Это существенное отличие от белковых антигенов 
им-ет важное практическое значение, так как отпадает необходимость 
поиска ’оны эквивалентности для выявления реакции цереброзидов с 

„,,1А важнее, повышается надежность выявления ан- антителами и, что еше важпь , 
тител при любой их концентрации.

Иммунохимическое исследование цереброзидов

Лтя изучения иммунологической реактивности цереброзидов, опре- 
" а„тигенной'слеШ1ф«՝""’ст" “ а"т|,гс1|||их детерх.....ант обыч-

...л.нпя их ант։ - птп,нческих подхода: 1) исследование перекрест­
но применяют три м боОЗ։1Д11ых сывороток с другими липидами, 
ных реакций про!ивоце, оеиня> и реакции цереброзидов с антисы- 
имеюшими сходные черть ,]ИПИД0В; 2) исследование способности раз- 
воротками против др) 1_"'ать ֊противоцереброзидные антитела и сни- 
личиы.х липидов абсоро^ анпе тормозящего действия различных ли- 
жать их титры; 3) иссле' с антцСЫВороткой (гаптенная ингиби-
гандов на реакции цере >1
цня). Соответствующие исследования, проведен-

Перекрестные ралЦ при помощи различных иммуноло-
ные с антисыворотками пр однозначно показали, что все они реаги- 
гичсских реакций (таблу'гд [2, 11, 13, 16. 18. 22], очень слабо реаги­
руют только с ГалЦ и 1 11ДИ ПСИХозином [3] и совсем не реаги­
руют с галактозил-сфщп՜03՛ тГр11ЫМ аналогом. ГлюЦ. ни с цитолшпи- 
руют пи с ближа111ШИ'М ^Т^фИцГомислином, ганглиозидами, церамидом 
ком. II [2, 11. 13], ни сО азана способность ГалЦ давать перекрест­
ив]. С другой стороны, ”откО1.. к МГД [22]- отсутствие реактивности 
ные реакции с антисыв-’Р цНТ0ДН1ПНП0В н и R [18], сульфоцеребрози- 
с антисыворотками '’Р0™^ результаты свидетельствуют о том, что ак- 
дов [33] и ГлюЦ [$]’„ Т1пдНых антител направлена против углевод- 
тивность пРотивоцеРеор°брОЗИдов и о важности положения ОН-группы 
ной части молекулы ш֊Рй специфичности ГалЦ и ГлюЦ и распоз- 
у С.! углевода для антигш
навания их антителами- м для антигенной специфичности цере- 

Не менее важным 1 р 
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брозидов оказалась и конфигурация гликозидной связи. Антисыворот­
ка к ГалЦ, активно реагирующая в РСКЛ с липосомами, содержащи­
ми р-О-галактозилцерамид (ГалЦ) и р-О-галактозил-диглицерид, не 
способна взаимодействовать с а-О-галактозил-диглицеридом [16]. При 
помощи аффинной хроматографии были выделены высокоочищенпые 
антитела к ГалЦ и исследованы их специфичность и реактивность [26] 
в реакциях с различными гликосфинголипидами, структурно связан­
ными с ГалЦ и имеющими терминальную галактозу, с такими, как 
глюкозилцерамид; галактозил-церамид-3-сульфат (сульфоцереброзид); 
галактозил (0 1—>֊4) глюкозил-церамид (лактозил-церамид); галакто­
зил (а 1—^4)-галактозил (0 1—И)-глюкозил-церамид (церамид-трн- 
гексозил); галактозил (0 1—>3)-ацетилгалактозаминил (1—>4)-М- 
ацетилнейраминил (а 2—>3)-галактозил (0 1—>4)-глюкозил-церамид 
(ганглиозид ОМ 1).

Таблица 2 
Перекрестные реакции галактоцереброзидов

*Цф_  метод непрямой иммунофлуоресценции микрокристаллов холестерина, не­
сущих на поверхности ГалЦ.

Антисыворотка Гаптен Реактив­
ность

Метол выявле­
ния Источник

К галактонереб- ГалЦ ++4—(- РСК. РСКЛ |2. 11. 13]
розидам РАЛ, РРИП (16, 18, 2Д

ИФ*
Сульфоцереброзид — РСКЛ 26]
ГлюЦ —_ РСК 11. 13]
Цитолипин Н — РСК 2|
ДГД РСКЛ 16]
[■։-Ц-МГД —֊֊-— РСК, РСКЛ, ИФ 13, 16. 22]
«-О-Л1ГД — РСКЛ 16)
Г а и глиоз иды РСКЛ. РАЛ 16. 18]
Сфингомиелин — РАЛ, РРИП 18|
Церамид —, РАЛ, РРИП 18]
Психозин РИП 3|

К глюко не ребро- ГалЦ __ РСК |б]
зилам ГлюЦ д. 4֊

К сульфоцереб- ГалЦ — РСКЛ 133]
розидам Сульфоцереброзид —+-֊-֊

К цитолпнину И ГалЦ — РАЛ, РРИП (18)Цитолипин Н 4-+-Г+

К цптолипину R ГалЦ
Цитолипин R

РАЛ, РРИП |18|

К дигалактозил- ГалЦ
п Г . .

РСКЛ |16|
диглицериду д +-т*4—г

К 8-Ц-моногалак- ГалЦ + + + РСК [22]
тозилднглицс- ,МГД + + + +
риду

Оказалось, что ни один из перечисленных гликосфинголипидов не 
реагирует с этими антителами, кроме лактозил-церамида, с которым 
они дают слабые перекрестные реакции. Однако сродство противо-ГалЦ 
антител к лактозил-дерамиду оказалось весьма слаоым (по сравнению՝ 
с сильным сродством к ГалЦ. Эти результаты свидетельствуют о том, 
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что антитела распознают не любую терминальную галактозу, а только 
связанную р-гликозидной связью. Кроме того, они распознают и угле­
водную последовательность, а возможно, что и полярную часть церами­
да, так как не взаимодействуют с теми гликосфинголипидами, у кото­
рых терминальная р-галактоза расположена далеко от церамидной 
части молекулы, как в ганглиозиде ЦМ1. Иными словами, антигенной 
детерминантой цереброзидов мозга следует считать галактозу, связан­
ную р-гликозидной связью с церамидом.

Абсорбция антител. В экспериментах с истощением антисыворо­
ток к ГалЦ различными липидами было показано, что инкубация сы­
вороток с ГлюЦ, ганглиозидами, церамидом, сфингомиелином и вело- 
могателЫ1ьпми липидами лецитином и холестерином не изменяет уро­
вень специфических антител к ГалЦ, измеренных при помощи различ­
ных тестов (табл. 3). Только инкубация антисыворотки со своим гап-

Таблица 3

Истощение аити-сыворот^к

Гаптен

Г алактоцеребрознды
Глюкоцерсброзиды
Психозпи
Ганглиозиды
Лактозн 1-церамнд
Моногалактознл-диглнцернД
Дигалак гозн.1-днг.|пцерид
Церамид
Сфингомиелин
•Сульфоцереброзиды 
Сфингозин 
Холестерин—лецитин

к гэлактсиереброзндам различными липидами

Источник
Абсорбция 

антител 
к ГалЦ

Метод определе­
ния титров анти­

тел к ГалЦ

+++-•- РА. РСК, РРИП 15.
РА, РСК. РРИП 15,

д- РАЛ. '■’РИП 27.
РА. РРИП, РАЛ 15,
РАЛ, РРИП 27,
РАЛ, РРИП 27.
РАЛ, РРИП 27
РАЛ, РРИП 27
РАЛ, РРИП 34

4֊ РАЛ 27
РАЛ. РРИП 27.

— РгИП 27]
34]

27, 34]

34, 35]
35] 
27.
34]
34]

13, 20. 27, 34]
13, “

Примечание. “все антисыворотки кроли։

ает активность противб-ГалЦ антител, 
телом, ГалЦ, полностью нсТ°^аСТ их титры. Другие липиды, содержа- 
а инкубация с МГД резко сн __лакТ03ИЛ-церамид, 
щие р-галактозидную гРУ|ПП>’ебр0зидЫ'Способны 
церид, психозин и сульф0и ,ГалЦ антител и
очень небольшую часть пр° дЫ не способны 
вень их титров. Сульфо^Р и ие их титров в
телами к ГалЦ [26, 33], и дИТ в результате неспецифической 
сорбцией, по-видимому, ПР беЛКОВ отрицательно заряженными суль- 
прецилитации сывороточны-
фоцероброзидами [36]- Способность различных лигандов тор-

Гаптенное цнгибирова за счет конкурентного связывания
мозить реакции антиген а м€НТов антител определяют по снижению 
с детерминантами РаЬ-фРа $аЦИИ сыворотки с лигандом и оценивают 
титра антител после пРсИ1 цнИ Если используется реакция двойной 
как процент торможения Р

дигалактозил-дигли- 
абсорбировать лишь 
слабо снижают уро- 
реагировать с анти­
экспериментах с аб-
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иммунодиффузии, то лиганды добавляют в агар. Исследование гаптен- 
ной ингибиции показало, что глюкоза, даже в высокой концентрации 
(1,0 М) нс тормозит связывание против-ГалЦ антител՜со своим гапте­
ном ни в РИП [3], ни в реакции агглютинации суспензии миелина [15], 
в то время как галактоза и лактоза проявляют сильное ингибирующее 
действие уже в сравнительно низкой концентрации 0,25 М, которое с 
повышением их концентрации усиливается [3]. Кроме того, при помо­
щи теста микрофлоккуляции было показано, что самое сильное тор­
мозящее действие оказывает метил-р-Э-галактопиранозид, в то время 
как метил-a-D-։ алактопиранозид обладает весьма слабым тормозящим 
эффектом [3]. Аналогичное исследование выполнено и с антисыворот­
кой к ГлюЦ, выделенным из селезенки быка [6]. Преинкубация разве­
дений сыворотки с различными концентрациями ксилозы и трех произ­
водных галактозы (галактоза, лактоза и метил-0-О-галактопиранозид) 
не тормозила ее взаимодействия с ГлюЦ. По глюкоза, целлобиоза и 
метил-р-О-глюкопиранозид в концентрации свыше 50 мМ тормозили 
эту реакцию на 75—90%, причем метил-р-П-глюкопиранозид сильнее 
всех других лигандов. Эти данные подтверждают но только важную* 
роль галактозы как антигенной детерминанты ГалЦ и глюкозы как ан­
тигенной детерминанты ГлюЦ, но и вклад p-конфигурации гликозидной 
связи в антигенную специфичность ГалЦ мозга и ГлюЦ селезенки.

Вопрос о том, как влияет изменение структуры гидрофобной части 
молекулы на иммунологическую активность цереброзидов, изучен еше 
недостаточно полно. Наличие жирной кислоты необходимо, так как 
после удаления ее из молекулы практически теряются антигенные 
свойства цереброзидов [2, 3]. Но строение жирной кислоты природных 
цереброзидов не оказывает существенного влияния на их специфич­
ность. Так, найдена одинаковая реактивность препаратов очищенных 
цереброзидов, содержащих лигноцереновую и цереброновую кислоты, 
и смешанных цереброзидов из ткани спинного мозга, содержащих насы­
щенные и ненасыщенные нормальные и оксикислоты, сходная с активно­
стью синтетического керазина при сравнении их в РСК с антисывороткой 
к ткани бычьего мозга [2, Ц] в реакции двойной иммунодиффузии це­
реброзиды, содержащие лигноцериновую. цереброновую, нервоновую и 
оксинервоновую кислоты, дают реакцию идентичности с антисыворот­
кой к спинному мозгу: линии преципитации полностью сливаются, 
следовательно, ни наличие ОН-группы у С2, ни двойная связь не рас­
познаются антителами [3]. Исследование, выполненное с высокоочи- 
щенными антителами к ГалЦ в РСК. с липосомами, содержащими син­
тетические цереброзиды с различающимися по длине цепи жирными 
кислотами, показало, что все они реагируют с антителами, но их реак­
тивность в образовании комплекса антиген-антитело-комплемент повы­
шается с увеличением длины цепы. Однако эта зависимость имеет место 
лишь для короткоцепочечных (до Сю) жирных кислот [28]. Следова­
тельно, жириокислотная часть молекулы цереброзидов не входит в֊ 
состав участка антигенных детерминант цереброзидов и пи длина цели, 
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:ни наличие двойной связи, ни присутствие ОН-группы у С2 не имеют 
принципиальной важности для антигенной специфичности цереброзидов 
и проявления их иммунологической активности, Реактивность церебрози­
дов как гаптена, по-видимому, может изменяться в зависимости от длины 
цепи их жирнокислотного радикала [28] и липидного окружения в ли­
посомах [16, 28], ио антигенная специфичность цереброзидов опре­
деляется хглсводным компонентом, ^-конфигурацией гликозидной 
связи и углеводной последовательностью у церамида, поскольку толь­
ко эти структурные детали распознаются антителами.

Иммунологическая реактивность цереброзидов, локализованных 
в мембранных структурах мозга.

На основ- реакций противацереброзидных антител с суспензией 
ЦХЛ т Ы1го нельзя ещё ответить на вопрос, способны ли проявлятьим- 

_,,пипсть цереброзиды, включенные в естественные мунологическсю активность
• _ - „„„опны с белково-липидным окружением и опреде-

..................: ™..........С“"™”“ва„и в Л..ВИИЮМ благое. Такие факты, как 
•«.....  •*"" °РИе"™ ГалЦ актител » РСК после „„куба.,,,,, сыво-
саижспие титров г|роп агглютинация суспензии .миелина в
роток с миелином [ ], а галЦ [13, 15], указывают на возмож- 
присутствии антисывороток к 1 <>֊ I

, ореактивности ГалЦ миелина (стрелки) им- 
Рис. 2. Демонстрация "мм՜,,|ЬТура фетального спинного мозга мыши 

Мунопероксидазным методоМ՜ сЫВОроткои кролика и последующей обра-
после инкубации с анти-Гал язным методом [37]. X 500.

боткп иммунопероксида

г озидов очищенного миелина со специфиче- 
ность взаимодействия цсРе Р)ММунологическое поведение очищенного 
сними антителами. Однако п0,ведеция нативной миелиновой сболоч- 
миелина может отличаться 1 вности цереброзидов нативных биологи­
ки. Для исследования реа^ разработка новых методов с использо- 
ческих мембран потрсоов*֊]М11Н дающих прямые доказательства 
ванием приемов нммунои
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иммунореактивности тех или иных компонентов клетки. Гак, при по­
мощи метода непрямой иммунофлуоресценции в жидкой среде было по­
казано окрашивание миелинизированных аксонов из ‘мозга мыши при- 
инкубации их с антисывороткой к ГалЦ [22]. Фиксация противо-ГалЦ. 
антител па миелиновой оболочке продемонстрирована также при по-

Рис. 3. Фиксация протпво-ГалЦ антител на олигодендроцитах в культу­
ре ткани мозжечка 5-дневной мыши. Непрямая иммунофлуоресценция 
(инкубация с кроличьей антисывороткой к ГалЦ, затем с козьей анти­
сывороткой к щ кролика, конъюгированной с родамином), а—фазово- 
контрастная микроскопия; в—флуоресцентная микроскопия того же пре­

парата [39]. Масштаб; линия = 10 мкм.

мощи иммуно-пероксидазного метода (рис. 2) на живой миелинизиро­
ванной культуре фетального спинного мозга мыши [37]. Поскольку ан­
титела к ГалЦ распознают цереброзиды миелина и реагируют с ними 
in situ, можно сделать вывод, что галактозидная часть молекулы цере­
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брозидов ответственная за реактивность гаптена (антигенная детерми­
нанта), расположена на поверхности нативной миелиновой мембраны н.
досту­пна действию антител.

поверхности живых шванновских клеток 
Рис. 4. Демонстрация ГаЛ ^рес11енци>։. Клетки седалищного нерва но- 
методом непрямой ||Мму"‘>^'20.,1асовой культуре после инкубации с 
порожденных крыс в ”а> а затем—с конъюгатом козьей антисы- 
антп-ГалЦ сывороткой .|Уоресцсином. а—фазово-контрастная микро- 
воротки к кролики ся' м' оскопня того же препарата. Масштаб: 
скоппя, с-флуоресцент"а”пШ1Я = 10 мкм [40].

миелиновые оболочки формируются из плазма-
в связи с тем, чТ°игоденДроцитов (в ЦИС) и шванновских клеток 

тической мембраны оли несомпе11„ын интерес представляло изучение 
(в периферической " в^стИ цереброзидов клеток-продуцентов миели- 
локализации и реак непрямой иммунофлуоресценции для исспото­
па. Применение техник»
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вания культуры дисперсных клеток нервной ткани позволило выявить 
фиксацию нротиво-ГалЦ антител на поверхности олигодендроцитов 
(рис. 3) 'головного мозга быка [27], мыши [38, 39] и крысы [35, 40], 
а также на поверхности шванновских клеток (рис. 4) бедренного нер­
ва быка [35] и седалищного нерва крысы [40]. Следует подчеркнуть, 

что антисыворотка к ГалЦ избирательно реагирует только с клетками- 
продуцентами миелина и не взаимодействует с нейронами, фибробла­
стами. астроцитами, менингеальными клетками. С другой стороны, 
олигодендроциты фиксируют только антитела к ГалЦ и не реагируют 
с антисыворотками к меморанным маркерам других клеток нервной 
ткани. В связи с этим предложено использовать ГалЦ в качестве спе­
цифических антигенных маркеров клеточной поверхности для иденти­
фикации олигодендроцитов в культуре нервной ткани по их способно­
сти фиксировать противо-Галц антитела [38—40].

Антисыворотка к I алЦ, миелину, ткани спинного мозга, бедренно­
го нерва после истощения галактоцереброзидами утрачивает опособ- 
.ность связываться с миелином и клетками-продуцентами миелина. Это 
послужило ренГающим аргументом в пользу не раз высказывавшегося 
предположения, что ГалЦ являются главным, если не единственным 
поверхностным антигеном, с которым реагируют антисыворотки к 
нервной ткани.

В условиях in i'iiro и in vivo образование комплекса антиген-анти­
тело на поверхности клеточной мембраны, сопровождающееся фикса­
цией комплемента и его активацией, приводит к цитотоксическому эф­
фекту—повреждению мембраны и лизису клеток [32]. На культуре 
нервной ткани было неоднократно продемонстрировано миелинотокси­
ческое действие противо-ГалЦ антител: в присутствии комплемента 
они вызывают повреждение миелина и демиелинизацию вплоть до пол­
ного оголения аксона [37, 41—43]. Нротиво-ГалЦ сыворотка приводит 
также к деградации миелина и in vitro при введении в седалищный нерв 
крыс [44]. Поскольку антитела к ГалЦ обнаруживаются в сыворотке 
больных рассеянным склерозом и у животных с экспериментальным 
аллергическим энцефаломиелитом, можно предположить, что в патоге­
незе повреждений миелина при аутоиммунных демиелинизирующих за­
болеваниях важную роль играет сенсибилизация организма к миелин- 
специфическим липидным антигенам—ГалЦ, приводящая к индукции 
синтеза противо-ГалЦ аутоантител с выраженным миелинотоксическим 
действием.

ANTIGENIC PROPERTIES OF BRAIN CEREBROSIDES

TARANOVA N. P.

Institute ot Physiology, USSR Academy of Sciences, Leningrad

The review covers the immunochemical studies of brain cerebrosi­
des, and the methods used for this aim. The necessity of auxiliary li­
pids as haptens (lecithin and cholesterol) for revealing cerebrosides im- 
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munological reactivity is emphasized. Galactocerebrosides proved to be 
organ-specific lipid antigens in nervous tissue and antibodies against 
them are always present in antibrain serum. The structure of cerebroside 
antigenic determinants is given and the evidence of immunoreactivity of 
cerebrosides within native membranes of myelin sheath and myelin-pro­
ducing cells are presented. Myelin-toxicity of antigalactbcerebroside anti­
bodies suggests their important role in the pathogenesis of autoimmune 
demyelinating diseases.
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Поступила 10. X 1983

в издательстве ан армянской ССР готовится к 
ВЫПУСКУ в 1985 ГОДУ

МИРЗОЯН С. А., АКОПЯН В. П. Влияние гамма-аминомасляной кислоты на моз­
говое кровообращение. Изд-во АН Ар.мССР. (на русском языке).—8 л. Тираж 1000 
экз. Цена 1 р. 25 к.

Представлены данные об обнаружении ГАМК и ферментов, участвующих в ее 
оомене в тканях стенок мозговых артерий. Приведены результаты опытов о способ­
ности 1 АМК выраженно усиливать мозговое кровообращение, повышать в нем нап­
ряжение кислорода. Рассмотрены особенности ее действия па объемную скорость 
кровотока и электрическую активность нормальной крови и в очаге судорожной ак­
тивности. Установлены сравнительные эффекты ГАМК на кровообращение в коре, 
гипоталамусе и ретикулярной формации ствола мозга. Получены доказательства об 
участии системы ГАМК в компенсации нарушенной мозговой гемодинамики.

Рассчитана на фармакологов, биохимиков, физиологов, патофизиологов, невроло­
гов.
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