
ISSN 2079-8334. Світ медицини та біології. 2014. № 3(45)  
 

72 
 

УДК 616.155.392-08:615.277:577.112.85:612.112 
 

Г. С. Маслак 
ДЗ «Дніпропетровська медична академія» м. Дніпропетровськ 

 

ВПЛИВ ПРОТИПУХЛИННОЇ ТЕРАПIЇ АНТИМЕТАБОЛIТАМИ НА ЕКСПОНУВАННЯ N-
ГЛIКАНIВ НА МЕМБРАНАХ ЛIМФОЦИТIВ ПРИ ЛЕЙКОЗАХ 

 

Досліджено та порівняно експонування N-глiканiв на мембранах лімфоцитів хворих на хронічний лімфолейкоз, 
еритремію i сублейкемiчний мiєлоз до лiкування, також після терапiї сполученням флударабіну з циклофосфамідом хворих 
на хронічний лімфолейкоз та лікування гiдроксикарбамидом хворих на еритремію i сублейкемiчний мiєлоз. Локалізацію N-
глікотопiв визначали методом проточної цитометрії з використанням лектину канавалії мечовидної – Con A кон'югованого з 
флуоресцеїнізотіоціонатом. Кількість Con A-позитивних лімфоцитів периферичної крові за хронічним лімфолейкозом була 
в 2,2 рази більше в порiвняннi з контрольною групою, а при еритреміi i сублейкемiчному мiєлозi – в межах норми. У хворих 
на хронічний лiмфолейкоз показник експонування Con A-позитивних епiтопiв на плазматичній мембрані лімфоцитів був в 
20 разiв вище порівняно з нормою, а у хворих на еритремію i сублейкемiчний мієлоз не вiдрiзнявся вiд контрольних 
значень. Проведення терапiї сполученням флударабіну з циклофосфамідом хворих на хронічний лімфолейкоз, а також 
лiкування гiдроксикарбамидом хворих на еритремію i сублейкемiчний мієлоз призводило до зменшення кiлькостi Con A-
позитивних лімфоцитів та інтенсивності експонування N-глiкотопiв, що може свідчити про унiверсальнiсть дiї 
антиметаболiтiв на вибранi для дослiджень онкопролiферативнi захворювання. 
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Протипухлиннi препарати на сьогоднiшнiй час широко використовуються як самостiйно, так i в 
комплексi iз операцiйним або опромiнувальним пiдходами в лiкуваннi. Найбiльш ефективними та 
поширеними препаратами при терапiї лейкозiв вважаються алкiлуючi сполуки та антиметаболiти [2]. 
До антиметаболiтiв вiдносять аналоги фолiєвої кислоти, азотистих основ або iнших сполук, якi 
виступають їх конкурентами в бiохiмiчних реакцiях, внаслiдок чого гальмуються певнi процеси в 
клiтинах та порушуються їх функцiї. Вiдтак, флударабин – фторирований аналог аденiну, при 
потрапляннi в лiмфоцити гальмує рибонуклеотидную редуктазу, ДНК-полiмеразу та синтез ДНК. Його 
протипухлинний ефект при лiкуваннi лiмфопролiферативних захворювань (хронiчний лiмфоїдний 
лейкоз, неходжiнськi лiмфоми низького ступеню злоякiсностi) частково обумовлений зв'язуванням 
РНК-полiмерази II та гальмуванням синтезу бiлка [21]. Iнший антиметаболiт, який включено в схеми 
терапiї мiєлопролiферативних захворювань (еритремiя, тромбоцитопенiя, мiєлофiбрози) – 
гiдроксикарбамид (гiдроксисечовина) є iнгiбiтором ферменту рибонуклеотидредуктази, що призводе до 
порушення синтезу ДНК [15, 16]. Одним iз бажаних наслiдков дiї таких антиметаболiчних лiкiв при 
лейкозах є апоптоз пухлинних клiтин. За даними Фiльченкова В.В., 2001 флударабин iндукує апоптоз 
злоякiсних лiмфоїдних клiтин людини (CEM, Namalwa та MT-4) як В-, так i Т-клiтинного типу [20]. 

Вiдомо, що антиметаболiти можуть опосередковано впливати на синтез нуклеотидiв (УТФ, 
ЦТФ та ГТФ), якi є основою нуклеотидних сахарiв – попереднiкiв при бiосинтезi глiкон'югатiв. Отже, 
введення таких препаратiв може змiнювати глiкозильованiсть як секретуємих так i мембран-
асоцiованих форм глiкопротеїнiв та глiколiпiдiв [16]. 

Метою роботи було дослiдження експонування N-глiканiв на мембранах лімфоцитів хворих 
на хронічний лімфолейкоз (ХЛЛ) та еритремію i сублейкемiчний мiєлоз до лiкування, а також після 
терапiї сполученням флударабіну з циклофосфамідом (FC-терапія) хворих на ХЛЛ та лікування 
гiдроксикарбамидом хворих на еритремію i сублейкемiчний мiєлоз. 

Матеріал та методи дослідження. Об'єктом дослідження були лімфоцити крові хворих: на 
еритремiю – група I (n = 12); сублейкемiчний мiєлоз – група II (n = 12); хронічний лімфолейкоз – 
група III (n = 12) у віці 58-66 років до проведення лiкування. Наступний відбір крові в цих групах 
проводили через двi доби від початку лікуванням гiдроксикарбамидом в групах I, II та сполученням 
флударабіну з циклофосфамідом в групi III. Контрольну групу становили гематологічно здорові 
волонтери (n=15) у віці від 55 до 65 років. 

Клінічне обстеження пацієнтів проводили у відповідності зі стандартами медичної допомоги в 
умовах спеціалізованого стаціонару - гематологічного відділення комунального закладу «Міська 
багатопрофільна клінічна лікарня № 4», м. Дніпропетровськ. Діагноз онкологічних захворювань крові 
у хворих досліджуваної групи був верифікованим згідно з загальноприйнятими клінічними та 
морфологічними критеріями, що закріплені Наказом МОЗ України №554 від 17.09.2007р «Про 
затвердження протоколів надання медичної допомоги за спеціальністю «онкологія» із доповненнями 
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згідно з Наказом МОЗ України №645 від 30.07.2010р. Усі обстежувані у письмовому вигляді давали 
згоду на участь у дослідженні. 

Виділення лімфоцитів з гепаринізованої крові (20-25 ОД гепарину на 1 мл крові) робили за 
модифікованим методом А. Boyum (1976), який оснований на седиментації клітин в градієнті густини 
фікол-урографіну (ρ = 1,077 г/мл) [4]. Для цього у центрифужну пластикову пробірку наливали 2-3 мл 
градієнта густини, на нього нашаровували 4-6 мл відстояної попередньо розведеної вдвічі в 
фізіологічному розчині плазми і верхній шар еритроцитів. Пробірки центрифугували упродовж 40 
хвилин з прискоренням 200 g за кімнатної температури. Інтерфазне кільце із лімфоцитів відбирали в 
суху конічну центрифужну пробірку. Отриману суспензію клітин двічі відмивали в забуференому 
фізіологічному розчині (ЗФР) наступним чином: до суспензії лімфоцитів додавали 3-4 мл ЗФР, вміст 
пробірки ретельно перемішували і центрифугували з прискоренням 200-300 g за кімнатної 
температури, потім рідину над осадом відбирали. Після відмивання клітини ресуспендували в ЗФР, 
підраховували їх кількість у камері Горяєва. Життєздатність клітин (більше 90%) визначали за 
допомогою триптанового синього (Д.К. Новиков, В.И. Новикова, 1996) та готували робочу 
концентрацію лімфоцитів (300 тис./мл в кожному зразку) [4]. Експонування бiантенних N-глiканiв 
визначали методом проточної цитофлуориметрії з використанням лектину канавалії мечовидної – 
Con A (Лектинотест, Україна) кон'югованого з флуоресцеїнізотіоціонатом – ФІТЦ. Кількість мертвих 
клітин контролювали за їх зв’язуванням із пропідій йодидом. Реєстрацію даних проводили на 
проточному цитометрі Beckman Сoulter EPICS. Обробку результатів робили за допомогою програми FC 
Express. 

Статистичну обробку результатів проводили за допомогою пакета програм Statistics 6.0. 
Достовірність відмінностей у групах порівняння встановлювали з використанням t-критерію Стьюдента. 

Результати дослідження та їх обговорення. Кількість лімфоцитів з позитивною реакцією на 
лектин канавалії мечовидної в нормi становить 16,0 ± 3,0 %. До лiкування цей показник є пiдвищеним 
в порiвняннi з групою контролю у хворих на ХЛЛ та становить 35,0 ± 2,0% (р<0,05). У хворих на 
еритремію i сублейкемiчний мiєлоз вiн незначно знижується порівняно з нормою до значень 12,15 ± 
1,6% i 11,05 ± 1,0%, вiдповiдно. Слід відзначити однакову особливість у зміні кількості 
досліджуваних клітин в усiх групах хворих пiсля проведення лiкування антиметаболітами. Так, у 
хворих на ХЛЛ кiлькiсть Con A-позитивних лiмфоцитiв становить 1,0 ± 0,2%, у хворих на еритремію 
i сублейкемiчний мiєлоз 1,0 ± 0,1% i 1,09 ± 0,4%, вiдповiдно. 

Дослідження інтенсивності експонування Con A-позитивних епiтопiв на плазматичній 
мембрані лімфоцитів показали їх значне і достовірне підвищення в 20 разiв (р<0,01) при хронічному 
лiмфолейкозі у порівнянні із нормою (рис. 1А). В той час, як у хворих на еритремію i сублейкемiчний 
мієлоз цей показник не вiдрiзнявся вiд контрольної групи (рис. 1В). 
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Рис 1. Інтенсивність флуоресценції ФІТЦ-Con A на: (A) лімфоцитах гематологічно здорового донора (чорна лінія) та хворого на 

хронічний лiмфолейкоз (червона лінія); (B) лімфоцитах гематологічно здорового донора (чорна лінія) та хворого на сублейкемiчний 
мієлоз (червона лінія) за даними проточної цитометрії на Beckman Сoulter EPICS. 
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Рис 2. Інтенсивність флуоресценції ФІТЦ-Con A на: (A) лімфоцитах хворого на хронічний лiмфолейкоз до лiкування (чорна лінія) 

та після проведення FC-терапії (червона лінія); (B) лімфоцитах хворого на еритремію до лiкування (чорна лінія) та після проведення 
терапiї гiдроксикарбамидомом (червона лінія) за даними проточної цитометрії на Beckman Сoulter EPICS. 

 

Значно знижувалась та була дуже низькою iнтенсивнiсть взаємодiї ФІТЦ-Con A з мембранами 
лiмфоцитiв у хворих на ХЛЛ (рис. 2А), на еритремію i сублейкемiчний мієлоз (рис. 2В), якi пройшли 
курс хiмiотерапевтичного лiкування антиметаболітами. 

У роботi використано лектин канавалії мечовидної – Con A, специфiчний до корової частини 
N-глiканiв висикиманозного та гiбридного типу (рис. 3), яка часто є основою для подальшого 



ISSN 2079-8334. Світ медицини та біології. 2014. № 3(45)  
 

74 
 

ускладнення вуглеводних ланцюгів. Відтак порушення зв’язування Con A з поверхневими 
глiкон'югатами може свідчити про змiни в процесах посттрансляцiїної модифiкацiї та в формуваннi 
повноцінних вуглеводних гiлок в досліджуваних лімфоцитах [10]. 

 

Як вiдомо, всi клітини на поверхнi мають 
глiкотопи, якi визначають та модулюють 
велику кiлькiсть процесів, таких як 
мiжклiтинне розпізнавання, адгезія, взаємодiя 
клітини з антигенами, рiзноманiтними 
хiмiчними та чужерiдними агентами, апоптоз 
тощо [23]. А специфiчнi змiни структури цiєї 
вуглеводної складової характернi для 
процесів трансформацiї та прогресування 
пухлини [18]. За лейкозами отримано 
результати щодо змін експонування Con A-
позитивних епiтопiв на мембранах 
лiмфоцитiв. 

Рис 3. Вуглеводна специфічність лектину канавалії мечовидної – 
Con A. 

Якщо на поверхнi цих клітин хворих на еритремію та сублейкемiчний мiєлоз інтенсивність 
експонування не відрізняється вiд контролю, то лімфоцити хворих на ХЛЛ мають в 20 разiв вищий 
рівень взаємодії з ФІТЦ-Con A, тобто на мембранах клітин пухлинного клону пiдвищується 
експонування глiкокон'югатiв, якi мають у своєму складi N-глiкани. Отриманi нами данi, за 
допомогою сучасного методу дослідження клітин – протокової цитометрiї, підтвердили висновки, якi 
було зроблено Speckart S.F.,1978 при дослiдiженнi агглютинацiї В-лiмфоцитiв лектином канавалії 
мечовидної, яка було значно вище у хворих на ХЛЛ, нiж у гематологiчно здорових донорів. 

Хiмiотерапевтичне лiкування метаболітами призводить до зниження iнтенсивностi 
експонування N-глiкозильованих глiкотопiв на поверхнi лiмфоцитiв у хворих на мiєлолейкози та 
лiмфолейкози. Насьогоднi вже досліджено великий спектр пухлинних клітин, якi підлягали впливу 
лікарських засобів цiєї групи. Наприклад, вiдомо, що цей тип взаємодiї знижується у клiтин Sarcoma-
180 пiд дiєю 6-метилмеркаптопуринрибозиду (6MMPR) та 6-тиогуанiну (6TG). Однак, в літературних 
джерелах вiдсутнi данi щодо змiн Con A-зв'язування мембран лейкемiчних клiтин. Вiдомо тiльки, те 
що лейкемiчнi клiтини лiнiї HL-60 пiд дiєю гiдроксикарбамиду мають знижений ступiнь зв’язування 
iз лектинами SBA та PNA [17]. Отже данi, щодо впливу хiмiотерапевтичного лiкування 
антиметаболітами на Con A-зв'язування лімфоцитiв людини за лейкозів отриманi нами вперше. 

Слiд відзначити різну кiлькiсть лімфоцитів, яка взаємодiяла з ФІТЦ-Con A в нормi, за 
лейкозами та під час лiкування. Рiвнi Con A-позитивних лiмфоцитiв при досліджуваних патологiях 
співпадають з загальної кiлькiстю лiмфоцитiв у цих хворих. Так, при ХЛЛ пiдвищується кiлькiсть 
лiмфоцитiв [13], а при еритремiї та сублейкемiчному мієлозi частково пригніченням їх синтез, а 
рівень в плазмі крові може не змінюватись [19]. 

Особливої уваги потребують результати, отриманi пiсля терапiї атиметаболiтами 
досліджуваних груп хворих. Незалежно вiд типу лiкування (FC-терапія або гiдроксикарбамид) та 
типу лейкозу (мiєло- аб лiмфопролiферацiя) в кровi визначається знижений рiвень Con A-позитивних 
лімфоцитів, як в порiвняннi з контрольною групою, так iз групами цих же хворих до початку 
лiкування. В попередніх роботах нами показано, що FC-лікування хворих на ХЛЛ в 8 разів знижує 
кількість лейкоцитів у таких хворих [5]. Отже, можливо зниження рівня Con A-позитивних 
лімфоцитів є наслідком загального зниження лейкоцитів пiд дiєю комбiнацiї флударабіну з 
циклофосфамідом, активацiєю процесів апоптозу пiд дiєю антиметаболiтної терапiї. 

Як вiдомо метаболічний статус лiмфоцитiв за мiєлозами зазнає певних змін з боку ліпідного 
та вуглеводного обміну, знижується їх антиоксидантний захист [1]. Так, у хворих на хронічний 
мієлолейкоз експонування фібронектину, глiкопротеїну клiтинної адгезiї, достовірно зростає на 
плазматичній мембрані лімфоцитів та знижується всередині цих клітин [6]. А під час лікування 
хворих на ХЛЛ за протоколом ЦОП-терапії (поєднання циклофосфаміду з вінкристином та 
преднизолоном) відмічено загальну тенденцію до підвищення експонування іншого глiкопротеїну – 
альфа-1-кислого глікопротеїну на лімфоцитах [7]. Вiдтак, не дивлячись на те, що лiмфоцити за 
мiєлопролiферативними захворюваннями не є пухлиним клоном, вони зазнають змін пiд дiєю як 
алкiлуючої так i антиметаболiтної терапiї. 

Отже, введення гiдроксикарбамиду хворим на еритремію i сублейкемiчний мієлоз призводить 
до подібним FC-терапії при ХЛЛ результатам в сторону зменшення як кiлькостi Con A-позитивних 
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лімфоцитів так i інтенсивності експонування N-глiкотопiв, що може свідчити про унiверсальнiсть дiї 
антиметаболiтiв на вибранi для дослiджень онкопролiферативнi захворювання. 

Вiдповiдь на питання, щодо впливу антиметаболитiв на процеси N-глiкозилювання 
глiкокон'югатiв пухлинних клітин була отримана ще в минулому столітті [11]. Поява нових методів 
дослідження дозволяє більш детально розглядати, як саме здійснюються процеси транспортування 
цих ліків в клітини, якi метаболіти в цьому приймають участь, як змiни їх структури впливають на цi 
процеси. Так, транспорт в клiтинах аналогів фолiєвої кислоти, якi використовуються при лiкуваннi 
хронічних запальних, пухлинних, викликаних бактеріями або паразитами хвороб, здійснюються 
завдяки одному iз метаболiтів – RFC/SLC19A1 (reduced folate carrier), порушення N-глiкозилювання 
по Asn58 якого призводить до гальмування цих процесiв [3]. Важливим недоліком вибраних 
препаратiв лiкування онкохворих є їх дiя не тiльки на пухлинннi клітини, але й на здоровi клiтини, 
тому перспективним науковим напрямком є пошук більш специфічних агентів, якi вибiрково дiють 
на клітини пухлинного клону. Одним iз таких препаратів згідно Gonne N. є комбiнацiя винтафолида з 
сполуками платини [12]. 

Перерозподiл N-глiкотопiв на мембранах лiмфоцитiв за лейкозами в першу чергу пов'язан iз 
інтенсифікацією експресiї пухлинними клітинами специфічних поверхневих маркерів. Так, ХЛЛ-
лімфоцити на своїй поверхнi мають велику кiлькiсть коекспресованих CD19, CD5 та CD23, та 
незначний рiвень iмуногобулiнiв, CD79b та CD22, якi є N-глiкозильованими глiкопротеїнами та є 
онкогенними маркерами, що дає змогу розробити більш специфічнi методи лiкування [5]. Наприклад, 
CD22 – подiбний до iмуноглобулiнiв лектин, який розпiзнає α2,6-зв’язанi сiаловi кислоти є мiшенню 
для високоафiнних антитіл при протипухлиннiй терапiї [9]. Одним з сучасних та ефективних методів 
лiкування лейкозів вважається комбiнацiя антитіл (наприклад ритуксимабу), якi розпізнають 
пухлинні антигени та пуринових аналогiв [8] або нуклеозiдiв [14], що стимулюють її апоптоз. 

Слiд відзначити, що за умов лейкозів на поверхнi пухлинних клітин можуть з'являтися 
висоглiкозильованi детермінанти, характернi для данного типу клітин. Вiдомi спроби ефективного 
використання лектинiв, як стимуляторів апоптозу, якi вибірково взаємодiють з певними 
глiкопротеїновими послідовностями [22]. 

 

Висновки 
1. За еритремією i сублейкемiчним мієлозом не змінюється кількість Con A-позитивних лімфоцитів 
периферичної крові в порiвняннi з контрольною групою, а за ХЛЛ в 2,2 рази більше, ніж у здорових 
донорiв. Показник експонування Con A-позитивних епiтопiв на плазматичній мембрані лімфоцитів не 
вiдрiзняється у хворих на еритремію i сублейкемiчний мієлоз та в 20 разiв вище при хронічному 
лiмфолейкозі у порівнянні із нормою. 
2. За даними проточної цитометрії кiлькiсть Con A-позитивних лімфоцитів знижена та не 
вiдрiзняється у хворих на ХЛЛ після FC-терапії та у хворих на еритремію i сублейкемiчним мієлоз 
після лiкування гiдроксикарбамидом. 
3. Iнтенсивнiсть експонування Con A-позитивних епiтопiв на плазматичній мембрані лімфоцитів у 
хворих на лейкози, якi пройшли курс хiмiотерапевтичного лiкування антиметаболітами значно 
знижена, в порiвняннi з цим показником до лiкування та в контрольнiй групi. 

 
Перспективи подальших досліджень. Подальшi дослідження глiкотопiв на поверхнi лiмфоцитiв з використанням 

інших лектинiв, а також детальний аналіз глiкопротеїнiв, якi входять до складу плазматичних мембран цих клітин, до 
лiкування та після його проведення, допоможуть розширити уявлення про глiкобiохiмiчнi процеси в клітинах при лейкозах 
та розробити новi підходи до їх лiкування. 
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Реферати 
 

ВЛИЯНИЕ ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ ТЕРАПИИ 
АНТИМЕТАБОЛИТАМИ НА ЭКСПОНИРОВАНИЕ N-
ГЛИКАНОВ НА МЕМБРАНАХ ЛИМФОЦИТОВ ПРИ 

ЛЕЙКОЗАХ 
Маслак А. С. 

EFFECT OF ANTIMETABOLITE THERAPY ON N-
GLYCAN EXPONATION ON THE MEMBRANES OF 

LYMPHOCYTES IN LEUKEMIA 
 

Маslak G. S. 
Исследовали и сравнивали экспонирования N-гликанов на 

мембранах лимфоцитов больных хроническим лимфолейкозом, 
эритремией и сублейкемическим миелозом до лечения, а также 
после терапии. Локализацию N-гликотопов определяли методом 
проточной цитометрии с использованием лектина канавалии 
мечевидной - Con A конъюгированного с флуоресцеинизотио-
ционатом. Количество Con A-положительных лимфоцитов 
периферической крови при хроническом лимфолейкозе была в 2,2 
раза выше по сравнению с контрольной группой, а при еритремии и 
сублейкемическом миелозе - в пределах нормы. У больных хрони-
ческим лимфолейкозом показатель экспонирования Con A-положи-
тельных эпитопов на плазматической мембране лимфоцитов был в 
20 раз выше по сравнению с нормой, а у больных эритремией и 
сублейкемическим миелозом – не отличался от контрольных 
значений. Проведение терапии сочетанием флударабина с 
циклофосфамидом больных хроническим лимфолейкозом, а также 
лечение гидроксикарбамидом больных эритремией и 
сублейкемическим миелозом приводило к уменьшению количества 
Con A-положительных лимфоцитов и интенсивности 
экспонирования N-гликотопов, что может свидетельствовать про 
универсальность действия антиметаболитов на выбранные для 
исследований онкопролиферативные заболевания. 

Ключевые слова: лейкоз, эритремия, антиметаболиты, 
лимфоциты, Con A. 

The N-glycans exponation on membranes of 
lymphocytes of patients with chronic lymphocytic leukemia, 
and polycythemia vera and subleukemic myelosis before 
treatment and after treatment were investigated and 
compared. Localization of N-glycotopes was determined by 
flow cytometry using concanavalin A – Con A conjugated 
with fluorescent labels. Number of Con A-positive 
lymphocytes in peripheral blood with chronic lymphocytic 
leukemia was 2.2 times higher as compared with the control 
group, while in polycythemia vera and subleukemic myelosis 
was in normal value. There is a significantly increasing in 20 
times of Con A-positive epitopes in patients with chronic 
lymphocytic leukemia compared with the control group, and 
an absence of difference in patients with polycythemia vera 
and subleukemic myelosis. Carrying out fludarabine and 
cyclophosphamide therapy in patients with chronic 
lymphocytic leukemia, and treatment of patients 
hydroxycarbamide in polycythemia vera and subleukemic 
myelosis patients reduced the Con A-positive lymphocytes 
number and decreased N-glycotopes exponation intensity, 
which can indicate of universality the action of 
antimetabolites on leukemia. 

Key words: leukemia, polycythemia vera, 
antimetabolites, lymphocytes, Con A. 
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