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АГГЛЮТИНАЦИЯ ТИМОЦИТОВ КРЫС, 
ВЫЗВАННАЯ АГРЕГИРОВАННЫМ КОНКАНАВАЛИНОМ А 

С использованием метода светопропускания исследовали влияние преципитирующих е 
присутствии конканавалина А (КонА) НАДН, пероксидазы и каталазы на КонА-инду-
цированную агглютинацию тимоцитов крыс. Установлено, что агрегированный КонА вы-
зывает значительное ускорение реакции агглютинации в сравнении с нативным КонА. 
Скорость агглютинации тимоцитов зависит от размеров агрегатов молекул КонА. По-
лученные результаты свидетельствуют о ключевой роли кластеризации мембранных ре-
цепторов в обеспечении КонА-индуцированной агглютинации клеток. 

Введение. Агглютинация лимфоцитов, индуцированная митогенным 
лектином КонА, обусловлена взаимодействием молекул митогена с 
мембранными гликопротеинами, которое приводит к слипанию клеток. 
Молекула нативного КонА, состоящая из четырех идентичных субъеди-
ниц, способных связывать углеводы [1], выступает при этом в качестве 
«сшивающего» агента, формирующего межклеточные контакты [2]. 
Прочность контактов между клетками зависит от числа молекул КонА, 
участвующих в их образовании. Под действием КонА, а также ряда 
других лектинов и антител на поверхности лимфоцитов образуются 
мембранные кластеры, представляющие собой взаимодействующие ли-
ганд-рецепторные комплексы [2—6]. По-видимому, кластеризация 
мембранных рецепторов обеспечивает формирование прочных, образо-
ванных несколькими молекулами лектина, межклеточных контактов. 
В пользу такой точки зрения свидетельствуют данные литературы о 
торможении реакции агглютинации клеток в присутствии веществ, иы-
гибирующих кэппинг мембранных рецепторов [7—10]. Но если вер-
но предположение о ключевой роли кластеризации мембранных рецеп-
торов в КонА-индуцированной агглютинации лимфоцитов, то в присут-
ствии агрегированных молекул КонА следует ожидать ускорения аг-
глютинации клеток вследствие образования мембранных кластеров на 
клеточной поверхности. В настоящей работе приведены данные о сти-
мулирующем действии агрегатов молекул КонА на агглютинацию тимо-
цитов крыс. 

Материалы и методы. В р а б о т е использовали л и м ф о и д н ы е клетки, в ы д е л е н н ы е из 
тимуса белых беспородных крыс, полученных из питомника л а б о р а т о р н ы х ж и в о т н ы х 
А М Н O O C P « Р а п п о л о в о » (Ленинград , обл . ) . Тимус д е к а п и т и р о в а н н ы х ж и в о т н ы х из-
мельчали и п р о м ы в а л и раствором о х л а ж д е н н о г о фосфатно-солевого буфера , р Н 7,3, 
с о д е р ж а щ е г о (в м М ) : 137 N a C l , '2,7 KCl, 6 N a 2 H P O 4 , 1,5 K H 2 P O 4 , H CaCl 2 . После 
ф и л ь т р а ц и и через м а р л е в ы й фильтр клеточную суспензию ц е н т р и ф у г и р о в а л и в течение 
5 мин при скорости 1 500 о б / м и н ( л а б о р а т о р н а я ц е н т р и ф у г а О П Н - 3 ) и суспендирова-
ли о с а д о к в исходном буфере . Число жизнеспособных клеток по тесту с т р и п а н о в ы м · 
синим с о с т а в л я л о не менее 96 %. Р а б о ч а я к о н ц е н т р а ц и я клеток была 5 - Ю 6 к л / м л . 

А г г л ю т и н а ц и ю клеток, и н и ц и и р о в а н н у ю К о н А и его агрегатами , исследовали с 
п о м о щ ь ю м е т о д а л а з е р н о й нефелометрии, описанного ранее [Г1], по изменению вели-
чины светопропускания клеточных суспензий при длине волны 632,8 нм. И з м е р е н и я 
проводили при т е м п е р а т у р е 37 °С и постоянном перемешивании образцов . 
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Р е а к ц и ю преципитации К о н А с использованными в р а б о т е соединениями (ката -
л а з а , пероксидаза , Н А Д Н ) регистрировали по изменению величины с в е т о п р о п у с к а н и я 
со ответствующи х растворов . 

В р а б о т е использовали К о н А и к а т ал аз у ф и р м ы « S i g m a » ( С Ш А ) , п е р о к с и д а з у и 
Н А Д Н ф и р м ы « R e a n a l » ( В Н Р ) . 

Результаты и обсуждение. П р е ц и п и т а ц и я Н А Д Н , п е р о к -
с и д а з ы и к а τ а л а з ы в п р и с у т с т в и и КонА. Лектины способ-
ны образовывать агрегированные комплексы с целым рядом углевод-
содержащих соединений вследствие их преципитации [1]. Нами уста-
новлено, что этот процесс инициируется в растворе КонА при добавле-
нии таких веществ, как НАДН, пероксидаза и каталаза . Данные рис. 1 

Рис. 1. Изменение величины с в е т о п р о п у с к а н и я раствора КонА (0,5 м г / м л ) от време-
ни после д о б а в л е н и я : 1 — к а т а л а з ы (1 м г / м л ) ; 2 — п е р о к с и д а з ы (0,1 м г / м л ) ; 3 — 
Н А Д Н (5 м М ) 

F ig . її. C h a n g e s in the l igh t t r a n s m i s s i o n of the Con A so lu t ion (0.5 m g / m l ) as a 
f u n c t i o n of t ime wi th d i f f e r e n t add i t i ve s : 1 — c a t a l a s e (ll m g / m l ) , 2 — peroxidase · 
(0.1 m g / m l ) , 3 — N A D H ( 5 ' m M ) 

Рис. 2. Изменение величины светопропускания суспензии тимоцитов крыс, индуциро-
в а н н о е КонА в отсутствие ( / ) и присутствии (2) 0 ,2 м М Н А Д Н 

Fig . 2. Con Α- induced c h a n g e in t h e l igh t t r a n s m i s s i o n of the t h y m o c y t e s u s p e n s i o n s in 
the absence (1) and in the p re sence (2) of iNADH (0.-2 m M ) 

демонстрируют, что величина светопропускания растворов быстра 
уменьшается в присутствии Н А Д Н и пероксидазы. Эффект каталазы 
менее выражен. Важно отметить, что в присутствии углеводного гапте-
на а-метил-£>-маннозида, блокирующего места связывания углеводов 
в молекуле КонА, реакции преципитации не наблюдается. а-Метил-D-
маннозид также легко разрушает агрегированные комплексы КонА — 
Н А Д Н и КонА — пероксидаза (данные не приведены). 

А г г л ю т и н а ц и я т и м о ц и т о в в п р и с у т с т в и и в е -
щ е с т в , п р е ц и п и т и р у е м ы х КонА. После добавления КонА 
(25 мкг/мл) к суспензии тимоцитов крыс происходит образование кле-
точных агглютинатов, вследствие чего суммарная светорассеивающая 
поверхность клеток уменьшается, а величина светопропускания суспен-
зии соответственно возрастает. Непрерывно регистрируемые кинетиче-
ские кривые изменения светопропускания суспензий тимоцитов в про-
цессе их агглютинации приведены на рис. 2. Д л я характеристики про-
цесса агглютинации тимоцитов были использованы следующие эмпири-
ческие параметры: максимальная скорость агглютинации υ и время 
задержки реакции τ (см. рис. 2). Оказалось, что вещества, преципи-
тирующие в присутствии КонА, являются эффективными стимулятора-
ми КонА-индуцированной агглютинации тимоцитов крыс. При добав-
лении Н А Д Н к суспензии тимоцитов наблюдается значительное уве-
личение скорости КонА-индуцированной агглютинации клеток. При 
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этом изменение величины светопропускания суспензии выходит на 
плато в течение 10 мин, в то время как в контроле этот процесс за-
нимает около 1 ч. 

Аналогичные изменения наблюдаются под действием каталазы и 
пероксидазы. Стимулирующий эффект НАДН, пероксидазы и катала-
зы на КонА-индуцированную агглютинацию тимоцитов существенным 
образом зависит от их концентрации (рис. 3) . С повышением концент-
рации этих веществ скорость агглютинации клеток возрастает в не-
сколько раз. Отметим, что наблюдается соответствие в способности ка-
талазы, пероксидазы и Н А Д Н преципитировать в присутствии КонА 

Рис . 3. З а в и с и м о с т ь скорости К о н А - и н д у ц и р о в а н н о й агглютинации тимоцитов крыс 
о т к о н ц е н т р а ц и и к а т а л а з ы (1), п е р о к с и д а з ы (2) и Н А Д Н (5) . О б о з н а ч е н и я по оси 
абсцисс д л я 1 и 2 — внизу, д л я S — в в е р х у 

F ig . 3. E f f e c t of c a t a l a s e ( I ) i p e r o x i d a s e (2) a n d N A D H (3) on t he r a t e of t h e Con A-
induced t h y m o c y t e a g g l u t i n a t i o n . D e s i g n a t i o n s a l o n g absc i s s a s : bel'ow — c u r v e s 1, 2; 
above — cu rve 3 

Рис . 4. З а в и с и м о с т ь м а к с и м а л ь н о й скорости (и) и времени з а д е р ж к и (τ) процесса 
а г глютинации тимоцитов крыс, инициированного а г р е г и р о в а н н ы м К о н А (25 м к г / м л ) , 
от времени совместного и н к у б и р о в а н и я К о н А и Н А Д Н . К о н е ч н а я к о н ц е н т р а ц и я 
Н А Д Н — 0,3 м М 

F ig . 4. A g g r e g a t e d Con Α- induced c h a n g e s in the m a x i m a l r a t e (u) a n d the t i m e l a g (τ) 
a g g l u t i n a t i o n of the r a t t h y m o c y t e s as a f u n c t i o n of i n c u b a t i o n t ime of C o n A (25 μ σ / ι η ΐ ) 
w i t h N A D H (0.3! m M ) 

(рис. 1) и ускорять реакцию агглютинации клеток (рис. 3) . Можно 
предположить, что скорость агглютинации клеток зависит от размеров 
агрегатов молекул лектина. 

З а в и с и м о с т ь с к о р о с т и а г г л ю т и н а ц и и т и м о ц и т о в 
о т р а з м е р о в а г р е г а т о в к о м п л е к с о в КонА — Н А Д Н . Д л я 
выяснения влияния КонА различной степени агрегированности на аг-
глютинацию клеток реакцию инициировали добавлением аликвот пре-
ципитатов КонА — НАДН, полученных при различных временах сов-
местного инкубирования КонА и НАДН. В этой серии экспериментов 
КонА (0,5 мг/мл) и Н А Д Н (6 мМ) инкубировали при комнатной тем-
пературе и добавляли по 100 мкл к 2 мл суспензии тимоцитов. Оказа-
лось, что с увеличением времени совместного инкубирования КонА и 
Н А Д Н происходит резкое ускорение процесса агглютинации клеток 
(рис. 4). Следовательно, агрегаты КонА — Н А Д Н обладают более вы-
сокой агглютинирующей активностью, чем эквимолярное количество 
нативного КонА. Поскольку в процессе реакции преципитации размеры 
образующихся агрегатов увеличиваются, то полученные данные дают 
основание заключить, что основным фактором, определяющим скорость 
агглютинации клеток в рассматриваемом случае, является величина 
агрегатов КонА — НАДН. Отметим, что ускорение агглютинации тимо-
цитов не является следствием простого укрупнения образующихся 
ассоциатов из-за сорбции на поверхности клеток агрегированного лек-
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тина, так как вносимое количество агрегаита (100 мкл) не может су-
щественно повлиять па изменение величины светорассеяния исследуе-
мой системы. 

С увеличением времени совместного инкубирования КонЛ и НАДІЇ 
наблюдается также снижение времени задержки реакции τ (рис. 4). 
Кривая агглютинации клеток при этом трансформируется от S-образ-
ной (при действии нативного КонА) к гиперболической (при действии 
агрегированного КонА) форме. Это означает, что в присутствии агрега-
тов молекул КонА реагглютинация клеток становится незначительной. 
Отметим также хорошую корреляцию между величиной τ (рис. 4) и 
размером агрегированных комплексов КоиА — Н А Д Н (рис. 1). 

В настоящей работе установлено, что КонА-индуцированная агглю-
тинация тимоцитов крыс существенно ускоряется в присутствии ве-
ществ, преципитируемых КонА. 

Взаимодействие І ІАДН, пероксидазы или катал азы с КонА приво-
дит к образованию агрегатов молекул лектина в составе соответству-
ющих комплексов. Эффекты действия агрегированного и неагрегиро-
ванного КонА в эквимолярных количествах на агглютинацию клеток 
существенно различается. Агрегаты молекул КонА обеспечивают более 
высокую скорость агглютинации тимоцитов в сравнении с нативным 
КонА. Этот эффект имеет принципиальное значение для понимания 
механизма КонА-индуцированной агглютинации клеток. 

Показано [10, 12, 13], что скорость агглютинации клеток под дей-
ствием КонА зависит от текучести мембранных липидов, состояния 
клеточного цитоскелета, активности некоторых мембранных ферментов. 
Перечисленные факторы объединяет их общее свойство влиять на про-
цессы перераспределения мембранных рецепторов. Агглютинация лим-
фоцитов тормозится в присутствии ингибиторов кэппинга мембранных 
рецепторов: азида натрия, динитрофенола, цитохалазина В, сульфгид-
рильных реагентов [7—10]. Ранее нами [7] было установлено, что 
агглютинация тимоцитов крыс при температурах ниже 25 °С также 
сильно заторможена. Отметим в этой связи, что при снижении темпе-
ратуры связывание КонА с мембранными рецепторами клеток сущест-
венно не меняется, однако процессы кластеризации лиганд-рецептор-
ных комплексов практически полностью прекращаются. С другой сто-
роны, повышенная способность к агглютинации опухолевых клеток в 
сравнении с нормальными является, по-видимому, следствием относи-
тельно более свободного движения их рецепторов, образующих мемб-
ранные кластеры, в плоскости мембраны [4]. Во всех рассмотренных 
случаях регуляция процесса агглютинации клеток протекает с участи-
ем мембранных кластеров, образующихся при функционировании ак-
тивируемых нативным КонА внутриклеточных и мембранных систем. 

Количество конканавалиновых рецепторов на поверхности лимфоид-
IIbix клеток составляет величину порядка IO7, а константа диссоциации 
соответствующих лиганд-рецепторных комплексов — 6 - Ю - 8 M [14]. 
При использованной в настоящей работе концентрации КонА (25 мкг/ 
/мл) обеспечивается оккупация большей части конканавалиновых ре-
цепторов на поверхности клеток, что создает благоприятные условия 
для их кластеризации. По-видимому, при сорбции лектиновых агрега-
тов на клетках конканавалиновые рецепторы вследствие латеральної! 
диффузии в мембране [4] связываются со стерически доступными мо-
лекулами КонА в агрегате с образованием мембранного кластера. Сле-
довательно, полученные в настоящей работе данные о чувствительности 
реакции агглютинации клеток к размеру агрегатов молекул КонА яв-
ляются прямым подтверждением предположения о ведущей роли про-
цессов кластеризации мембранных рецепторов в обеспечении агглюти-
нации клеток. Отметим, что агглютинация тимоцитов под действием 
агрегированного КонА приобретает необратимый характер, поскольку 
наряду с существенным увеличением скорости и сильно снижается ве-
личина времени задержки τ реакции (рис. 4). Другими словами, обра-
зующиеся клеточные агглютинаты отличаются высокой устойчивостью. 
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Агглютинация клеток, индуцированная агрегатами молекул КонА, 
является удобной моделью для исследования начальных стадий актива-
ции лимфоцитов и роли процессов кластеризации мембранных рецепто-
ров. Заметим, что КонА инициирует преципитацию таких биологически 
важных веществ, как иммуноглобулины, гликопротеины, полисахариды 
[1]. Поэтому не исключено, что устойчивость мембранных кластеров 

лимфоцитов зависит наряду с другими причинами от присутствия в 
иримембранных слоях высвобождаемых клеткой углеводсодержащих 
веществ. Полученные нами результаты показывают важность развития 
такого подхода для анализа процессов взаимодействия лектинов с лим-
фоцитами, кластеризации мембранных рецепторов и межклеточных 
взаимодействий. 

A G G L U T I N A T I O N O F R A T T H Y M O C Y T E S I N D U C E D 
BY A G G R E G A T E D C O N C A N A V A L T N A 

Α. V. Timoshenko, S. N. Cherenkev ich 

V. I. Len in B y e l o r u s s i a n S t a t e Un ive r s i t y , M i n s k 

S u m m a r y 

The e f fcc t of N A D H , p e r o x i d a s e and c a t a l a s e p rec ip i t a t ed in the p re sence of c o n c a n a v a l i n 
A (Con A) on the iCon Α- induced a g g l u t i n a t i o n of r a t t h y m o c y t e s h a s been a n a l y z e d by 
the l ight t r a n s m i s s i o n m e t h o d . The a g g r e g a t e d Con A c a u s e s a c o n s i d e r a b l e acce l e ra t ion 
of a g g l u t i n a t i o n c o m p a r e d w i t h the ac t ion of n a t i v e Con A. The r a t e of t h y m o c y t e a g -
g l u t i n a t i o n d e p e n d s on Con Α - a g g r e g a t e d size. These r e su l t s t e s t i f y to the key role of 
the m e m b r a n e c l u s t e r s f o r m a t i o n in the p rov i s ion of Con Α- induced cell1 a g g l u t i n a t i o n . 
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