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Процесс апоптоза является важным элементом созревания и дифференцировки Т-лимфоцитов. Работа
посвящена анализу изменений состава олигосахаридов гликокаликса тимоцитов мышей линии CBA в хо-
де апоптоза, индуцированного введением гидрокортизона. Использована панель из 23 меченных флуорес-
цеинизотиоцианатом лектинов, специфичных к маннозе, маннозе и глюкозе, галактозе, N-ацетил-D-га-
лактозамину, N-ацетил-D-глюкозамину, фукозе и остаткам N-ацетилнейраминовой кислоты. Методом
проточной цитометрии оценивали связывание лектинов с тимоцитами интактных мышей и мышей после
введения гидрокортизона. На основании результатов окрашивания метиловым эфиром тетраметилрода-
мина и 7-аминоактиномицином D клетки были разделены на живые тимоциты и тимоциты в раннем и
позднем апоптозе. Результаты указывают на неодинаковую плотность и гетерогенность олигосахаридов в
гликокаликсе, значительная часть которых утрачивается уже в раннем апоптозе. Живые клетки несут во
внешних структурах гликокаликса углеводы, содержащие в концевом положении остатки галактозы и
N-ацетил-D-галактозамина. При переходе тимоцитов в поздний апоптоз усиливается связывание всех
лектинов, кроме специфичного к фукозе. Примембранный слой гликокаликса отличается высокой плот-
ностью и большим разнообразием олигосахаридных структур, сохраняющихся на стадии позднего апо-
птоза тимоцитов.
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Процесс созревания и дифференцировки Т-лим-
фоцитов в тимусе протекает в непосредственном
контакте тимоцитов разной степени зрелости с клет-
ками стромы. От момента переноса в тимус полу-
стволовой CD34+-клетки (общего предшественника
лимфоидного ряда) и до выхода из тимуса наивных
CD4+-Т-хелперов и CD8+ цитотоксических Т-лим-
фоцитов все этапы созревания и дифференцировки
тимоцитов протекают в ассоциации с клетками-
няньками, составляющими основу кортикального
тимического эпителия, и дендритными клетками и
макрофагами медуллы. Гликокаликс мембраны ти-
моцитов принимает непосредственное участие в
процессах их распознавания адгезионными молеку-
лами клеток стромы тимуса и макрофагами, отвеча-
ющими за элиминацию погибающих в ходе селек-

ции тимоцитов. Причиной гибели тимоцитов явля-
ется запуск в них апоптоза – механизма, играющего
ключевую роль в удалении Т-клеток, не прошедших
позитивный или негативный этапы селекции.

Уровень апоптоза в тимусе является одним из
важных показателей процессов, происходящих во
время дифференцировки тимоцитов. В ходе после-
довательных этапов селекции, связанной прежде
всего с формированием сначала β-, а затем α-цепи
Т-клеточного рецептора элиминируется по некото-
рым оценкам до 95% незрелых тимоцитов (Старская,
Полевщиков, 2013). Считается, что не более 5% от чис-
ла незрелых дважды позитивных (CD4+CD8+) клеток
имеет шанс перейти в состояние зрелых SP-тимоцитов
(single positive cells CD4+CD8– или CD4–CD8+) и пере-
меститься в медуллу с последующим выходом в кро-
воток (Palmer, 2003). Это утверждение косвенно под-
тверждается данными о крайне низком количестве
зрелых Т-клеток, выходящих из тимуса на перифе-
рию, на фоне высокого пролиферативного потенци-
ала тимоцитов на разных стадиях их созревания
(Scollay et al., 1980; Egerton et al., 1990).

Принятые сокращения: 7AAD – 7-аминоактиномицин D; DP –
незрелые тимоциты с фенотипом CD4+CD8+ (double positive
cells); NANA – N-ацетилнейраминовая кислота; SP – зрелые
CD4+- или CD8+-тимоциты (single positive cells); TMRM –
тетраметилродамин.
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Стоит отметить, что реально наблюдаемый уро-
вень апоптоза в интактном тимусе не всегда совпада-
ет с теоретическими данными. Так, проведенные с
использованием метода проточной цитофлуоримет-
рии исследования эмбрионального тимуса крыс по-
казали, что уровень апоптоза в данном органе дости-
гает своего максимума на 18-е сут эмбрионального
развития и составляет лишь 25% от общего числа ти-
моцитов, после чего снижается до 5% и сохраняется
на этом уровне (Мельникова и др., 2006). Аналогич-
ные данные были получены и для мышей, у которых
уровень апоптоза незрелых субпопуляций тимоци-
тов был гораздо ниже, чем зрелых SP-клеток (в сред-
нем 4–6% против 13–15%), в то время как пролифе-
ративная активность незрелых DP-лимфоцитов
(double positive cells CD4+CD8+), напротив, была го-
раздо выше, чем SP (Старская и др., 2015).

Гистологическая картина интактного тимуса так-
же не подтверждает массового характера апоптоза
(Surh, Sprent, 1994). Однако присутствие макрофа-
гов в областях скопления апоптотических телец
оставляет место для предположения, что низкий уро-
вень фиксируемого в тимусе апоптоза может быть
следствием быстрого удаления гибнущих клеток.

В настоящее время рассматривается несколько
альтернативных сценариев, дающих возможное объ-
яснение не столь глобальной картины гибели тимо-
цитов. Так, в 2013 г. была предложена модель асим-
метричной гибели тимоцитов CD4+ и CD8+, соглас-
но которой гибнет 74% подвергающихся селекции
клеток, однако собственно селективный сигнал по-
лучает только 25% клеток, находящихся на стадии
ранних DP (Sinclair et al., 2013).

Результаты расчетов, приведенные другой груп-
пой исследователей, показывают, что вероятность
гибели тимоцитов в кортексе еще на стадии ранних
DP составляет более 65% (Sawicka et al., 2014). Почти
92% оставшихся клеток уничтожаются в кортексе в
результате негативной селекции, 4.5% получают воз-
можность дифференцироваться в SP-тимоциты
CD4+ и 3.5% – в SP-тимоциты CD8+. Повторная не-
гативная селекция в медулле приводит к гибели
CD4+-SP-тимоцитов с вероятностью 8.5%, а CD8+-
SP-тимоцитов – с вероятностью 32% (Sawicka et al.,
2014). Столь разнородные данные говорят о необхо-
димости дополнительных исследований процессов,
происходящих в тимусе, в частности оценки уровня
апоптоза клеток различных популяций тимуса.

Одной из общепринятых моделей, используемых
для изучения процессов апоптоза в тимусе in vivo, яв-
ляется стресс-индуцированная атрофия тимуса, вы-
званная введением животным глюкокортикоидов и
приводящая к развитию акцидентальной трансфор-
мации тимуса (Старская, Полевщиков, 2013). Высо-
кие дозы глюкокортикоидов, вырабатываемых в ор-
ганизме в ответ на стресс (либо вводимых путем инъ-
екции) также вызывают массовую гибель клеток
тимуса (Cohen, Duke, 1984). При этом разные субпо-
пуляции тимоцитов демонстрируют неодинаковую

степень чувствительности к воздействию глюкокор-
тикоидов. Самыми восприимчивыми являются DP-
клетки, большая часть которых (от 70 до 90%) гибнет
в результате введения животным высоких доз гидро-
кортизона или дексаметазона (Screpanti et al., 1989).

Одним из результатов воздействия глюкокорти-
коидов на тимоциты оказывается изменение моле-
кулярного состава плазматической мембраны и гли-
кокаликса (Cima et al., 2004; Iwamori, Iwamori, 2005).
Запуск апоптоза в DP-тимоцитах приводит к сниже-
нию экспрессии таких маркеров как CD4, CD8, CD24
и CD45. Одновременно с этим наблюдается усиление
экспрессии маркеров CD25, CD69 и Т-клеточного ре-
цептора у части популяции (Kishimoto et al.; 1995).

Исследование углеводных компонент мембраны
является очень важным шагом к пониманию многих
процессов, происходящих в клетке. Одним из подхо-
дов к изучению изменения экспрессии тех или иных
углеводных детерминант является использование
лектинов. Свыше 50 лет эти молекулы применяются
для изучения популяционного состава и функций
иммунокмпетентных клеток и, несмотря на совер-
шенствование технологии получения моноклональ-
ных антител, продолжают использоваться до сих пор
(Hellström et al., 1976; Balcan, 2016). При этом чаще
всего лектины выступают в роли поликлональных
антигенов или митогенов (конканавалин А, фитоге-
магглютинин, лектины гороха, чечевицы, фитолакки,
красной и черной бузины и другие) или в качестве мар-
керов тех или иных клеток на разных стадиях их диф-
ференцировки (лектины арахиса, виноградной улит-
ки, зародышей пшеницы, нарцисса, клещевины, кар-
тофеля). Тем не менее, для анализа состава
гликокаликса Т-лимфоцитов на разных стадиях диф-
ференцировки лектины используются нечасто (Bal-
can, 2016; Серебрякова и др., 2019б).

Цель настоящей работы заключалась в оценке воз-
можности использования панели лектинов различной
углеводной специфичности для оценки изменений со-
става олигосахаридов гликокаликса тимоцитов мыши
на ранних и поздних стадиях апоптоза.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. В качестве объектов исследования бы-

ли использованы самки мышей линии CBA массой
18–20 г, полученные из питомника Рапполово (Ле-
нинградская обл.), в количестве 80 шт. Животных
содержали в стандартных условиях по температуре и
освещенности (12/12 ч) при неограниченном досту-
пе к воде и пище.

Лектины. В работе исследовали 22 лектина расти-
тельного происхождения и 1 лектин животного про-
исхождения (табл. 1). Все меченные флуоресцеини-
зотиоцианатом лектины были приобретены у НПК
“Лектинотест” (Украина).

Реагенты. В работе использовали: потенциал-за-
висимый липофильный митохондриальный краси-
тель метиловый эфир тетраметилродамина (TMRM)
(Invitrogen, США) для выявления ранних стадий
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апоптоза; ДНК-связывающий краситель 7-амино-
актиномицин D (7AAD) (BioLegend, США) для вы-
явления поздних стадий апоптоза; забуференный
физиологический раствор (ФР), представляющий
собой 0.14 М раствор NaCl, 1 л которого содержал
0.2 г KCl, 1.44 г Na2HPO4, 0.24 г KH2PO4, pH 7.4,
(Биолот, Санкт-Петербург) и к которому добавляли
2% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС; Био-
лот, Санкт-Петербург) для уменьшения неспецифи-
ческих взаимодействий; суспензию гидрокортизона
для инъекций, 25 мг/мл (Gedeon Richter, Венгрия).

Выделение тимоцитов. Животных умерщвляли пу-
тем цервикальной дислокации и сразу же извлекали
тимус. Тимоциты получали с помощью гомогениза-
тора Поттера, клеточную суспензию каждого тимуса
фильтровали через нейлоновый фильтр и дважды
отмывали избытком ФР путем центрифугирования
при 330 g в течение 8 мин при охлаждении до 15°С.
Клеточный осадок ресуспендировали и переводили

в 3 мл ФР, получая рабочую суспензию тимоцитов
(Серебрякова и др., 2019а).

Индукция апоптоза тимоцитов мышей. У части жи-
вотных индуцировали апоптоз тимоцитов путем
внутрибрюшинного введения 2.5 мг гидрокортизона
в объеме 0.5 мл ФР за 3 или 6 ч до эксперимента.

Оценка уровня апоптоза при помощи проточной ци-
тометрии. Использовали методику, основанную на
применении метилового эфира тетраметилродамина
(TMRM). Этот краситель относится к категории так
называемых митохондриальных зондов – веществ,
спонтанно проникающих через плазматическую
мембрану и специфически накапливающихся в ми-
тохондриях живых клеток. В таких клетках краси-
тель обладает высоким уровнем флуоресценции.
При запуске апоптоза мембранный потенциал мито-
хондрий снижается, в результате чего зонд выходит в
цитоплазму, что приводит к снижению флуоресцен-
ции. Таким образом, общий пул клеток может быть
разделен на живые, обладающие яркой флуоресцен-

Таблица 1. Источники и специфичность использованных в работе лектинов
Название Источник Обозначение

Лектины, специфичные к маннозе (αDMan)
Лектин подснежника Galanthus nivalis L. GNA
Лектин амариллиса (Hippeastrum hybrid agglutinin) Amaryllis sp. L. HHA
Лектин нарцисса Narcissus pseudonarcissus L. NPA
Лектин купены многоцветной (Polygonatum multiflorum root agglutinin) Polygonatum multiflorum L. PMRA
Лектин белоцветника весеннего Leucojum vernum L. LVA
Лектин крокуса Crocus vernus L. CVA
Лектин банана Musa balbisiana Colla MBA

Лектины, специфичные к маннозе и глюкозе (αDMan/αDGlс)
Лектин из канавалии мечевидной (Конканавалин А) Canavalia ensiformis (L.) DC. ConA
Лектин из семян гороха Pisum sativum L. PSA
Лектин из семян чечевицы Lens culinaris Medik. LCA

Лектины, специфичные к N-ацетил-D-глюкозамину (GlcNAc)
Лектин из семян фасоли (фитогемагглютинин) Phaseolus vulgaris L. PHA
Лектин из клубней картофеля Solanum tuberosum L. STA
Лектин корневища крапивы Urtica dioica L. UDA
Агглютинин зародышей пшеницы (Wheat Germ Agglutinin) Triticum aestivum L. WGA

Лектины, специфичные к N-ацетил-D-галактозамину (GalNAc)
Агглютинин виноградной улитки Helix pomatia L. HPA
Лектин коры акации желтой (Caragana Arborescens Bark Agglutinin) Caragana arborescens Lam. CABA
Лектин семян лимской фасоли (Lima Bean Agglutinin) Phaseolus lunatus L. LBA
Лектин из семян клещевины (рицин) Ricinus communis L. RCA

Лектины, специфичные к галактозе (βDGal)
Лектин из семян арахиса (Peanut Agglutinin) Arachis hypogaea L. PNA
Лектин омелы белой Viscum album L. VAA

Лектины, специфичные к N-ацетилнейраминовой кислоте (NAcNeu)
Лектин коры бузины черной Sambucus nigra L. SNA
Лектин коры бузины красной Sambucus racemosa L. SRA

Лектин, специфичный к фукозе (αLFuc)
Лектин коры бобовника анагиролистного (Laburnum Anagyroides Bark 
Agglutinin)

Laburnum anagyroides Medik. LABA
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цией (TMRM+), и клетки в апоптозе, начиная с его
ранних стадий (TMRM–) (Lee et al., 2001). Для разде-
ления ранних и поздних стадий апоптоза производи-
ли окраску ДНК-связывающим красителем 7AAD,
проникающим только в клетки с поврежденной
мембраной (Lesley et al., 1988). Нарушение целост-
ности плазмалеммы является одним из характерных
признаков гибели клетки, в равной степени поздне-
го апоптоза и некроза. Проникновение 7AAD в ядро
и связывание с ДНК позволяет на основании пара-
метров флуоресценции выделить фракцию клеток в
позднем апоптозе из общего апоптозного пула,
определяемого по TMRM-свечению.

Окрашивание проводили по методике, описан-
ной ранее (Серебрякова и др., 2019а). Кратко: к
100 мкл рабочей суспензии тимоцитов добавляли
раствор меченого лектина и красителя TMRM в ко-
нечной концентрации 5 и 0.075 мкг/мл соответ-
ственно. После внесения реагентов клетки инкуби-
ровали 20 мин в темноте при 37°С. Далее образцы от-
мывали избытком ФР, содержащего 2% ЭТС, путем
центрифугирования (330 g, 8 мин, 15°С). Получен-
ный осадок ресуспендировали в 100 мкл ФР. К сус-
пензии добавляли 10 мкл красителя 7AAD, создавая
конечную концентрацию 1 мкг/мл, и инкубировали
пробы в темноте еще 5 мин. Затем образцы разводи-
ли ФР до объема 250 мкл и анализировали на про-
точном цитометре Navios™ (Beckman Coulter,
США). Для каждого образца собирали не менее
30000 одиночных клеток. Клеточные агрегаты ис-
ключали путем учета данных по времени нахожде-

ния частицы в точке детекции на осях прямого или
бокового светорассеяния.

По результатам цитометрического анализа путем
логического гейтирования выделяли три популяции
тимоцитов: живые (TMRM+7AAD–), клетки на ста-
дии раннего апоптоза (TMRM–7AAD–) и клетки на
стадии позднего апоптоза (TMRM–7AAD+) (рис. 1).
У этих популяций оценивали (и выражали в %) уро-
вень позитивных по каждому лектину клеток у ин-
тактных (контрольных) животных (столбцы А на
рис. 2–6), а также у животных через 3 и 6 ч после вве-
дения гидрокортизона (соответственно столбцы В и
С на рис. 2–6). Негативным контролем по каждому
животному считали клетки, прошедшие все этапы
пробоподготовки, но без внесения растворов лекти-
нов.

Статистический метод. Вычисляли среднее ариф-
метическое и ошибку среднего. Сравнение выборок
производили с помощью t-критерия Стьюдента. Об-
работку данных вели при помощи пакета программ и
приложений Microsoft Office Excel (Microsoft,
США). Во всех экспериментах различия между кон-
тролем и экспериментом считали статистически до-
стоверными при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Полученные данные свидетельствуют, что связы-

вание лектинов различной лигандной специфично-
сти с тимоцитами зависит от их жизнеспособности и
стадии апоптоза, что может быть использовано для
оценки изменений состава полисахаридов гликока-
ликса тимоцитов в ходе апоптотического процесса
(рис. 2–6).

Man-специфичные лектины. В работе использова-
ли 7 растительных Man-специфичных лектинов:
подснежника, амариллиса, белоцветника весеннего,
нарцисса, купены многоцветной, крокуса и банана
(рис. 2). Лектины подснежника и амариллиса, спе-
цифичные к α(1-3)Man в терминальном положении
и имеющие сходную структуру, показывают одина-
ковое, почти 100%-ное связывание со всеми тимо-
цитами, вне зависимости от популяции и жизнеспо-
собности клеток (рис. 2, столбцы 1 и 2). Способность
к связыванию с тимоцитами остальных лектинов
этой группы, напротив, зависит от жизнеспособно-
сти клеток. Если в популяции живых клеток всего
около 1% тимоцитов окрашивается Man-специфич-
ными лектинами, то при развитии раннего апоптоза их
доля возрастает до 2–4%, а при позднем апоптозе – до
15–23% клеток способны к взаимодействию с лекти-
нами этой специфичности. Примером такой дина-
мики связывания являются лектины нарцисса и ку-
пены (рис. 2, столбцы 3 и 4 соответственно).

Man/Glc-специфичные лектины. На рис. 3 приве-
дены результаты оценки связывания с тимоцитами
тетрамерных лектинов бобовых, специфичных к
маннозе и глюкозе: конканавалина А, лектинов го-
роха и чечевицы. Для этих лектинов характерен низ-
кий уровень связывания с живыми клетками и его

Рис. 1. Гейтирование тимоцитов при окрашивании краси-
телями TMRM и 7AAD. Проточная цитометрия. По гори-
зонтали – уровень флуоресценции при окрашивании
TMRM, усл. ед.; по вертикали – уровень флуоресценции
при окрашивании 7AAD, усл. ед. Квадранты: 1 – живые
клетки (TMRM+7AAD–); 2 – ранний апоптоз (TMRM–

7AAD–); 3 – поздний апоптоз (TMRM–7AAD+).
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повышение по мере развития апоптоза. При этом,
если в случае конканавалина А и лектина гороха
происходит дальнейшее усиление связывания с ти-
моцитами при переходе клеток из раннего в поздний
апоптоз (от 6 до 34% позитивных по лектину клеток
в случае конканавалина А (рис. 3, столбец 1) и от 7 до
21% в случае лектина гороха (рис. 3, столбец 2)), то
для лектина чечевицы сразу после появления у клет-
ки ранних признаков апоптоза связывание повыша-
ется (от 1% для живых клеток до 8% в раннем апо-
птозе (рис. 3, столбец 3)) и в дальнейшем меняется
незначительно при вхождении тимоцитов в поздний
апоптоз.

Специфичные к N-ацетил-D-глюкозамину лекти-
ны. Также рост доли меченых клеток наблюдается и
при связывании лектинов этой группы с тимоцита-
ми в позднем апоптозе. Если в случае лектина карто-
феля этот прирост по сравнению с живыми клетка-
ми оказывается как минимум 13-кратным (рис. 4,
столбец 2), то для фитогемагглютинина – одного из
классических митогенов лимфоидных клеток мле-
копитающих – он уже 25-кратный (рис. 4, столбец 1).
Два других лектина этой группы – крапивы и заро-
дышей пшеницы – показывают сходную 9-кратную
амплитуду прироста доли меченых тимоцитов в
позднем апоптозе (рис. 4, столбцы 3 и 4 соответ-
ственно). Стоит отметить, что в случае лектина заро-
дышей пшеницы достоверный прирост числа свя-
завшихся с ним тимоцитов (до 70%) достигается

только в этой точке, в отличие от остальных лекти-
нов этой группы.

Специфичные к N-ацетил-D-галактозамину лекти-
ны. На рис. 5 приведены результаты оценки взаимо-
действия тимоцитов со специфичными к GalNAc
лектинами из виноградной улитки, желтой акации,
лимской фасоли и клещевины. Связывание лектина

Рис. 2. Связывание Man-специфичных лектинов с тимоцитами. Лектины: 1 – подснежника (GNA), 2 – амариллиса (HHA),
3 – нарцисса (NPA), 4 – купены (PMRA), 5 – белоцветника (LVA), 6 – крокуса (CVA), 7 – банана (MBA). На рис. 2–6: по го-
ризонтали – живые клетки (A), клетки в раннем апоптозе через 3 ч после введения гидрокортизона (B) и клетки в позднем
апоптозе через 6 ч после введения гидрокортизона (C); по вертикали – доля меченных лектином клеток, %; n ≥ 4 для каждой
точки; *различия с живыми клетками достоверны при P < 0.05.

100

50

0
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

*

*
*

A B C

Рис. 3. Связывание Man/Glc-специфичных лектинов с
тимоцитами. Лектины: 1 – Конканавалин А (ConA), 2 –
гороха (PSA), 3 – чечевицы (LCA).
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Рис. 4. Связывание GlcNAc-специфичных лектинов с тимоцитами. Лектины: 1 – семян фасоли (PHA), 2 – картофеля (STA),
3 – крапивы (UDA), 4 – зародышей пшеницы (WGA).
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Рис. 5. Связывание GalNAc-специфичных лектинов с тимоцитами. Лектины: 1 – виноградной улитки (НРА), 2 – желтой ака-
ции (САВА), 3 – лимской фасоли (LBA), 4 – клещевины (RCA).
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улитки с клетками тимуса мало зависит от их жизне-
способности и оказывается высоким, хотя и снижа-
ется для клеток в раннем апоптозе (рис. 5, столбец 1).
Три остальных лектина этой специфичности демон-
стрируют почти идентичный уровень связывания с
тимоцитами: до 1% в случае живых клеток, 2–6%
клеток, находящихся в раннем апоптозе и 19–23%
тимоцитов в позднем апоптозе (рис. 5, столбцы 2–4).
Достоверным оказывается только прирост в послед-
нем случае, а максимальную амплитуду (от следово-
го связывания в случае живых клеток до 23% тимо-
цитов в позднем апоптозе) демонстрирует лектин
клещевины рицин (рис. 5, столбец 4).

Gal-cпецифичные лектины. Динамика связывания
лектинов этой специфичности оказывается несхо-
жей (рис.6, столбцы 1 и 2). Лектин арахиса является од-
ним из немногих, чьe связывание с тимоцитами сни-
жается при развитии раннего апоптоза и повышается
при развитии позднего апоптоза (от 81% в случае жи-
вых клеток до 56% в раннем апоптозе (P < 0.05) и вновь
повышается до 90% в позднем апоптозе через 6 ч по-
сле введения гидрокортизона). Напротив, лектин
омелы одинаково связывается с живыми тимоцита-
ми и клетками в раннем апоптозе (по 3% популя-
ции), сильнее окрашивая клетки в позднем апоптозе
(18%, P < 0.05).

NANA-cпецифичные лектины. Лектины черной и
красной бузины показывают сходную динамику
окрашивания тимоцитов разной жизнеспособности:
слабо связываясь с живыми клетками (до 1% попу-
ляции), они активнее взаимодействуют с тимоцита-

ми в раннем апоптозе (2% в случае бузины красной и
15% в случае бузины черной), а максимально – при
переходе тимоцитов в поздний апоптоз (15 и 55% со-
ответственно), проявляя очевидную тропность к не-
жизнеспособным клеткам (рис.6, столбцы 3 и 4 соот-
ветственно).

Fuc-cпецифичный лектин из коры бобовника ана-
гиролистного (рис.6, столбец 5) обладает минималь-
ной во всей панели исследованных лектинов способ-
ностью к связыванию с тимоцитами (менее 0.1% для
живых клеток и до 4% клеток в позднем апоптозе).

ОБСУЖДЕНИЕ

В предшествующих публикациях мы анализиро-
вали возможность использования лектинов расти-
тельного и животного происхождения для оценки
уровня апоптоза тимоцитов (Серебрякова и др.,
2019а) и типирования субпопуляций тимоцитов мы-
ши (Серебрякова и др., 2019б). Приведенные выше
данные могут дать важную информацию о структуре
и характере изменений олигосахаридных компонен-
тов гликокаликса тимоцитов мыши на разных стади-
ях апоптотического процесса.

Изучение изменений состава гликокаликса при
апоптозе не является магистральным направлением
исследований этого процесса. Гораздо чаще изуча-
ются и оцениваются изменения объема и формы
клетки (включая утрату микроворсинок, ресничек и
других структур), конденсацию хроматина в ядре и
диссоциацию ядрышек, фрагментацию ядра и фор-

Рис. 6. Связывание лектинов других специфичностей с тимоцитами. Лектины: 1 – арахиса (PNA), 2 – омелы белой (VAA); 3 –
бузины черной (SNA), 4 – бузины красной (SRA); 5 – бобовника анагиролистного (LABA).
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мирование апоптотических телец, уровень активно-
сти каспаз, про- и антиапоптотических белков, ми-
тохондриальный потенциал, степень разрушения
внутриклеточных мембран и уровень активности се-
риновых протеаз и трансглютаминазы цитоплазмы,
разрушение цитоскелета и изменение состава липидов
плазмалеммы и, наконец, изменения в структуре ДНК,
степень ее фрагментации (Кудрявцев и др., 2012).

Тем не менее, изменение гликозилирования
плазматической мембраны сопровождает различные
процессы, протекающие в клетке, в том числе и за-
пуск апоптоза. В литературе имеются данные об из-
менении связывания различных лектинов с тимоцита-
ми разной степени зрелости, а также клетками, нахо-
дящимися на разных стадиях апоптоза (London et al.,
1978; Raedler et al., 1982; Bilyy et al., 2004). При анали-
зе полученных результатов также следует принять во
внимание, что сами лектины в большинстве своем
также являются гликопротеинами (Лахтин, 1987),
поэтому окрашивание ими клеток может быть связа-
но как с распознаванием лектином структур глико-
каликса, так и, наоборот, со связыванием рецепто-
ров мембраны тимоцита с гликозилированным лек-
тинами (Полевщиков, 1996).

Приведенные на рис. 2–6 результаты доказыва-
ют, что связывание практически всех лектинов с ти-
моцитами усиливается по мере перехода клеток в
поздний апоптоз и дает основания предполагать, что
в ходе апоптоза на поверхности клеток проявляются
разные углеводные структуры, не выявляемые на
жизнеспособных клетках из-за их маскировки
структурами гликокаликса. Так, многие углеводные
детерминанты замаскированы сиаловыми кислота-
ми (Alvarez et al., 1999). Сиализация является послед-
ним этапом модификации гликопротеинов, и мно-
гие осуществляющие его сиалотрансферазы локали-
зованы в транс-цистернах аппарата Гольджи (Roth
et al., 1985; Bast et al., 1992). Нарушение работы аппа-
рата Гольджи в результате запуска апоптоза может
являться одной из причин появления на поверхно-
сти тимоцитов гликопротеинов и гликолипидов, не
прошедших последний этап гликозилирования (Wy-
llie, 1980; Morris et al., 1984).

Низкий уровень связывания ряда лектинов с ти-
моцитами в позднем апоптозе (лектины крокуса, ба-
нана и бобовника анагиролистного, рис. 2, 6) свиде-
тельствует о том, что усиление окрашивания други-
ми лектинами носит специфический характер и
связано с открытием новых детерминант. Однако
есть бóльшие основания предполагать неспецифи-
ческий характер связывания в случае лектинов под-
снежника и амариллиса, уровень окрашивания ко-
торыми (90% клеток и более) не зависит от жизне-
способности тимоцитов (рис. 2).

Результаты исследования согласуются с класси-
ческими данными. Так, в течение многих лет в рабо-
те с Т-лимфоцитами человека и животных в качестве
митогенов используются конканавалин А и фитоге-
магглютинин, которые вызывают перекрестную

сшивку мембранных рецепторов с последующими
кэппингообразованием, активацией и (по меньшей
мере, однократным) прохождением клеточного цик-
ла. Полученные в работе результаты указывают на
низкий уровень связывания специфичного к
Man/Glc конканавалина А (около 1%) и специфич-
ного к N-ацетил-D-глюкозамину фитогемагглюти-
нина (около 5% клеток) с живыми клетками, однако
этот уровень возрастает до 5–6% после вхождения
тимоцитов в обратимую стадию раннего апоптоза
(рис. 3 и 4). Последний результат полностью согла-
суется с морфологическим анализом их связывания
с Т-клетками человека, проведенным с помощью
меченых лектинов и последующей авторадиографи-
ей (Stobo, 1972), либо с использованием современ-
ного иммунопероксидазного способа идентифика-
ции помеченных клеток (Balcan, 2016).

Результаты также позволяют уточнить роль сиа-
ловых кислот как одного из главных компонентов
гликокаликса живых клеток, маскирующих лежа-
щие ниже олигосахариды (Alvarez et al., 1999). Во-
преки укоренившимся представлениям о сиаловых
кислотах как главных компонентах гликокаликса,
лектины черной и красной бузины связываются все-
го с 1% живых тимоцитов, однако по мере развития
апоптоза доля окрашенных клеток быстро и не-
уклонно возрастает (рис. 6, столбцы 3, 4). Принимая
во внимание, что термин “N-ацетилнейраминовая
кислота” в действительности охватывает семейство
9-членных карбоксилированных сахаров, включаю-
щее свыше 30 разных молекул (Pilatte et al., 1993),
можно предположить, что лигандами обоих исполь-
зованных в работе лектинов бузины были олигосаха-
риды, не характерные для наружных структур гликока-
ликса живых тимоцитов. Одновременно это не отме-
няет смены профиля олигосахаридов семейства NANA
по ходу созревания и дифференцировки тимоцитов
(Gillespie et al., 1993; Krishna, Varki, 1997; Wu et al.,
1997), равно как и появления новых лигандов при
обнажении базальных структур гликокаликса в
позднем апоптозе.

На основании полученных данных можно утвер-
ждать, что внешние структуры гликокаликса живых
тимоцитов содержат ограниченный набор олигоса-
харидов, содержащих N-ацетил-D-галактозамин и
D-галактозу в концевом положении, которые утра-
чиваются уже в раннем апоптозе. На это указывает
окрашивание лектинами виноградной улитки и ара-
хиса (рис. 5 и 6). Вероятно, по этой причине эти лек-
тины на протяжении многих лет использовались в
лектиногистохимии для выявления созревающих
тимоцитов (Hellström et al., 1976; London et al., 1978).
Специфичные к N-ацетил-D-галактозамину струк-
туры тимоцитов играют важную роль в созревании
этих клеток, поскольку через них опосредуется за-
якоревание тимоцитов к клеткам-нянькам, что под-
тверждается изменением активности цитоплазмати-
ческих гликозилтрансфераз GalNAc-T1 и GalNAc-
T2 (Alvarez et al., 2006).
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СЕРЕБРЯКОВА и др.

Примембранный слой гликокаликса, по-видимо-
му, отличается большим разнообразием олигосаха-
ридных структур, которые в значительной степени
сохраняются на стадии позднего апоптоза, что под-
тверждается наличием лигандов для почти всех ис-
пользованных лектинов, а также согласуется с ре-
зультатами прямых морфологических исследований
(Schulte, Spicer, 1985; Reitsma et al., 2007).

Таким образом, оценка связывания меченых лек-
тинов с клетками с использованием метода проточ-
ной цитометрии способна дать важную информа-
цию как о динамике изменений состава гликокалик-
са тимоцитов в ходе апоптоза, так и о его структуре в
целом.
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The Experience in Lectins Application to Assess Changes in the Carbohydrate Composition 
of Murine Thymocytes Glycocalyx in the Early and Late Apoptotic Stages

M. K. Serebriakovaa, I. V. Kudryavtseva, E. Balcanb , and A. V. Polevshchikova, *
aInstitute of Experimental Medicine, Saint Petersburg, 197376 Russia

bMolecular Biology Section, Manisa Celal Bayar University, Manisa, 45030 Turkey
*e-mail: ALEXPOL512@yandex.ru

The apoptosis process is an important element in the maturation and differentiation of T-lymphocytes. The work is
devoted to the analysis of changes in the composition of CBA mice thymocytes glycocalyx oligosaccharides during
the hydrocortisone induced apoptosis. A panel of 23 f luoresceinisothiocyanate-labeled lectins specific for mannose,
mannose and glucose, galactose, N-acetyl-D-galactosamine, N-acetyl-D-glucosamine, fucose and N-acetylneur-
aminic acid residues was used. Flow cytometry was the method for evaluation the binding of lectins to thymocytes
of intact mice, as well as mice after administration of hydrocortisone. Based on the results of TMRM and 7-AAD
staining, the cells were divided into living thymocytes, cells in early and late apoptosis. It has been established that
living cells carry carbohydrates on the surface of glycocalyx containing terminal residues of galactose and N-acetyl-
D-galactosamine. With the transition of thymocytes to late apoptosis, the binding of all lectins increases, except for
fucose-specific. The external glycocalyx structures of living thymocytes are low in density and contain groups of oli-
gosaccharides with N-acetyl-D-galactosamine and D-galactose in the terminal position. The near-membrane layer
of glycocalyx is characterized by a high density and a wide variety of oligosaccharide structures that persist at the
stage of late apoptosis of thymocytes. The results indicate nonuniform density and heterogeneity of oligosaccharides
in glycocalyx, a significant part of which is lost in early apoptosis.

Keywords: thymocytes, apoptosis, lectins, glycocalyx carbohydrates
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