
УДК 616.831+62278+547.915

Изменение гликосфинголипидов в костномозговых предшественниках 
лимфоцитов, тимоцитах и зрелых лимфоцитах 

у крыс-опухоленосителей

А.В. Закарян, К.Г. Карагезян, Л.В. Карабашян, Л.М. Овсепян, Г.М. Степанян
Институт молекулярной биологии НАН РА

375014 Ереван, ул. Асратяна, 7

Ключевые слова: лимфоцит, гликосфинголипид, опухолевый рост

Гликосфинголипиды как постоянные компоненты 
клеточной мембраны в значительной степени опреде­
ляют ее структурные особенности, участвуют в про­
цессах дифференцировки, апоптоза, клеточного узна­
вания и проявляют иммуномодулирующие свойства 
[15,16,18]. Согласно литературным данным, гликос­
финголипиды и продукты их гидролитического рас­
щепления - сфингозин и церамид обладают способно­
стью изменять активность протеинкиназы С [7] и не­
которых видов фосфатаз [4], оказывая тем самым ре­
гулирующее воздействие на уровень фосфорилирова­
ния рецепторных белков.

Процесс дифференцировки лимфоцитов обеспечи­
вается за счет ростовых факторов в сопровождении 
последовательной экспрессии на их поверхности гли­
копротеинов, обозначаемых как CD-антигены. Уча­
стие гликосфинголипидов в изменении экспрессии 
гликопротеинов CD3, CD4, CD8 со сдвигом баланса 
между субпопуляциями является ответственным зве­
ном в регуляторном механизме процесса созревания 
лимфоцитов [2].

Примечательно отсутствие до настоящего времени 
определенной научной информации об изученности 
состава галакгозилцерамидов (ГалЦер) и сульфагалак- 
тозилцерамидов (C-ГалЦер) в костномозговых пред­
шественниках лимфоцитов, тимоцитах и зрелых лим­
фоцитах в норме и при опухолевом росте, что и стало 
предметом наших специальных поисков в настоящем 
исследовании.

Материал и методы

Исследования проводили на беспородных белых 
крысах массой 120-150 г с привитыми клетками сар­
комы-45 с ярко выраженной опухолью подкожной 
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клетчатки грудной клетки. В опыт брали животных на 
14-е сутки после прививки. В качестве контроля ис­
пользовали интактных животных. Выделение и очист­
ку костного мозга осуществляли промыванием полос­
тей бедренных и большеберцовых костей охлажден­
ным раствором Хенкса (Sigma). Ткань костного мозга 
и тимуса гомогенизировали в том же растворе. Кост­
номозговые предшественники лимфоцитов и тимоци­
ты разделяли центрифугированием (40 мин, 1500 об/ 
мин) на градиенте плотности (1.07) фикколл-верогра- 
фина. Зрелые лимфоциты получали центрифугирова­
нием (40 мин, 1500 об/мин) смеси крови с раствором 
Хенкса (1:1) на градиенте плотности (1.087) фикколл- 
верографина [11]. Осевшие на градиенте предшест­
венники лимфоцитов, тимоциты и зрелые лимфоциты 
отделяли и дважды промывали раствором Хенкса. От 
макрофагов освобождались по их адгезивным свойст­
вам на пластиковых чашках [11].

Из клеток экстрагировали липиды метанол - хло­
роформной смесью в соотношении 1:2 по методу Фол- 
ча. Осадок отделяли центрифугированием (3000 об/ 
мин, 10 мин), несколько раз реэкстрагировали, промы­
вали холодной дистиллированной водой и удаляли 
верхнюю водно-метанольную фазу, содержащую ганг­
лиозиды. Хлороформ-метаноловый экстракт липидов 
охлаждали и добавляли 4% трихлоруксусную кислоту, 
оставляли в бане со льдом на 2 часа, периодически 
встряхивая. После центрифугирования (3000 об/мин, 
15 мин) образуется трехфазная система, состоящая из 
верхнего водного слоя, пленки ГалЦер и C-ГалЦер и 
нижнего хлороформного слоя. Не разрушая гликос- 
финго липидной пленки, удаляли верхний и нижний 
слои. Полученные гликосфинголипиды подвергали 
диализу в течение 2 суток, после чего осадок ГалЦер 
и С-ГалЦер растворяли в 2 мл смеси метанол: хлоро- 
форм(1:1), выпаривали при 60°С и проводили двукрат­
ную экстракцию кипящим ацетоном. Суммарные тли- 



косфинголипвды, растворенные в горячем ацетоне, 
фильтровали и оставляли на ночь. Выпавший осадок 
очищенных гликосфинголипидов отделяли центри­
фугированием (3000 об/мин, 10 мин). Разделение Гал­
Цер и C-ГалЦер осуществляли методом тонкослой­
ной хроматографии на стеклянных пластинах HPTLC 
(Merck) в системе растворителей : хлороформ : мета­
нол : аммиак (80:20:0,4). Идентификацию проводили 
с использованием свидетелей (Sigma). Полученные 
на пластинах пятна элюировали, выпаривали и опре­
деляли в них содержание ГалЦер по углеводному 
компоненту с использованием орцинового реактива 
при длине волны 505 нм и C-ГалЦер по сульфатной 
группе в цветной реакции с азуром при длине волны 
640 нм [3]. Количество ГалЦер и C-ГалЦер рассчиты­
вали в мкг на 1 мг белка, определяемого по методу 
Lowry [12]. Статистическую обработку результатов 
проводили по Стьюденту-Фишеру.

Результаты и обсуждение

Гликосфинголипиды в костномозговых предшест­
венниках лимфоцитов, тимоцитах и зрелых лимфоци­
тах представлены пятью фракциями, из которых три 
фракции соответствуют ГалЦер и две - C-ГалЦер. Из 
результатов следует, что у здоровых животных 
(рис. ) количественное содержание исследуемых ве­
ществ довольно постоянно: только в тимоцитах на­
блюдали понижение уровня одной фракции ГалЦер и 
двух C-ГалЦер. В отличие от описанной картины, у 
крыс-опухоленосителей происходит выраженное сни­
жение гликосфинголипидов в лимфоцитах на всех 
этапах их дифференцировки по сравнению с теми же 
клетками интактных животных. В незрелых клетках- 
предшественниках из костного мозга изменения 
минимальны и включают только одну фракцию

□ костномозговые предшественники

□ тимоциты

в зрелые лимфоциты

Рис. Содержание гпикосфинголипидов в норме (п=8); 1-2 -сульфагалнктозилцерамиды; 3,4,5, -галактозилцерамиды
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С-ГалЦер. Однако уже в тимоцитах падение содер­
жания исследованных веществ происходит в четырех 
фракциях из пяти (статистически недостоверно разли­
чие только для ГалЦер-3). В зрелых лимфоцитах пе­
риферической крови обнаруживается общее сниже­
ние содержания всех фракций гликосфинголипидов.

В лимфоцитах здоровых животных на всем протя­
жении процесса дифференцировки уровень гликос­
финголипидов весьма стабилен. Исключением явля­
ется только некоторое падение их содержания в тимо­
цитах, что, по всей видимости, связано с характерной 
для тимуса повышенной активностью сфингомиели­
назы [1], которая расщепляет ГалЦер и С-ГалЦер с 
образованием сфингозина и церамида [14]. Как из­
вестно, в тимусе протекает интенсивный процесс се­
лекции клеток, и 80-85% тимоцитов погибает по пути 
апоптоза вследствие несовместимости по МНС [8]. В 
этом процессе участвуют в качестве индукторов 
апоптоза [9] сфингозин и церамид, с чем, возможно, и 
связано описанное нами уменьшение уровня гликос­
финголипидов в тимоцитах.

Напротив, у животных с привитыми клетками сар­
комы - 45 не наблюдается стабильности гликосфинго­
липидов в процессе дифференцировки лимфоцитов, 
характерной для интактных крыс. Постоянство соста­
ва исследованных липидов сохраняется только на 
ранних этапах дифференцировки клеток (в костном 
мозге). Однако уже в тимической популяции проис­
ходит достоверное снижение содержания ГалЦер и С- 
ГалЦер, которое оказывается еще более выраженным 
в зрелых клетках.

Можно предположить, что развитие солидной 
опухоли в организме подавляет синтез исследован­
ных липидов в тимоцитах и зрелых лимфоцитах пери­
ферической крови. Это, в свою очередь, может при­
вести к накоплению метаболических предшественни­
ков гликосфинголипидов, а именно сфингозина и це­
рамида, которые, помимо индукции апоптоза, способ­
ны также ингибировать клеточный рост [5] и блоки­
ровать клеточный цикл на стадии G0/G1 [10].

Метаболизм гликосфинголипидов в тимусе иг­
рает исключительно важную роль, определяя структу­
ру пула иммунных клеток путем регуляции основных 
этапов дифференцировки Т-лимфоцитов на уровне 

вторичных сфинголипидных мессенджеров [2]. Воз­
действие на эти процессы ведет к изменению баланса 
между субпопуляциями лимфоцитов. Так, экзогенный 
сфингозин in vivo снижает число СЭЗ-клеток, блоки­
рует экспрессию CD4 и повышает число клеток CD8. 
Сходным эффектом обладает и церамид [13]. Не ис­
ключено, что обнаруженное нами уменьшение нор­
мального содержания гликосфинголипидов в тимоци­
тах животных-опухоленосителей также будет иметь в 
результате сдвиг баланса между субпопуляциями 
лимфоцитов.

Относительно зрелых лимфоцитов известно, что 
гликосфинголипиды способны регулировать их про­
тивоопухолевую активность. Было показано [19], что 
инкубация in vitro НТК-киллеров с a-ГалЦер повыша­
ла экспрессию у-ИФН в клетках, в результате чего 
возрастала их цитотоксическая активность. Инъекция 
a-ГалЦер мышам-опухоленосителям индуцировала 
синтез ИЛ-4 и у-ИФН в натуральных клетках- 
киллерах [17]. Кроме того, происходило вовлечение в 
противоопухолевый иммунитет CD8 Т- и В-клеток, 
что способствовало отторжению опухоли [6]. Обнару­
женное нами снижение уровня гликосфинголипидов в 
лимфоцитах периферической крови может косвенно 
отражать уменьшение вклада этих соединений в фор­
мирование иммунного ответа организма в присутст­
вии солидной опухоли.

Полученные результаты позволяют судить с дос­
товерностью о снижении содержания гликосфинго­
липидов в тимоцитах и зрелых лимфоцитах живот­
ных-опухоленосителей. Наиболее вероятным следст­
вием этого метаболического сдвига может быть нару­
шение гомеостаза иммунных клеток, обусловленного, 
в частности, изменением баланса между субпопуля­
циями лимфоцитов, характерного для поддержания 
нормального статуса иммунной системы организма, 
имеющей, в свою очередь, важное значение в подав­
лении противоопухолевой активности эффекторных 
клеток.
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ՌՒռուցքակիր առնետների ոսկրածուծի բնային բջիջներում, թիմոցիտներում ե. հասուն լիմֆոցիտներում գլիկոսֆինգոլիպիդների փոփոխությունըԳ.Վ Զաքարյան, Կ.Գ. Ղարագյոզյան, ԼՎ Կաբաբաշյաե, ԼՄ. Հովսեփյան, Գ.Մ. Ստեփաեյան
Աոալջ և սարկոմա-45 առաց քակիր առնետների ոսկրածուծի բնային բջիջներում, թիմոցխոներամ և ծայրամասյին արյան հասան լիմֆացիաներամ հե­տազոտվել է գալակտոզիյցերամխլների (ԳալՑեր) և սալֆոգալակստզիլցերամիդների (Ս-ԳալՑեր) պա­րունակությունդ Ցույց է արվել որ աոալջ կեն­դանիների մոտ լիմֆոցիտների հասունացման ընթացքում ուսումնասիրվող նյութերի քանակը բավականաչափ հաստատուն է, բացառությամբ թիմոցիաների, որոնցում դիտվում է ԳալՑերի' մեկ և Ս- գալՑերի' երկու ֆրակցիաների պարունակության նվազում: Ուռացքակիր առնետների մոտ բա- ցահայտվել է վերոհիշյալ գլիկոսֆինգպիպիգների քանակական մակարդակի կտրուկ անկամ: Անկման պրոցեսը սկսվում է թիմոցիաար բջիջներում և ավելի զարգանամ հասան լիմֆոցիտն երամ:Ենթադրվում է, որ չարորոկ նորագոյացության 

պայմաններում այս փպիդնեբի պարանակաթյան նվազումը նրանց սինթեզի ընկճման հետևանք է: Վերջինս պատճառ է հանդիսանամ թիմոցիաների ենթապոպալյացիաների հավասարակշռության խա­թարմանը, ե հակաուռուցքային ակաիվաթյամբ օժտված էֆեկաոբ լիմֆոցիտների տարբերակման պրոցեսի խանգարմանը:Ենթադրվում է, որ չարորոկ նորագոյացության պայմաններում այս լիպիդների պարանակաթյան նվազումը նրանց սինթեզի ընկճման հետևանք է: Վերջինս պատճառ է հանդիսանամ թիմոցիաների ենթապոպալյացիաների հավսաարակշռաթյան խա­թարմանը, և հակաուռուցքային ակաիվաթյամբ օժտված էֆեկառր լիմֆոցիտների տարբերակման պրոցեսի խանգարմանը:

Alterations in glycosphingolipid composition in hone marrow lymphocyte progenitors, thymocytes and 
mature lymphocytes in cancer-bearing rats

G.V. Zakaryan, K.G Karagezyan, L.V. Karabashyan, L.M. Hovsepyan, GM Stepanyan

Galactosylceramide (GalCer) and sulfagalacto­
sylceramide (S-GalCer) contents in bone marrow progeni­
tors of lymphocytes, thymocytes and mature lymphocytes 
of intact rats and rats grafted with sarcoma45 were stud­
ied. The cells were isolated by Ficoll-Paque density cen­
trifugation. The GalCer and S-GalCer extraction, frac­
tionation, identification and quantification were carried 
out by thin-layer chromatography. It was shown that the 
quantity of lipids investigated during lymphocyte differ­
entiation in healthy animals was rather constant Only in 
thymocytes a decrease in one fraction of GalCer and two 
fractions of S-GalCer was observed. In rats grafted with 
tumor cells a pronounced decrease in glycosphingolipids 

took place. It began in thymic population and elevated in 
mature lymphocytes. It is suggested that the observed in 
tumor-bearing animals drop of the contents of investigated 
lipids is a result of their synthesis inhibition. As a se­
quence, tiie normal balance between lymphocyte subpopu­
lations may be disturbed and the antineoplastic activity of 
effector cells may be suppressed.
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