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Розподіл лейкоцитів периферичної кровi  
за ConA-позитивними глiкотопами  

у хворих на хронічні лейкози  

Г.С. Маслак10 

ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України», Дніпропетровськ, Україна  

Проаналiзовано розподіл гранулоцитів та моноцитів периферичної крові людини, які взаємодіють із лектином канавалії мечо-
видної (ConA) у групі гематологічно здорових донорів і хворих на хронічний лімфолейкоз і еритремію. У периферичній крові здо-
рової людини рівень ConA-позитивних моноцитів і гранулоцитів становить 9,86 ± 1,01% та 32,72 ± 3,21%, відповідно. Визначено 
зниження на 31,0 ± 2,3% рівня ConA-позитивних моноцитів та підвищення кількості ConA-зв’язувальних гранулоцитів на 66,7 ± 
3,8% у хворих на хронiчний лімфолейкоз. Аналогічний перерозподіл щодо норми визначено у хворих на еритремію: кiлькість 
ConA-позитивних моноцитів знижена в 3,3 раза (Р < 0,05), а рівень гранулоцитів, які взаємодіють із вибраним для досліджень 
кон’югатом лектину, незначно зростає. Порівняльний аналіз ConA-зв’язувальних епітопів плазматичної мембрани моноцитів не 
виявив значної різниці між даними, отриманими в групі контролю та групах хворих на хронічний лімфолейкоз і еритремію. 
За допомогою проточної цитометрiї визначено зростання iнтенсивності експонування ConA-зв’язувальних глiкотопiв на поверхнi 
гранулоцитiв периферичної кровi хворих на еритремію в 100 разів, а у хворих на хронічний лімфолейкоз – в 3,3 раза, що може 
слугувати додатковим критерієм для диференціювання цих захворювань.  
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Tumor growth progression of blood cells occurs due to changes in their genetic apparatus, which affects not only the cells morphological 
characteristics, but also their functional activity which to a greater extent depends on the membrane surface structures, a significant part of 
which is of glycoprotein nature. Complex type N-glycans are components of surface glycoproteins in the most of leukocytes. Thus, the study 
of changes in carbohydrate determinants of glycoproteins on the surface of leucocytes in tumorigenesis can help to reveal the mechanisms of 
this process. The aim of our study was to investigate the monocytes and granulocytes cytoplasmic membrane N-glycosylation in patients 
with chronic leukemia. The object of the study were blood cells of patients with chronic lymphocytic leukemia (n = 12) and polycythemia 
vera (n = 15) aged 58–66 years. Healthy hematologic volunteers (n = 15) aged 55 to 65 years were in the control group. N-glycan exposure 
on monocytes and granulocytes was investigated by flow cytometer Beckman Сoulter EPICS with Canavalia ensiformis lectin – Con A 
conjugated with fluorescent labels. The number of dead cells was monitored by means of binding them with propidium iodide. The result has 
been analyzed with FC Express. According to our data, levels of ConA-positive monocytes and granulocytes were 9,9 ± 1,0% and 32,7 ± 
3,2%, respectively, in peripheral blood of healthy persons. The level of ConA-positive monocytes decreased to 31,0 ± 2,3% and the number 
of ConA-binding granulocytes increased to 66,7 ± 3,8% in patients with chronic lymphocytic leukemia compared with the norm. 
The number of ConA-positive monocytes decreased 3.3 times, and the level of granulocytes interacting with Canavalia ensiformis lectin 
slightly increased relative to control in polycythemia vera patients. There is significant increase in Con A-positive epitopes on granulocytes 
in patients with chronic lymphocytic leukemia and polycythemia vera compared with the control group, and absence of any difference in 
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Con A-positive epitopes on monocytes. 100 times increase of the number of ConA-binding glycotopes is observed on the surface of 
granulocytes in peripheral blood of patients with polycythemia vera, and 3,3 times increase in patients with chronic lymphocytic leukemia, 
which may serve as an additional marker for the diagnosing these diseases.  

Keywords: ConA; monocytes; granulocytes; polycythemia vera; chronic lymphocytic leukemia  

Вступ  

Хронічні онкопроліферативні захворювання за мор-
фологією злоякісних клітин можна розподілити на міє-
ло- та лімфолейкози, загальною особливістю яких є за-
тримання дозрівання клітин відповідного гемопоетично-
го ростка, що зумовлює підвищення рівнів недозрілих та 
функціонально неактивних клітин (Lapovets et al., 2013). 
При хронічному лімфолейкозі (ХЛЛ) зростає вміст лей-
коцитів, в основному за рахунок пухлинних В-
лімфоцитів, а за еритремії, яку класифікують як хроніч-
не мієлопроліферативне захворювання, об’ємна частка 
еритроцитів зміненої структури значно підвищується 
(Sanchez et al., 2013). Як відомо, прогресія пухлинного 
росту клітин крові виникає внаслідок змін їх генетично-
го апарату, що впливає не тільки на морфологічні харак-
теристики, а і на їх функціональну активність, яка 
більшою мірою залежить від мембранних поверхневих 
структур, вагома частина яких має глікопротеїнову при-
роду (Häuselmann and Borsig, 2014). Згідно з працями 
українських учених, при ХЛЛ найважливішими для 
клітин крові є взаємодії за участю В-клітинного рецеп-
тора, інтегринів, фібронектину, антигенів CD38 та CD31 
та інших глікопротеїнів (Abramenko and Kryachok, 2012).  

Зміни вуглеводної складової мембранних глікопроте-
їнів порушують нормальні фізіологічні функції клітин та 
спричинюють метастатичну та інвазивну поведінку 
(Christiansen et al., 2014), оскільки за участю саме повер-
хневих адгезивних молекул лейкоцитів унаслідок між-
клітинних взаємодій між раковими клітинами та ендоте-
лієм, лейкоцитами та тромбоцитами, спричиняється ад-
гезія, транссудація та створення метастатичних уражень 
(Chambers et al., 2002). Однією з причин змін поверхне-
вих глікотопів під час злоякісної трансформації (Stowell 
et al., 2015; Glavey et al., 2015) може бути стрес ендопла-
зматичного ретикулуму клітини, який викликає пору-
шення процесів N- та О-глікозилювання (Xu et al., 2010).  

N-глікани комплексного типу – складові більшості по-
верхневих глікопротеїнів лейкоцитів. Наприклад, екстра-
клітинні домени L-селектину, який експресується усіма 
типами білих клітин крові, мають 7 потенційних сайтів N-
глікозилювання (Wedepohl et al., 2010). А за допомогою in 
vivo експериментів доказано, що зв’язування L-селектину 
із трансмембранним глікопротеїном І типу (CD44) відбу-
вається лише за наявності у нього N-гліканів комплексно-
го типу певної структури (Merzaban et al., 2011). Отже, 
дослідження змін вуглеводних детермінант поверхневих 
глікопротеїнів при туморогенезі допоможе розкрити ме-
ханізми, які забезпечують здійснення цього процесу. 
У попередніх працях ми в основному концентрували ува-
гу на дослідженні глікостатусу лімфоцитів, впливу різних 
типів лікувальної терапії на цей показник при лімфо- та 
мієлопроліферативних захворюваннях (Kostyuk, 2015). 
Нез’ясованим залишилось питання щодо стану вуглевод-
них детермінант у складі глікокон’югатів на поверхні 
інших клітин крові. Хоча за даними, отриманими в нашій 

лабораторії, при еритремії, наприклад, відбувається 
перерозподіл лейкоцитів за експонуванням α1-кислого 
глікопротеїну та фібронектину (Maslak, 2010), які, як 
відомо, мають глікопротеїнову природу та виявляються 
на поверхні не тільки лімфоцитів, а і гранулоцитів, і 
моноцитів (Gunnarsson et al., 2007; Astrof, 2009). Врахо-
вуючи вищевикладене, мета наших досліджень – визна-
чити N-глікозильованість цитоплазматичної мембрани 
моноцитів та гранулоцитів у хворих із хронічними лейко-
зами.  

Матеріал і методи дослiджень  

Об’єкт дослідження – гранулоцити та моноцити крові 
хворих на еритремiю (n = 15) та хронічний лімфолейкоз (n = 
12) віком 58–66 років. Контрольну групу становили 
гематологічно здорові волонтери (n = 15) віком 55–65 ро-
ків. Клінічне обстеження пацієнтів проводили відповідно 
до стандартів медичної допомоги в умовах спеці-
алізованого стаціонару – гематологічного відділення ко-
мунального закладу «Міська багатопрофільна клінічна 
лікарня № 4» м. Дніпропетровськ. Діагноз онкологічних 
захворювань крові хворих досліджуваної групи 
верифіковано за загальноприйнятими клінічними та 
морфологічними критеріями, закріпленими Наказом МОЗ 
України від 17.09.2007 р. № 554 «Про затвердження 
протоколів надання медичної допомоги за спеціальністю 
«онкологія»» із доповненнями згідно з Наказом МОЗ 
України від 30.07.2010 р. № 645. Усі обстежені письмово 
дали згоду на участь у дослідженні.  

Клітини виділяли шляхом попереднього лізису 
еритроцитів за допомогою лікувального розчину 
Optilyse C протягом 30 хвилин, подальшим промиван-
ням забуференим фізіологічним розчином (ЗФР) (цен-
трифугування 2 хвилини при 2 400 об./хв) та фіксацією 
8% параформальдегідом протягом 7 хвилин.  

Після відмивання клітини ресуспендували у ЗФР, 
підраховували їх кількість у камері Горяєва. Життє-
здатність клітин (понад 90%) визначали за допомогою 
триптанового синього та готували робочу концентрацію 
(300 тис./мл у кожному зразку). Експонування бiантенних 
N-глiканiв визначали методом проточної цитофлуори-
метрії з використанням лектину канавалії мечовидної – 
Con A (Лектинотест, Україна), кон’югованого із 
флуоресцеїнізотіоціонатом (ФІТЦ). Кількість мертвих 
клітин контролювали за їх зв’язуванням із пропідій йоди-
дом. Дані реєстрували на проточному цитометрі Beckman 
Сoulter EPICS. Обробку результатів робили за допомогою 
програми FC Express.  

Результати аналізували за допомогою пакета про-
грам Statisticа 6.0. Достовірність відмінностей у групах 
порівняння встановлювали з використанням t-критерію 
Стьюдента із попереднім оцінюванням розподілу 
вибірки (відповідність нормальному розподілу даних).  

Дослідження виконані у рамках науково-дослідниць-
кої роботи кафедри біологічної, медичної та фарма-
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цевтичної хімії Державного закладу «Дніпропетровська 
державна медична академія» «Експресія глікокон’югатів 
та їх посттрансляційна модифікація за умов онкотран-
сформації» (номер державної реєстрації – 0111U002788, 
2011–2013 рр.).  

Результати та їх обговорення  

Під час проведення першого етапу досліджень 
з’ясовано, що з обраним для досліджень кон’югатом лек-
тину в групі контролю взаємодіяли як гранулоцити, так і 
моноцити. Причому у периферичній крові здорової лю-
дини рівень ConA-позитивних моноцитів становив 9,86 ± 
1,01% кількості клітин цього типу, а концентрація 
гранулоцитів, які взаємодіяли з лектином канавалії 
мечовидної у цій групі, була 32,7 ± 3,2% (рис. 1). Оскільки 
ConA специфічно взаємодіє (Dipak, 1994) із коровими 
структурами усіх типів N-гліканів (високоманозним, 
складним та гібридним, рис. 2), ми проаналізували 
літературу щодо наявності на поверхні моноцитів 
глікопротеїнів, які в основному представлені кластерами 
диференціювання CD11c, CD14 та CD68 (Leong et al., 
2003). CD11c – трансмембранний глікопротеїн, який має у 
своєму складі 10 потенційних сайтів N-глікозилювання 
(Hogg et al., 1996). CD14 – GPI-зв’язана форма поверхне-
вого білка, який має понад 20% вуглеводної складової, 
представленої N-гліканами, розташованими у положенні 
Asnl8, Asnl32, Asn263 та Asn304 (Stelter et al., 1996). 
CD68, за даними німецьких учених (Lewandrowski, 2006), 
значно О-глікозильований та має 9 потенційних сайтів N-
глікозилювання. Отже, можливо, саме експонування цих 
глікопротеїнів на поверхні моноцитів пояснює 
з’вязування кон’югату лектину з їх поверхнею.  

Що стосується поверхні гранулоцитів, то 
найважливішим для їх функції є високоглікозильований 
CD66, який опосередковує зв’язування клітини з 
ендотеліальною тканиною через Е-селектини та є рецеп-
тором до галектину 3. CD66а ізомерна форма цього 
глікопротеїну має 21 потенційний сайт N-глікозилювання, 
CD66b – 11, CD66c – 12, а CD66d – 3 N-глікану, причому 
вуглеводні гілки можуть бути бі-, три- та тетра-антенними 
(Stocks et al., 1996). Отже, можливо, наявність на поверхні 
досліджуваних клітин перерахованих вище кластерів 
диференціювання визначає їх здатність взаємодіяти з 
ФІТЦ міченим кон’югатом ConA (рис. 2).  

Дослідження розподілу моноцитів та гранулоцитів за 
зв’язуванням із лектином канавалії мечовидної показа-
ли, що у хворих на хронiчний лімфолейкоз кiлькiсть 
ConA-позитивних моноцитів достовірно (Р < 0,05) зни-
жувалась на 31,0 ± 2,3%, а кiлькість лектин-позитивних 
гранулоцитів підвищувалась порівняно з контрольною 
групою на 66,7 ± 3,8%. Аналогічний розподіл отримано 
у хворих на еритремію: кiлькість ConA-позитивних 
моноцитів достовірно (Р < 0,05) знижувалась у 3,3 раза, а 
рівень гранулоцитів, які взаємодіють з обраним для 
досліджень кон’югатом лектину, незначно зростав 
відносно контрольних значень (рис. 1). Отже, незважаю-
чи на те, що результати, отримані у групах різних за по-
ходженням захворювань: мієлоїдного та лімфоїдного 
ростків, різниці між ними не виявлено, тому наступним 
етапом роботи було дослідження щільності експонуван-

ня ConA-зв’язувальних глікотопів на поверхні 
гранулоцитів та моноцитів і порівняння отриманих да-
них із контрольною групою.  

 

 

Рис. 1. Кількість моноцитів і гранулоцитів крові 
гематологiчно здорових донорів і хворих на еритремію 

та хронічний лiмфолейкоз із поверхневою 
локалізацією ConA-позитивних глiкотопiв:  

* –  вірогідна різниця порівняно з контрольною  
групою норми за Р < 0,05  

Порівняльний аналіз моноцитів не виявив значної 
різниці між даними, отриманими в групі контролю і в 
групах хворих на ХЛЛ та еритремію (дані не наводяться). 
Відтак, показники щільності експонування ConA-
зв’язувальних глікотопів на поверхні гранулоцитів 
відрізнялись у дослідних групах. Так, відмічали 
пiдвищення утричі iнтенсивностi експонування ConA-
позитивних епiтопiв на поверхнi гранулоцитів у хворого 
на хронічний лімфолейкоз порівняно з контролем (рис. 3).  

Показник iнтенсивностi флуоресценції кон’югатiв 
лектинiв на поверхнi гранулоцитів значно вiдрiзнявся 
мiж патологічною та групою контролю. На поверхнi 
гранулоцитiв периферичної кровi хворих на еритремію 
виявлено зростання iнтенсивностi експонування ConA-
зв’язувальних глiкотопiв майже у 100 разiв (рис. 4).  

Отже, при хронічних лейкозах на цитоплазматичній 
мембрані гранулоцитів визначається підвищення N-
глікозильованості протеїнів, причому ми виявили 
різницю між групою хворих на хронічний лімфолейкоз 
та на еритремію. Слід зазначити, що обрані для 
досліджень онкопроліферативні захворювання асоцію-
ються із структурними патологічними змінами інших 
клітин. Стосовно гранулоцитів, відомо, що вони 
надмірно утворюються при еритермії, а у хворих на 
ХЛЛ їх кількість може не відрізнятися від норми (зни-
жуватись або незначно підвищуватись). У літературі ще 
в минулому столітті висловлено думку, що для деталь-
ного розуміння процесів, які супроводжують тумороге-
нез необхідні комплексні дослідження усіх популяцій 
клітин (Zeya et al., 1979), однак досліджень із того часу 
проведено не багато.  

Аналіз літературних даних показує, що підвищення 
щільності експонованих N-гліканів на поверхні грану-
лоцитів при хронічних лейкозах може бути наслідком або 
підвищення ступеня глікозильованості асоційованих з 
мембраною глікопротеїнів, або появи на поверхні нових, 
не характерних для здорової людини глікопротеїнів 
(Häuselmann, 2014). За останніми даними, на поверхні 
гранулоцитів різних типів пухлин значно зростає 
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експресія CD47, який є глікопротеїном та має 6 сайтів N-
глікозилювання, отже, можливо, отримане в роботі 
підвищення щільності експонування ConA-позитивних 
глікотопів є наслідком зростання кількості цього кластера 
диференціювання на поверхні цих клітин (Oldenborg, 
2013). З іншого боку, основним глікопротеїном, який 

виявляється на поверхні гранулоцитів, є CD66 та його 
ізомерні форми, які мають різний ступінь 
глікозилювання, а їх кількість та співвідношення на 
поверхні гранулоцитів – показник не тільки ступеня 
диференціювання гранулоцитів, а може також бути мар-
кером ступеня метастазування пухлин (Stocks et al., 1996).  

 

 

Рис. 2. Вуглеводна специфічність лектину канавалії мечовидної – ConA (за Di Virgilio, 1997) 
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Рис. 3. Інтенсивність флуоресценції ФІТЦ-ConA на поверхнi гранулоцитiв гематологічно здорового донора 
(чорна лінія) та хворого на хронічний лiмфолейкоз (за даними проточної цитометрії на Beckman Сoulter EPICS)  
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Рис. 4. Інтенсивність флуоресценції ФІТЦ-ConA на поверхнi гранулоцитiв гематологічно здорового донора 
(чорна лінія) та хворого на еритремію (за даними проточної цитометрії на Beckman Сoulter EPICS)  

Отримані результати можуть бути запропоновані як 
додатковий критерій для діагностування лімфо- та мієло-
проліферативних захворювань, а подальші дослідження з 
розширенням груп хворих за стадією захворювання та 
спектра лектинів, специфічних до різних глікотопів на 
поверхні гранулоцитів, допоможуть детальніше описати 
стан глікопротеїнів на плазматичній мембрані 
гранулоцитів хронічних лейкозах.  

Висновки  

У периферичній крові здорової людини рівень ConA-
позитивних моноцитів та гранулоцитів становить 9,86 ± 
1,01% та 32,72 ± 3,21% кількості клітин цього типу, від-
повідно. У хворих на хронiчний лімфолейкоз кiлькiсть 
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ConA-позитивних моноцитів достовірно знижується на 
31,0 ± 2,3% (Р < 0,05), а кiлькість лектин-позитивних 
гранулоцитів підвищується порівняно з контрольною 
групою на 66,7 ± 3,8% (Р < 0,05).  

У хворих на еритремію кiлькість ConA-позитивних 
моноцитів знижується у 3,3 раза (Р < 0,05), а рівень 
гранулоцитів, які взаємодіють з обраним для досліджень 
кон’югатом лектину, незначно зростає відносно контролю.  

На поверхнi гранулоцитiв периферичної кровi хво-
рих на еритремію iнтенсивність експонування ConA-
зв’язувальних глiкотопiв зростає у 100 разів, а у хворих 
на хронічний лімфолейкоз – у 3,3 раза.  
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