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Досліджували ступінь сіальованості й галактозильованості α1-кислого гліко-
протеїну та фібронектину плазми крові у групі хворих на хронічний лімфолейкоз до 
проведення алкілуючої терапії та на її різних етапах. Лікування хворих на хронічний 
лімфолейкоз призначали згідно з поліхіміотерапевтичними схемами за програмою 
ЦОП (циклофосфамід, онковін, преднізолон). У роботі використовували метод лек-
тин-ферментного аналізу зі сіалоспецифічними лектинами маакії амурської МАА-
ІІ, бузини чорної SNA та галактозоспецифічний лектин рицини звичайної RCA. 
Встановлено достовірне зниження як сіальованості, так і галактозильованості обох 
досліджуваних білків при хронічному лімфолейкозі та показано динаміку змін цих 
показників у першу добу лікування та через два місяці. Проведення алкілуючої те-
рапії у хворих на хронічний лімфолейкоз впливає на ступінь галактозильованості 
й сіальованості обох глікопротеїнів. Виявлено появу галактози у складі N-гліканів 
α1-кислого глікопротеїну та фібронектину після проведення поліхіміотерапії. Отри-
мані дані можуть бути корисні для більш глибокого розуміння механізмів мобіліза-
ції захисних реакцій організму при даній тактиці лікування.

Ключові слова: фібронектин, α1-кислий глікопротеїн, сіалові кислоти, галак-
тоза, хронічний лімфолейкоз, ЦОП-терапія.

ВСТУП
Посттрансляційна модифікація білків часто призводить до появи наприкінці 

вуглеводних ланцюгів N-ацетил-5-глікозамінових залишків, які називають загаль-
ним терміном – сіалові кислоти (СК), а глікопротеїни, що їх включають, – сіальова-
ними [1]. Одним із розповсюджених варіантів кінцевих послідовностей N-гліканів  
є наявність у складі вуглеводних ланцюгів: (α2→6)Gal-(β1→4)GlcNac або (α2→3)
Gal-(β1→4)GlcNaс. Відсутність сіалових кислот у їх складі обумовлює галактозильо-
ваність, а також існування ізомерних типів білків [2].
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Наявність СК на вуглеводних гілках білків визначає час їхньої циркуляції у кро-
вотоці та надає молекулам від’ємного заряду, який значно змінюється за відсут-
ністю СК при патологічних процесах [3]. Так, десіальовані глікоформи α1-кислого 
глікопротеїну (АГП) за умов запальних і онкологічних процесів мають нижчу афін-
ність до позитивно заряджених молекул біологічно активних медіаторів і гормонів. 
АГП є гострофазовим і високоглікозильованим білком (45% вуглеводної частки), 
функціональні властивості якого напряму залежать від структури вуглеводного 
компо ненту та змінюються при патологічних процесах. Побутує думка, що завдяки 
змінам ступеня сіальованості АГП в міжклітинному просторі порушується взаємо-
дія між пухлинними клітинами, а це надає йому антиопсонічних властивостей [4].

Фібронектин (ФН) є глікопротеїном, що також відіграє ключову роль у процесах 
клітинного росту, міграції та диференціювання при онкопроліферативних захво-
рюваннях [5]. Хоча вклад вуглеводної частки становить лише 9–11% від загальної 
маси, зміни у ступені сіальованості й галактозильованості її гліканів впливають на 
функцію ФН. Так, за даними Takiama et al. підвищення експресії сіалофібронектину 
у хворих на рак щитоподібної залози корелює зі ступенем метастазування лімфа-
тичних вузлів [6].

Відомо, що глікозильованість білків може змінюватися під дією лікарських за-
собів. Так, американські вчені, використовуючи лінії клітин гострої В-лімфобластної 
лейкімії показали, що введення хіміотерапевтичних препаратів призводить до під-
вищення експресії екстрацелюлярних сіалідаз, унаслідок чого змінюється сіальо-
ваність глікопротеїнів [7]. Більшість досліджень, що проводяться у хворих із он-
копроліферативними патологіями, в основному спрямовані на вимірювання змін 
клініко-гематологічних показників під дією різних схем лікування для доказу ефек-
тивності їх використання. Однак у літературних джерелах зустрічаються лише по-
одинокі дані щодо впливу поліхіміотерапевтичних препаратів на глікозильованість 
білків, тому метою нашої роботи було дослідити ступінь сіальованості й галакто-
зильованості двох різних за вмістом вуглеводної частки білків плазми: α1-кислого 
глікопротеїну та фібронектину у групі хворих на хронічний лімфолейкоз (ХЛЛ) до 
проведення лікування та на його різних етапах.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Матеріалом дослідження слугувала плазма крові хворих на ХЛЛ (n = 20) у віці 

58–66 років, які, залежно від терміну лікування, поділили три групи: І – до лікуван-
ня; ІІ – перша доба з початку проведення курсу стандартної поліхіміотерапії (ПХТ)  
за схе мою ЦОП (циклофосфамід 750 мг/м2 в/в у 1-й день, вінкристин (онковін)  
1,4 мг/м2 в/в у 1-й день, преднізолон у дозі 40 мг/м2 протягом 5 днів); ІІІ – через два мі-
сяці після проведення першого курсу стандартної хіміотерапії за схемою ЦОП. До 
групи контролю увійшли гематологічно здорові волонтери (n = 20) віком від 55 до 
65 років. Лікування згідно з поліхіміотерапевтичними схемами за програмою ЦОП 
призначали як першу лінію терапії хворим на хронічний лімфолейкоз, виходячи  
з конкретних клініко-гематологічних показників. 

Клінічне обстеження пацієнтів проводили згідно зі стандартами медичної до-
помоги в умовах спеціалізованого стаціонару – гематологічного відділення кому-
нального закладу «Міська багатопрофільна клінічна лікарня № 4» (м. Дніпропе-
тровськ). Усі обстежувані давали письмову згоду на участь у дослідженні.
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Ступінь глікозильованості ФН і АГП вивчали методом лектин-ферментного ана-
лізу [8, 9] з використанням антитіл до ФН і АГП плазми, що були деглікозильо вані за 
допомогою N-Glycosidase F (US Biological, США). Відсутність вуглеводів у складі 
деглікозильованих імуноглобулінів, їх афінність і специфічність перевіряли лек-
тин- та імунодот-аналізом. Використовували лектин маакії амурської – МАА (Sigma, 
США), бузини чорної SNA (Лектинотест, Україна), рицини звичайної RCA, що були 
кон’юговані з пероксидазою хрону в нашій лабораторії за методикою М. Д. Луцика  
та ін. [10]. Для контролю специфічності зв’язування лектинів із вуглеводними де-
термінантами ФН і АГП у реакційну суміш додавали відповідні моносахариди-інгібі-
тори в концентрації 0,1 моль/л. Лектин-зв’язуючу активність оцінювали як відсоток 
зв’язування відповідного лектину з ФН і АГП плазми щодо норми у перерахунку на 
1 мкг кожного білка.

Концентрацію ФН і АГП у плазмі визначали методом імунодоту з використан-
ням поліклональних кролячих антитіл до ФН і АГП, відповідно. Отримані результа-
ти обчислювали за допомогою програми GelProAnalyser 3.1.

Статистична обробка даних виконана за допомогою пакету програм Statistics 
6.0. Достовірність відмінностей у досліджуваних групах встановлювали за t-крите-
рієм Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ І ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
Дослідження ступеня сіальованості глікопротеїнів проводили за допомогою 

двох лектинів: МАА-ІІ та SNA. МАА-ІІ є афінним до N-ацетилнейрамінових кислот 
поліантенних гліканів, зв’язаних α(2→3)-глікозидними зв’язками, а SNA взаємодіє 
із α(2→6)-сіаловими кислотами біантенних N-та О-гліканів. Саме ці лектини, на 
думку багатьох авторів, є найкращим інструментом дослідження сіальованості біл-
ків [11]. Слід відзначити, що нами не виявлено значної різниці між SNA- та MAA-
II-зв’язуючою активністю (сіальованістю) як АГП, так і ФН у всіх досліджуваних 
зразках (рис. 1). Проведений кореляційний аналіз (за критерієм Пірсона) показав 
наявність позитивного зв’язку між МАА- та SNA-зв’язуючою активністю АГП і фі-
бронектину в нормі (r=0,61) та в групах хворих на ХЛЛ на різних етапах лікування 
(r=0,65, r=0,63 та r=0,63 відповідно).

Встановлено, що до поліхіміотерапії ступінь сіальованості α1-кислого глікопро-
теїну та фібронектину був значно нижчим за норму для обох білків (рис. 1). Лектин-
зв’язуюча активність АГП достовірно знижувалася на 37,3±5,0% (р<0,05), а фібро-
нектину – на 58,5±9,0% (р<0,01). У першу добу лікування в плазмі крові визначали 
майже повністю сіальовані форми АГП, та ще більш (на 78±9,1%) десіальовані 
глікоформи фібронектину (рис. 1).

Лектин-зв’язуюча активність досліджуваних білків у ІІІ групі відрізнялася від 
по казників, що отримані для ІІ групи, але майже збігалася зі значеннями, отри-
маними в І групі. Ступінь сіальованості АГП порівняно з нормою був знижений на 
27±5% (р<0,05), а фібронектину – майже удвічі (на 51±8% (р<0,01)).

RCA-зв’язувальна активність АГП і фібронектину в І групі знижувалася щодо 
норми на 30±5,1% (р<0,05) та 28±4,4% (р<0,05), відповідно. Цей показник підви-
щувався на 28,6±4,1% (р<0,05) для α1-кислого глікопротеїну та залишався значно 
зниженим (на 61±7,3% (р<0,01)) для фібронектину в ІІ групі (рис. 2). Через два 
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місяці після проведення першого курсу стандартної хіміотерапії значення ступеня 
зв’язування досліджуваних білків з RCA достовірно не відрізнялися від отриманих 
у групі контролю.

Рис. 1. Ступінь зв’язування (у %) α1-кислого глікопротеїну та фібронектину із МАА (лектин маакії амур-
ської) та SNA (лектин бузини чорної) щодо норми (штрихована лінія) у трьох досліджуваних 
групах: І – до лікування; ІІ – перша доба з початку проведення курсу стандартної поліхіміотерапії 
за схемою ЦОП; ІІІ – через два місяці після проведення першого курсу стандартної хіміотерапії 
за схемою ЦОП

Fig. 1. Rate of α1-acid glycoprotein and fibronectin binding (%) with Maackia amurensis lectin and Sambucus 
nigra lectin to norm al state (shaded line) in group: I – before treatment, II – the first day of the beginning 
of a course of standard COP-chemotherapy, III – two months after the first course of COP-chemotherapy

АГП та фібронектин є глікопротеїнами (структура вуглеводних гілок представ-
лена на рис. 3), вміст яких часто змінюється за умов запальних і онкологічних про-
цесів [12]. Слід відзначити, що у хворих на ХЛЛ у плазмі крові спостерігаються 
підвищення вмісту десіальованих форм як АГП, так і фібронектину, що узгоджу-
ється з отриманими нами в попередніх дослідженнях даними щодо підвищення 
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вмісту сіалових кислот за умов хронічного лімфолейкозу [13]. Хіміотерапевтичне 
лікування по-різному впливає на ступінь сіальованості досліджуваних білків. Так, 
у першу добу проведення ЦОП-терапії ступінь сіальованості АГП не відрізняється 
від значень контрольної групи. Причому, за нашими попередніми даними, рівень 
сіа лових кислот також перебуває у межах норми [13], а кореляційний аналіз пока-
зує існування позитивного зв’язку між цими показниками. Однак лектин-зв’язуюча 
активність фібронектину щодо сіалоспецифічних лектинів, навпаки, ще більше 
знижується під впливом хіміотерапії.

Рис. 2. Ступінь зв’язування (%) α1-кислого глікопротеїну та фібронектину із RCA (лектин рицини зви-
чайної) щодо норми (штрихована лінія) у трьох досліджуваних групах: І – до лікування; ІІ – пер-
ша доба з початку проведення курсу стандартної поліхіміотерапії за схемою ЦОП; ІІІ – через два 
місяці після проведення першого курсу стандартної хіміотерапії за схемою ЦОП

Fig. 2. Rate of α1-acid glycoprotein and fibronectin binding (%) with Ricinus communis lectin to norm (shad-
ed line) in group: I – before treatment, II – the first day of the beginning of a course of standard COP-
chemotherapy, III – two months after the first course of COP-chemotherapy

Рис. 3. Структура N-гліканів фібронектину плазми (А) та N-гліканів α1-кислого глікопротеїну плазми (Б): 
 – N-ацетил-глюкозамін;  – маноза;  – галактоза;  – фукоза;  – N-ацетилнейрамінова 

кислота
Fig. 3. Structure of N-glycans of plasma fibronectin (A) and α1-acid glycoprotein (Б):  – N-acetylglucosamine;  

 – manose;  – galactose;  – fucose;  – N-acetylneuramic acid
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Подальший аналіз ступеня сіальованості досліджуваних глікопротеїнів у гру пі 
хворих через два місяці після проведення першого курсу стандартної хіміотерапії 
показав, що вміст сіалоформ як АГП, так і фібронектину (тих, що мають у своєму 
складі СК) з часом знижується та майже не відрізняється від значень, отриманих  
у цих хворих до проведення терапії. Це може свідчити про відсутність впливу полі-
хіміотерапевтичного лікування на ступінь сіальованості досліджуваних глікопро-
теїнів.

Лектин-ферментний аналіз із використанням галактозоспецифічного лектину 
RCA показав, що рівень дегалактозильованих глікоформ як АГП, так і фібронекти-
ну плазми підвищувався у хворих на ХЛЛ до лікування. Причому і в нормі, і за ХЛЛ 
спостерігався позитивний кореляційний зв’язок між ступенями сіальованості й га-
лактозильованості досліджуваних білків. Можна зробити висновок, що за хронічно-
го лімфолейкозу спостерігаються значні зміни у структурі N-гліканів глікопротеїнів 
і з’являються їх дегалактозильовані форми. У першу добу після проведення курсу 
поліхіміотерапії галактозильованість АГП зростає та перевищує нормальні значен-
ня. Враховуючи специфічність обраного для досліджень лектину рицини [14], що 
взаємодіє не лише з біантенними, а й також із розгалуженими три- і тетраантенни-
ми N-гліканами, можна припустити, що хіміотерапевтичне лікування призводить до 
підвищення кількості глікоформ АГП з поліантенними N-гліканами. Ці форми про-
довжують циркулювати у крові хворих і через два місяці після проведення першого 
курсу поліхіміотерапії.

На відміну від АГП, фібронектин у першу добу після проведення хіміотерапії  
є дегалактозильованим порівняно з нормою. Через два місяці у плазмі крові хво-
рих ІІ групи ідентифікуються галактозильовані глікоформи фібронектину, що є ха-
рактерним для групи гематологічно здорових волонтерів.

Таким чином, за ХЛЛ визначаються не тільки десіальовані, а й дегалактози-
льовані глікоформи АГП та фібронектину. В літературних джерелах є свідчення 
про зміни ступеня сіальованості фібронектину за умов проліферативних про-
цесів. Так, гіпосіальовані або повністю десіальовані N- та О-вуглеводні детер-
мінанти має онкофетальна ізоформа ФН, що продукується малігнізованими та 
фетальними тканинами [12]. А сіальованість АГП впливає на його неспецифічну 
імуномодуляторну активність [15]. Таким чином, за даними багатьох авторів сту-
пінь сіальованості досліджуваних глікопротеїнів може впливати на імунну відпо-
відь і процеси міжклітинної взаємодії, що є дуже важливими при розвитку онко-
проліферативних процесів [16].

Нами вперше показано, що за умов ХЛЛ у плазмі крові хворих підвищується 
вміст дегалактозильованих глікоформ АГП та фібронектину. Галактоза, що входить 
до складу гліканів, визначає біологічне життя глікопротеїнів. Її поява в кінцевому 
положенні діє як сигнал для розпізнавання та деградації білків шляхом зв’язування 
із відповідними рецепторами плазматичних мембран клітин до асіалоглікопротеї-
нів [17]. Добре вивченою є галактозильованість і її вплив на функції імуноглобулінів 
за умов запальних процесів. Так, при ревматоїдному артриті значно підвищується 
рівень дегалактозильованих IgG, IgM, та IgA [18]. А відщеплення сіалових кислот  
і галактоз від N-гліканів IgG1 впливає на його цитотоксичну активність [19]. Однак 
у літературних джерелах відсутні свідчення щодо ступеня галактозильованості до-
сліджуваних білків за умов лімфопроліферативних процесів.
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Під впливом хіміотерапії спостерігаються значні зміни у ступені глікозильо-
ваності фібронектину. Відомо, що розвиток будь-якого онкопроліферативного 
процесу (в тому числі ХЛЛ) супроводжується підвищенням клітинної проліфера-
ції та, безумовно, впливає на білки екстрацелюлярного матриксу, до яких нале-
жить і фібронектин, конформація та властивості якого при цьому змінюються [20]. 
Оскільки алкілуюча хіміотерапія дуже токсична, то важливими є дослідження її 
впливу не тільки на проліферативні процеси, але й на захисні механізми за учас-
тю білків. Так, за даними японських вчених, фібронектинові фрагменти сприяють 
ретровірусній передачі глутатіон-S-трансферази ген π в CD34+ клітинах, щоб 
захистити їх від алкілуючих агентів [21]. Також доведено, що при розвитку пухлин 
фібронектин може змінювати конформацію так, що активні модулі маскуються  
і втрачають свої функції [22]. Можливо, зміни вуглеводної частки фібронектину, 
які призводять до його конформаційних змін, є одним із шляхів захисних реакцій 
організму на хіміотерапевтичне лікування.

Таким чином, нами вперше показано динаміку змін ступеня глікозильованості 
АГП та фібронектину під дією ЦОП-терапії. Проведення алкілуючої терапії у хво-
рих на ХЛЛ впливає на ступінь галактозильованості й сіальованості обох гліко-
протеїнів. Поява галактози у складі N-гліканів АГП та фібронектину спостерігаєть-
ся після проведення поліхіміотерапії. Отримані дані можуть бути корисними для 
більш глибокого розуміння механізмів мобілізації захисних реакцій організму при 
даній тактиці лікування.
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LEVEL OF SIALYLATION AND GALACTOSYLATION OF BLOOD PLASMA 
GLYCOPROTEINS UNDER THE INFLUENCE OF ALKYLATING CHEMOTHERAPY 
IN PATIENTS WITH CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA
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Level of sialylation, galactosylation of α1-acid glycoprotein and plasma fibronectin 
in patients with chronic lymphocytic leukemia before the alkylating therapy and at its 
different stages were studied. Treatment of patients with chronic lymphocytic leukemia 
destined chemotherapeutic regimens according to the program СOP (cyclophosphamide, 
onkovin and prednisolone). Lectin-enzyme analyses with sialospecific Maackia amu-
rensis lectin MAA-II, sambucus nigra lectin SNA and galactospecific ricinus communis 
lectin were used. Significant decrease of sialylation and galactosylation of both studied 
proteins in chronic lymphocytic leukemia and dynamic changes of these parameters 
during the first day of treatment and in two months were shown. Alkylating chemotherapy 
of chronic lymphocytic leukemia patients influences as the level of sialylation as the 
level of galactosylation both studied glycoproteins. Restoration of galactose within the 
N-glycans of α1-acid glycoprotein and fibronectin was observed after chemotherapy. 
Obtained data could be useful for the better understanding of the mechanisms of action 
of selected treatment and defense reactions of the organism.

Keywords: fibronectin, α1-acid glycoprotein, sialic acid, galactose, chronic lym-
phocytic leukemia, COP-therapy.

СТЕПЕНЬ СИАЛИРОВАННОСТИ И ГАЛАКТОЗИЛИРОВАННОСТИ 
ГЛИКОПРОТЕИНОВ ПЛАЗМЫ КРОВИ В УСЛОВИЯХ АЛКИЛИРУЮЩЕЙ 
ПОЛИХИМИОТЕРАПИИ У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ЛИМФОЛЕЙКОЗОМ

А. С. Маслак, О. В. Костюк, А. О. Кулинич, И. В. Машейко
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Исследовали степень сиалированности и галактозилированности α1-кислого 
гликопротеина и фибронектина плазмы крови в группе больных хроническим лим-
фолейкозом до проведения алкилирующей терапии и на её различных этапах. 
Лечение больных хроническим лимфолейкозом назначалось согласно полихимио-
терапевтическим схемам по программе ЦОП (циклофосфамид, онковин, предни-
золон). В работе использовали метод лектин-ферментного анализа с сиалоспеци-
фическими лектинами маакии амурской МАА-II, бузины черной SNA и галактозо-
специфическим лектином клещевины обыкновенной RCA. Установлено достовер-
ное снижение как сиалированности, так и галактозилированности обоих исследуе-
мых белков при хроническом лимфолейкозе и показана динамика изменений этих 
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показателей в первые сутки лечения и через два месяца. Проведение алкилирую-
щей терапии у больных хроническим лимфолейкозом влияет на степень галакто-
зилированности и сиалированности обоих гликопротеинов. Появление галактозы 
в составе N-гликанов α1-кислого гликопротеина и фибронектина наблюдается по-
сле проведения полихимиотерапии. Полученные данные могут быть полезны для 
более глубокого понимания механизмов мобилизации защитных реакций организ-
ма при данной тактике лечения.

Ключевые слова: фибронектин, α1-кислый гликопротеин, сиаловые кисло-
ты, галактоза, хронический лимфолейкоз, ЦОП-терапия.


