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Вуг ле вод на спе цифічність лек ти ну, одер жа но го 
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Kumm.), та йо го ви ко рис тан ня у гістохімічних
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В. О. Антонюк1, 2, А. М. Ящен ко2, Р. В. Антонюк2, Н. О. Амбарова2

1Інсти тут біології клітини НАН Украї ни
Вул. Дра го ма но ва, 14/16, Львів, Украї на, 79019
2Львівський національ ний ме дич ний універ си тет ім. Да ни ла Га лиць ко го
Вул. Пе ка рська, 69, Львів, Украї на, 79010

antonyuk@meduniv.lviv.ua

Ме та. Дослідити вуг ле водну спе цифічність но во го лек ти ну з пло до вих тіл гри ба M. pura та мож -
ливість його ви ко рис тан ня у гістохімічних досліджен нях. Ме то ди. Лек тин одер жу ва ли афінною
хро а тог рафією на со рбенті ово му цинi. Вуг ле вод ну спе цифічність лек тинів виз на ча ли за до по мо гою
ре акції при гнічен ня ге маг лю ти нації гап те на ми. Гісто логічні ма теріали фіксу ва ли у 4 %-му роз чині
не й траль но го фор маліну, а луж ну фос фа та зу ви яв ля ли в кріостат них нефіксо ва них зрізах. Ре зуль -
та ти. Вихід лек ти ну із си ро ви ни ста но вив 9 мг з 1 кг свіжих пло до вих тіл. Мо ле ку ляр на маса лек ти -
ну дорівнює ≈ 40 кДа. Лек тин міцени слаб ко зв’язується з D-глю ко зою та D-ма но зою на відміну від
лек тинів Pisum sativum та Leucojum vernum. Особ ливіс тю досліджу ва но го лек ти ну є силь на
взаємодія з луж ною фос фа та зою – вона ви я ви ла ся на й ви щою се ред 20 вип ро бу ва них лек тинів. Але
чутливість ре цеп торів для зв’я зу ван ня лек ти ну міцени у тка ни нах ссавців цим фер мен том не об ме -
жується, вона може по ши рю ва ти ся і на іншиі гліко кон ’ю га ти склад ної бу до ви, як це по ка за но на
при кладі тон кої киш ки пло да те ля ти і ни рки щура. Вис нов ки. У взаємодії лек ти ну з глікоп ро теї на -
ми, ймовірно, важ ли ва роль на ле жить дис а ха рид ним лан кам GlcNAcβ(1-2)Manα(1-6) або GlcNAcβ(1- 
2)Manα(1-2), які не об ов’яз ко во є терміна льни ми. 

Клю чові сло ва: Міцена чис та, лек ти ни, гістохімія, луж на фос фа та за.

Вступ. Лек ти на ми  при й ня то на зи ва ти гру пу білків
неімун но го по ход жен ня, яким при та манні влас ти -
вості зво рот но і вибірко во зв’я зу ва ти вуг ле во ди та
вуг ле водні де терміна нти біополімерів без змін
їхньої ко ва лен тної струк ту ри [1]. Лек ти ни знай -
дено у більшості жи вих організмів, де вони ви ко ну -
ють різно манітні функції, які грун ту ють ся на про -
це сах розпізна ван ня вуг ле вод них струк тур у складі 
мак ро мо ле кул. Нап рикінці 1980-х років ста ло
відомо, що в рос лин них і тва рин них організмах

функціонує цілісний ком плекс лек тинів різних
типів. Вони ре гу лю ють внутрішньоклітин ний
глікоп ро теї но вий рух, діючи як ком пань йо ни. Нап -
рик лад, каль нек син (мем бра но-зв’я за ний лек тин
ен доп лаз ма тич но го ре ти ку лу му) функціонує па ра -
лель но з його роз чин ним ана ло гом каль ре ти -
куліном як час ти на сис те ми управління якістю
глікоп ро теїнів. Га лек ти ни (га лак то зос пе цифічні
лек ти ни тва рин но го по ход жен ня) діють як мо ду ля -
то ри взаємодій між суб стра том і кліти ною та є не -
обхідними для нор маль но го функціо ну ван ня про -
гра ми ди фе ренціації і рос ту усіх ба га токлітин них
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тва рин них організмів. Вони здатні до сти му ляції
проліфе рації клітин, апоп то зу і бе руть участь в
орга номор фо ге незі, ме тас та зу ванні пух лин них клі- 
тин, імунній від повіді та за паль них про це сах, а та -
кож у розпізна ванні зовнішньоклітин но го мат рик -
су [2]. У справжніх грибів, зок ре ма ба зидіоміцетів,
вив че но роль лек тинів в утво ренні міко ри зи між
гіфами гри ба та хвой ни ми де ре ва ми [3].

Лек ти ни знай шли ши ро ке за сто су ван ня в гісто-
хімічних досліджен нях для визначен ня вуг ле вод -
них де терміна нт на по верхні клітин. Для цього за -
сто со ву ють мічені (пе рок си да зою, ко лої дним зо ло -
том, флуо рох ро ма ми) лек ти ни, які одер жу ють з різ- 
но манітних жи вих організмів. Вивчен ня філо ге не -
тич но відда ле них організмів підви щує імовірність
виявлен ня лек тинів рідкісної вуг ле вод ної спе ци-
фічності, що відкри ває нові мож ли вості у гісто-
хімічних досліджен нях. То му по шук, одер жан ня та
аналіз вуг ле вод ної спе цифіч ності но вих лек тинів
над алі за ли шається ак ту аль ним за вдан ням. 

У пло до вих тілах грибів-ба зидіоміцетів міце ни
чис тої (Mycena pura (Fr.) Kumm.) на ми ви яв ле но
раніше не опи са ний в літе ра турі лек тин, який от ри -
мав ско ро че ну на зву MPFA (Mycena pura fungus
agglutinin). 

Мета цієї ро бо ти – оха рак те ри зу ва ти вуг ле вод -
ну спе цифічність лек ти ну та про а налізувати мож -
ли вості йо го ви ко рис тан ня у гістохімічних дослід-
жен нях.

Ма теріал і ме то ди. Пло дові тіла міце ни чис тої
для одер жан ня лек тинів зби ра ли в Сколівсько му
ра йоні Львівської об ласті, їх дос тав ля ли в ла бо ра -
торію про тя гом до би.

Очищення лек ти ну з пло до вих тіл міце ни чис -
тої здійсню ва ли за до по мо гою афінної хро ма то-
графії на со рбенті ово му цині, який одер жу ва ли за
ме то ди кою, опи са ною раніше [4]. Схе ма очищення
лек ти ну вклю ча ла екстракцію под рібне них пло до -
вих тіл за бу фе ре ним фізіологічним роз чи ном
(ЗФР), под аль ше підкис лен ня йо го до рН 4,5,
підлуж нен ня екстрак ту до рН 8,4 з ви да лен ням
утво ре них при цьо му осадів, осад жен ня білків
суль фа том амонію (600 г/л), афінну хро ма тог рафію 
на ово му цині, до о чищення на DЕАЕ-Toyopearl в
0,1 М фос фат но му бу фер но му роз чині, рН 7,0, кон -

цен тру ван ня та ліофільне ви су шування одер жа но -
го пре па ра ту. 

Чис то ту пре па ра ту оціню ва ли, ви ко рис то ву ю -
чи диск-елек тро фо рез в 10 %-му поліак ри ламідно-
му гелі (ПААГ) у лужній бу ферній сис темі (рН 8,6). 
Після елек тро фо ре зу в двох па ра лель них трубках
гель з однієї з них фар бу ва ли ку масі R-250, а з дру -
гої – розріза ли на ку соч ки дов жи ною 5 мм і гомо -
генізу ва ли з 0,25 мл ЗФР, рН 7,4, після чо го в отри -
ма них екстрак тах виз на ча ли титр ге маг лю ти нації.

Мінімаль ну мо ле ку ляр ну ма су (Мr) поліпеп тид -
них лан цюгів лек ти ну виз на ча ли за до по мо гою
елек тро фо ре зу в градієнті кон цен трації (10–15 %)
ПААГ з 0,1 % до де цил-суль фа ту на трію [5]. Як
стан дар ти ви ко рис то ву ва ли яєчний лізо цим (Мr =
= 14,3 кДа), лек тин насіння со че виці (Mr = 5,7 +
+ 17,5 кДа), лек тин ви ног рад но го сли ма ка (Мr =
= 26 кДа, 78 кДа), яєчний аль бумін (Мr = 44 кДа). 

Вуг ле вод ну спе цифічність лек тинів ви яв ля ли
ре акцією при г нічен ня ге маг лю ти нації вуг ле во да ми 
та глікоп ро теї на ми. За до по мо гою ступін час то го
роз ве ден ня вуг ле во ду встановлювали йо го міні-
маль ну кон цен трацію, яка по вністю інгібує ак тив-
ність лек ти ну з тит ром 1:4 [6].

Для ха рак те рис ти ки вуг ле вод ної спе цифічності 
лек ти ну ви ко рис та но D-глю ко зу, D-фрук то зу, D-
га лак то зу, са ха ро зу, маль то зу, лак то зу («Со юз хим -
ре ак тив», РФ), рафіно зу («Fluka», Швей царія), α- і 

β-ме тил-D-га лак то зи ди, L-рам но зу, це лобіозу, N-
аце тил-D-га лак топіра но зид та N-аце тил-D-глю -
копіра но зид («Chemapol»,Чехія), D-ма но зу, D-ту -
ра но зу, L-ри бо зу (виробництва Бра тис ла всько го
хімічно го інсти ту ту, Сло вач чи на), мелібіозу, α-ме -
тил-D-ма но зид, L-фу ко зу («Koch Light», Ве ли ка
Бри танія). 

Взаємодію з глікоп ро теї на ми та поліса ха ри да -
ми виз на ча ли, ви ко рис то ву ю чи гліко ген печінки
свині, ово му коїд та оваль бумін тричі пе ре крис -
талізо ва ний («Biolar», Латвія), дріжджо вий ма нан
[7]. Гру пос пе цифічні ре чо ви ни Н, А і В одер жа но з
кістоз ної ріди ни, взя тої після опе рацій на яєчни ках
у пацієнток з відповідни ми гру па ми крові. Заз на -
чені речовини очи щу ва ли за ме то дом, опи са ним
раніше [1]. Очи щені транс фе рин і оро зо му коїд
люб ’яз но над а но нам проф. М. Д. Лу ци ком. 
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Кон ’ю гати лек тинів з пе рок си да зою хро ну го -
ту ва ли за ме то дом [8]. 

Активність луж ної фос фа та зи виз на ча ли в
кріостат них нефіксо ва них зрізах за ме то ди кою,
опи са ною для ци тохімічних досліджень [9], адап -
то ва ною на ми для тка нин тон кої киш ки 6-місяч но -
го пло да те ля ти та тка нин ни рки щу ра. Інку баційна
суміш містила 10 мг на фтол-AS-MX фос фа ту («Sig- 
ma», США), 10 мг стійко го синь о го РР («Fluka»,
Німеч чи на) в 10 мл 0,08 М трис-НСl бу фер но му
роз чині, рН 9,2, інку бацію здійсню ва ли під кон тро -
лем мікрос ко па до по я ви гра нул синь о го коль о ру
(5–10 хв), після чо го зрізи про ми ва ли дис тиль о -

ваною во дою і вміщували в же ла тин-гліце рин. Па -
ра лель но зрізи фар бу ва ли кон ’ю га том пе рок си да за
хро ну– лек тин міце ни чис тої.

Для вив чен ня взаємодії міче них пе рок си да зою
лек тинів з пре па ра та ми тов стої киш ки щу ра гісто -
логічні ма теріали фіксу ва ли у 4 %-му не й траль но -
му фор маліні. Зрізи тов щи ною 5–7 мкм фар бу ва ли
ге ма ток силіном та ео зи ном для за галь ної мор фо -
логії [10]. 

Мікрос копію і фо тог ра фу ван ня пре па ратів
здійсню ва ли з ви ко ристанням фо томікрос копа
МБИ 15-2.

Ре зуль та ти і об го во рен ня. З 1 кг свіжих пло до -
вих тіл міце ни одер жа но 9 мг очи ще но го лек ти ну.
Це ста но вить близь ко 59 % від те о ре тич но мож ли -
во го ви хо ду, об чис ле но го віднос но ак тив ності у
по чат ко во му екстракті.

Виходя чи з інтен сив ності за бар вле них сму жок
та да них аг лю ти нації (зроб ле них у па ра лельній
трубці ге лю) при елек тро фо резі в 10 %-му ПААГ у
лужній бу ферній сис темі (рН 8,6) мож на зро би ти
вис но вок сто сов но то го, що одер жа ний пре па рат
містить близь ко 90 % лек ти ну (рис. 1). Це є дос -
татнім для про ве ден ня більшості гістохімічних
досліджень.

При елек тро фо резі в 15 %-му ПААГ за при сут -
ності 0,1 %-го DS-Na очи ще но го лек ти ну M. pura
ви яв ле но зо ну Mr ≈ 40 кДа (рис. 2).

Аглютинаційну здатність очи ще но го лек ти ну
міце ни по відно шен ню до ерит ро цитів лю ди ни і
тва рин пред став ленo в табл. 1. Особ ливістю лек ти -
ну міце ни є йо го здатність по ряд з аг лю ти нацією,
при кон цен трації 1 мг/мл ге молізу ва ти ерит ро ци ти
кро ля, лю ди ни й со ба ки, то му йо го мож на вва жа ти
біфунціо наль ним лек ти ном. Ге моліз (але не аг лю -
ти нація) при гнічується за при сут ності поліети -
ленгліко лю з Мr = 3000 Да, що дає мож ливість виз -
на ча ти як титр ге маг лю ти нації, так і вуг ле вод ну
спе цифічність лек ти ну.

При дослідженні взаємодії лек ти ну (MPFА) з
вуг ле во да ми ви яв ле но, що він слаб ко взаємодіє з
D-глю ко зою i D-ма но зою, то му ми виріши ли порів- 
ня ти йо го вуг ле вод ну спе цифічність з лек ти ном го -
ро ху (Pisum sativum agglutinin, PSA, ро ди на Faba-
ceae) та з лек ти ном білоцвіту вес ня но го (Leucojus
vernus agglutinin, LVA, ро ди на Amaryllidaceae), які
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Рис. 1. Досліджен ня елек тро фо ре тич ної чис то ти лек ти ну з пло -
до вих тіл міцени чис тої
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Рис. 2. Елек тро фо рез одер жа но го пре па ра ту лек ти ну міцени
(MPFL) та білків з відо мою мо ле ку ляр ною ма сою в градієнті
кон цен трації (10–15 %) ПААГ з 0,1 % до де цил-суль фа ту
натрію: 1 – лізо цим; 2 – LCL; 3 – MPFL; 4 – HPL; 5 – оваль бумін



є пред став ни ка ми двох різних підгруп D-ма но зос -
пе цифічних лек тинів [11]. 

Лек ти ни, на ве дені в табл. 2, не взаємодіють з
D-га лак то зою, α- і β-ме тил-D-га лак то зи да ми, L-
рамно зою, це лобіозою (Glcβ1,4Glc), N-аце тил-
D-га лак топі ранозидом, D-фрук то зою, L-фу ко зою,
які до таб лиці не вклю чено. 

Усі три досліджу ваних лек ти ни (PSA, LVA і
MPFA) кра ще зв’язуються зі склад ни ми оліго са ха -
рид ни ми струк ту ра ми, які вхо дять до складу гліко -
кон ’ю гатів. Сут тєво відмінною є їхня взаємодія з
де я ки ми ре чо ви на ми. Нап рик лад, взаємодія з
дріжджо вим ма на ном LVA ду же силь на, PSA – по -
се ре дня, а лек тину міце ни – вза галі відсут ня. PSA
міцно зв’я зується з ти рог ло буліном би ка та му ци -

ном підще леп ної за ло зи вівці, тоді як LVA і MPFA з 
ни ми взає модіють по се ред ньо. Лек тин мі- це ни
силь но взаємодіє з луж ною фос фа та зою киш ки те -
ля ти, тоді як PSA – сла бко, а LVA зовсім не
взаємодіє. Останнє свідчить про те, що цен три вуг -
ле вод ної взаємодії лек тинів міце ни, PSA і LVA є
ком пле мен тарнішими до різних за бу до вою вуг ле -
водів склад ної та роз га лу же ної струк ту ри (табл. 3).

З літе ра ту ри відо мо, що луж на фос фа та за (К.Ф.
3.1.3.1) містить ся в усіх тка ни нах і ріди нах ор-
ганізму, за ви нят ком стінки су дин і гіаліно во го хря -
ща. На цей фер мент ба гаті епітелій стінки тон кої
киш ки, зви висті ка нальці ни рки, кістко ва тка ни на,
мо лоч на за ло за у стадії лак тації, лей ко ци ти [12].
Луж на фос фа та за ки шеч ни ка те ля ти – цин ковміс-
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Мінімаль на кон цен трація лек ти ну міце ни, здат на вик ли ка ти аг лю ти націю ерит ро цитів, мкг/мл

Людина

Баран Коза Корова Кінь Кріль Собака

О (І) А (ІІ) В(ІІІ)

312 156 312 312 1250 2500 39 39 9,7

Таб ли ця 1
Мінімаль на кон цен трація очи ще но го лек ти ну міцени чис тої, яка вик ли кає аг лю ти націю ерит ро цитів

Вуг ле вод

Мінімаль на концентрація вуг ле во ду, що при гнічує ак тивність 

4 од. лек ти ну, мМ

MPFA PSA LVA

D- глю ко за 100 25 –

α-ме тил-D-глю копіра но зид – 3,12 –

D- Ма но за 50 6,25 100

α-ме тил-D-ма нопіра но зид 25 3,12 50

N-аце тил-D-глю копіра но зид – + –

Мелібіоза (Galα1,6Glc) – – 100

Маль то за (Glcα1,4Glc) – 25 –

Тре га ло за (Glcβ1,1Glc) – 25 –

Гентіобіоза (Glcβ1,6Glc) 100 – –

Са ха ро за (Glcβ1,2Fru) – 100 –

Ту ра но за (Glcβ1,3Fru) 100 100 100

Глю ко зо-6-фос фат ди калієва сіль 100 – –

Таб ли ця 2

Взаємодія лек ти ну міцени чис тої з де я ки ми моно- та дис а ха ри да ми



ний дво лан цю го вий глікоп ро теїн з Mr 65 кДа, гліко -
зиль о ва ний у двох місцях – при ас па рагіні-249 ос-
нов ний гліко зиль ний за ли шок є дво ан тен ним і
містить га лак то зу, глю ко замін і ма но зу в своєму
складі, а гліко зиль ний за ли шок при ас па рагіні-410
є тет ра ан тен ним, який, окрім цього, вміщує L-фу -
ко зу (рис. 3). Всьо го у складі фос фа та зи від 8 до
17 % вуг ле водів (за леж но від ви ду і ло калізації фер -
мен ту) [13]. Струк ту ра за зна че но го фер мен ту у лю -
ди ни і ссавців де що відрізняється, але відмінності
не є знач ни ми. Через ве лику кількість і різно ма-
ніття вуг ле водів у складі фос фа та зи мож на очіку ва -
ти на її взаємодію з ба гать ма лек ти на ми, при чо му з
та ки ми, що ма ють різну вуг ле вод ну спе цифічність. 

470

АНТОНЮК В. О. ТА ІН. 

Глікоп ро теїн або поліса ха рид

Мінімаль на кон цен трація глікоп ро теї ну, що при гнічує ге маг лю ти націю
лек тинів, %

MPFL PSА LVА

Тран сфе рин 0,25 0,125 –

Ти ре ог ло булін би ка 0,125 0,03 0,5

Луж на фос фа та за з ки шеч ни ка те ля ти 0,002 0,5 –

Оро зо му коїд (аль фа-ГП) 0,125 – –

Ово му коїд 0,06 0,5 1

Асіало о во му коїд 0,015 – –

Підще леп ний му цин вівці 0,125 0,06 0,25

Підще леп ний му цин би ка 1  0,125 –

Підще леп ний му цин би ка десіалізо ва ний 0,5 + –

Іму ног ло булін G лю ди ни – 0,125 –

α2-Мак рог ло булін 1 – –

Гру пос пе цифічна ре чо ви на Н, 1 % 0,125 0,5 –

Гру пос пе цифічна ре чо ви на А, 1 % 0,125 0,25 –

Гру пос пе цифічна ре чо ви на В, 1 % 0,25  0,5 –

Яєчний аль бумін 0,125 – –

Гліко ген печінки свині (1 %) 0,5 1 –

Дріджо вий ма нан (1 %) – 0,125 0,03

Крох маль (1 %) 1 1 1

П р и м і т к а. Тире озна чає відсутність взаємодії у кон цен трації 1 %.

Таб ли ця 3

Взаємодія лек тинів з поліса ха ри да ми та глікоп ро теї на ми

à

á

Рис. 3. Струк ту ра гліко пеп ти ду, приєдна но го до Asp249 (а) та
Asp410 (б) луж ної фос фа та зи тон кої киш ки те ля ти [5]



Вро хо ву ю чи ви ще вик ла де не, ми вивчили
взаємодію чис то го фер менту з лек ти на ми, які на й -
частіше ви ко рис то ву ють у гістохімічних дослід-
жен нях, та лек ти на ми, впер ше одер жа ни ми у нашій 
ла бо ра торії. Ре зуль та ти, пред став лені в табл. 4,
демонструють, що з фос фа та зою дійсно зв’я зується 
ба га то лек тинів, зок ре ма, ду же міцно – лек ти ни сої, 
ви ног рад но го сли ма ка, але для лек ти ну міце ни

луж на фос фа та за є на й сильнішим інгібіто ром ак -
тив ності. З луж ною фос фа та зою не взаємодіють
лек ти ни ама рилісо вих (підсніжни ка і білоцвіту), а
та кож, що де що не сподіва но, лек тин оме ли білої.

Про ве де на на ми як кон троль ре акція на луж ну
фос фа та зу за ме то дом, опи са ним ви ще, в кріостат -
них нефіксо ва них зрізах тон кої киш ки 6-місяч но го
пло да те ля ти ви я ви ла при сутність фер мен ту ли ше в 
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Лек тин Cпе цифічність до мо но- або оліго са ха ридів

Мінімаль на кон цен трація фер мен ту, що
при гнічує аг лю ти націю

 % мМ

LABA (ко ри зо ло то го до щу) L-Fuc 0,25 0,04

LTA (тет ра го но ло бу са пурпурового) L-Fuc 1 0,16

LLA (ікри су да ка) L-Fuc 0,03 0,005

PFA (л. ікри оку ня) L-Fuc 0,06 0,01

STA (бульб кар топлі) (NАcDGlc)4 0,125 0,02

WGA (за родків пше ниці) (NАcDGlc)3 0,125 0,02

PNA (насіння арахісу) DGal > GalNAc 0,125 0,02

GNA (підсніжни ка) Manα(1-3)Man – >0,16

LVA (білоцвіту вес ня но го) Manα(1-3)Man (?) – >0,16

ФГА-Р (ква солі зви чай ної) Склад ний оліго са ха рид 0,5 0,08

SBA (насіння сої) GalNAc> >Gal 0,015 0,0025

HPA (ви ног рад но го сли ма ка) α-GalNAc 0,015 0,0025

LCА (насіння со че виці) D-Man> DGlc 0,5 0,08

PSL (насіння го ро ху) D-Man> DGlc 0,5 0,08

SRA (ко ри бу зи ни чер во ної) Neu5Aca(2-6)Gal>DGal 0,03 0,005

VAA (оме ли білої) DGal – >0,16

LSFA (сірча но-жов то го тру то ви ка) Лак то замін 0,03 0,005

LTFA (вов нян ки) Склад ний оліго са ха рид 0,125 0,02

LPFA (хря ща-мо лоч ни ка пер га мен тно го) Склад ний оліго са ха рид 0,06 0,01

PAFA (сви нуш ки тов стої) Склад ний оліго са ха рид – 0,16

MPFA (міце ни чис тої) D-Man, DGlc 0,002 0,0003

П р и м і т к а. Про черк озна чає відсутність взаємодії у кон цен трації 1 %.

Таб ли ця 4

Взаємодія лек тинів з луж ною фос фа та зою тон кої киш ки те ля ти (К.Ф. 3.1.3.1)



ен те ро ци тах з об ля мівкою епітеліаль ної плас тин ки
вор си нок та крипт, у той час як ре акцією з міче ним
лек ти ном міце ни чис тої на зрізах вста нов ле но хо ча
й подібну, але де що відмінну кар ти ну взаємодії. Ре -
акція на луж ну фос фа та зу бу ла інтен сивніша як в
ен те ро ци тах вор си нок, так і крипт, тоді як з лек ти -
ном міце ни ре а гу ва ли окремі ен те ро ци ти крипт
(рис. 4, а, б).

Ще одну пе ревірку при пу щен ня стосовно се -
лек тив ності зв’я зу ван ня лек ти ну міце ни з вуг ле -
вод ни ми де терміна нта ми, при сутніми у складі мо -
ле ку ли луж ної фос фа та зи, ми здійсни ли у тка ни нах 
ни рки щу ра, яка ба га та на різно манітні вуг ле вод ні
ре цеп то ри. У цьо му досліді ак тивність луж ної фос -
фа та зи іден тифіко ва но на ми у складі щіточ ко вої
об лямівки про кси маль них ни рко вих тру бо чок но -
вона род же них щурів (рис. 5), тоді як ре цеп то ри
лек ти ну міце ни бу ли ло калізо вані у ци то п лазмі
різних по пу ляцій не фро цитів з тен денцією до на ко -
пи чен ня в апікальній час тині та на лю ме нальній по -
верхні клітин кінце вих ам пул, S-подібних тілець та
основ них час тин збірних ни рко вих про ток.

Отри мані дані мо жуть свідчи ти про те, що дія
суб стратів для зв’я зу ван ня лек ти ну МРFА є шир -
шою і не об умов лена ли ше ак тивністю луж ної фос -
фа та зи. Во ни можуть бу ти пред став лені у ни рці

інши ми гліко ко н’ю га та ми склад ної бу до ви з кінце -
ви ми де терміна нта ми DMan/DGlc та DGlcNAc, у
то му числі гліко ге ном.

Для ви яв лен ня то го, чи дійсно лек ти ни зв’я зу -
ють ся з вуг ле вод ни ми ре цеп то ра ми гісто логічно го
пре па ра ту, на ми про ве де но низку кон троль них ре -
акцій на зрізах тон кої киш ки щу ра з вуг ле вод ни ми
та глікоп ро теї но ви ми інгібіто ра ми. 

Кон троль на ре акція для виз начен ня мож ли вої
ен до ген ної пе рок си да зи да ла, як і пе ре дба ча лося,
не га тив ний ре зуль тат.

Ре акція з міче ним лек ти ном міце ни чис тої бу ла
ви раз но по зи тив ною. За при сут ності 5 %-го роз чи -
ну α-ме тил-D-га лак топіра но зи ду, з яким лек тин не
взаємодіє, при гнічен ня ре акції не спос теріга ло ся.
За при сут ності 5 %-го роз чи ну α-ме тил-D-ма но-
піра но зи ду (≈ 250 мМ роз чин), з яким лек тин взає-
модіє, ре акція бу ла слаб шою, але по вно го при гні-
чен ня не ви яв ле но. Це за свідчує, що за зна че ний
вуг ле вод є слаб ким інгібіто ром лек ти ну міце ни.
Присутність 1 %-го яєчно го аль буміну (≈ 0,23
мілімо ляр ний роз чин або у мо лярній кон цен трації,
у 250:0,23 = 1087 разів меншій за та ку α-ме тил-D-
ма нопіра но зи ду) ослаб лю ва ла ре акцію, але рівень
її був при близ но та ким же, як і в при сут ності 5 %-го 
роз чи ну α-ме тил-D-ма нопіра но зи ду. І ли ше за на -
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Рис. 4. Ре акція на луж ну фос фа та зу (а) 
і фар бу ван ня лек ти ном міцени (б) на
пре па раті тон кої киш ки 6-місяч но го
пло да те ля ти (×120); КВ – клітини вор -
си нок; КК – ке ли хо подібні клітини
крипт. Стрілка ми по зна че но: а – місця 
найінтен сивнішої ре акції на луж ну
фос фа та зу; б – місця зв’я зу ван ня лек -
ти ну міцени чис тої



яв ності 1 %-го роз чи ну луж ної фос фа та зи киш ки
те ля ти ре акція по вністю бло ку ва лася. Кон цен тра-
ція остан ньої ста но вить 0,15 мМ, тоб то є близь кою
до кон цен трації яєчно го аль буміну, але во на при -
близно у 1623 рази ни жча за мо ляр ну кон цен трацію 

α-ме тил-D-ма нопіра но зи ду. Варто вра ху ва ти, що у
луж ної фос фа та зи вуг ле вод ний фраг мент за й має
ли ше одну шос ту мо ле ку ли. Іна кше ка жу чи, виді-
лений у чис то му виг ляді оліго са ха рид ний лан цюг
може бу ти майже у де сять ти сяч разів (1623⋅6 =
= 9740) сильнішим інгібіто ром, ніж α-ме тил-D-ма -
нопіра но зид. 

У складі яєчно го аль буміну, який є по се реднім
інгібіто ром ак тив ності лек ти ну міце ни чис тої,
знай де но 3,2 % вуг ле водів, які утво рю ють три- та
чо ти ри ан тенні гліканні лан ки. Їх мо же бу ти що най -
мен ше шість різних варіантів, два з яких пред став -
лено на рис. 6 [14].

Порівню ю чи струк ту ри глікан них за лишків
луж ної фос фа та зи та яєчно го аль буміну, мож на по -
ба чи ти, що спільною у них є внутрішня час ти на
оліго са ха рид них лан цюгів (дис а ха ридні лан ки
GlcNAcβ(1-2)Manα(1-6) або GlcNAcβ(1-2)Manα(1-
2)), а відмінни ми – терміна льні вуг ле во ди. У луж -
ної фос фа та зи терміна льни ми є за лиш ки дис а ха -
ридів Galα(1-3)Galβ(1-4), які не відміня ють взає-
модії лек ти ну з вуг ле во дом. Це свідчить, що ак тив -
ний центр лек ти ну міце ни чис тої є ком пле мен тар -
ним склад ним оліго са ха рид ним струк ту рам, мож -
ли во, роз га лу же ним оліго са ха ри дам тет ра ан тен но -
го ти пу, у яких дис а ха ридні лан ки GlcNAcβ(1-
2)Manα(1-6) відігра ють важ ли ву роль у взаємодії
лек ти ну з вуг ле во дом.

Че рез на явність луж ної фос фа та зи в ен те ро ци -
тах тон кої і тов стої киш ки та взаємодію з цим фер -
мен том більшості досліджених лек тинів знач но
інфор ма тивнішим для аналізу гісто логічних пре па -
ратів тов стої киш ки є ви ко рис тан ня лек тинів, які з
луж ною фос фа та зою не взаємодіють.

Лек ти ни білоцвіту вес ня но го та підсніжни ка бі- 
лосніжно го прак тич но не взаємодіють з гісто логіч-
ними зріза ми тов стої киш ки щу ра. Відо мо, що для
лекти ну підсніжни ка на йбільшу інгібітор ну ак тив-
ність ма ють оліго са ха ри ди «ба га то ма ноз но го ти -
пу» з терміна льни ми Manα(1-3)Man-за лиш ка ми.
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Рис. 5. Гісто то пог рафія ак тив ності
луж ної фос фа та зи (а) (×60) та ре цеп -
торів лек ти ну міцени (б) (×120) у
складі струк тур них ком по нентів нир-
ки но вона род же но го щура; а – ак -
тивність луж ної фос фа та зи ло калізо -
ва на у складі щіточ ко вої об лямівки
про кси маль них і дис таль них тру бо -
чок (клу боч ки, кінцеві ам пу ли та
основні сег мен ти збірних ни рко вих
про ток аре ак тивні; Пк – по вер хня
кірко вої ре чо ви ни; Мр – моз ко ва ре чо -
ви на ни рки); б – інтен сив на ре ак -
тивність па ренхіми ни рки з лек ти ном
МРРА (Кл – клу боч ки, Ка – кап су ла
ни рки, три кут ни ка ми по зна че но ам -
пу ли збірних ни рко вих про ток) 
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Рис. 6. Вуг ле вод ний ком по нент мо ле ку ли яєчно го аль буміну



Цей лек тин ак тив но взаємодіє і з оліго са ха ри дами,
які містять роз га лу жені α(1-6)-зв’я зані за лиш ки
глю ко зи або ма но зи, але не взаємодіє з роз га лу же -
ни ми за лиш ка ми, що вміщу ють Gal, GalNAc, Fuc.
Подібну спе цифічність має лек тин біло цвіту весня -
но го. То му мож на з упев неністю стверджу ва ти, що
таких вуг ле вод них струк тур у товстій кишці не має.

Інші лек ти ни, ви ко рис тані для забарвлення гіс-
то логічних струк тур тов стої киш ки, мо жуть взає-
модіяти як із луж ною фос фа та зою, так і з інши ми
вугле вод ни ми ре цеп то ра ми, то му їхня відповідь є
неод но знач ною.

Вис нов ки. 1. У ре зуль таті досліджен ня взає-
модії но во го лек ти ну, одер жа но го на ми з пло до вих
тіл міце ни чис тої, з вуг ле во да ми та глікоп ро теї на -
ми вста нов ле но, що цей лек тин відповідно до по -
ши ре ної кла сифікації лек тинів мож на віднес ти до
глю ко зо-(ма но зо-)-спе цифічних. Однак за тон кою
вуг ле вод ною спе ци фічністю він суттєво відрізняє-
ться від відо мих раніше лек тинів бо бо вих та ама ри -
лісо вих (лек ти ну го ро ху та білоцвіту). Ре зуль та ти
досліджен ня зв’я зу ван ня за зна че но го лек ти ну з глі- 
коп ро теї на ми доз во ля ють при пус ти ти, що важ ли ва
роль у ньо му на ле жить дис а ха рид ним лан кам
GlcNAcβ(1-2)Manα(1-6) або GlcNAcβ(1-2)Manα(1-
2), а терміна льні за лиш ки дис а ха ридів Galα(1-3)
Galβ(1-4) не відміня ють взаємодії лек ти ну з вуг ле -
во да ми і, мож ли во, не ма ють для цієї взаємодії сут-
тєво го значення.

2. Особ ливістю лек ти ну міце ни чис тої є ду же
силь на взаємодія з луж ною фос фа та зою – віднос на
інгібітор на си ла та кої взаємодії для лек ти ну міце ни 
ви я ви ла ся на й ви щою се ред 20 досліджених лек ти-
нів. Однак чутливість ре цеп торів для зв’я зу ван ня
лекти ну МРFА у тка ни нах ссавців не об ме жується
лужною фос фа та зою, вона мо же по ши рю ва ти ся і
на інші гліко кон ’ю га ти склад ної бу до ви, як це по -
ка за но на при кладі ни рки щу ра та тон кої киш ки
пло да те ля ти.

3. Пов на відсутність взаємодії лек тинів під-
сніжни ка і білоцвіту з гісто логіч ни ми струк ту ра ми
тов стої киш ки щу ра свідчить те, що у їхньо му скла- 
ді не знай де но оліго са ха рид них струк тур «ба га то -
ма ноз но го ти пу» з терміна льни ми Man(α1-3)Man-
за лиш ка ми або оліго са ха ридів, які вміщу ють роз га -
лу жені α-1-6 зв’я зані за лиш ки глю ко зи або ма но зи.

4. Через ши року суб стратну спе цифічність
більшості лек тинів при про ве денні гістохімічних
ре акцій для пра виль ної інтер пре тації одер жа них за
їхньою до по мо гою ре зуль татів не обхідно до дат ко -
во проводити ре акції з ви яв лен ня окре мих гліко -
кон ’ю гатів та лек ти ногістохімічні ре акції за при -
сут ності вуг ле вод них інгібіторів.

V. O. Antonyuk, А. М. Yastchenko, R. V. Antonyuk, N. О. Аmbarova

Carbohydrate specificity of  lectin, purified from the fruiting bodies

of Mycena pura /Fr./ Kumm. and its use in histochemical

investigation

Summary

Aim. The purpose of this investigation was to research
carbohydrate specificity of a new lectin from fruiting body of
Mycena pura and possibilities of its application in histochemical
studies. Methods. The lectin has been purified by affinity chro-
matography on «оvomucine». The lectin carbohydrate specificity
has been determined by a reaction of inhibiting haemagglutination
by haptens. Histological materials were fixed in  4 % neutral for-
malin solution. Alkaline phosphatase was revealed in the cryostat 
unfixed microscopical sections. Results. The lectin yield  from fresh
fruit bodies of raw material was 9 mg/kg. Mol. mass of the lectin  is
40 kDa. The lectin poorly interacted with D-glucose and
D-mannose in contrast to lectins from Pisum sativum and Leucojum
vernum. The peculiarity of  this lectin is its strong interaction with
alkaline phosphatase, the highest among twenty tested lectins.
However, the receptors for Mycena lectin binding in mammalian
tissues are not limited by this enzyme being presented also by
glycoconjugates of another structure, as it was shown for fetus calf
small intestine and kidney of rat. Conclusions. An important role in
the lectin interaction with glycoproteins probably belongs to the

disaccharide links of GlcNAcβ(1-2)Manα(1-6) or GlcNAcβ(1-

2)Manα(1-2), which not necessarily are terminal. 
Keyword: Mycena pura, lectins, histochemistry, alkaline

phosphatase.

В. А. Антонюк, А. М. Ящен ко, Р. В. Антонюк, Н. О. Амбарова 

Угле вод ная спе ци фич ность лек ти на, по лу чен но го из 

пло до вых тел ми це ны чис той (Mycena pura /Fr./ Kumm.), 

и его ис поль зо ва ние в гис то хи ми чес ких ис сле до ва ни ях

Ре зю ме

Цель. Иссле до ва ние угле вод ной спе ци фич нос ти но во го лек ти -
на из пло до вых тел гри ба M. pura и воз мож нос тей его ис поль -
зо ва ния в гис то хи ми чес ких ис сле до ва ни ях. Ме то ды. Лек тин
по лу ча ли аф фин ной хро ма тог ра фи ей на со рбен те ово му ци не.
Угле вод ную спе ци фич ность лек ти нов опре де ля ли с по мощью
ре ак ции угне те ния ге маг глю ти на ции гап те на ми. Гис то ло ги -
чес кие ма те ри а лы фик си ро ва ли в 4 %-м рас тво ре не й траль но -
го фор ма ли на, а ще лоч ную фос фа та зу вы яв ля ли в кри ос тат-
ных не фик си ро ван ных сре зах. Ре зуль та ты. Вы ход лек ти на из
сырья со ста вил 9 мг на 1 кг све жих пло до вых тел. Мо ле ку ляр -
ная мас са лек ти на рав на ≈ 40 кДа. Лек тин сла бо вза и мо дей-
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ству ет с D-глю ко зой и D-ман но зой в от ли чие от лек ти нов
Pisum sativum и Leucojum vernum. Осо бен нос тью ис сле ду е мо го
лек ти на яв ля ет ся его силь ное вза и мо де йствие со ще лоч ной
фос фа та зой – оно ока за лось на и выс шим сре ди 20 ис пы тан ных
лек тинoв. Но чу встви тель ность ре цеп то ров для свя зы ва ния
лек ти на ми це ны в тка нях мле ко пи та ю щих этим фер мен том
не огра ни чи ва ет ся, она мо жет рас прос тра нять ся и на дру гие
гли ко конъ ю га ты слож но го стро е ния, как это по ка за но на при -
ме ре тон кой киш ки пло да те лен ка и по чки кры сы. Вы во ды. Во
вза и мо де йствии лек ти на с гли коп ро те и на ми  важ ная роль, ве -
ро ят но, при над ле жит дис а ха рид ним звень ям GlcNAcβ(1-
2)Manα(1-6) или GlcNAcβ(1-2)Manα(1-2), ко то рые не об я за -
тельно яв ля ют ся тер ми наль ны ми. 

Клю че вые сло ва: Ми це на чис тая, лек ти ны, гис то хи мия, ще -
лоч ная фос фа та за.
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