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Специфическое взаимодействие ганглиозида GM1 с гомодимерным галектином�1 (лектин прото�типа)
инициирует регуляцию роста в опухолях и активированных эффекторных T�клетках. Эта доказанная био�
релевантность привела к росту интереса к изучению ассоциации лектинов (в биоэффективной концентра�
ции) с модельной поверхностью, а именно монослоем, построенным из 1,2�дигексадеканоил�sn�глицеро�3�
фосфоэтаноламина и ганглиозида GM1 (80 : 20 мол. %). При достижении давления 20 мН/м было зафикси�
ровано поверхностное расширение, вызванное встраиванием лектина. Временное снижение доли упорядо�
ченной фазы липида в монослое было выявлено с помощью сочетания методов дифракции под скользящи�
ми углами и рентгеновского отражения. Экспериментальные значения распределения электронной плот�
ности указывают на то, что галектин�1 ориентирован своей длинной осью вдоль поверхности, что идеально
подходит для цис�сшивки. Полученные данные выявили принципиальное отличие от того, как связывается
с тем же монослоем другой GM1�специфический лектин – пентамер холерного токсина. Полученные дан�
ные говорят о необходимости изучения в тех же экспериментальных условиях других членов семейства га�
лектинов, в частности галектина�3 «химерного» типа, который является биологическим антагонистом га�
лектина�1.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: агглютинин, пики Брэгга, ганглиозид, лектин, рентгеновская дифракция/отражение.

Ганглиозиды, компоненты клеточных мик�
родоменов, привлекают все больше внимания
благодаря их многочисленным функциям, в
частности в качестве партнеров лектинов, таких
как пентамер холерного токсина (Ctx) [1–4].
Недавно было установлено, что ганглиозид
GM1, противорецептор Ctx, является физиоло�
гической мишенью для регулирующих адгезию

и рост галектинов человека – семейства белков,
для которых характерны β�сэндвич�складка и
сигнатурная последовательность с центральным
остатком триптофана, контактирующего с ли�
гандом [5–8]. Пентасахарид GM1 имеет развет�
вленную структуру (рис. 1, б). Галектины связы�
вают обе ветви, причем не тот конформер глика�
на, который взаимодействует с Ctx [9, 10]. Для
количественной оценки стабильности комплек�
сов с гликанами использовалась атомно�сило�
вая микроскопия. Кинетика диссоциации под
влиянием комплексов прото�типа (гомодимер�
ного) галектина�1 (Gal�1) и типичных лигандов
(лактоза, асиалофетуин) согласуется с транзиент�
ным транс�мостиковым взаимодействием и
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цис�сшивкой [11]. Функционально Gal�1 осуще�
ствляет контроль роста через связывание GM1
на клетках нейробластомы человека (SK�N�
MC) и активированных эффекторных T�клет�
ках in vitro [12–16]. В обоих случаях GM1 стано�
вится доступным в результате ферментативного
действия сиалидазы на его предшественника
GD1a. На примере бактериальных AB5 токсинов
и их проникновения в клетки [17, 18] было по�
казано, что связывание с ганглиозидом также
участвует в быстрой интернализации Gal�1, наб�

людаемой в Т�лейкозных клетках Jurkat [19].
Любопытно, что бактериальные лектины, спе�
цифичные к пентамерному GM1, по всей види�
мости, также способны облегчать течение ауто�
иммунных расстройств у модельных животных
[20–22]. Однако способность мембраны реаги�
ровать на Ctx и лектины человека не обязатель�
но опосредована таким же механизмом пост�
связывания: регуляторами роста для клеток ней�
робластомы являются только лектины человека
[23]. Это функциональное различие позволяет
предположить различия и в топологических
свойствах комплекса, что навело нас на мысль о
необходимости изучения связывания галекти�
нов в биоэффективной концентрации с GM1�
содержащими модельными поверхностями.

Помимо влияния на пролиферацию, а также
клеточное поглощение и маршрутизацию изуче�
ние связи Gal�1 с поверхностью трипсинизиро�
ванных эритроцитов выявило изменения в теку�
чести мембран и их осмотической устойчивости
[24]. Этот эффект может зависеть от изменений
в четвертичной структуре Gal�1 при попадании
в гидрофобную среду. Показано, что в апротон�
ных растворителях (например, диметилсуль�
фоксиде) лектин образует димеры из двух гомо�
димеров цилиндрической формы [25]. В сово�
купности эти доказательства навели нас на
мысль начать наше исследование с изучения
возможности встраивания этого сильного эф�
фектора в липидный монослой.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалы. 1,2�Дигексадеканоил�sn�глице�
ро�3�фосфоэтаноламин (DPPE) и ганглиозид
GM1 (из овечьего мозга, аммонийная соль, по�
рошок) были куплены у компании «Avanti Polar
Lipids» (США) и использованы без дальнейшей
очистки (структуры приведены на рис. 1). Сто�
ковые растворы каждого из (глико)сфинголи�
пидов (~5 мг/мл) были сначала приготовлены в
хлороформе, содержавшем 9% об. метанола и
1% об. воды. Затем был приготовлен раствор для
образования липидного монослоя (0,3 мг/мл),
содержавший 80% мол. DPPE и 20% мол. GM1
(8 : 2 DPPE : GM1), который до использования
хранили при –20° в стеклянных пробирках. Ре�
комбинантный Gal�1 человека был очищен аф�
финной хроматографией (ключевая стадия), и
его чистота и биологическая активность контро�
лировались с помощью двумерного гель�элект�
рофореза, масс�спектрометрии, гемагглютина�
ции и тестов на замедление роста [12, 26–28].

Тест встраивания в липидный монослой при
постоянном давлении. Эксперименты по опреде�
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Рис. 1. Структуры (глико)сфинголипидов DPPE (a) и GM1
(б), компонентов липидной пленки

а                           б



ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ (ГЛИКО)ЛИПИДА И ГАЛЕКТИНА�1

лению встраивания белка в монослой на границе
фаз воздух/буфер при постоянном поверхност�
ном давлении проводили в ленгмюровской ван�
не станции BW1 (ондулятор) в пучке синхро�
тронного излучения из синхротрона «HASYLAB»
(Германия), как описано ранее [29]. Схема экс�
периментальной установки для измерения
встраивания белка при постоянном давлении и
ход эксперимента приведены на рис. 2. Термо�
статируемая ванна при специальном дифракто�
метре для жидких поверхностей была оборудо�
вана пластиной Вильгельми, которая измеряет
поверхностное давление на границе воздух/бу�
фер, и подвижной гидрофобной тефлоновой за�
городкой, которая контролирует площадь по�
верхности ванны. Перед началом эксперимента
ванну заполняли ~240 мл субфазового буфера
(20 нМ фосфатно�солевого буфера (PBS), pH 7,2,
содержавшего 6,2 мМ Na2HPO4, 4 мМ KH2PO4,
154 мМ NaCl и 1% NaN3) при 20°. Затем по гра�
нице воздух/буфер распределяли раствор смеси
липидов (8 : 2 DPPE : GM1, 90 : 9 : 1 хлороформ :
: метанол : вода). Систему оставляли уравнове�
шиваться на 15 мин для обеспечения полного
упаривания органического растворителя, после
чего липидный монослой сжимали до поверхно�
стного давления 20 мН/м и с помощью петли
обратной связи удерживали данное давление на
постоянном уровне на протяжении оставшейся
части эксперимента (рис. 2, а). Затем были по�
лучены данные рентгеновского рассеяния для
липидной пленки при 20 мН/м и 20° (подробное
описание эксперимента приведено ниже). Оп�
ределив таким образом контрольное значение,
проводили эксперименты в присутствии Gal�1.
Аликвоту раствора, содержавшего Gal�1 (5 мг,
PBS), инжектировали в субфазовый буфер в
ванне и оставляли уравновешиваться с липид�
ным монослоем (рис. 2, б). Концентрация галек�
тина в субфазе в ванной составляла ~21 мкг/мл.
Поскольку поверхностное давление липидного
монослоя удерживалось на одном уровне, встра�
ивание Gal�1 в липидный монослой должно
приводить к расширению площади поверхности
(рис. 2, в). Таким образом, измеримое расшире�
ние поверхности монослоя считается показате�
лем продуктивного взаимодействия галектин–
мембрана. Данные рентгеновского рассеяния
были получены через 5 (t1) и 13 (t2) ч после вве�
дения Gal�1�содержащего раствора.

Измерения рентгеновского рассеяния. Для ус�
тановления структуры пленки липидного мо�
нослоя, содержавшего Gal�1, на молекулярном
уровне были дополнительно получены данные
рентгеновской дифракции под скользящими уг�
лами (GIXD) и рентгеновского отражения (XR)
до (только липидная мембрана) и в два момента

времени после (t1 и t2) добавления раствора Gal�1
под липидный монослой. Рентгеновский пучок,
направленный на образец, имел длину волны
λ = 1,30 ± 0,02 Å (9510 эВ) и мощность ~0,3 мВт.
Для уменьшения фонового рассеяния и мини�
мизации окисления белок�липидной пленки
рентгеновским пучком ванну�контейнер предва�
рительно продували гелием в течение 30–40 мин.
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Рис. 2. а – Компрессия липидного монослоя до 20 мН/м.
Для измерения поверхностного давления липидного мо�
нослоя использовалась пластина Вильгельми (π), которая
связана с поверхностным натяжением пленки (γ) на грани�
це воздух/вода; б – введение Gal�1 в субфазу. Белок вводи�
ли в субфазу под барьер, используя L�образную иглу шпри�
ца для минимизации нарушения липидного монослоя.
Выбранная концентрация Gal�1 известна как биоэффек�
тивная в in vitro тестах GM1�зависимого роста клеток; в –
расширение липидного монослоя в результате встраивания
Gal�1. Гомодимерный лектин и его два сайта связывания
изображены в масштабе и реальной форме, исходя из пред�
положения о том, что оба сайта связаны с лигандами. Пло�
щадь поверхности монослоя и увеличение площади были
рассчитаны как ΔA/A = (A–Ai)/Ai, где A – площадь поверх�
ности в момент времени t, а Ai – площадь поверхности мо�
нослоя после первоначальной компрессии до 20 мН/м

а

б

в
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В качестве дополнительной меры защиты от
повреждения радиацией ванну сдвигали на
0,025 мм по горизонтали после каждого скана
GIXD и на 2 мм во время XR�сканирования.

Данные GIXD предоставляют структурную
информацию о кристаллическом фрагменте
пленки в плоскости монослоя. Как правило, ли�
пидная конденсированная фаза (LC) в ленгмю�
ровских монослоях может быть описана с по�
мощью двумерных мощностей с двумерными
кристаллитами, которые азимутально и случай�
но ориентированы на поверхности субфазы. Об�
ратное пространство GIXD рисунка кристалли�
товой части монослоя возникает из двумерного
набора стержней Брэгга, которые расположены
параллельно вертикальному компоненту qz век�
тора рассеивания q [30, 31]. Для максимизации
поверхностной чувствительности GIXD измере�
ний монохроматический рентгеновский луч был
настроен так, чтобы падать на поверхность под
углом скольжения 0,11°, что составляет 85%
критического угла для полного внешнего отра�
жения [32]. Размеры проекции зоны падения
входящего рентгеновского луча на поверхность
жидкости составляли ~2 × 50 мм2. Интенсив�
ность дифракции измеряли с помощью одно�
мерного позиционно�чувствительного детекто�
ра (PSD, OEM�100�M; «Braun», Германия) как
функцию вертикального угла рассеяния с изме�
рительным окном qz ≈ 0,9 Å–1. Перед PSD был
закреплен коллиматор Соллера, который обес�
печивал горизонтальное разрешение детектора
Δqxy = 0,0084 Å–1. Интенсивность рассеяния из�
меряли путем сканирования по диапазону гори�
зонтального компонента вектора рассеяния:

4π 2θxy
qxy ≈ ____ sin (____) ,

λ 2

где 2θxy – угол между падающим и отраженным
лучом, спроецированный на горизонтальную
плоскость, а λ – длина волны рентгеновского
луча. Такой скан, проинтегрированный по все�
му окну PSD, дает пики Брэгга. Одновременно с
этим интенсивность рассеяния, записанная в
каналах вместе с PSD, но интегрированная по
вектору рассеяния в горизонтальной плоскости
поперек пиков Брэгга, дает qz�разрешенные ска�
ны, называемые профилем стержней Брэгга.
Для получения информации о направлении и
степени наклона молекул в кристаллической
части амфифильной пленки распределение ин�
тенсивности по стержням Брэгга может анали�
зироваться как модель конформации, ориента�
ции и упаковки молекул. В данном исследова�
нии липидные остатки моделировались цилинд�

рами с постоянным распределением электрон�
ной плотности. В этих условиях настраиваемы�
ми параметрами являлись угол наклона цилинд�
ра по отношению к вертикали, направление бо�
кового наклона, длина (Lc) цилиндра (т.е. длина
части молекулы с когерентным рассеянием) и
вертикальное среднее квадратичное смещение
σz (фактор Дебая–Валлера) в кристаллитах.
Анализ пиков Брэгга позволяет вычислить меж�
атомное расстояние и длину когерентности (т.е.
средний размер) двумерных кристаллитов в
пленке на границе воздух/буфер.

В то время как данные GIXD позволяют по�
лучить структурную информацию о части крис�
таллита, расположенной в плоскости пленки,
данные XR дают информацию о поперечной
(вертикальной) структуре монослоя с боковым
усреднением как по кристаллической, так и по
аморфной частям [33, 34]. Для измерения XR
использовали дополнительную щель для исклю�
чения фона диффузионного рассеяния вокруг
отраженного луча. Эта щель вместе со сцинтил�
ляционным детектором, имеющим тонкое вер�
тикальное измерительное окно (Δqz ≈ 0,02 Å–1),
устанавливались на лифт, присоединенный к
«руке» дифрактометра, которая вращалась вок�
руг вертикальной оси, проходящей через центр
образца. Подробная информация о вариациях
электронной плотности в вертикальном направ�
лении с боковым усреднением как по упорядо�
ченной, так и по неупорядоченной частям плен�
ки может быть рассчитана на основе отклоне�
ния экспериментального зеркального XR от за�
кона Френеля [30, 31].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Встраивание Gal�1 в монослой DPPE : GM1. В
тесте на встраивание в липидный монослой бы�
ла измерена площадь поверхности монослоя и
определено ее изменение; процент расширения
(%ΔА/А) рассчитан с помощью уравнения:

%ΔА/А =100(A – Аi)/Аi,

где Аi – первоначальная (исходная) площадь по�
верхности монослоя в ванне при 20 мН/м и 20°
до введения Gal�1�содержащего раствора, а A –
площадь ванны во время t после нанесения бел�
ка (рис. 2). Изотерма и данные по встраиванию
приведены на рис. 3. Данные показывают встра�
ивание лектина в липидный монослой в кон�
центрации, соответствующей концентрации ре�
гуляции GM1�зависимого роста клеток [12, 13]
(см. рис. 2, в).
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Как показано на рис. 3, б, Gal�1 встраивает�
ся в монослой сразу же после начала экспери�
мента и инжекции белоксодержащего раствора
в буфер субфазы, что стабильно продолжается
на протяжении 7 ч. Показанная площадь на мо�
лекулу отражает среднюю площадь на каждую
молекулу липида с учетом как упорядоченной
(LC), так и неупорядоченной (расширенной ли�
пидом) фазы. Примечательно, что «эквивалент�
ное бислою поверхностное давление», т.е. давле�
ние, при котором плотность упаковки монослоя
аналогична таковой в липидном бислое, по
опубликованным данным находится в диапазо�
не 30–33 мН/м [35]. Поэтому первым тестом
при постоянном поверхностном давлении был
тест при давлении 30–33 мН/м. Поскольку до
сих пор не было обнаружено встраивания лекти�
на в липидный монослой при таком давлении,
поверхностное давление было снижено до 20 мН/м.

Структура пленки Gal�1–монослой на границе
воздух/буфер. Структуры липидной пленки на
плоскости и перпендикулярно ей и расположе�
ние лектина на границе фаз липид–пленка бы�
ли установлены путем совмещения данных, по�
лученных методами GIXD и XR. Сначала была
построена контурная диаграмма по данным
GIXD для монослоя, разрешенная по qxy и qz

(рис. 4). Для монослоя после введения лектина
была получена очень похожая по форме диаг�
рамма, однако абсолютная интенсивность двух
диаграмм отличалась (данные не приведены).
Проекция данных GIXD на qxy и ось qz позволи�
ла идентифицировать пики Брэгга и стержни
Брэгга соответственно, которые приведены на
рис. 5 для трех временных точек. Контрольное
измерение без добавления лектина (а) было за�
тем дополнено данными, полученными через 5
и 13 ч по достижении ~14% (t1) и 20% (t2) расши�
рения площади липидного монослоя. Скорость
расширения поверхности из�за встраивания
лектина составляла ~2% в час. Через 13 ч встра�
ивание Gal�1 не достигло равновесного состоя�
ния, т.к. не наблюдалось выхода на плато для за�
висимости площадь/молекула по времени.

Рисунок дифракции, полученный для мо�
нослоя DPPE : GM1 при 20 мН/м и 20° до и пос�
ле нанесения Gal�1, позволяет рассчитать набор
структурных параметров, которые приведены в
табл. 1 и 2.

Для каждой из измеренных систем наблюда�
лось три пика Брэгга: при q

xy
~1,42, 1,45 и 1,48 Å–1.

Присутствие трех пиков Брэгга указывает на ко�
соугольную двумерную ячейку. Интегральные
интенсивности трех пиков Брэгга (–0,05 Å–1 
 qz 


 0,8 Å–1) были приблизительно одинаковыми
(см. пунктирные линии на рис. 5), что согласу�
ется с правилом мультиплетности. Три пика мо�
гут быть проиндексированы как {1,0}, {0,1} и
{1,–1}. Расчетные значения межатомного рассто�
яния (d!расстояние = 2π/qxy), т.е. d10, d01 и d1–1,
для примитивной двумерной элементарной
ячейки с размерами векторов |a|, |b| и углом γ
между ними и площадь на две алкильные цепи
приведены в табл. 1.

Если предположить, что монослой состоит
из идеальных 2D кристаллитов со средним раз�
мером Lxy (боковая длина когерентности) с
кристаллографической осью {h, k} и отсутстви�
ем предпочтительной азимутальной ориента�
ции, то для расчета длины когерентности по
трем кристаллографическим осям может ис�
пользоваться формула Шеррера [36] с уравнени�
ем Lxy ≈ 0,9[2π/ FWHMintrinsic (qxy)] {h, k}. Посколь�
ку полная ширина на полувысоте (FWHM) для
трех пиков превышает разрешение прибора, рав�
ное FWHMresol (qxy) = 0,0084 Å–1, реальное значе�
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Рис. 3. Изотерма (а) и встраивание (б) Gal�1 в монослой
DPPE : GM1, выдерживаемый при 20 мН/м и 20°
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ние FWHM может было рассчитано по формуле
FWHMintrinsic (qxy) = [FWHMmeas (qxy)

2 – FWHMresol ×
× (qxy)

2]1/2. На основании этого анализа была оце�
нена боковая длина когерентности для трех пи�
ков L10, L01 и L1–1 (табл. 2). В качестве сравнения:
расстояние в 500 Å вмещает ~100 алкильных це�
пей или кристаллический домен шириной в 50
липидных единиц.

Комбинированный профиль стержней Брэг�
га для отражений {0,1}, {1,0} и {1,–1}, приведен�
ный на рис. 5 а', б ', в', был получен путем ин�
тегрирования данных рассеивания по области
1,35 Å–1 
 qxy 
 1,55 Å–1 для трех пиков. Анализ
профиля стержней Брэгга был выполнен путем
моделирования алкильных цепей липида как
наклоненных цилиндров с постоянной элект�
ронной плотностью и длиной Lc [33]. Как пока�
зывают данные, приведенные в табл. 1 и проил�
люстрированные на рис. 5, рисунки дифракции
монослоев DPPE : GM1 и DPPE : GM1 + Gal�1
(t2 = 13 ч) похожи, что говорит о том, что в упо�
рядоченной области они обладают схожей плот�
ностью на одну молекулу липида (43,5 Å2), углом

наклона алкильной цепи (~21,45 ± 0,15° от пер�
пендикуляра к поверхности) и азимутальным
углом (10,8 ± 0,3° от ближайшего соседа, опре�
деленного вектором a + b). Однако длина ци�
линдра с постоянной электронной плотностью,
которая использовалась для моделирования
распределения интенсивностей вдоль стержней
Брэгга, Lc, составляла 18,9 Å для монослоя
DPPE : GM1 без галектина в сравнении с 17,3 Å
в момент времени t2. Это позволяет предполо�
жить, что воздействие Gal�1 на монослой вызы�
вает небольшое (1,5 Å) вертикальное смещение
липидной упаковки. Кроме того, длина когерент�
ности L1–1 увеличилась к моменту времени t2 с
500 до 760 Å, что позволяет предположить изме�
нения в упаковке липидных хвостов вдоль этой
кристаллографической оси (табл. 2).

Дифракция в системе DPPE : GM1 + Gal�1 в
момент времени t1 (5 ч) отличалась от таковой
для описанных ранее образцов чистых липидов
(без белка) или полученной через 13 ч после вве�
дения лектина. Хотя длина цилиндра Lc была та�
кой же, как и в случае монослоя DPPE : GM1 до
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Рис. 4. Контурная диаграмма обратного пространства, I (qxy, qz), монослоя DPPE : GM1 при 20 мН/м и 20°
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введения Gal�1 (18,9 Å), скорее всего, исключая
поперечное смещение липида, площадь на одну
молекулу снизилась до 43,1 Å2, а угол наклона
алкильной цепи и азимутальный угол снизились
до 19,4 и 2,6° соответственно. Длина когерент�
ности L1–1 также понизилась с 500 до 380 Å, что
позволяет предположить снижение фиксации
расположения липидных хвостов вдоль этой
кристаллографической оси (табл. 2).

В результате внедрения Gal�1 интенсивность
пиков дифракции снизилась до ~35% в момент
времени t1 по сравнению с чистым липидом, что
указывает на то, что кристаллический порядок
расположения липидных остатков был частично
нарушен. Любопытно, что это явление, похоже,
носило временный характер: в дальнейшем наб�
людалось частичное восстановление относи�
тельного содержания упорядоченной фазы, пос�

кольку к отметке t2 = 13 ч интегральные интен�
сивности повысились до 70%. Интересно, что в
других системах белок–мембрана, изученных
нами к настоящему времени, такого характера
измерений этого параметра не наблюдалось. Хо�
тя причины подобного восстановления доли
упорядоченной фазы неясны, очевидно, что за
первоначальной стадией связывания Gal�1 с фа�
зой LC модельной липидной мембраны после�
довала стадия реорганизации и/или релаксации
системы, которая позволила вновь образовать
жидкоконденсированную фазу. Этот процесс
может, по крайней мере частично, являться
следствием кластеризации и/или in situ олигоме�
ризации связанного с мембраной Gal�1. Увели�
чение доли LС�фазы по мере увеличения време�
ни инкубации может также быть вызвано значи�
тельной гетерогенностью, которая возникает в
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Рис. 5. Интегрированные данные GIXD (пики Брэгга) для пленки липида до нанесения (а), через 5 (б) и 13 ч (в) после на�
несения Gal�1. Рисунок дифракции аппроксимирован с использованием суммы трех профилей Войта (сплошная линия),
подвергнутых деконволюции в отдельные пики (пунктирные линии), соответствующие каждому из пиков Брэгга {1,0},
{0,1} и {1,–1}. Пики Брэгга получены интегрированием по области (–0,05 Å–1 
 qz 
 0,8 Å–1); а', б', в' – сумма трех стерж�
ней Брэгга {1,0}, {0,1}, {1,–1}, соответствующая DPPE : GM1, t1 = 5 ч и t2 = 13 ч после введения Gal�1. Пики Брэгга были
подогнаны (сплошная линия) путем интегрирования по области (1,35 Å–1 
 qxy 
 1,55 Å–1) и аппроксимации области коге�
рентного рассеяния алкильных хвостов цилиндрами с постоянной электронной плотностью. Каждый отдельный стер�
жень Брэгга показан пунктирной линией
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результате того, что липидная фаза и белок
распределены в пленке неравномерно. Однако
это маловероятно, т.к. мы никогда не наблюдали
такого эффекта.

Любопытно, что в области низких qxy

(0,05–1,0 Å–1, 120 Å > d!расстояние > 6 Å) не
наблюдалось сигналов дифракции, соответству�
ющих увеличению межатомного расстояния в
полученном спектре (данные не приведены). Та�
ким образом, можно заключить, что ни Gal�1,
ни пентасахаридная голова GM1 не образуют
регулярных массивов достаточного размера для
обнаружения методом GIXD.

В то время как данные GIXD позволяют из�
мерить кристаллическую часть углеводородных
цепей в проекции рентгеновского луча, XR поз�
воляет получить усредненную структурную ин�
формацию как о 2D кристалле, так и об аморф�
ной части монослоя вдоль оси, перпендикуляр�
ной липидной пленке. Данные отражения были
проанализированы оптическим матричным ме�
тодом (StochFit) [37], основанным на предполо�
жении, что смешанные монослои образуют тон�
кие гомогенные пленки. Это предположение
было обоснованным, т.к. предыдущие исследо�
вания методами измерения угла Брюстера и
флуоресцентной микроскопии показали, что
компоненты скорее смешиваются, чем разделя�
ются по фазам [38–41]. После выполнения про�
цедуры StochFit [37] распределение электрон�
ной плотности вдоль перпендикуляра к поверх�
ности субфазы, нормализованное по таковому
для воды, было аппроксимировано большим ко�
личеством плиток, каждая из которых имела
постоянную электронную плотность, и которые

были взаимосвязаны интегралом вероятности
ошибок. В этой не зависящей от модели проце�
дуре аппроксимации электронная плотность
каждой плитки варьировалась с целью оптими�
зации математической конструкции для получе�
ния гладкой функции распределения электрон�
ной плотности, которая наилучшим образом
(самые низкие значения χ2) описывала бы экс�
периментальные данные XR. Для адекватного
моделирования профилей XR, полученных в
данном исследовании, было достаточно 12 пли�
ток. В верхнем ряду на рис. 6 приведены данные
XR (круги) вместе с наилучшим результатом ап�
проксимации (сплошные и пунктирные черные
линии), основанной на распределении электрон�
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Площадь
на одну

молекулу
(Å2)

43,5 ± 0,1

43,1 ± 0,1

43,5 ± 0,1

117,1 ± 0,4

118,0 ± 0,4

117,7 ± 0,4

5,01 ± 0,01

5,00 ± 0,01

5,01 ± 0,01

4,91 ± 0,01

4,89 ± 0,01

4,90 ± 0,01

20 мН/м 20°

DPPE : GM1

DPPE : GM1 
Gal�1, t1 = 5 ч

DPPE : GM1 
Gal�1, t2 = 13 ч

Таблица 1. Сводные параметры, полученные при анализе данных GIXD

Примечание. Lc – длина фрагмента алкильной цепи с когерентным рассеянием, измеренная вдоль его оси. Угол наклона
измерен относительно перпендикуляра к поверхности. Угол наклона измеряется между направлением ближайшего сосе�
да и проекцией алкильной цепи на поверхность субфазы. Ближайший сосед (БС) вдоль a + b, где a и b – векторы двумер�
ной клеточной ячейки; σ – вертикальный коэффициент Дебая–Валлера или корень среднеквадратичного молекулярно�
го смещения, перпендикулярного поверхности.

σ, Å

0,9 ± 0,2

0,94 ± 0,2

0,84 ± 0,2

Направ�
ление

наклона
от БС,

асиммет�
рия, град

11,1 ± 1,0

2,6 ± 2,0

10,5 ± 1,0

Угол
наклона t,

град

21,6 ± 1,0

19,4 ± 1,0

21,3 ± 1,0

Длина
когерент�
ности Lc,

Å

18,9 ± 0,5

18,9 ± 0,5

17,3 ± 0,5

Инте�
граль�

ная ин�
тенсив�
ность,

%

100

35

70

Элементарная ячейка a, b, γ
(Å, Å, град)

20 мН/м, 20°

DPPE : GM1

DPPE : GM1 + 
+ Gal�1, t1 = 5 ч

DPPE : GM1 + 
+ Gal�1, t2 = 13 ч

L01

160

180

160

L1–1

500

380

760

L10

190

180

200

Таблица 2. Длина когерентности в плоскости по данным GIXD

Пики Брэгга в плоскости. Длина
когерентности, Lxy (Å) ± 10 Å

Примечание. Lxy представляет собой длину когерентности в
плоскости, средний размер двумерного «кристаллического»
островка.
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ной плотности, показанной в нижней части ри�
сунка сплошными серыми линиями.

Как показано на рис. 6, включение лектина
приводит к существенным изменениям в про�
филе отражения липидного монослоя (рис. 6,
а–в). Неудивительно, что профиль электронной
плотности для независящей от модели аппрок�
симации данных XR также претерпевает суще�
ственные изменения при включении лектина
(сплошные серые профили на рис. 6, а' б ' и в').
Для более глубокого понимания физической
природы структурных изменений в монослое
DPPE : GM1 при контакте с Gal�1 профили
электронной плотности, полученные в результа�
те использования независящей от модели про�
цедуры StochFit, были подвергнуты деконволю�
ции в три ящика (или плитки) с постоянной
электронной плотностью (пунктирное ступен�
чатое распределение электронной плотности,
показанное в нижнем ряду рис. 6). Этот подход

является модель�зависимой аппроксимацией
данных XR. Применение к ступенчатому мо�
дель�зависимому профилю смазывания (smear�
ing) приводит к получению распределения
электронной плотности (сплошные черные ли�
нии в нижнем ряду), практически неотличимого
от оригинального распределения в аппроксима�
ции, не зависящей от модели (сплошные серые
линии). Новые профили электронной плотнос�
ти могут быть использованы для расчета XR
(пунктирные линии, верхний ряд). Эти новые
профили, основанные только на трех плитках,
отличаются от таковых, полученных для незави�
сящей от модели аппроксимации, только высо�
ким вектором передачи импульса qz. Такие прос�
тые, но физически обоснованные модели позво�
ляют лучше понять эволюцию системы и дают
возможность приблизительно оценить простран�
ственные параметры Gal�1 на границе фаз. Как
показано на рис. 6, а' и в соответствии с ранее
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Рис. 6. Рентгеновское отражение, нормализованное по Френелю (верхний ряд), и нормализованное распределение элект�
ронной плотности (нижний ряд) липидной пленки DPPE : GM1 до (а и а') и спустя t1 = 5 ч (б, б ') и t2 = 13 ч (в, в ') после
введения Gal�1. Экспериментальные данные представлены символами, а линии (сплошные и пунктирные) относятся к
соответствующим подобранным профилям электронной плотности, показанным на а', б ' и в '. Электронные плотности
ρ(z) нормализованы по электронной плотности буферной субфазы (ссубфаза = 0,335 e–/Å–3). Границы диапазона для данных
по отражению соответствуют статистической погрешности этих измерений
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опубликованными исследованиями [38–41],
смешанный монослой DPPE : GM1 может быть
адекватно смоделирован тремя плитками: одной
для области головы GM1 и воды, одной для об�
ласти смешивания DPPE и головы GM1 и треть�
ей для ацильных цепей обоих (глико)сфинголи�
пидов. Было показано, что одна и та же схема
плиток является адекватной моделью XR�дан�
ных в оба момента времени после введения Gal�1
в субфазу (рис. 6, б' и в').

Непосредственный анализ профилей отра�
жения, приведенных на рис. 6, позволяет каче�
ственно оценить то, что в присутствии в субфа�
зе лектина границы XR�интерференции стано�
вятся более размытыми. Это указывает на уве�
личение неупорядоченности (вдоль перпенди�
куляра к поверхности) в ранее идеально выров�
ненном монослое DPPE : GM1, которое возни�
кает в результате присутствия лектина. Профи�
ли электронной плотности мембраны до и после
встраивания лектина наложены друг на друга и
приведены на рис. 7, а для прямого сравнения.
Очевидно, что контакт с молекулой Gal�1 при�
водит к заметным изменениям в распределении
электронной плотности через границу вода/
/жидкость. Три первоначальных отдельных плит�
ки, состоящих из углеводородных цепей/DPPE :
: GM1 голов/GM1 голов, становятся менее четко
стратифицированными, и около границы с воз�
духом после добавления Gal�1 находится боль�
ше электронов. Увеличение продолжительности
инкубации и, таким образом, степени внедре�
ния Gal�1 привело к монотонному увеличению
электронной плотности в липидной области (от
0 до 20 Å по границы фаз) и ее снижению в об�
ласти головы (от ~20 до 40 Å в сторону жидкой
субфазы). Эти изменения становятся еще более
явными, если рассчитать разницу между профи�
лями электронной плотности в моменты време�
ни t1 и t2 и таковую для чистого липида и нанес�
ти ее на график (рис. 7, б).

Интегрирование площади под ступенчатым
профилем (пунктирные линии на рис. 6, а', б', в')
дает информацию об общем числе электронов
на Å2 в области проекции рентгеновского луча.
Несмотря на увеличение площади на одну моле�
кулу (рис. 3, б) и, соответственно, снижение
числа единиц DPPE : GM1, число электронов
увеличивается с 14,0 e–/Å2 для DPPE : GM1 до
14,5 и 17,2 e–/Å2 в моменты времени t1 = 5 ч и
t2 =13 ч соответственно. Эти изменения соответ�
ствуют 4� и 23%�ному увеличению числа элект�
ронов. Такое усиление может быть объяснено
только присутствием лектина в липидном моно�
слое. При введении поправки на 14� и 20%�ное
увеличение площади на одну молекулу из�за
встраивания лектина увеличение электронной

плотности в моменты времени t1 и t2 составляет
19 и 48% соответственно. Таким образом, на
заключительных стадиях измерения (t = 13 ч)
~50%�ное увеличение электронной плотности
может быть объяснено присутствием Gal�1 в мо�
нослое.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В работе представлены данные рентгеновс�
кого рассеяния для монослоев DPPE : GM1 на
границе воздух/буфер до и после добавления
многофункционального лектина человека, ко�
торый участвует в модулировании клеточной ак�
тивности, включая профили экспрессии генов
[16, 42, 43]. Мы изучили монослой DPPE : GM1
(80 : 20 мол. %) до и после добавления Gal�1�со�
держащего раствора в субфазу при постоянном
поверхностном давлении 20 мН/м и температу�
ре 20° (итоговая концентрация 21 мкг/мл). Как и
в ранее опубликованных данных [43], в таких
смесях не обнаружено разделения фаз компо�
нентов DPPE и GM1 или образования боковых
доменов. Данные GIXD указывают, что встраи�
вание лектина в липидный монослой влияет на
LC�фазу монослоя и делает это очень своеобраз�
ным образом. При контакте с Gal�1 упаковка ал�
кильных цепей в фазе LC изменяется незначи�
тельно. Со временем, после 5 ч инкубации, доля
LC�фазы снижается до 35% оригинальной вели�
чины, но затем увеличивается до 70% по резуль�
татам измерений, сделанных через 13 ч инкуба�
ции (табл. 1). Размеры косоугольной двумерной
ячейки, а также размер кристаллического доме�
на в монослое DPPE : GM1 до введения лектина
и в момент времени t2 = 13 ч после введения Gal�1
в резервуар с буфером оставались приблизитель�
но одинаковыми. Примечательно, что в проме�
жуточный момент времени t1 = 5 ч изменения в
упаковке алкильных цепей (и общей интенсив�
ности рассеяния) были очевидными. На перво�
начальной стадии могло иметь место сильное
межмолекулярное взаимодействие, после кото�
рого молекулы Gal�1 могли олигомеризоваться,
стать более растворимыми и покинуть фазу геля
или же поменять свое расположение относи�
тельно упорядоченных липидов, приводя к вос�
становлению упаковки алкильных цепей. Изме�
нения в рисунке GIXD указывают на то, что мо�
лекулы Gal�1 имеют тенденцию взаимодейство�
вать с упорядоченной фазой монослоя. Среднее
расстояние между головами липида в фазе LC
составляет ~10 Å (что в 2 раза выше, чем раз�
меры 2D ячейки, табл. 1), а среднее расстоя�
ние между головами GM1 в смеси 80 : 20 DPPE :
: GM1 составляет ~30 Å. Таким образом, ожида�
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ется, что остатки белка, разделенные такими
расстояниями, могут влиять на эти взаимодей�
ствия.

Данные XR показывают очень существенные
изменения в распределении электронной плот�
ности вдоль линии, перпендикулярной моно�
слою. До введения Gal�1�содержащего раствора
распределение электронной плотности, полу�
ченное с помощью измерения XR, показывает,
что головы DPPE и ближайшие к ним головы
ганглиозида GM1 выравниваются в 2D плоскос�
ти монослоя. Разветвленная часть пентасаха�
ридной головы может углубляться дальше в вод�
ную субфазу, минимизируя боковые взаимодей�
ствия. Моделирование конформации GM1 в
среде с фосфатидилхолиновыми головами поз�
воляет предположить две возможные констел�
ляции, получившие названия «выпирающая» и
«встроенная» [44, 45]. Углеводная голова ганглио�
зида легко опознается на профилях отражения
для t0 = 0 и t1 = 5 ч. 

Измерение распределения электронной
плотности (рис. 7) предоставляет явное доказа�
тельство проникновения Gal�1 в область гидро�
фобных остатков липидного монослоя и/или
расшатывания голов. Данные XR указывают на
существенное увеличение числа электронов в
монослое, несмотря на увеличение площади на

одну молекулу из�за его расширения. Избыток
электронов может быть объяснен только присут�
ствием молекул Gal�1 на границе раздела фаз.
Итоговое распределение электронной плотнос�
ти (рис. 7, а, б) указывает, что вдоль оси, перпен�
дикулярной поверхности, влияние белка сказы�
вается на протяжении ~40 Å, что соответствует
длине короткой оси белка. При этом вероятно
связывание с длиной осью, параллельной гра�
нице воздух/субфаза. Также существуют явные
доказательства того, что встраивание Gal�1 вли�
яет на гидрофобную (алкилы) область монослоя.
Несмотря на серьезное влияние контакта с
Gal�1 на распределение электронной плотности
в монослое DPPE : GM1, явных доказательств
расположения молекул в регулярном слое под
монослоем не наблюдалось. Измерение GIXD в
области низких qxy не выявило никаких упоря�
доченных структур в плоскости с межатомным
расстоянием менее 120 Å. Эти данные согласу�
ются с теорией об отсутствии организации Gal�1
в регулярные двумерные массивы в плоскости.
Взаимодействие Gal�1 и монослоя DPPE : GM1
зависит от поверхностного давления. Примеча�
тельно, что при 30 мН/м мы не наблюдали внед�
рения белка в монослой.

Вопреки результатам XR, данные GIXD, по�
лученные через 13 ч инкубации с Gal�1, выяви�
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Рис. 7. а – Сравнение нормализованного распределения электронной плотности для монослоя DPPE : GM1 (1) и спустя
t1 = 5 ч (2) и t2 = 13 ч (3) после введения Gal�1. Пунктирные и сплошные линии обозначают электронную плотность, по�
лученную в модели с тремя плитками, которые являются неразмазанными и размазанными соответственно. Электронные
плотности ρ(z) нормализованы по электронной плотности буферной субфазы (ρсубфаза = 0,335 e–/Å–3); б – разница между
профилями электронной плотности монослоя DPPE : GM1 без Gal�1 и монослоя DPPE : GM1, содержащего Gal�1 через
t1 = 5 ч (пунктирная линия) и t2 = 13 ч (сплошная линия) после введения Gal�1
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ли только незначительные изменения в гелевой
фазе монослоя. Таким образом, можно предпо�
ложить, что молекулы белка преимущественно
контактируют с расширенной жидкой фазой.
Этот вывод также подтверждается тем фактом,
что при повышении поверхностного давления
(при котором происходит увеличение доли упо�
рядоченной фазы) не наблюдается признаков
внедрения.

Сравнение с предыдущими работами с Ctx
показывает, что модель взаимодействия моно�
слоя DPPE : GM1 (80 : 20) с Gal�1 отличается от
таковой для Ctx (B5 и AB5) [38–40]. Ctx (мягко)
присоединяется к монослою снизу, в гораздо
меньшей степени перемешивая структуры в
плоскости и поперечно ей (алкилы), чем Gal�1.
На первоначальной стадии взаимодействия Ctx
образует довольно гомогенный монослой под
головами PE/GM1. Кроме того, молекулы Ctx
самоорганизуются в двумерные кристаллиты с
высокой степенью когерентности в плоскости.
Для Gal�1 не наблюдается ничего подобного.
Вытянутый гомодимерный Gal�1 (эллипсоид с
длинами в двух направлениях ~40 и 56 Å; изме�
рение скорости осаждения показало коэффици�
ент трения ~1,3 [46]) с расстоянием между двумя
сайтами лектина ~40–45 Å и их характерной
ориентацией (почти параллельно длинной оси
молекулы [47]) вызывает существенное наруше�
ние порядка расположения алкилов монослоя,
как схематически показано на рис. 2, в. Для сме�
си DPPE : GM1 (80 : 20) среднее расстояние
между головами GM1 в одном направлении сос�
тавляет ~30 Å. Несоизмеримость расстояний
(между сайтами связывания Gal�1 и средним
расстоянием между головами GM1) приводит к
увеличению уровня неупорядоченности упаков�
ки алкильных цепей, если оказываются задей�
ствованы оба сайта связывания. В целом предс�
тавленные результаты иллюстрируют то, что два
типа рецепторов влияют на свойства мембраны
в разной степени.

Кроме специфических гликан�лектиновых
взаимодействий следует рассмотреть также воз�
можность того, что углеводраспознающий до�
мен галектина может участвовать в контакте с
липидным монослоем, как это было показано,
например, для аннексинов [48, 49]. Предыду�
щие исследования галектина�3 показали, что
лектин может взаимодействовать с фосфатидил�
серином, галактозилцерамидом и холестерином
и быстро проникать и пересекать липидный
бислой (молярное соотношение 2,1 : 5,0 : 0,1 хо�
лестерин : димиристоил�L�α�фосфатидилхолин :
: дицетилфосфат) [50], но оставили открытым
вопрос о возможности объяснения этих свойств
хвостовыми областями коллагенподобных пов�

торов и N�терминального белка галектина хи�
мерного типа.

Поскольку галектины синтезируются на сво�
бодных цитоплазматических рибосомах и секре�
тируются нетрадиционным путем [51, 52], а
ганглиозид GM1 также является компонентом
ядерной мембраны [53, 54], эти данные могут
иметь дополнительное значение для понимания
секреции и внутриклеточного трафика Gal�1,
локализованного в клеточном ядре [55–58]. С
учетом топологической презентации сайтов свя�
зывания, способности реагировать на глико�
кластеры/клеточные поверхности и функцио�
нальных последствий различий в связывании
разных галектинов [16, 23, 59–67], которые в от�
дельных случаях даже являются антагонистами
[12, 68], а также рационального дизайна, спо�
собного предлагать варианты для целенаправ�
ленного тестирования свойств структура–ак�
тивность [66, 69], использование данного мето�
да для установления профилей связывания гли�
кановых структур с лектинами представляется
обоснованным [7, 70]. Примечательно, что in
vivo галектины присутствуют в виде сети, что
создает условия для функциональной конкурен�
ции. Переход на модельные бислои [71] и добав�
ление холестерина поможет повысить уровень
биологической релевантности. Однако было по�
казано, что стероиды снижают доступность гли�
канов, наклоняя углеводные цепи гликосфинго�
липидов в сторону мембранной фазы и образуя
композиционную асимметрию в случае GM1
[72–74]. В результате демаскирование ранее
«невидимых» гликосфинголипидов возможно с
помощью экстракции холестерина, например, с
помощью метил�β�циклодекстрина [73, 75].
Проведение такого эксперимента для клеток
нейробластомы (SK�N�MC) снизило значение Bmax

для связывания Gal�1 с 300 до почти 170 фмоль
с ~10�кратным увеличением константы диссо�
циации [14]. Параллельно с этим связывание с
поверхностью и его значение для транс�взаимо�
действия могут быть оценены с помощью спе�
циально синтезированных гликодендримеров в
тестах на агрегацию [76, 77], что дополняет ана�
лиз структурных аспектов цис�ассоциатов.
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The specific interaction of ganglioside GM1 with homodimeric (proto�type) endogenous lectin galectin�1 triggers
growth regulation in tumor and activated effector T cells. This proven biorelevance directed interest to studying asso�
ciation of the lectin to a model surface, i.e. a 1,2�dihexadecanoyl�sn�glycero�3�phosphoethanolamine/ganglioside
GM1 (80 : 20 mol%) monolayer, at a bioeffective concentration. Surface expansion by the insertion of the lectin was
detected at surface pressure of 20 mN/m. Combining the methods of grazing incidence X�ray diffraction and X�ray
reflectivity, a transient decrease in lipid�ordered phase of the monolayer was observed. The measured electron densi�
ty distribution indicated that galectin�1 is oriented with its long axis in the surface plane, ideal for cis�crosslinking.
The reported data reveal a conspicuous difference to the way the pentameric lectin part of cholera toxin, another
GM1�specific lectin, is bound to the monolayer. They also encourage further efforts to monitor effects of structural�
ly different members of the galectin family such as the functionally antagonistic chimera�type galectin�3.
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