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Досліджено агрегаційну здатність лейкоцитів крові здорових донорів і хво-
рих на цукровий діабет 1 типу та молекулярні механізми трансдукції сигналів че-
рез глікопротеїнові рецептори із залученням фосфатидилінозитол-3′-кінази, яка 
здійснює вплив на полімеризацію актинового цитоскелету досліджуваних клітин, 
що  є ключовим моментом у забезпеченні міграційної здатності лейкоцитів.
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ВСТУП
За умов цукрового діабету (ЦД) відбувається виражений перерозподіл сіа-

ловмісних вуглеводних детермінант у просторовій структурі глікопротеїнових ре-
цепторів мембран лейкоцитів периферичної крові. Це може бути однією з причин 
порушення функціонального стану мононуклеарних та поліморфноядерних лейко-
цитів і призводити до зміни агрегаційної й адгезивної здатності цих лейкоцитів кро-
ві при патології. Зміни у морфофункціональному стані лейкоцитів крові, які зумов-
люють порушення їхньої взаємодії з ендотелієм судин, є етіологічною передумо-
вою розвитку діабетичних ускладнень і хронічних захворювань, що погіршують 
стан хворих [6]. Дослідження агрегаційної здатності лейкоцитів слугує для моде-
лювання передміграційного стану лейкоцитів перед їхнім виходом із русла крові, 
тобто перед здійсненням діапедезу [22]. Молекулярними зондами, що селективно 
активують рецептори до хемокінів, можуть виступати сіалоспецифічні лектини, а 
реакція на їхній вплив дає можливість робити висновки про тонку хімічну структу-
ру вуглеводних детермінант глікопротеїнів на мембрані лейкоцитів. 

Фосфатидилінозитол-3′-кіназа (РІ-3′-кіназа) – це ключовий фермент, що 
бере участь у проведенні внутрішньоклітинного сигналу під час найрізноманітні-
ших рецептор-опосередкованих клітинних відповідей, а також під час активації 
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нейтрофілів, моноцитів і лімфоцитів [2, 13, 19]. Активна РІ-3′-кіназа є гетероди-
мерним ферментом, який складається із каталітичної субодиниці молекулярною 
масою 110 кДа (р110δ) і регуляторної субодиниці з молекулярною масою 85 кДа 
(p85α) [4, 10, 24]. РІ-3′-кіназні субодиниці було клоновано і показано їхню колока-
лізацію з рецепторами плазматичної мембрани в цитозолі, у внутрішньоклітин-
них везикулах чи кавеолах [27]. РІ-3′-кіназа є основним ліпофільним ензимом, 
який опосередковує внутрішньоклітинне ліпідне сигналювання при різних типах 
клітинної відповіді, зокрема при рецептор-опосередкованому ліпогенезі, актива-
ції нейтрофілів, транспортуванні глюкози, везикулярному транспортуванні, утво-
ренні рафтів на мембрані, реорганізації цитоскелету [5].

Гіперглікемія за умов діабету викликає перехід лейкоцитів у преактивований 
стан, який значною мірою є результатом активації і транслокації РІ-3′-кінази у ци-
тоскелет, у сайти, які опосередковують інтегринзалежну фокальну адгезію клітин.

Метою даної роботи було вивчення за допомогою лектинів особливостей 
структури олігосахаридних компонентів глікопротеїнів поверхні лейкоцитів, від-
повідальних за зміну функціонального стану цих клітин (у нормі та за умов діабе-
ту) та дослідження механізму трансдукції сигналів через глікопротеїнові рецеп-
тори із залученням РІ-3′-кінази.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
Об’єктом дослідження слугували поліморфноядерні та мононуклеарні лей-

коцити з периферичної крові здорових донорів і людей, хворих на ЦД 1 типу. Для 
індукції агрегації лейкоцитів використовували лектини WGA, SNA („Лектино-
тест”, Україна), MAA („Sigma”, США):

	WGA – лектин зародків пшениці (специфічний до N-ацетил-β,D-глюко
заміну-β,DglсNAc і N-ацетилнейрамінової кислоти-NeuNAc);

	MAA – лектин акації амурської (афінний до послідовності NeuNAc(α2→3)
DGal/DgalNAc, не зв’язує при цьому дисахаридних фрагментів, зв’язаних 
(α2→6) глікозидним зв’язком);

	SNA – лектин бузини чорної (специфічний до послідовності NeuNAc(α2→6)
DGal/DgalNAc, не зв’язує при цьому NeuNAc(α2→3)DGal/DgalNAc послі-
довності в олігосахаридах). 

Забір крові проводили з вени у стерильні силіконізовані пробірки. Процесові 
згортання запобігали, попередньо додавши в посуд гепарин (кінцеве розведен-
ня 1:100) у співвідношенні 1:10 (гепарин : цільна кров). Нейтрофільні гранулоцити 
та мононуклеарні лейкоцити виділяли у градієнті густини (1,115±0,002 г/cм3 при 
20°C) Gradisol-G („Aqua-medica”, Польща) згідно з інструкцією фірми-виробника. 
Після центрифугування клітини двічі відмивали в забуференому фізіологічному 
розчині (ЗФР, рН 7,2). Гемоліз залишкових еритроцитів у нейтрофільних грануло-
цитах здійснювали з 0,83% розчином хлористого амонію у дистильованій воді. 
Життєздатність клітин у тесті з трипановим синім була не менше 98%. 

Отримання лізатів лейкоцитів. Усі операції із виділення цитозольної фрак-
ції та фракції плазматичних мембран проводили за +4°C. Зразки ресуспендували  
у гіпотонічному буфері такого складу: 10 мМ Tris-HCl, pH 7,5; 1,5 мM MgCl2, 5 мM 
Етилендиамін-тетраоцтової кислоти динатрієва сіль (EДTA), 1 мM фенілметил-
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сульфонілхлорид („Sigma”, США), 5 мМ бензамідин („Sigma”), 10 мкг/мл апротині-
ну („Sigma”), 10 мкг/мл лейпептину („Sigma”), 2 мкг/мл пепстатину (“Sigma”), 0,25 мМ 
Na3VO4. Гомогенізували за допомогою скляних паличок із округлим дном. Лізис 
лейкоцитів проводили протягом 30 хв на льодяній бані у співвідношенні 100– 
200 мкл буферу на 10×106 клітин. Після центрифугування за 20 000 г упродовж  
10 хв (+4°C) відбирали цитозольну фракцію лейкоцитів, яку використовували у по-
дальшому для імуно-блот-аналізу. Осад ресуспендували у гіпотонічному буфері  
10 мM Трис-(оксиметил)-амінометан (Tрис-HCl), pH 7,5 та додавали необхідний 
об’єм 2 М сахарози для досягнення кінцевої концентрації 0,25 М. Після центрифу-
гування при 2 000 г упродовж 20 хв і +4°C відбирали супернатант і додавали 1/3 
за об’ємом гіпотонічного буферу. Осад фракції плазматичних мембран отримува-
ли центрифугуванням при 20 000 g протягом 90 хв за 4°C і ресуспендували у мі-
німальній кількості 10 мM Tрис-HCl буферу, pH 7,5. Вихід отриманої мембранної 
фракції оцінювали за концентрацією білка за Петерсоном.

Для проведення електрофоретичного розділення зразки лізатів лейкоцитів, 
вирівняні за концентрацією білка, прогрівали при +95°C протягом 5 хв у буфері 
Леммлі (62,5 мМ трис-HCl (pH 6,8), 1 мМ ЕДТА, 2% додецилсульфат натрію (ДСН), 
5% β-меркаптоетанол, 10% гліцерол, 0,4% бромфеноловий синій) [11].

Дослідження агрегаційної здатності нейтрофільних гранулоцитів (НГ)  
і мононуклеарних (МН) лейкоцитів. Агрегацію НГ і МН визначали стандартним 
турбідиметричним методом за допомогою двоканального лазерного аналізато-
ра агрегації „230 LA Биола” („НПФ Биола”, Росія) в суспензії відмитих нейтрофі-
лів чи мононуклеарів у концентрації 2,5×106 клітин в 1 мл при +37°С і перемішу-
ванні зі швидкістю 800 об/хв за зміною світлопропускання. При дослідженні агре-
гації до 300 мкл суспензії НГ (або МН) після термостатування протягом 1 хв при 
+37°С додавали 10 мкл лектину в концентрації 32 мкг/мл. Процес агрегації реє-
стрували протягом 12–15 хв за зміною показника світлопропускання клітинної 
суспензії. Показники агрегації визначали за агрегаційною кривою. Ступінь агре-
гації – максимальний приріст світлопропускання після додавання індуктора ви-
ражали у відсотках. 

Для дослідження ролі РІ-3′-кінази у агрегаційній здатності лейкоцитів, перед 
лектиніндукованою агрегацією проводили інкубацію суспензії поліморфноядерних 
та мононуклеарних лейкоцитів зі селективним неконкурентним інгібітором фер-
менту РІ-3′-кінази вортманіном при +37°С протягом 10 хв (кінцева концентрація 
вортманіну в суспензії клітин 100 нМ). Після завершення інкубації суспензії полі-
морфноядерних і мононуклеарних лейкоцитів центрифугували при 1 500 об/хв 
протягом 5 хв. Забирали надосадову рідину, в якій містився вортманін. Осади клі-
тин ресуспендували  розчином Хенкса („Sigma”).

Електрофорез білків у поліакриламідному гелі (ПААГ). Білки розділяли 
електрофоретично у блоках 10% поліакриламідного гелю в присутності додецил
сульфату натрію в буферній системі Леммлі. Для приготування гелю використову
вали такі реактиви: 

1.	 Розчин мономерів „АА”: 30% акриламід /0,8% метиленбісакриламід.
2.	 Буфер “А” для розділяючого гелю: 375 мМ трис-HCl (pH 8,8); 0,4% тетра

метилетилендиамін (TEМEД).
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3.	 Буфер „Б” для концентруючого гелю: 125 мМ трис-HCl (pH 6,8), 0,5% TEМEД.
4.	 Електродний буфер 25 мМ трис-HCl (pH 8,3), 192 мМ гліцин, 0,1% ДСН.
5.	 10% амоній персульфат (ПСА).
Після полімеризації гелю воду відсмоктували, між пластинками вставляли 

тефлоновий гребінчик і заливали концентруючий гель. У „кишені”, що утворилися 
після полімеризації концентруючого гелю, вносили необхідну кількість білкового 
препарату (максимально 80 мкг на трек). Електрофорез проводили при силі стру-
му 20 мА, напрузі 200 В та потужності 50 Вт на пластинку протягом 4 год. Для ви-
значення молекулярної маси білків, розділених методом електрофорезу, вико-
ристовували білкові стандарти фірм „Fermentas”.

Імуноблотинг білків. В основу методу покладено перенос білків з ПААГ на 
нітроцелюлозну мембрану під дією електричного поля з подальшою обробкою 
отриманих блотів антитілами. Перенос проводять протягом 2 год при силі струму 
250 мА, напрузі 200 В та потужності 50 Вт у буфері, що містить: 25 мМ трис-HCl, 
pH 8,3, 20% метанол, 192 мМ гліцин, 0,1% ДСН. Вільні центри зв’язування на 
мембрані блокують протягом 1 год 2% бичачий сироватковий альбумін БСА 
(„Sigma”, США) в забуференому фізіологічному розчині (137 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl, 
4,3 мМ Na2HPO4, 1,7 мМ KH2PO4, pH 7,3) з 0,05% твін-20. Відповідно до поставле-
ної мети мембрану інкубують з першими антитілами (моноклональні антитіла до 
р85α („Millipore”), р110δ („Upstate“), СD45 („Upstate“)) у блокуючому буфері протя-
гом 2 год з подальшим промиванням блокуючим буфером (5 разів по 3 хв). Як 
другі антитіла використовували антимишачі IgG („Millipore”), кон’юговані з перок-
сидазою хрону, в розведенні 1 : 5 000 у блокуючому буфері. Вирівнювання за 
білком у досліджуваних зразках проводили за інтенсивністю сигналу імунореак-
тивних смуг, які виявлялися при застосуванні моноклональних анти-β-актин ан-
титіл („Sigma”). Інкубацію з другими антитілами проводили протягом 1 год, після 
чого мембрану відмивали ЗФР / 0,1% твін-20 (5 разів по 3 хв). Імунореактивні 
смуги на блотах виявляли за допомогою набору для посиленої хемілюмінесцен-
ції („Amersham”, Великобританія). Час експозиції оброблених мембран на рентге-
нівській плівці залежав від інтенсивності хемілюмінесценції і тривав 10–20 хв. 
Плівку проявляли у стандартному фенідон-гідрохіноновому проявнику та фіксу-
вали кислим фіксажем.

РЕЗУЛЬТАТИ І ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
Рівень WGA-індукованої агрегації нейтрофілів за даної патології зростав 

(рис. 1), що може свідчити про підвищення рівня експонування на поверхні клітин 
глікокон’югатів, комплементарних до цього лектину. Є літературні дані про те, що 
WGA може інгібувати хемотаксис лейкоцитів у відповідь на дію fMLP (форміл-
мет-лей-фен) [4, 17]. Це свідчить про значну роль WGA-комплементарних рецеп-
торів у забезпеченні певного рівня функціонального стану поліморфноядерних 
лейкоцитів, а збільшення кількості таких рецепторів при ЦД вказує на преактиво-
ваний стан нейтрофільних гранулоцитів.

SNA-індукована агрегація нейтрофільних гранулоцитів характеризувалася 
вищими значеннями ступеня агрегації у людей, хворих на ЦД 1 типу, ніж у здо-
рових донорів (рис. 1). 
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Рис. 1.	Вплив вортманіну на показники лектиніндукованої агрегації поліморфноядерних лейкоцитів  
у здорових донорів і хворих на цукровий діабет 1 типу.

	 Тут і далі достовірність відмінностей порівняно з показниками:
	 * – р < 0,05 у контролі; ** – р < 0,05 при діабеті
Fig. 1.	 Wortmannin effect on lectin-induced aggregation of polymorphonuclear leukocytes of healthy 

donors and patients with type 1 diabetes.
	 Here and further the reliability of differences compared with the figures:
	 * – p <0.05 in the control ** – p <0.05 type 1 diabetes

При використанні лектину МАА спостерігали зниження агрегаційної здатнос-
ті нейтрофільних гранулоцитів із крові хворих на ЦД 1 типу, що супроводжувало-
ся зменшенням ступеня та швидкості агрегації цих клітин (рис. 1). Це, імовірно,  
є наслідком того, що при ЦД 1 типу у структурі глікопротеїнових рецепторів мемб-
ран нейтрофілів зменшується кількість сіалових кислот, зв’язаних (α2→3)-гліко
зидним зв’язком, що впливає на показники процесу МАА-індукованої агрегації 
нейтрофільних гранулоцитів.

Використані нами три різні сіалоспецифічні лектини дали змогу провести за-
гальне визначення сіальованих глікокон’югатів (при використанні WGA) та дифе-
ренціювати різні типи зв’язків сіалових кислот зі субтермінальними вуглеводами: 
SNA – зв’язки α(2→6), а МАА – зв’язки (α2→3). 

Вивчення агрегації мононуклеарних лейкоцитів є надзвичайно актуальним, 
тому що ці клітини реалізують основні імунні функції в організмі, а стан їхнього 
рецепторного апарату залежить від ступеня їхньої зрілості та може виступати 
маркером вторинного імунодефіцитного стану організму, характерного для лю-
дей, хворих на ЦД 1 типу. За умов діабету показники агрегації мононуклеарних 
лейкоцитів при використанні як індукторів агрегації лектинів WGA і SNA не зазна-
ють достовірних змін порівняно з показниками у здорових донорів (рис. 2). Дослі-
джувана патологія супроводжується зменшенням на поверхні цих клітин сайтів 
зв’язування для лектину МАА, на що вказують знижені показники ступеня агрега-
ції цих клітин (рис. 2).

Водночас було вивчено вплив селективного неконкурентного інгібітора РІ-
3′-кінази – вортманіну, на агрегаційну здатність поліморфноядерних і монону-
клеарних лейкоцитів, стимульовану сіалоспецифічними лектинами зародків 
пшениці, бузини чорної і акації амурської. 

У всіх досліджуваних зразках спостерігалася схожа тенденція, а саме знижен-
ня агрегаційної здатності лейкоцитів після дії вортманіну на ці клітини (рис. 1, 2). 
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Лейкоцити периферичної крові, попередньо оброблені вортманіном, втрачали 
здатність до агрегації у присутності сіалоспецифічних лектинів значно сильніше 
при діабеті, ніж у контрольних донорів. Зниження агрегаційної здатності нейтро-
фільних гранулоцитів та мононуклеарних лейкоцитів при використанні як індук-
торів агрегації лектинів за підібраних оптимальних умов інкубації клітин з ворт-
маніном можна пояснити активною участю РІ-3′-кінази у перегрупуванні рецеп-
торного апарату на поверхні клітин крові та у реалізації міжклітинних взаємодій 
при досліджуваній патології за участю сіаловмісних глікопротеїнів мембран лей-
коцитів.

Рис. 2.	Вплив вортманіну на показники лектиніндукованої агрегації мононуклеарних лейкоцитів у 
здорових донорів і хворих на цукровий діабет 1 типу

Fig. 2.	 Wortmannin effect on lectin-induced aggregation of mononuclear leukocyte of healthy donors and 
patients with type 1 diabetes

Водночас важливим було вивчити перерозподіл регуляторної та каталітич-
ної субодиниць РІ-3′-кінази між мембранною і цитозольною фракціями в лейко-
цитах за умов ЦД 1 типу, оскільки РІ-3′-кіназа є одним із найважливіших регуля-
торних ензимів, який міститься на перехресті найрізноманітніших шляхів сигна-
лювання і контролює ключові функції клітини. 

У результаті проведених досліджень шляхом вестерн-блот-аналізу виявле-
но імунореактивні смуги у мембранній та цитозольній фракціях поліморфно
ядерних і мононуклеарних лейкоцитів як у контрольних зразках, так і за умов ЦД 
1 типу. 

У поліморфноядерних лейкоцитах здорових людей регуляторна субодиниця 
РІ-3′-кінази – p85α детектувалася з розподілом між цитоплазматичною та мемб-
ранною фракцією як 20% до 80% (рис. 3). За умов ЦД відбувається преактивація 
нейтрофільних гранулоцитів, що виражається у передчасній дегрануляції цих 
клітин [6]. Ступінь преактивованості можна підтвердити тотальною транслокаці-
єю регуляторної субодиниці p85α РІ-3′-кінази із мембранної фракції у цитозоль-
ну, вміст якої досягає 95%, що у 4,5 разу більше, ніж у нормі (рис. 3). У поліморф-
ноядерних нейтрофілах РІ-3′-кіназа частково локалізується в цитоплазматичних 
ліпідних тільцях [9]. Дані дослідження вказують на те, що в лейкоцитах РІ-3′-кіна
за бере участь у проведенні клітинної відповіді з доменів ліпідних тілець. 

У мононуклеарних лейкоцитах контрольних зразків рівень p85α регулятор-
ної субодиниці PI-3′-кінази переважав у мембранній фракції (70%) порівняно  



91УЧАСТЬ РІ-3′-КІНАЗНОГО СИГНАЛЬНОГО ШЛЯХУ У ВИЗНАЧЕННІ СТРУКТКРНО-ФУНКЦІОНАЛЬНОГО СТАНУ...

ISSN 1996-4536 • Біологічні Студії / Studia Biologica • 2011 • Том 5/№1 • С. 85–96

з цитозольною фракцією (30%) (рис. 4). За умов ЦД 1 типу в мононуклеарних 
лейкоцитах рівень p85α регуляторної субодиниці PI-3′-кінази також переважав  
у мембранній (60 %) фракції порівняно з цитозольною (40%) фракцією (рис. 4).

Досліджено перерозподіл p110δ каталітичної субодиниці РІ-3′-кінази у мемб-
ранній (30%) та цитозольній (70%) фракціях лізатів мононуклеарних лейкоцитів  
у здорових донорів (рис. 4). За умов ЦД 1 типу показано зміни у перерозподілі 
каталітичної субодиниці PI-3′-кінази: 75% у мембранній та 25% у цитозольній 

Рис. 3.	 Імуно-блот-аналіз білків цитозольної та мембранної фракції поліморфноядерних лейкоцитів здо-
рових донорів і людей, хворих на цукровий діабет 1 типу, з використанням антитіл до p85α регу-
ляторної субодиниці та до p110δ каталітичної субодиниці РІ-3′-кінази (А) та рівень перерозподілу 
(за вмістом, %) p85α регуляторної субодиниці (Б) і p110δ каталітичної субодиниці (В) РІ-3′-кінази

Fig. 3.	 The immunoblot analysis of proteins in the cytosolic and membrane fractions of polymorphonuclear 
leukocytes of healthy donors and patients with type 1 diabetes mellitus, using anti-p85α regulatory 
subunit and anti-p110δ catalytic subunit PI-3′-kinase antibodies (A), and the level of p85α regulatory 
subunit (Б) and p110δ catalytic subunit (В) PI-3′-kinase redistribution (the content is expressed in 
percentage terms)
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фракціях (рис. 4). Таким чином, на відміну від здорових донорів у мононуклеар-
них лейкоцитах людей, хворих на ЦД 1 типу, p85α регуляторна субодиниця та 
p110δ каталітична субодиниця PI-3′-кінази були локалізовані в основному в 
мембранній фракції.

Рис. 4.	Імуно-блот-аналіз білків цитозольної та мембранної фракції мононуклеарних лейкоцитів здоро-
вих донорів та людей, хворих на цукровий діабет 1 типу, з використанням антитіл до p85α регуля-
торної субодиниці та до p110δ каталітичної субодиниці РІ-3′-кінази (А) та рівень перерозподілу (за 
вмістом, %) p85α регуляторної субодиниці (Б) і p110δ каталітичної субодиниці (В) РІ-3′-кінази

Fig. 4.	 The immunoblot analysis of proteins in the cytosolic and membrane fractions of mononuclear 
leukocytes of healthy donors and patients with type 1 diabetes mellitus, using anti-p85α regulatory 
subunit and anti-p110δ catalytic subunit PI-3′-kinase antibodies (A), and the level of p85α regulatory 
subunit (Б) and p110δ catalytic subunit (В) PI-3′-kinase redistribution (the content is expressed in 
percentage terms)
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Однакова динаміка перерозподілу і каталітичної, і регуляторної субодиниць 
досліджуваного ензиму в мембранній фракції мононуклеарів периферичної кро-
ві вказує на те, що за умов цукрового діабету РІ-3′-кіназа перебуває в активному 
стані, фосфорилює фосфатидилінозитоли, які беруть участь у проведенні вну-
трішньоклітинного сигналу. За таких умов у клітинах крові мононуклеарного 
ряду можуть формуватися стресові фібрили, утворюватись ламелоподії та фі-
лоподії, реорганізуватись актиновий цитоскелет, змінюючи морфологічний стан 
клітини і її рухову здатність. Довготривале перебування клітин у такому субакти-
вованому стані призводить до виснаження мононуклеарних лейкоцитів, що про-
являється у порушенні імунного захисту організму людей, хворих на діабет.

Лектини SNA та MAA взаємодіють із СD45+ лейкоцитами. СD45 є трансмемб-
ранним глікопротеїном, цитоплазматичний домен якого має фосфотирозинфосфа-
тазну активність. Він виявляється на T, B, NK клітинах, гранулоцитах, моноцитах, 
тому його ще називають LCA (leukocyte common antigen). Містячись у мембранах 
лейкоцитів, CD45 асоційований з CD22, з молекулами адгезії та високоафінними 
рецепторами для IgE, що безпосередньо дає йому змогу брати участь у процесах 
клітинної адгезії. Відомо про колокалізацію СD45 рецептора, що містить α(2→3)-
приєднані сіалові кислоти, з рецептором СD3 лейкоцитів. 

У результаті наших досліджень було виявлено значне зростання рівня по-
верхневого антигену СD45 в нейтрофільних гранулоцитах і менш яскраво вира-
жене зростання рівня СD45 у мононуклеарних лейкоцитах хворих на ЦД 1 типу 
(рис. 5). Це може бути наслідком преактивації лейкоцитів у зв’язку зі структурно-
функціональними змінами рецепторного апарату в цілому за умов досліджува-
ної патології. Зростання рівня СD45 у лейкоцитах за умов патології може бути 
цікавим з огляду на таке: оскільки CD45 є антагоністом тирозинової кінази рецеп-
тора до інсуліну, то він може проявляти високу активність до мембранозв’язаних 
молекул (рецепторів до інсуліну, епідермального ростового фактора). Для про-
ведення сигналу від інсуліну повинні автофосфорилюватися внутрішньоцито-
зольні сайти по тирозину. СD45 може дефосфорилювати місця аутофосфори-
лювання – субодиниці інсулінового рецептора (1150–1151), чим пригнічує переда-
чу сигналу. Тобто він є антагоністом тирозинових кіназ і рецепторів до інсуліну.

ВИСНОВКИ
1.	 Ступінь лектиніндукованої агрегації лейкоцитів крові може слугувати од-

ним із порівняльних параметрів імунореактивності цих клітин в організмі 
здорових і хворих на ЦД 1 типу донорів.

2.	 Інгібуючий ефект вортманіну щодо лектиніндукованої агрегації лейкоци-
тів свідчить про те, що фермент РІ-3′-кіназа залучений у шлях трансдук-
ції клітинного сигналу, який вноситься сіалоспецифічними лектинами до 
глікопротеїнових рецепторів мононуклеарних та сегментоядерних лей-
коцитів.

3.	 Вестерн-блот-аналізом показано перерозподіл локалізації p85α регуля-
торної субодиниці та р110δ каталітичної субодиниці РІ-3′-кінази у мемб-
ранній та цитозольній фракціях лейкоцитів за умов ЦД 1 типу. Ці зміни 
корелюють зі змінами в агрегаційній активності цих клітин, які опосеред-
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ковують зміни структурно-функціонального стану рецепторного апарату 
клітин, що, у свою чергу, регламентує здатність лейкоцитів до агрегації.

4.	 Виявлено значне зростання рівня поверхневого антигену СD45 у нейтро-
фільних гранулоцитах хворих на ЦД 1 типу, що може робити свій вклад  
у структурно-функціональні зміни мембран лейкоцитів за умов досліджу-
ваної патології.
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PARTICIPATION OF PI-3′-KINASE SIGNALING PATHWAY IN DETERMINING 
STRUCTURAL AND FUNCTIONAL STATE OF LEUKOCYTE MEMBRANES 
UNDER TYPE 1 DIABETES MELLITUS

М. Zdioruk, І. Brodyak, N. Sybirna
Ivan Franko National University of Lviv, 4, Hrushevskyi St., Lviv 79005, Ukraine

e-mail: n_zdioruk@hotmail.com 

Leukocytes aggregation ability from blood of healthy donors and type 1diabetes 
mellitus patients and molecular mechanisms of signal transduction through glycoprotein 
receptors involving phosphatidylinositol-3′-kinase, which influence polymerization of 
actin cytoskeleton of the studied cells were studies. This is a key problem in ensuring 
the leukocytes migration ability.

Key words:	 neutrophilic granulocytes, mononuclear leukocytes, lectin-induced 
aggregation, phosphatidylinositol-3′-kinase.

УЧАСТИЕ РІ-3′-КИНАЗНОГО СИГНАЛЬНОГО ПУТИ В ОПРЕДЕЛЕНИИ 
СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНОГО СОСТОЯНИЯ МЕМБРАН ЛЕЙКОЦИТОВ 
ПРИ САХАРНОМ ДИАБЕТЕ 1 ТИПА
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Львовский национальный университет имени Ивана Франко
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Исследована агрегационная способность лейкоцитов крови здоровых доно-
ров и больных сахарным диабетом 1 типа, а также молекулярные механизмы 
трансдукции сигналов через гликопротеиновые рецепторы при участии фосфа
тидилинозитол-3′-киназы, которая играет важную роль в осуществлении влияния 
на полимеризацию актинового цитоскелета исследуемых клеток, что является 
ключевым моментом  в обеспечении миграционной способности лейкоцитов.

Ключевые слова:	 мононуклеарные лейкоциты, нейтрофильные грануло
циты, лектининдуцированная агрегация, фосфатидили
нозитол-3′-киназа, сахарный диабет 1 типа.
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