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      ВВЕДЕНИЕ

      Для успешного решения актуальных вопросов современного здравоохранения, необходимы глубокие исследования в области биохимии  в целом и в частности молекулярной биологии. Прогресс и достижения в этой области науки тесно связаны с развитием новых методов исследований. Одним из них является изучение особого класса белков- лектинов.[1]. 

      Лектины тесно связаны с исследованием структуры и функций клеточных мембран, что важно при различных патологических состояниях (злокачесвенная трансформация клеток, нарушения клеточного метаболизма, изосерология и т.д. [1].     

       Также широкое использование лектины получили в более прозаической роли в качестве специфических реагентов, избирательно сорбирующих те или иные сложные вещества: гликопротеиды, гормоны, сиалопротеиды и т.д., что значительно снижает стоимость их производства фармакологической промышленностью и делает их ценным действующим веществом лекарственных препаратов нового типа.

Авторы работы благодарят заведующего кафедрой клинической диагностики ВГАВМ, профессора  Коваленка Юрия Казимировича за предоставленные клеточные тест - системы, а также администрацию ЧПУП «Будагово-биотехагро» за предоставленный допуск к работе с оборудованием и приборной базой, а также образцы сельскохозяйственных культур.

 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ   

1.1 История открытия лектина

В настоящее время существует несколько определений термина лектин. Наибольшую популярность получило определение, которое предложили Коцоурек и Хоржейши в 1981 году. По их формулировке, с которой согласны многие лектинологи, лектины - это белки, не относящиеся к классу иммунных (иммунные белки-иммуноглобулины-антитела), способные к обратимому связыванию с углеводной частью гликоконьюгатов без нарушения ковалентной структуры любых из узнаваемых гликозильных лигандов.

Первый лектин был открыт в 1887 г. Диксоном [2]. Этот лектин был выявлен в экстракте семян клещевины. Рицин представляет собой альбумин, водорастворимую фракцию неденатурированного белка. В некоторых обзорах рицин относят к глобулинам[3].

 Физиологическое действие рицина показывает, что он представляет собой типичный токсальбумин, имеющий сходство с бактериальными токсинами. Интересным является то, что действие рицина распространяется в основном на млекопитающих, так он поражает человека, овец, лошадей, крупный рогатый скот, свиней, крыс и морских свинок. В то же время утки и куры оказываются более стойкими к его воздействию. Токсическую реакцию описал Джонс[4], Ван Хейнинген[5], и Корвин.  После приема летальной дозы наступал латентный период, за которым начиналась рвота, понос и судорги. Отравление заканчивалось коматозным состоянием и коллапсом кровообращения. Это объясняется тем, что рицин имеет устойчивость к протеолизу[6], способен сорбироваться на слизистой оболочке желудочно кишечного тракта влияя на процессы всасывания многих веществ и частично транспортироваться через слизистую проникая в кровяное русло и вызывая агглютинацию эритроцитов. Последующие исследования других лектинов подтвердило, что большинство белков данной группы являются токсинами.            

       Высочайшая специфичность рецепторной зоны клеток или молекулярной структуры к лектину, лежит в основе многих важных биологических эффектов: токсический эффект и т.д. Доменные центры лектинов выступают в качестве чувствительнейших биосенсеров, детектирующих определенные углеводные последовательности в олигосахаридах, которые являются специфическими лигандами в углевод- белковом взаимодействии.

       Рицин открыл список растительных лектинов. Сейчас этот список очень велик: это и рицин, и абрин, и ФГА, это и КонА- конконавалин – лектин  коновалии мечевидной Canavalia ensiformis, WGA (wheat germ agglutinine) – агглютинин из проростков семян пшеницы и многие другие. Следует отметить, что сам термин “лектин”  появился очень недавно. Ввел его в обиход выдающийся иммунолог У. Бойд в 60-ых годах прошлого столетия, использовав для этого латинское слово “legere”.  Этим он как бы подчеркивал способность фитогемагглютининов избирательно связываться с определенными углеводными рецепторами клеток [1].

 1.2   Общая характеристика лектинов

 1.2.1 Углеводная специфичность и выраженность гидрофобности 

      Согласно принятой классификации, лектины в зависимости от того из тканей каких организмов они были выделены, делятся на зоолектины – лектины полученные из тканей животных, фитолектины – из тканей растений, и миколектины – лектины выделенные из тканей грибов [1]. Кроме того, в основе классификации лектинов лежат их химические способности к комплексообразованию с углеводами. В классификации лектинов по углеводной специфичности выделяют группы, специфичные к N-ацетил-D-глюкозамину, N-ацетил-D-галактозамину, N -ацетилнейраминовой кислоте, D-галактозе, D -маннозе,  а также со смешанной специфичностью [7].

      Множественные формы лектиновых молекул различаются по содержанию в них элементов вторичной структуры. Это, в свою очередь, по-видимому, определяет и различия биологических активностей изоформ одного лектина. [8]

      Для лектина характерна способность узнавать углеводы с вовлечением  так называемого расширенного или протяженного углеводузнающего участка, предусматривающего дополнительный вклад факторов в связывание: размер гликана, гидрофобное взаимодействие, катионы металлов и т.д . [9]

    В случае лектинов, имеющих одновременно два и более углеводсвязывающих участка различной специфичности, возможны переключение или кооперация специфичности в процессе взаимодействия с внешними сигналами. 

Наличие углеводного компонента в молекулах лектинов   

      Многие лектины представляют собой гликопротеиды, углеводная часть которых составляет до 4% от массы молекулы, но имеются и исключения. Так конканавалин А (Сon A), лектин содержащийся в канавалии мечевидной, не содержит углеводов. Присутствие углеводов в лектиновых молекулах обычно ведет к снижению гидрофобности, самоагрегации и повышает их растворимость в водных растворах. Само содержание углеводов в лектине может варьировать, влияя на его биологическую активность. Описаны случаи дополнительного вовлечения углеводной части лектина в комплексирование с гликоконьюгатом [9].      

       В реализации специфичности лектинов ключевую роль играет конформация углеводов в составе узнаваемой трехмерной структуры эпитопа. Есть данные, что в развернутой денатурированной цепи полимерного гликоконьюгата несколько узнаваемых углеводных остатков из состава  эпитопа неденатурированного гликоконьюгата будут неотличимы по положению от прочих углеводов  денатурированного гликоконьюгата (отсутствие углеводных доменов, узнаваемых посредством лектина в углеводной цепи гликоконьюгата, аналогичных углеводсвязывающим доменом в полипептиде лектина)[9].

    1.2.3  Влияние  катионов металлов на молекулы лектинов.

      Препараты лектина могут быть ассоциированы с катионами металлов (обычно Са 2+ и Mg 2+). Одно из самых больших и наиболее изученных семейств лектинов – это семейство Са 2+ - зависимых лектинов С-типа (в которое входят большинство фитолектинов и лектинов животных). Кроме того, изолектины суммарного металлсодержащего препарата лектинов могут различаться по содержанию катионов металлов. Катионы металлов часто вводят в буферные растворы лектиновых белков для улучшения связывания гликоконьюгатов с иммобилизованными лектинами. Установлено, что катионы металлов обычно выступают  и в качестве кофакторов в наборе биологических реакций лектина и в переключении таких реакций (например, переключение Mn 2+ -зависимых реакций на Mg 2+ -зависимые в случае КонА), а также катионы металлов стабилизируют лектиновые молекулы и их комплексы.

     Лектиновые белки с модулями сорбции на нерастворимые полисахариды, в составе многих микробных ферментов биоценоза жвачных млекопитающих требуют для реализации адгезивных активностей присутствия катионов одно- и двухвалентных металлов, включая Са 2+, Mg 2+, Mn 2+,Со 2+, Sr 2+,Cu 2+ и т.д.). Однако существует большая группа лектинов, чья активность не зависит от присутствия катионов металлов [10].

    1.2.4  Структурная организация лектиновых белков и их молекулярные массы.

Большинство лектинов обладают молекулярной массой 100-150 кД и состоят из четырех субъединиц, которые могут быть идентичными. Эти субъединицы, как правило, стабилизированные ионом металла и поэтому многие лектины являются металлопротеинами. Меньшая часть лектинов, например выделенные из чечевицы или лимской фасоли, представляют собой димеры, молекулярная масса которых равна примерно половине молекулярной массы лектинов с тетрамерной структурой. 

Лектиновые молекулы кроме самостоятельного молекулярного существования способны формировать надмолекулярные комплексы. 

Инициация сборки лектинового ансамбля может осуществляться несколькими лектиновыми каскадами. Достройка лектиновых ансамблей обычно не влияет на его способность к лектиновым взаимодействиям, хотя конечная лектиновая специфичность ансамбля может варьировать. В сборке лектиновых ансамблей могут принимать участие два и более лектина или лектиноподобных белка, например витронектин человека связывается с гликозаминогликанами, взаимодействующими с белками наружных мембран бактерий.; олигомеры сывороточного амилоида–Р (галактозидсвязывающего) узнаются посредством C1q комплемента человека]. Ансамбли с скрытыми (латентными) лектинами могут включать иммуноглобулины с Fc-фрагментами, в которых в домене СН2 Asn-гликаны направлены внутрь  Fc – фрагмента и поддерживают необходимую конформацию по механизму взаимодействия лектин-гликан.[10]. 

Важна степень макросборки (размер агрегатов направленной сборки) ансамблей в реализации биологических активностей.

       Согласно  данным проведенных  исследований в различных лабораториях, в том числе в лаборатории генетики и биотехнологии Института земледелия и селекции НАН Беларуси, лектины присутствуют в альбуминовой и глобулиновой фракциях белков семян растений и экстрактах полученных из тканей животных [11].

Описаны многочисленные случаи получения химерных лектинов, которые условно можно разделить на два принципиально различаемых направления: а)получение полифункциональных химер на основе уже имеющегося лектинового препарата; б) получение генно-инженерных химер путем слияния фрагментов лектиновых молекул или их углеводсвязывающих доменов с интересующими белковыми эффекторами нелектиновой природы. Масса описанных выше комплексов может достигать тыс.кД.

1.3   Физико-химические методы исследования.

Первоначальное выделение лектинов из тканей растений, грибов или животных, после их предварительного высушивания, основано на получении грубого водного экстракта легкорастворимых белков содержащих лектины. Экстрагирование лектинов  проводится  из гомогенизированной муки высушенных и размолотых  семян, а также других тканей растений и животных  2% раствором  хлористого натрия, с последующим  настаиванием раствора в  течение 20 часов при температуре 20 ْС. Полученные гомогенаты подвергают   центрифугированию при 4 тыс.g. 10 минут и дальнейшему фильтрованию через бумажный фильтр. Фильтрат необходимо подвергнуть очистке от ингибиторов лектинов и высокомолекулярных соединений пропустив его через специальные микро, а затем и ультрафильтры с диаметром поры 0.45 микрон. Полученные экстракты можно хранить в морозильных камерах при -10оС довольно длительное время. Для кратковременного хранения (не больше 3 дней) можно использовать холодильные камеры при температурном режиме не выше 4оС [12].

       Отделение  лектинов от оставшихся после проведения фильтрации  примесей осуществляется с помощью метода электрофореза на бумаге. Этот метод основан на использовании различия в скоростях движения многих органических ионов к катоду и аноду под влиянием электрического поля. Достигнуть полного разделения смеси на отдельные ее составляющие компоненты при электрофорезе в гомогенной системе не возможно. Это удается только при проведении электрофореза в двухфазной системе. Для метода электрофореза на бумаге раствор смеси веществ содержащей лектины наносят в форме капель или штрихов на полоску фильтровальной бумаги.  Для этого лучше  всего использовать бумажную полоску Перрингер1389 или Шлейхер и Шюль 2043b размером 5 Х 10 см, пропитанную 0,1М вероналовым буферным раствором. Эту полоску бумаги для предотвращения испарения необходимо поместить во влажную камеру. Концы бумажной полоски погружают в электродные сосуды, наполненные одним и тем же буфером. 

При применении высокого напряжения (50-100 в/см) прибор из-за нагревания приходится охлаждать погружением в какую-либо не проводящую ток жидкость, например в ксилол и др. При проведении электрофореза на бумаге вещества разделяются сообразно их заряду и подвижности ионов. Электрофореграмму погружают на несколько минут в 0,25%-ный раствор азокармина в метиловом спирте, содержащем 10% ледяной уксусной кислоты, и для обесцвечивания – трижды на 10 минут в метиловый спирт.                         

Для исследования разделенных веществ пользуются теми же качественными реакциями и количественными методами, которые характерны для любых других методов выявления и анализа веществ. Для проявления бумажных электрофореграмм их обрызгивают специальными реактивами. Для обрызгивания пользуются специальными пульверизаторами. Обрызгивание проводится  равномерно и обильно, но не до такой степени увлажнения, чтобы раствор начал капать с бумаги. Лучше всего обрызгивание проводить под тягой.  Для количественного определения фракций вырезают окрашенные зоны, элюируют их 0,1 н. раствором едкого натра и применяются  специальные методы.

       Непосредственное спектрофотометрическое определение окрашенных пятен, полученных на бумаге при воздействии соответствующих реактивов. Окрашенные вещества фотометрируют непосредственно, бесцветные – после превращения их в окрашенные, в результате связывания их с каким-либо красителем или измеряют поглощение в соответствующей области спектра.

Другим методом,  разработанным специально для количественной оценки результатов хроматографии и электрофореза на бумаге, является ретенционный анализ. Этот широко применяемый способ количественной расшифровки одномерных бумажных хромотограмм и электрофореграмм основан на планиметрировании площади пробелов,  возникающих вследствие того что молекулы лектинов при движении на фильтровальной бумаге в зависимости от концентрации вещества в пятне, удерживаются в зонах электрофоретических пятен дольше, чем беспрепятственно проходящий с обеих сторон фронт растворителя [13].

       Модулирование цитоагглютинирующей активности выделенных лектинов проводят на стандартных наборах полисахаридов (Gal-PAA, ManP-PAA, Man-PAA и т.д). Полученные комплексы лектин-полисахариды выпадают в осадок, что, во-первых позволяет выявить углеводоспецифичность лектина, а во-вторых – получить препарат чистого лектина, отделив осадок и разрушив затем образовавшийся комплекс [13 ].    

Кроме того, некоторые исследователи для выделения лектиновых белков предлагают использовать способ, основанный  на аффинной сорбции лектина на геле яичного белка – овогеле.

      Техника приготовление овогеля следующая. Яичный белок гомогенизируют и доводят до рН 5.0 с помощью 1н уксусной кислоты. Образовавшийся осадок удаляют центрифугированием. К прозрачному раствору белка добавляют глютаровый альдегид до конечной концентрации 1% и раствор оставляют на 3-5 часов при комнатной температуре. За это время образуется опалесцирующий гель. Его тщательно размельчают в 1% растворе хлорида натрия и промывают на сите этим же раствором от избытка глютарового  альдегида. Для блокирования остатков альдегидных групп гранулы геля заливают 1М раствором гидроксиламинометана и оставляют на 12 часов при 4оС. Затем к смеси добавляют глицин до 2% и оставляют еще на 12 часов. Далее смесь тщательно промывают 1% раствором хлорида натрия, размельчают и с помощью сит отбирают фракцию частиц размером 50-200 мкм. Для хранения гранулы заливают 1% раствором хлорида натрия, содержащим 3% фенол. Фенол дубит гель и способствует его меньшему набуханию в гипотонических или кислых растворах, используемых для элюирования лектина. Перед употреблением гель отмывают от фенола и уравновешивают 10мМ фосфатным буфером с рН 7.2, содержащим 0,15М хлорида натрия.

Выделение и очистка лектина. Берут 1000г. исследуемой муки, обезжиренных петролейным эфиром, заливают пятью  объемами    дистиллированной воды и смесь подкисляют  5 н  раствором соляной кислоты (HCl) до рН 3.0. Экстракцию лектина проводят при комнатной температуре в течение 1 часа при периодическом перемешивании. Полученную суспензию центрифугируют 15 минут  при 600 об/мин.  и отбирают насадочную жидкость. Осадок  повторно суспендируют в 2500 мл прежнего раствора, подкисляют до рН 3.0 и проводят дополнительную экстракцию в течение 30 минут. После центрифугирования насадочную жидкость объединяют с полученной ранее, нейтрализуют до рН 6.5-6.8 с помощью 10 % NaOH и образующийся осадок удаляют центрифугированием. Полученный прозрачный экстракт пропускают через колонку, заполненную овогелем и уравновешанную 0.05М  К-фосфатным буфером с рН 6.8 в течение 48 часов при 4оС. Объем колонки выбирают из расчета 100 мл на 1 г лектина (1 кг исходного сырья соответственно). После пропускания всего экстракта колонку промывают 3-4 объемами 0.05М  К-фосфатного буфера с рН 6.8.

       Адсорбированный лектин элюируют 1%-ым раствором уксусной кислотой  при комнатной температуре. В элюате определяется концентрация белка (А280) и титр гемагглютинации. Пик, соответствующий лектину, отбирается, а фракции с низким содержанием лектина (менее 0,5%) отбрасываются. Отобранный элюат нейтрализуется до рН 5.7 и оставляется при комнатной температуре для кристаллизации. Кристаллы обычно появляются  через 1-2 часа. После появления кристаллов маточный раствор выдерживается 24 часа при 4оС. Кристаллы собираются центрифугированием при 200-400 об/мин. Для возможно более полного удаления пигментов кристаллизация проводится не менее двух раз. Далее выделенный лектин необходимо быстро заморозить, проводя леофильную сушку.

       Для растворения кристаллов лектина его навеску необходимо суспендировать в воде, подкислить в 0.1 н НС1 до полного растворения белка, после этого раствор переносится  в 0.05М  К- фосфатный буфер с рН 6.8. Описанный выше метод выделения и очистки лектинов пригоден для получения белка данного типа практически из любых биологических объектов (фито-, мико-, зоолектинов) [14,15]. 

     Существует наиболее простой метод получения и отчистки лектина в лабораторных условиях предложенный Саттсанги-Саттсанги и модифицированный Маличенко [лит]. Данный метод основан на применении для осаждения лектинов, подвергнутых воздействию термошока при температуре 800С, органических полярных растворителей. 

      В процессе количественного выделения лектинов из растительного материала играет важную роль экстрагент (кислотный, нейтральный, щелочной), органические растворители которыми их осаждают и температурные условия  очистки растворов люпина от сопутствующих белков.   Так, в выпавшем осадке лектинов, кроме легких лектиновых белков, могут присутствовать белковые  молекулы с большой молекулярной массой. Маличенко С.М. с соавторами установили, что ацетон из раствора осаждает лектины  с молекулярной массой около 7 кД, в то время как применение в качестве осадителя этанола способствует осаждению лектиновых белков с молекулярным весом от 7 до 140 кД [16]. 

      Наибольшая концентрация лектиновых белков на электрофореграмме представленной авторами, наблюдается в области соответствующей молекулярным массам 30-60 кД (область сильного затемнения),  а также пятен, где сконцентрировались лектины с массой около 7 и 140 кД. Таким образом, лектины выделенные из экстракта ацетоном, характеризуются невысоким молекулярным весом и по мнению авторов могут иметь узкую специфику в отношении лигандов при формировании комплексов. В то же время, применяя в качестве осадителя спирты, в частности этанол, можно получить лектины с более широким спектром молекулярных масс и с более широким спектром биологического действия.  Существует большая вероятность того, что лектины,  осажденные с применением этанола и других спиртов, будут иметь более широкую углеводную  специфичность по сравнению с лектинами, осажденные ацетоном [16].

Большой вклад в развитие отечественной лектинологии внес известный Российский ученый,  доктор медицинских наук  профессор Корсун В.Ф.  Для скрининга лектинов им были предложены и охарактеризованы две высокочувствительные клеточные тест- системы: эритроцитарная и дрожжевая. [17,18].

На примере дрожжей был разработан метод анализа агглютининов бесцветных нативных клеток с использованием компьютерного редактирования картин, полученных в режиме живого изображения в камере ВioChemi (UVP/ Ca.,США). Предложенный им метод позволяет выявлять взаимодействие лектинов с дрожжами в концентрации лектина 0,4 мкг/мл.

 С помощью солевого фракционирования (с использованием нетоксичной соли NaCl), центрифугирования, стерилизационной микрофильтрации, мембранной ультрафильтрации (с сохранением фитолектинов с молекулярной массой выше 30кД и удалением низкомолекулярных эндогенных ингибиторов лектинов), мембранного концентрирования (с 5-8 мл до 0,2- 0,5 мл) и промывания концентратов в нужном буфере, с дальнейшим получением необходимого для исследования препарата лектина. 

       Для скрининга лектинов в  качестве контроля при изучении реакции агглютинации используется высокочувствительная клеточная эритроцитарная тест-система. Данный метод позволяет выявлять взаимодействие лектинов с эритроцитами крови в концентрации лектина 0,4 мкг/мл. Для повышения чувствительности эритроцитарной тест- системы используют  эритроциты, стабилизированные трипсином, это обеспечивает их сохранение довольно длительное время и препятствует образованию сгустков вызванных самоагглютинацией эритроцитов. Полученную кровь сразу покапельно суспендируют в забуференный физиологический раствор для предотвращения ее свертывания. Для удаления лейкоцитов и тромбоцитов кровь центрифугируют при 2,5 тысяч об/мин. Трипсин растворяют в 1мМ растворе соляной кислоты имеющей рН равный  трем,  в концентрации 10 мг/мл и добавляют в эппендорфовскую пробирку с 10%-ой по объему суспензией эритроцитов до конечной концентрации 1 мг/мл. Трипсинизацию эритроцитов проводят 30 минут при 37оС при периодическом перемешивании через каждые 10 мин. Избыток трипсина удаляют промыванием  форменных элементов крови тройным центрифугированием в холодном забуференном физиологическом растворе. Гемагглютинация может быть более интенсивной, если использовать смесь эритроцитов с лейкоцитами  и/или тромбоцитами, однако, такие эритроциты менее стабильны и более подвержены гемолизу. Удобно использовать трипсинизированные эритроциты с 50%-ной спонтанной  агглютинацией без присутствия экзогенного лектина. Такие эритроциты очень чувствительны к низким концентрациям лектина.

Повышение чувствительности дрожжевой тест-системы обеспечивается  лиофилизированием дрожжевых клеток и их дальнейшим инкубированием 2 часа при 37оС. Для тестирования лектинов используется 2-4 % суспензия дрожжей [19].

        Из всех выделенных до настоящего времени лектинов только у конканавалина А установлена точная аминокислотная последовательность и трехмерная структура при помощи рентгеноструктурного анализа [20]. Однако следует отметить, что не смотря на известную нативную структуру конканавалина А, его внутримолекулярная динамика, как и других лектинов, мало изучена. Как свидетельствуют экспериментальные данные последних лет, в том числе полученные в Институте биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси конформация и внутримолекулярная динамика макромолекул играет ключевую роль в проявлении специфических функций лектинов [20]. Определение быстрой (наносекундной) и медленной (миллисекундной) внутримолекулярной динамики макромолекул проводится при комнатной температуре методами вращательной деполяризации собственной флуоресценции и триптофановой флуоресценции –ТФ. Конформационное состояние глобулы лектина исследуется методом стационарной флуоресцентной спектроскопии. При низких значениях степени поляризации флуоресценции (Рфл.=12,8 %) и относительно небольшого времени жизни быстрого и медленного компонентов ТФ, равны 20 мс и 250 мс, соответственно, можно делать заключение о том, что быстрая и медленная конформация лектина в растворе лабилизирована.

Положение максимума спектра флуоресценции лектина (для Сon A составляет 332 нм) указывает на локализацию триптофанилов в гидрофобном микроокружении. Если при увеличении концентрации  мочевины в интервале 0–2 М происходит сдвиг максимума спектра флуоресценции Сon A или другого лектина  до 336 нм, то это свидетельствует об изменении конформации белка с переводом триптофанилов в более полярное микроокружение. Относительное коротковолновое положение максимума спектра флуоресценции молекулы белка, сохраняемое в интервале концентрации мочевины 2–4 М, указывает на то, что триптофанилы, несмотря на разворачивание глобулы, продолжают оставаться преимущественно в гидрофобном микроокружении и, следовательно, в этих условиях конформация лектина находится в частично свернутом, промежуточном между нативным и денатурированным состоянии. О термодинамической стабильности частично свернутой конформации лектина свидетельствует сохранение значений максимума его спектра флуоресценции   в растворах 2-4 М мочевины в течении 24 часов. Дальнейшее увеличение концентрации мочевины в интервале 4-7 М вызывает конформационный переход лектина из частично свернутого в денатурированное состояние, характеризующееся существенным разворачиванием глобулы. Об этом свидетельствует сильный длинноволновый сдвиг максимума спектра флуоресценции до значения 350 нм, характерного для белков с развернутой структурой [21].

Под действием 7М мочевины степень поляризации флуоресценции ( Рфл) конконавалина А и других лектинов содержащих триптофанилы снижается с 12,8% (нативный белок) до 7%. В интервале концентраций 2-4 М мочевины снижение значения Рфл менее выражено, а после достижения концентрации денатурата 7М Рфл далее не изменяется. Полученные результаты свидетельствуют об усилении быстрой внутренней молекулярной динамики макромолекулы лектина при росте содержания мочевины в растворе в интервале 0-7 М.

Зависимость изменений быстрой  внутренней молекулярной динамики макромолекулы лектина от концентрации мочевины нелинейна, что отражает модуляцию флуктуаций структуры белка конформационными переходами.

Под действием мочевины в интервале концентраций 0 – 2 М и 4 – 8 М происходит снижение значений τ1 и τ2 триптофановой флуоресценции конконавалина А, что свидетельствует об усилении медленной внутримолекулярной динамики макромолекул белка. В интервале концентрации мочевины 2-4 М значения τ1 и τ2 триптофановой флуоресценции конконавалина А  практически не изменялась.  Это указывает на то, что в области концентраций мочевины, вызывающих переход молекулы лектина в частично-свернутое состояние, медленная конформация  внутренней молекулярной динамики макромолекулы белка практически не изменяется.

Следует отметить, что все структурные превращения конформации, быстрой и медленной внутренней молекулярной динамики макромолекулы лектина, происходящей под действием 1-8 М мочевины обратимы- после удаления денатуранта из раствора путем диализа структурно-динамическое состояние возвращается в исходное, характерное для нативного белка состояние.

Кроме того установлена закономерность изменения конформации и внутримолекулярной динамики молекул лектинов содержащих триптофанилы, в том числе и конканавалина А на пути разворачивания белка под действием гуанидин-гидрохлорида в концентрации 0-6 М.

Так гуанидин-гидрохлорид вызывает кооперативный денатурационный переход конканавалина А в состояние рыхлого клубка в интервале концентрации 0,5-2,5М без образования промежуточных частично свернутых состояний белка. Об этом свидетельствует длинноволновый сдвиг максимума спектра триптофановой флуоресценции с 332 до 350 нм и S-образный вид кривой зависимости триптофановой флуоресценции от концентрации гуанидин-гидрохлорида. При росте содержания денатурата в растворе интервале 2,5-6 М положение максимума спектра триптофановой флуоресценции  не менялось.

Денатурационный переход молекул лектина  под действием гуанидин-гидрохлорида сопряжен с усилением быстрой внутренней молекулярной динамики макромолекулы. На это указывает значительное снижение значений степени поляризации флуоресценции конканавалина А  с 12,8% (нативный белок) до 7%- минимального для денатурированных белков уровня при увеличении концентрации гуанидин-гидрохлорида в интервале 0-2,5 М. Дальнейший рост концентрации денатурата в интервале 2,5-6,0М не влияет на величину поляризации флуоресценции конканавалина А.  Значительно изменяется под действием гуанидин- гидрохлорида и медленная (миллисекундная) внутренняя молекулярная динамика макромолекулы конканавалина А. Этот денатурирующий агент так сильно увеличивает медленные флуктуации структуры белка, что вследствие  динамического тушения ТФ при комнатной температуре, ее интенсивность, начиная с концентрации  гуанидин- гидрохлорида 1М, снижается до критического, препятствующего регистрации, уровня. Удаление 0,5-6М гуанидин- гидрохлорида из раствора с помощью диализа приводит к полному восстановлению конформации быстрой и медленной внутренней молекулярной динамики макромолекулы конканавалина А.

Таким образом, при достижении концентрации гуанидин-гидрохлорида 2,5М, происходит полное денатурационное разворачивание глобулы. Способность к разворачиванию конканавалина А у гуанидин-гидрохлорида выражена в значительно большей степени, чем у мочевины. Полное разворачивание глобулы лектина под действием этого денатурата происходит при достижении значительно меньших концентраций, чем мочевины (2,5М и 7,0М соответственно). Кроме того,  гуанидин-гидрохлорид денатурирует конканавалин А одностадийно, в то время как процесс денатурации под действием такого агента, как мочевина, осуществляется через промежуточное частично свернутое термодинамически стабильное состояние. Отсюда следует, что выраженность изменений структурно-динамического состояния белка, способность к существованию в частично свернутых состояниях зависят как от особенностей структурной организации глобулы, так и от характера действия повреждающего агента [22].

       1.4   Перспективы использования в медицине и биотехнологии 

       1.4.1 Роль эндогенных лектинов

        До настоящего времени роль собственных (эндогенных) лектинов в клетке, не смотря на обширный экспериментальный материал, точно не известна. Существуют лишь некоторые данные касающиеся микроорганизмов – лектины их поверхностей служат для того, чтобы избирательно связываться с инфицируемыми и клетками макро- и микроорганизмов [23].

        1.4.2 Токсический эффект лектинов

      Существуют данные о роли лектинов животного организма в узнавании клетками отдельных тканей, которые связанны с действием на них таких биологически активных соединений, как гормоны. Роль лектинов в проявлении биологических эффектов обусловлена вмешательством их в механизм связывания гормона с клеточным рецептором. Это особенно ярко проявляется во влиянии многих растительных лектинов на механизм действия такого важного гормона, как инсулин. Так конканавалин А обладает способностью связываться с клеточным рецептором инсулина и тем самым влиять на регуляцию глюкозы в крови [24]. Лектины бобовых культур, в частности сои, способны связываться с углеводными детерминантами слизистой оболочки тонкого отдела кишечника нарушая процесс всасывания многих веществ, что в свою очередь резко снижает питательную ценность белков содержащихся в бобовых культурах не смотря на то, что в составе белков сои содержатся незаменимые аминокислоты. Поэтому усвояемость белков сои, а также белков других белковых культур, достигает только 30% [25]. 

    Установлено, что эндогенные лектины могут менять     функционирование в мембране ионных каналов и таким образом воздействовать на серию метаболических реакций. Так проницаемость электрически заряженных компонентов через ионообменные полимерные мембраны сопровождается эффектами взаимодействия с функциональными группами полимера, на что и оказывает воздействие лектин. Если взаимодействие носит характер химической реакции связывания, как например, связывание ионов водорода на слабодиссоциированных карбоксильных группах мембраны

  RCOO+ H=RCOOH,

то диффундирующий компонент (например, ион водорода) удаляется в результате химической реакции из диффузного потока до тех пор, пока все реакционные центры не будут насыщенны.

  Имеющийся в литературе анализ показывает, что время задержки (time lag) для одного компонента зависит от обратимости его взаимодействия с сорбционными центрами мембраны[26].

 Нестационарный транспорт компонента i через мембрану толщиной I описывается уравнением
 (1)
при начальных и краевых условиях

Ci (х,0)=0; Ci  (0,t)= Ci 0; Ci (I,t)=0.

При этом предполагается, что реакция линейна и характеризуется константой псевдопервого порядка ki.

  В реальных ионообменных мембранах со слабодиссоциированными карбоксильными группами перенос одного противоиона или цвитер-белка сопровождается встречным переносом другого компонента. Для описания таких транспортных явлений при нормальном физиологическом состоянии клеткиклетки предложена система двух уравнений типа (1) для компонентов i= 1, 2. Правые части этих уравнений связаны кинетическими параметрами химической реакции связывания на сорбционных центрах:

k 2= f (k1,  С1);          (2)

    Экспериментальное изучение проницаемости карбоксил содержащих цвиттерионообменных мембран при различных значениях рН внешних растворов (внеклеточных) и измерение кинетики потенциометрического титрования позволяет рассчитать k1, и С1. В системах с переносом белковых цвиттерионов форма нелинейного химического источника определяется формой  индивидуальной рН-зависимости обратимого связывания данного белка с мембраной в независимости транспортируемый это белок, ферментативный или лектиновый. 

    Устойчивые решения системы двух уравнений типа (1) для транспорта ионов водорода или белка возможны только в системах, для которых емкости резервуаров на двух сторонах мембраны по отношению к подвижным компонентам (М1=СiV1; М2= СiV2 ) очень велики по сравнению со статической сорбционной емкостью ионообменной мембраны m. В противном случае, при m M, начальные условия у поверхности мембраны меняются 

С1 (x,t)  x=0=F (t)

 и даже для однокомпонентного процесса, появляется вторая производная по времени в левой части транспортного уравнения:

  (3)
     Изменение таких начальных условий на поверхности мембраны индуцируют лектиновые белки при формировании комплекса с углеводными детерминантными системами гликокалекса мембран клеток, влияя на обмен  веществ в клетке,  вызывая различные токсические эффекты [26,27].

        1.4.3 Применение лектинов при коррекции коронарных заболеваний.

Специфические свойства лектинов можно использовать в различных отраслях народного хозяйства, в научных исследованиях, прикладной медицине при коррекции некоторых заболеваний. Так активация и агрегация тромбоцитов реализуется с участием различных сигнальных систем, которые контролируются редокс-состоянием клетки. Поскольку при ряде сердечно-сосудистых заболеваний агрегация тромбоцитов сопряжена с окислительным стрессом [28], то было установлена связь между количеством SH- групп в тромбоцитах и дезагрегацией тромбоцитов. Стабильность лектин-индуцированных тромбоцитарных агрегатов определяется по образованию межклеточных контактов, устойчивых к действию гаптенных углеводов (HSR-контактов (Haptenic Sugar Resistent)). Содержание SH-групп в тромбоцитах измеряется с использованием N-(1-пирен) малеимида при применении спектрофлуориметра. Для модификации количества  SH-групп используются N-этилмалеимид и диэтиловый эфир малеиновой кислоты, а также менадион. Образованные при действии лектинов тромбоцитарные агрегаты, предварительно обработанные данными реагентами, неустойчивые и дезагрегируют в присутствии гаптенных углеводов с большей скоростью и степенью, чем не обработанные клетки. Наибольшим ингибирующим действием (около 40%) на WGA (GlcNAc-специфичный лектин зародышей пшеницы) и VAA (Gаl-специфичный лектин омелы белой) - индуцированное образование HSR-контактов обладают N-этилмалеимид и диэтиловый эфир малеиновой кислоты, а менадион ингибирует 30% и 20% HSR-контактов тромбоцитов, стимулированных GlcNAc-специфичным лектином зародышей пшеницы (WGA) и Gаl-специфичным лектином омелы белой (VAA) соответственно. STA (хитин-связывающий лектин картофеля) -индуцированные агрегаты тромбоцитов практически полностью разрушались в присутствии сульфгидрильных реагентов. Следует отметить, что обработка тромбоцитов N-этилмалеимидом  диэтиловым эфиром малеиновой кислоты и менадионом приводила к уменьшению интенсивности флуоресценции N-(1-пирен) малеимида, что указывает на уменьшение числа SH-групп.

Поскольку SH-группы белков являются мишенью действия различных форм активных форм кислорода, в том числе NO, а экзогенный донор NO нитропруссид натрия инициирует процесс дезагрегации тромбоцитов активированных АДФ, то действие нитропруссида натрия на лектин-активированные тромбоциты представляет научно-практический интерес [29].

Обработка тромбоцитов нитропруссидом натрия способствует уменьшению количества SH-групп в клетках. Нитропруссид натрия, при добавлении его через 1 минуту после начала агрегации, усиливает лактозо- индуцированную дезагрегацию тромбоцитов, активированных VAA, и хитин-индуцированную дезагрегацию тромбоцитарных агрегатов, образованных при действии хитин-связывающего лектина картофеля. Стабильность агрегатов тромбоцитов, активированных WGA, в присутствии нитропруссида натрия меняется незначительно. Известно, что основной механизм ингибирования агрегации тромбоцитов под действием NO связан с  понижением внутриклеточного уровня кальция. Существует и другой путь ингибирования агрегации тромбоцитов благодаря способности NO окислять SH-группы и участвовать в  реакциях нитрозирования. Таким образом было выявлено различие по действию на функциональную активность тромбоцитов, в частности, Са2+  -сигнал. WGA увеличивает внутриклеточную концентрацию ионов Са2+    до уровня, сопоставимого с действием тромбина, наиболее мощного индуктора активации тромбоцитов. Хитин-связывающий лектин (STA) картофеля индуцирует небольшое увеличение внутриклеточной концентрации ионов Са2+ , а  VAA не влияет на Са2+  -сигнал в тромбоцитах. Отсюда делается вывод о том, что NO оказывает дезагрегирующее действие на VAA- и STA – зависимые агрегаты за счет взаимодействия с SH-группами белков.Таким образом эти данные свидетельствуют о том, что модификация SH-групп как в интактных, так и в активированных тромбоцитах снижает стабильность лектин- индуцированных тромбоцитарных агрегатов. Приведенные данные могут быть полезны при лечении коронарных заболеваний [30].

       1.4.4  Применение лектинов в гистохимии

В последнее время все большее распространение лектины получают в качестве молекулярных зондов при изучении закономерностей дифференциации и функционировании клеток, выделении и исследовании многих биологически активных веществ в качестве биоэффекторов, диагностических реагентов, в изосерологии, клинико- лабораторных и патоморфологических исследованиях,  при создании лекарственных препаратов-  это  далеко не  полный  перечень основных направлений использования лектинов в современной биологии и медицине.

В тканях человека и животных различают основные типы гликоконьюгатов, которые могут выполнять функции рецепторов лектинов: гликопротеины, гликолипиды и протеогликаны. Лектины проявляют комплементарность к таким молекулярным соединениям как гликозамингликаны и гомогликаны (гликогены). Популяции макромолекул, принадлежащие к перечисленным типам биополимеров, а также содержащие их клеточные структуры и элементы экстрацеллюлярного матрикса  составляют объект изучения лектиновой гистохимии [31].

При всем многообразии процессов, протекающих в организме с участием гликоконьюгатов, выполнение гликопротеинами их специфических функций определяется структурой концевых нередуцированных моносахаридных остатков олигосахаридных цепей. Особая роль концевых моносахаридных остатков в составе молекул гликоконьюгатов определяет перспективность и широкие возможности гистохимических методов, основанных на использовании лектинов. Лектины признаны наиболее информативными молекулярными зондами, позволяющими производить идентификацию гликоконьюгатов, изучать их динамику  в физиологических и патологических условиях.

 В настоящее время имеется большое количество лектинов, в основном растительного происхождения, адаптированных для изучения и характеристики клеток и тканей человека. Применяемые наборы варьируют по углеводной специфичности и по количеству используемых лектинов, включая в некоторых случаях несколько десятков наименований, поэтому целесообразно выделять из множества препаратов очищенных и охарактеризованных в настоящее время лектинов ограниченный набор, обладающий максимальной информативностью и доступностью.

Основными преимуществами метода лектиновой гистохимии в сравнении с традиционными методиками гистохимии углеводов, является высокая чувствительность и селективность, возможность применения для прижизненных исследований тканевых структур и использовании как на ультраструктурном, так и на тканевом уровнях.

Существует определенная аналогия между методами лектиногистохимии и иммуногистохимии. Так, гистохимические методы с использованием антител и лектинов обладают примерно одинаковой чувствительностью, сходны механизмы протекания гистохимических реакций и принципы визуализации мест связывания лектинов и антител в тканях. Вместе с тем, гистохимические методы с применением лектинов по чувствительности и селективности выявления отдельных типов и субпопуляций клеток не уступают иммуногистохимическим методам и превосходя таковые, основанные на определении активности специфических ферментов [31]. 
Функциональная специализация рецепторов различных лектинов, признаком которой является экспрессия одних, маскирование или интернализация рецепторов других в процессе реализации межклеточных взаимодействий в конкретных условиях, возникают на том или ином этапе онтогенеза. Так, поверхностные гликоконьюгаты с концевыми остатками D–галактозы чаще всего появляются в те моменты онтогенеза, когда взаимодействие между клеточными системами требуют высокой степени сродства реагирующих макромолекул. c гликополимерами, содержащими концевые остатки D–галактозы связаны молекулярные механизмы межклеточной адгезии .
Методы лектиногистохимии успешно применяются на практике в медицине. Так при возникновении неспецифического язвенного колита ведущую роль в этиологии этого заболевания играют нарушения в составе  слизи толстого отдела кишечника продуцируемой бокаловидными клетками его слизистой оболочки в результате дисбактериоза. Для оценки качественного состава слизи кишечника удобно применять метод лектинной гистохимии с применением лектинов, меченных пероксидазой. Используются следующие лектины: WGA аффинность к NANA; PNA аффинность к Dgal; LAL аффинность к LFuc; ML-1 аффинность к Dgal; SBA аффинность к DgalNAc; LCA аффинность Dman. Ход реакции лектинов с олигосахаридами биоптата контролируется визуально с помощью микроскопа, по интенсивности окраски тканевых структур. Реакция останавливается погружением биоптата в забуференный изотонический раствор. Затем по результатам изменения интенсивности окрашивания лектинами изучаемых объектов делаются выводы о качественном составе кишечной слизи. По аналогии с вышеописанным методом проводятся и другие гистохимические исследования с использованием различных наборов лектинов [32].

Использование лектиновой гистохимии позволяет не только определить  уровень различных олигосахаридов в тканях, а также количество и наличие у мембран клеток рецепторов к определенным гликопротеинам. Для такого рода исследования необходимо иметь набор меченных лектинов препаратом частиц коллоидного золота. Исследование проводится путем фиксации клетки либо тонкого среза ткани и обработкой препарата определенным лектином. При просматривании приготовленного препарата в электронный микроскоп четко видны места связывания лектина с углеводным детерминантом мембраны клетки. Описанные процедуры исследования поверхности клетки используют в лабораторной медицинской диагностике различных заболеваний, судебно-медицинской экспертизе и экспериментальной цитологии [32].

       По литературным источникам многие фитолектины могут использоваться в исследовании мембран трансформированных клеток. С помощью лектинов был выявлен феномен усиления агглютинабельности злокачественно трансформированных клеток, механизм которого неясен и до  настоящего времени. В частности, было впервые показано, что трансформированные вирусом SV-40 клетки агглютинируются в 10-15 раз более низкими концентрациями лектином пшеницы, чем исходная линия клеток [33, 34]. 

       Это явление было исследовано с применением большого количества лектинов и клеточных линий, а также при трансформации клеток различными вирусами и химическими канцерогенами. В ряде случаев была отмечена корреляция между степенью агглютинации и интенсивностью роста опухолевых клеток. При исследовании агглютинации клеток различными лектинами было показано, что лектины, специфичные к группам крови (лимской фасоли, софоры японской, Ulex europaeusи т.д.), не вызывали агглютинацию ни нормальных, ни трансформированных  вирусом SV-40 фибробластов мышей. Кон А, рицин, лектины фасоли, значительно сильнее агглютинируют трансформированные клетки, анормальные клетки агглютинируются этими лектинами лишь после трипсинизации [34].

       Следует отметить, что кратковременная обработка нормальных клеток слабыми растворами трипсина (0,001% в течение 2 мин) усиливает их агглютинацию по аналогии с опухолевыми клетками.

       Повышенная агглютинабельность связана с процессом злокачественной трансформации. Инфицирование клеток неонкогенными вирусами, а также незавершенная трансформация не приводит к усилению агглютинации клеток лектинами [35].

        Для объяснения причин различия в агглютинации нормальных и трансформированных клеток изучались различные факторы, влияющие на агглютинацию – количество мембранных рецепторов, их топография, латеральная подвижность, флюидность мембраны, влияние примембранных сократительных структур. Определение числа рецепторов у нормальных и трансформированных клеток дало противоречивые результаты  [35]. Было установлено, что трансформированные клетки связывают в 2,5-5 раз больше конканавалина А, чем нормальные. Увеличение связывания конканавалина А наблюдалось во время митоза нормальных клеток , а также после обработки их трипсином. При этом другие исследователи не выявили различий в количестве связанного КонА нормальными и трансформированными клетками. Ими показано, что лектины сои клещевины и др.связываются с нормальными и трансформированными клетками в одинаковом количестве.{ Луцик). Противоречивость данных о числе рецепторов в нормальных и трансформированных клетках, а точнее, мнение многих авторов о постоянстве количества рецепторов привело к предположению о различиях в топографии рецепторов на мембране опухолевых клеток. С помощью меченного ферритином  КонА и рицина показано, что у опухолевых клеток рецепторы на мембране расположены в виде кластеров, в то время как обычно они равномерно рассеяны по всей мембране. Кластерирование рецепторов создает более благоприятные условия для агглютинации клеток, так как способствует установлению более прочной связи между клетками.

       Кластерирование рецепторов мембраны при малигнизации клеток обусловлено увеличением их подвижности и скорости интернализации участков мембраны с лектинрецепторным комплексом, что имеет очень важное значение в феноменологии неравномерного распределения рецепторов на мембране. 

        Различия в латеральной подвижности рецепторов опухолевых клеток могут зависеть от изменений в цитоскелетных элементах.

      На участках, где микрофиламенты отсутствуют, наблюдается кластеризация рецепторов, а на участках с большим количеством   микрофиламентов распределение рецепторов на мембране равномерно.

       Для объяснения повышенной агглютинабельности опухолевых клеток предлагается три гипотезы [36]

– индукция вирусом синтеза рецепторов узнаваемых лектинами de novo
– формирование лектинузнающих рецепторов после трансформации клетки.

– проявление скрытых рецепторов лектинов после трансформации клетки (в норме они маскированы).

      Таким образом, выявление феномена повышенной агглютинабельности метаболически активных клеток, является важным элементом в разработке новых методов экспресс – диагностики онкологических заболеваний с помощью применения лектинотеста.  

Специфичность некоторых фитогемагглютининов настолько высока, что их применяют в серологических исследованиях для установления группы крови у человека. Так, лектины семян Lotus tetragonolobus и Ulex europaeus  специфичны по отношению к эритроцитам группы крови 0, а фитогемагглютинины  Vicia cracca и Dolichos biflorus – к эритроцитам группы крови А, подгруппа А1. [37].

2 ОБЪЕКТ, ПРОГРАММА И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

       В качестве объекта исследования использовались образцы зерновых и бобовых культур. Из семян всех используемых в эксперименте культур была получена мука тонкого помола. Экстракцию легкорастворимых белков проводили 2% раствором хлорида натрия.

        Для оценки гемагглютинирующей способности лектиновых белков использовался метод турбодиметрии с применением  спектрофотометра Helios Alpha and Beta  производства Thermo Spectronic (Великобритания), а также круглодонных полистероловых планшет [42,43].

        Лигандами при постановке реакции прямой гемагглютинации служили стабилизированные эритроциты крупного рогатого скота.

        Стабилизированная эритроцитарная тест - система любезно предоставлена кафедрой клинической диагностики ВГАВМ. 

       Вся  статистическо - математическая обработка экспериментальных данных проводилась  с использованием  программного обеспечения спектрофотометра и  пакета программ Microsoft office  персонального компьютера. Турбодиметрический анализ интенсивности агглютинации эритроцитов продолжался на протяжении 40 минут. 

2.1 Отработка методики выделения лектинов зерновых и бобовых культур

       2.1.1 Получение водно-солевых экстрактов лектиновых белков

       В эксперименте использовались образцы следующих сельскохозяйственных культур широко применяемых в производстве продуктов питания:

 семейство Fabaceae 

    сои сорт Вилия,

    фасоли штамбовой Ольга.

Сем.
Hordeum
   Hordeum vulgare
  Ячмень мутантная линия  ВМ МГФ,
Triticum
   Triticum aestivum
    Сорт Акагомуги

      Первоначально из семян всех используемых в эксперименте культур была получена мука тонкого помола. Измельчение семян проводилось для механического разрушения клеточных стенок, а также мембран семядолей и зародыша, так как мембраны клеток непроницаемы для белков и при получении экстрактов лектинов являются препятствием для выхода практически всех белков цитоплазмы в раствор.

       Помол муки проводился в электрической мельнице (пируетке). Затем от каждой порции полученной муки были отобраны  пробы массой 1 г путем взвешивания  на электронных весах Scout Electronic Balances производство фирмы Ohaus Corporation (США). Приготовленные таким образом пробы муки измельченных семян каждой культуры, для дальнейшего экстрагирования были помещены  в отдельные фарфоровые ступки.     Отдельно приготовлен 2% раствор нетоксичной соли хлорида натрия (ЧДА), от которого было взято по 10 мл  раствора и прилито в фарфоровые ступки с содержащимися в них пробами муки за исключением пробы полученной из семян сои, которую предварительно необходимо было обезжирить. Основная задача при получении экстракта лектиновых белков заключается в максимальном сохранении нативной конформации их молекул. Только при сохраненной нативной конформации, лектины проявляют свою комплексообразующую активность. Использование 2%-ого раствора хлористого натрия при экстракции  лектинов, согласно данным многих исследователей, предотвращает денатурацию белков данного класса  или же значительно снижает ее скорость.[44] 

       Обезжиривание муки семян сои проводилось с использованием гексана.

Для этого в фарфоровую ступку с мукой семян сои было прилито 10 мл. гексана (Ч). Полученная взвесь соевой муки в гексане была тщательно перемешана и перелита в цетрифужные пробирки для последующего центрифугирования при 8 тыс. об/мин. на протяжении 10 минут. Затем после проведенного центрифугирования супернатант содержащий растворенный в гексане жир семян был отброшен, а осадок помещен при постоянном помешивании   для выпаривания остатка гексана под тягу. Такая процедура повторялась трижды. После трехкратного полного выпаривания гексана мука соевых семян имела рыхлую консистенцию, легко рассыпалась и внешне не отличалась от проб муки полученных при помоле семян других культур, таким образом, соевая мука была готова для экстрагирования фитогемагглютининов.

    Экстрагирование лектинов из приготовленных проб муки с прилитым раствором хлорида натрия  осуществлялось при температуре 20 ْС путем первоначального настаивания муки из семян в течение 2 часов в солевом растворе и последующим тщательным растиранием в фарфоровых ступках. После растирания муки вновь было проведено настаивание взвесей всех проб уже при температуре 4 ْС, в течении 16 часов. Полученные  холодные гомогенные взвеси муки   центрифугировали при 7 тыс. оборотов в минуту в течение 15 минут на центрифуге ЦЛН (Россия). Осадки, выпавшие в результате центрифугирования на дно центрифужных пробирок, были отброшены. Надосадочная жидкость была отфильтрована через бумажный фильтр под вакуумом. Отфильтрованные экстракты из муки семян всех используемых культур имели интенсивную опалесценцию, что косвенно указывает на наличие в растворе белковых молекул. Полученные фильтраты кроме растворимых  лектиновых белков имели  также запасные и ферментативные белки, от которых при проведении исследования следовало  избавиться. 

       2.1.2  Избавление от ферментативных белков. 

       Полученные экстракты кроме лектинов содержат высокоактивные ферментативные белки. Согласно данным многих исследователей [30,31], лектины являются термостабильными белками, выдерживающими тепловой шок до 80оС. В то же время многие ферменты такого нагревания не выдерживают и подвергаются температурной денатурации. Поэтому для освобождения от присутствующих термолабильных ферментативных белков экстракты были помещены в термостат и  выдержаны  при температуре 80оС в течение 15 минут. После термообработки во всех колбах с исследуемыми образцами наблюдалось помутнение экстрактов и формирование хлопьев, что вероятнее всего обусловлено денатурацией белков – ферментов. Следует отметить, что помутнение экстрактов семян используемых в эксперименте культур различалось по своей интенсивности в зависимости от используемого в исследовании образца. Наиболее интенсивное помутнение наблюдалось в экстрактах полученных из семян сои и фасоли. Менее интенсивное помутнение экстракта после воздействия температурного фактора наблюдалось, соответственно, у зерновых культур- у ячменя и пшеницы. Такая разница в помутнении согласуется с данными о том, что бобовые культуры содержат в сухом веществе семян большее количество белка по сравнению с сухим веществом такой же массы семенного материала зерновых культур. 

       Помутневшие экстракты, для удаления денатурировавших белков были  перелиты из узкогорлых колб Эрленмейера в цетрифужные пробирки, затем  отцентрифугированы  при 7 тыс. оборотов в минуту в течение 15 минут. В результате центрифугирования на дно центрифужных пробирок произошло оседание осадка белков подвергшихся денатурации. Надосадочная жидкость была перелита во флаконы объемом 10 мл. Осадок отброшен. В результате этой операции были получены прозрачные растворы, содержащие лектины и  имеющие незначительные примеси запасных и ферментативных белков. 

    Супернатант использовался для постановки реакции  гемагглютинации (РГА) с применением полистероловых круглодонных планшет. Данная методика позволяет определить наличие в исследуемом экстракте фитогемагглютининов (лектиновых белков) и интенсивность гемагглютинации ими вызываемой, но в отличие от турбодиметрии не дает возможности наблюдать формирования эритроцитарных агрегатов в динамике. Кроме того, данная методика имеет еще один существенный недостаток – если, исследуемые лектины не имеют пространственного соответствия хотя бы к одному элементу гликокалекса используемых эритроцитов, то гемагглютинация также не будет наблюдаться, даже при наличии в исследуемом экстракте или растворе лектинов. 

       В лунки планшеты вносили исследуемые экстракты, в объеме 0,08 мл. Затем, к внесенным в лунки экстрактам, была прилита эритроцитарная тест-система в объеме 0,1 мл. Результаты реакции учитывались через 2 часа после инкубации при комнатной температуре. Контролем служили две лунки с эритроцитарной тест-системой с прилитым физиологическим раствором с объемом равным опытному. При отсутствии лектиновой активности по отношению к эритроцитам, последние при оседании образуют четкое пятно в виде маленького диска. В случае наличия комплексообразования проявляющейся в виде серологической реакции гемагглютинации, эритроциты равномерно покрывают дно ячейки. В ячейках планшеты наблюдалась реакция гемагглютинации, что позволяет сделать заключение о сохранении лектиновыми белками своей активности после применимого термошока.

       2.2  Доказательство белковой природы полученных растворов 
        Для доказательства наличия в полученных растворах - белков использовался эксперсс-метод определения белка, с помощью качественной реакции осаждения белков солями тяжелых металлов с применением соли свинца уксуснокислого основного.  Для этого от каждой пробы приготовленных экстрактов было отлито в пробирки по 2 мл исследуемого раствора. Затем к исследуемым пробам было прилито по 1 мл 5%-ого раствора свинца уксуснокислого основного. Во всех пробирках с исследуемыми экстрактами наблюдалось появление мути агрегирующейся в дальнейшем в хлопья. Появление хлопьев выпадающих в осадок под воздействием катионов тяжелых металлов указывает на наличие в исследуемом растворе белков.

       Для доказательства белковой природы гемагглютининов содержащихся в полученных экстрактах использовалась температурная денатурация при 100 0 С.    От приготовленных экстрактов семян каждой культуры были отобраны пробы в объеме 2 мл и прилиты в пробирки. Каждая из проб была подвергнута кипячению на открытом огне пламени спиртовой горелки  в течение 15 минут. Уже при появлении первых признаков закипания экстрактов, в каждой из проб наблюдалось помутнение, а затем появление  хлопьев, при этом наиболее интенсивное хлопьеобразование происходило в пробирках с экстрактами из семян фасоли и сои. После охлаждения пробирок, их содержимое было перенесено в центрифужные пробирки и подвергнуто центрифугированию в течение 20 минут при 8 тыс. об/мин. После центрифугирования надосадочная жидкость была осторожно перелита во пенициллиновые флаконы объемом 12 мл, а осадок отброшен.    

     Супернатант использовался с целью выявления действующих фитогемагглютининов с помощью постановки реакции гемагглютинации (РГА) с применением полистероловых круглодонных планшет по вышеописанной методике [43].  После проведения инкубации и читки реакции было установлено, что во всех лунках агглютинация эритроцитов отсутствовала.

    Отсутствие гемагглютинации позволяет утверждать, что вещество, вызывавшее агглютинацию эритроцитов и формирование агрегатов находилось в осадке, полученном при кипячении экстрактов содержащих лектины. Так как экстракт имел нейтральный рН, а в этой среде не углеводы, не какие либо другие соединения, кроме белков, не претерпевают существенных химических перестроек ведущих к изменению их химических свойств, то можно сделать заключение о том, что выпавшие в осадок вещества имеют белковую природу.

       При добавлении к этим же экстрактам 5%-ого водного раствора соли свинца уксусно-кислого основного  также не привело к выпадению осадка.  Соли тяжелых металлов, к которым относится и свинец, как известно, вызывают необратимую денатурацию белков и выпадение последних из раствора в осадок. При проведении этой реакции наблюдалось отсутствие хлопьеобразования в пробирке с прокипяченным экстрактом и удаленным выпавшим осадком до прилития в исследуемый раствор соли свинца. Это   позволяет сделать заключение о том, что вещество, вызывающее агрегирование эритроцитов имеет белковую природу, является фитогемагглютинином и соответственно лектином.

3 РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
       3.1 Определение гемагглютинирующей активности водных растворов  лектинов.

       3.1.1 Приготовление эритроцитарной тест-системы для постановки реакции прямой гемагглютинации (РПГА)

       В  качестве лигандов при связывании с ядром комплекса – лектином использовались эритроциты крупного рогатого скота.

       Реакция агглютинации эритроцитов фиксировалась инструментально с помощью спектрофотометра [46].

Использование в эксперименте трипсинизированных эритроцитов обеспечивает их сохранение довольно длительное время и препятствует образованию сгустков вызванных самоагглютинацией эритроцитов. Кроме того, трипсинизированные эритроциты позволяют выявлять взаимодействие лектинов с эритроцитами крови в концентрации лектина 0,4 мкг/мл. [37,38,39].

     При приготовлении эритроцитарной тест-системы полученную кровь сразу покапельно суспендировали в физиологический раствор (производство фирмы Биовет г. Витебск) для предотвращения ее свертывания. Физиологический раствор по отношению к цельной крови брался в соотношении 200 : 1. Для удаления лейкоцитов и тромбоцитов кровь центрифугировалась при 2,5 тысяч об/мин. Трипсин был растворен в 1мМ растворе соляной кислоты имеющей рН равный  трем,  в концентрации 10 мг/мл и добавлен в эппендорфовскую пробирку с 10%-ой по объему суспензией эритроцитов до конечной концентрации 1 мг/мл. Трипсинизацию эритроцитов проводилась 30 минут при 37оС при периодическом перемешивании через каждые 10 мин. Избыток трипсина удался промыванием  форменных элементов крови тройным центрифугированием в холодном забуференном физиологическом растворе.       

       3.1.2 Определение концентрации эритроцитов в приготовленной тест-системе.

      Подсчет эритроцитов проводился с помощью микроскопа  ZEISS с видеокамерой (Германия) в пяти больших квадратах сетки камеры Горяева, расположенных по диагонали с выведением картины расположения эритроцитов на экран монитора компьютера. Каждый квадрат сетки камеры Горяева разделен на 16 маленьких квадратов, т.о. эритроциты были подсчитаны в 80 малых квадратах (5 больших). Чтобы не допустить ошибки в подсчете и не посчитать дважды одни и те же эритроциты, в счет включались эритроциты, лежащие внутри квадрата и на двух его сторонах (левой и верхней линии). Стрелкой на фотографии выделена сетка камеры Горяева

       Расчет количества эритроцитов в 1 мкл. крови проводился по формуле:

                                                   Х=А*10000   

Х – количество эритроцитов в 1 мкл крови

А- сумма сосчитанных эритроцитов в 80 малых квадратах.

      В результате проведение подсчета была установлена концентрация эритроцитов, которая составила 12,4*1012/л.

       В эксперименте использовалась суспензия эритроцитов в вышеприведенной концентрации этих форменных элементов. 
[image: image1.png]


     

Фото 2– Эритроциты в камере Горяева 

        3.1.3 Определение спектра поглощения света эритроцитарной тест-системой    

   Полученная взвесь стабилизированных эритроцитов была внесена в кварцевую кювету спектрофотометра, в объеме 4 мл,  и просканирована в спектральном диапазоне 200-700 нм для  установления  максимума  поглощения светового потока суспензией эритроцитов. В качестве контроля использовался 0,9% раствор нетоксичной соли хлористого натрия (физраствор).

       При сканировании суспензии эритроцитов крупного рогатого скота видны два наиболее высоких пика, которые соответствуют максимальному поглощению данной суспензией входящего в кювету светового потока.

       Крайний левый пик, расположенный в ультрафиолетовой области, в   диапазоне 200-241нм имеет множественные повторяющиеся зубцы. В данной области поглощения света создаются так называемые «шумы»- погрешности, поэтому во избежание ошибки эксперимента этот пик при переводе прибора в режим турбодиметрии за основу брать не следует, не смотря на то, что эта область характеризуется как область наиболее интенсивного поглощения. Следующий максимальный пик поглощения светового потока соответствует длине волны 420 нм. Так как в этом случае множественные зубцы на верхушке пика отсутствуют, то за основу дальнейшего проведения эксперимента взята длина волны 420 нм. 

      Из режима сканирования всего спектрального диапазона спектрофотометр был переведен в режим работы агрегометра при фиксированной длине волны 420 нм, позволяющего использовать метод турбодиметрии [47].  Данный метод позволяет отслеживать формирования комплексов между лектинами выступающих в качестве ядра комплекса и лигандами - углеводными детерминантами поверхности эритроцитов. Для получения стойкой во времени взвеси эритроцитов, во избежание их осаждения на дно кюветы при стоянии из-за собственной массы и уменьшения СОЭ были применены защитные коллоиды ( производство фирмы «Биовет»  г. Витебск). 

       Вся  статистическо - математическая обработка экспериментальных данных проводилась  с использованием  программного обеспечения спектрофотометра и  пакета программ Microsoft office  персонального компьютера. Турбодиметрический анализ интенсивности агглютинации эритроцитов продолжался на протяжении 40 минут. 

Постановка и фиксация реакции гемагглютинации 

       Для инструментального фиксирования интенсивности реакции агглютинации эритроцитов, с помощью  метода турбодиметрии, суспензия с форменными элементами крови  в концентрации 12,4*1012/л и в объеме 3 мл вносилась в кварцевые кюветы прибора, куда затем были  добавлены экстракты лектинов в объеме 1 мл, в каждую кювету по экстракту.

      Изучение действия лектинов содержащихся в семенах отобранных для эксперимента сельскохозяйственных культур, применяемых при производстве различных концентрированных кормов, на стабилизированные эритроциты крупного рогатого скота подтвердило, их способность к взаимодействию с эритроцитами крупного рогатого скота.

        Комплексообразующая способность  исследуемых лектинов проявляется в виде наблюдаемой серологической реакции агглютинации эритроцитов, что  фиксируется инструментально  с помощью метода турбодиметрии. 

       В основе турбодиметрии лежит основной закон светопоглощения (объединенный закон Бугера-Ламберта-Бера):   

                                                    I=Io *10 -kCL 
где k- константа – коэффициент светопоглощения, величина которого зависит от природы растворенного вещества, температуры, растворителя и длины волны света, I- интенсивность светового потока прошедшего через анализируемую взвесь и падающего на анализатор, I0- интенсивность светового потока падающего на кювету с анализируемой взвесью, C- концентрация, L- толщина поглощающего слоя раствора. 

       Турбодиметрия, как метод, основан на измерении ослабления интенсивности светового потока, прошедшего через раствор, содержащий твердые частицы. Интенсивность выходящего светового потока уменьшается вследствие поглощения и рассеяния светового потока.   

       С увеличением интенсивности агглютинации эритроцитов лектинами экстрактов, происходит уменьшение светопропускной способности используемой в эксперименте взвеси эритроцитов, так как увеличение массы формирующихся эритроцитарных агрегатов за счет их сшивки между собой молекулами лектинов ведет к ослаблению выходящего светового потока, что и фиксируется прибором при использовании турбодиметрии   [48].    

 Таблица 5 – Изменение пропускной способности суспензии эритроцитов в результате их агглютинации фитолектинами 

	Культура, сорт
	Трансмиссия,

%
	Время продолжительности эксперимента, мин
	Длина волны,

λ нм

	Соя Вилия

	88
	3
	420

	
	67
	15
	420

	
	55
	27
	420

	
	51
	39
	420

	Пшеница

Акагомуги

	42
	3
	420

	
	31
	15
	420

	
	28
	27
	420

	
	27
	39
	420

	Ячмень

ВМ-МГФ

	61
	3
	420

	
	57
	15
	420

	
	53
	27
	420

	
	53
	39
	420

	Фасоль

Ольга

	52
	3
	420

	
	47
	15
	420

	
	46
	27
	420

	
	45
	39
	420


        Оценка ген-специфичности фитогемагглютинирующей способности лектинов 

     Поставленная реакция  гемагглютинации, в которой в качестве агглютинина эритроцитов использовались лектины различных зерновых и бобовых культур, показала, что интенсивность формирования эритроцитарных агрегатов напрямую зависит от фитолектинов, которые применяются в эксперименте. 

      Разницу  в способности лектинов формировать комплексы с эритроцитами, вызывая не одинаковую степень их агрегации, можно объяснить разным пространственным соответствием углеводузнающих доменов лектинов семян используемых в эксперименте сельскохозяйственных культур и распознаваемыми ими углеводными детерминантными участками антигенного комплекса системы гликокалекса эритроцитов.  

      Результаты турбодиметрии суспензии эритроцитов после добавления экстрактов лектинов различных культур, после программной обработки были представлены  графически:
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  Рисунок – 3 Интенсивность агглютинации эритроцитов лектинами сельскохозяйственных культур
       Из вышеприведенных кривых зависимости видно, что светопропускная способность эритроцитарной суспензии при введении в кювету экстрактов лектинов исследуемых культур снижалась. При этом снижение трансмиссии для исследуемых экстрактов полученных их семян культур разных систематических видов  значительно различалась.

      Установлена ген-специфика агглютинации эритроцитов фитолектинами различных сельскохозяйственных культур.                              

        Приведенные кривые показывают, что наиболее активными агглютининами эритроцитов крупного рогатого скота являются лектины экстракта из семян сои сорт Вилия. Снижение  пропускной способности эритроцитарной взвеси с 88% до 51%  т.е. на 37% или в 1,72 раза, в течение 40 минут показывает высокую интенсивность реакции агглютинации эритроцитов лектинами этой культуры. Интенсивное падение светопропускной способности эритроцитарной суспензии  наблюдалось с первых минут эксперимента и продолжалось до 30-ой минуты турбодиметрии. Затем наклон кривой гемагглютинации несколько уменьшается, что свидетельствует о снижении интенсивности гемагглютинации. Однако и на последней минуте эксперимента с использованием лектинов семян сои кривая гемагглютинации имеет незначительный наклон к оси абсцисс. Это позволяет сделать выводы о том, что к концу эксперимента, в реакционной смеси все еще существуют активные молекулы лектина способные к дальнейшей реакции гемагглютинации.               

        Лектины семян других используемых в эксперименте сельскохозяйственных культур проявили менее выраженную агглютинирующую активность по отношению к эритроцитам крупного рогатого скота. Например, падение пропускной способности суспензии эритроцитов на протяжении 40-а минут эксперимента после добавлении лектинов из семян пшеницы  произошло с 42  до 27 % , т.е. в  1,55 раза.   Такое падение светопропускной способности также высокое, и характеризует высокую комплексообразующую активность лектинов пшеницы по отношению к углеводным детерминантам гликокалекса эритроцитов.  Лектины  ячменя  оказались менее специфичны к эритроцитам крупного рогатого скота. Падение светопропускной способности – с 61до 53%  – т.е. в 1,15 раза характеризует их низкую гемагглютинирующую активность.

        Лектины фасоли белой, как ни странно, также показали низкую геммаглютинирующую активность. Образование агрегатов вызвало падение светопропускной способности взвеси эритроцитов при добавлении лектинового экстракта семян фасоли  с 52 до  45 %  – в 1,15 раза  соответственно. В тоже время в мировой литературе приводятся сведения о высоком содержании лектинов в семенах этой культуры. Низкую агглютинацию эритроцитов крупного рогатого скота лектинами фасоли можно объяснить специфичностью углеводов гликокалекса эритроцитов, к которым углеводсвязывающие участки доменных структур лектина имеют невысокое пространственное соответствие. 

       Выход кривых гемагглютинаций на плато через полчаса после начала эксперимента (кроме кривой гемагглютинации лектинами сои) и отсутствие дальнейшего падения светопропускной способности взвеси эритроцитов показывает отсутствие агглютинации в реакционной смеси. Это можно объяснить тем, что в результате комплексообразования при связывании лектина с углеводными детерминантами эритроцитов в реакционной смеси не осталось активных, свободных от углеводных лигандов молекул лектина.

     Определено, что наиболее интенсивно эритроцитарные агрегаты формируются за счет фитолектинов во временном интервале от 3 мин. с начала гемагглютинации и до 15 минуты анализа.  Причем это явление характерно для лектинов семян всех исследуемых культур.

       Не смотря на уменьшение светопропускной способности взвеси эритроцитов, образовавшиеся эритроцитарные агрегаты, в осадок за время проведения исследования не выпадали, что является положительной характеристикой при оценке комплексообразующей способности лектинов с применением метода турбодиметрии. 

       3.1.5 Фотофиксация формирования эритроцитарных агрегатов 

       Для представления полной картины агглютинации эритроцитов лектинами экстрактов используемых в эксперименте культур, было проведено фотографирование формирующихся агрегатов эритроцитов с помощью микроскопа с видеокамерой фирмы ZEISS (Германия) в режиме real time с использованием желтого фильтра при движущихся эритроцитах. 

       Суспензия эритроцитов в объеме 0,08 мл и в концентрации этих форменных элементов 12,4*1012/л, была нанесена на предметное стекло, в виде капли. Затем в каплю суспензии эритроцитов, микропипеткой был внесен экстракт лектинов в объеме 0,02 мл, полученный из семян сои. Капля смеси суспензии и экстракта на предметном стекле осторожно была накрыта  предметным стеклом таким образом, чтобы не произошло нарушение целостности эритроцитов, а также сохранить их свободную подвижность в токах жидкости, в которых они находятся, при этом избегая попадания воздуха под предметное стекло. Приготовленный препарат был помещен на предметный столик микроскопа.

       В дальнейшем проводилась видео- и фотофиксация  формирования эритроцитарных агрегатов с выводом наблюдаемой картины гемагглютинации на экран монитора компьютера.

     С первых минут наблюдения агглютинации эритроцитов фитолектинами видны постепенно увеличивающиеся скопления эритроцитов, визуально определяемые как «пакеты». Однако, следует учитывать, что формирование эритроцитарных пакетов происходит в кровеносных сосудах при постоянном токе крови и  обусловлено не их  агрегированием, а столкновением и механическим уплотнением согласно закону Бернулли. Так как скорость тока плазмы между близко расположенными эритроцитами значительно ниже скорости движения плазмы крови окружающей эритроцитарный «пакет», то образуется разница в давлениях, которая  обеспечивает образование истинных «пакетов».

     Кроме того, эритроцитарные «пакеты» отличаются крайней неустойчивостью и легко разрушаются, что нельзя сказать об эритроцитарных агрегатах сформировавшихся под воздействием лектинов, так как такие агрегаты можно рассматривать как комплексные химические соединения. Причем ядро-лектин связан с лигандом водородными связями, что и обеспечивает стабильность комплекса.

      На полученной фотографии видны формирующиеся агрегаты (обозначены стрелками).
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Фото – 3 Формирование эритроцитарных агрегатов. Увеличение в 90 раз

При более сильном увеличении (фото 3) агрегаты теряют четкость изображения, что связанно с уменьшением проникающей способности светового потока. 
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Фото – 4 Формирование эритроцитарных агрегатов. Экспозиция 15 мин.

Увеличение в 360 раз

    Следует отметить, что с увеличением экспозиции размеры  агрегатов увеличиваются. Это видно на фотографии. Продолжение формирования агрегатов можно объяснить дальнейшей активации детерминантных структур эритроцитов и связыванию их со свободными молекулами лектинов в стабильные комплексы (рис.5)

Определение глюкозоспецифичности лектинов  

       В связи с тем, что основным структурным элементом углеводных детерминантных структур гликокалекса эритроцитов является глюкоза и ее производные, то определение специфичности фитолектинов к данному углеводу является важным этапом настоящих исследований. 

       Определение глюкозоспецифичности лектинов экстракта проводилось по методу с применением полистероловых плоскодонных планшет [43].

       В лунки планшеты вносили исследуемые экстракты, в объеме 0,08 мл. Затем, к внесенным в лунки экстрактам лектинов, был прилит раствор 10% глюкозы в объеме 0,5 мл с последующим прилитием эритроцитарной тест-системы также в объеме 0,5 мл. Результаты реакции учитывались через 2 часа после инкубации при комнатной температуре. Контролем служили две лунки с эритроцитарной тест-системой с прилитым исследуемым экстрактом объемом равным опытному, но без  добавления раствора глюкозы. 

      В опытных ячейках планшеты интенсивность реакции гемагглютинации была значительно ниже контрольных и оседающие эритроциты образовывали диски с неровными краями и с слегка размытыми границами, что позволяет сделать заключение о блокировании глюкозой доменных центров исследуемых лектинов отвечающих за распознавание данного углевода. В тоже время в лунках с эксртрактами фасоли и сои тест- системы без добавления углевода наблюдалась гемагглютинация. Таким образом исследуемые лектиновые белки имеют углеводузнающие участки (сайты распознавания) комплементарные глюкозе. 
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 ЗАКЛЮЧЕНИЕ
       В результате проведенных исследований было установлено, что лектиновые белки играют важную роль в функционировании биологических систем.  

   Ярко выраженный прикладной аспект лектинов обусловлен их чрезвычайно большой возможностью применения в самых различных областях медицинской биологии. Важнейшие направления их применения – исследования биологических мембран, межклеточного взаимодействия и «узнавание» макромолекул, очистка и изучение структуры гликопротеидов, разработка лекарственных препаратов нового поколения, дающих минимальные побочные эффекты на здоровье человека.

      Потребность в лектинах стимулировала разработку методов получения чистых препаратов. В настоящее время известен обширный набор лектинов, выпускаемых промышленным способом, однако это не означает, что возможности поиска и получения, новых лектинов исчерпаны. Расширение исследований по получению отечественных препаратов является актуальной задачей, поскольку широкое использование лектинов зависит, прежде всего, от их ценовой доступности. Необходимо дальнейшее совершенствование и упрощение технологии очистки лектинов с целью снижения их стоимости, которая в настоящее время для большинства препаратов довольно высока.

      Изучение агглютинирующей активности фитолектинов выделенных из семян зерновых и бобовых культур показало их способность вызывать формирование устойчивых эритроцитарных агрегатов. Оценка гемагглютинирующей активности фитолектинов, проводилась с применением спектрофотометра в режиме турбодиметрии.

      Следует отметить выявленную ген-специфику аффинности лектинов растительных культур к углеводным детерминантам эритроцитов, что проявляется в различной интенсивности гемагглютинации. 

      Выявлена максимальная агглютинирующая активность компонентов эритроцитарной тест системы лектинами  семян сои и пшеницы, а минимальная –лектинами семян фасоли белой сорта Ольга и  ячменя  ВМ МГФ, что указывает на необходимость дальнейшего изучения белков этого типа в целях создания лекарственных препаратов на основе лектиновых белков этих растений.
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