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АНОТАЦІЯ 

Біла І. І. Вплив агматину на агрегаційну та міграційну здатність 

лейкоцитів за експериментального цукрового діабету. – Кваліфікаційна 

наукова праця на правах рукопису.  

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за 

спеціальністю 03.00.04 – «Біохімія». – Львівський національний університет імені 

Івана Франка, Львів, 2019. 

Дисертаційна робота присвячена вивченню впливу агматину на агрегаційну 

та міграційну здатність лейкоцитів периферичної крові щурів у нормі та за умов 

експериментального цукрового діабету (ЕЦД), шляхом визначення змін 

показників оксидативного стресу та процесів полімеризації-деполімеризації 

актинових філаментів. 

Досліджено, що за умов діабету вміст кінцевих продуктів глікації (від анг. 

advanced glycation end-products, AGEs) у лейкоцитах зменшувався на 22 %, а у 

плазмі – збільшувався на 32 %, порівняно з контрольною групою. Введення 

агматину здоровим тваринам не спричиняло достовірних змін вмісту AGEs. Після 

введення агматину тваринам з діабетом спостерігали зниження цього показника в 

плазмі в 1,8 раза та достовірне збільшення вмісту продуктів глікації у лейкоцитах 

майже до контрольних значень. 

У лейкоцитах тварин з експериментальним цукровим діабетом спостерігали 

зростання кількості ТБК-позитивних продуктів у 1,4 раза порівняно з контролем. 

Введення агматину хворим щурам спричиняло нормалізацію цього показника до 

контрольних значень. Отже, дія досліджуваного поліаміну спрямована на 

зниження інтенсивності накопичення продуктів перекисного окиснення ліпідів. 

Гіперглікемія при цукровому діабеті також спричиняє посилення утворення 

кінцевих продуктів оксидації (від анг. advanced oxidation protein products, AOPPs). 

За умов діабету, ми спостерігали підвищення вмісту AOPPs у плазмі приблизно в 

1,6 раза порівняно з контролем, а у лейкоцитах достовірних змін не відбувалось. 

Після введення агматину здоровим щурам рівень AOPPs у плазмі значно 

підвищився, порівняно з контрольною групою, у лейкоцитах не змінився. Після 
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введення агматину тваринам з цукровим діабетом не спостерігали змін у вмісті 

продуктів оксидації у лейкоцитах та достовірне зменшення їхньої кількості у 

плазмі порівняно з діабетом. Введення агматину тваринам з цукровим діабетом 

призводить до зменшення концентрації глюкози в периферичній крові до 

фізіологічного рівня, що зумовлює зниження рівня AOPPs у плазмі крові. 

У результаті проведених експериментальних досліджень було встановлено, 

що активність супероксиддисмутази (CОД) і каталази достовірно знижується у 

лейкоцитах крові щурів за умов ЕЦД. Введення агматину щурам контрольної 

групи не спричиняло достовірних змін в активності антиоксидантних ензимів. 

Після введення агматину тваринам з ЕЦД спостерігали достовірне підвищення 

активності СОД і каталази порівняно з діабетичною групою. 

 За умов діабету зниження активності глутатіонпероксидази (ГПО), яка 

окиснює глутатіон, відновлюючи гідропероксиди ліпідів та інших органічних 

сполук, тісно пов’язане із функціонуванням глутатіонредуктази (ГР) та рівнем 

відновленого глутатіону (GSH). Нами виявлено, що введення агматину тваринам з 

ЕЦД обумовлювало підвищення активності досліджуваних ферментів та 

зростання рівня GSH до значень контролю. Введення агматину попереджає 

розвиток оксидативного стресу в лейкоцитах щурів за стрептозотоцинового 

діабету, пригнічуючи утворення активних форм оксигену, знижує інтенсивність 

процесів перекисного окиснення ліпідів, вмісту кінцевих продуктів оксидації у 

плазмі, а також сприяє підвищенню активності ключових ферментів 

антиоксидантної системи (супероксиддисмутази, каталази, глутатіонпероксидази, 

глутатіонредуктази). 

За умов цукрового діабету у разі використання як індуктора агрегації лектину 

WGA ступінь і швидкість агрегації лейкоцитів зростали в 2,0 рази та 2,4 раза, 

відповідно, порівняно зі значеннями у контрольній групі. Такі зміни ми можемо 

пояснити синтезом гібридних типів N-гліканів та незавершеністю процесу 

глікозилювання білків і ліпідів. 

Після введення агматину здоровим тваринам і тваринам з цукровим діабетом, 

ми спостерігали посилення агрегаційної здатності лейкоцитів периферичної крові 
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досліджуваних тварин, що може бути пояснене прямою дією агматину на стан 

поверхневих глікокон’югатів мембран лейкоцитів або на активність ферментів, 

які формують структуру вуглеводних детермінант адгезивних молекул цих 

клітин. Спрямованість дії агматину зберігалась і за умов ЕЦД. Ми припускаємо, 

що введення агматину тваринам з цукровим діабетом зумовлює посилення 

афінності зв’язування лектину WGA з його комплементарними лігандами, 

внаслідок збільшення кількості сіалоглікокон’югатів і залишків N-ацетил-D-

глюкозаміну у складі поверхневих гліканів лейкоцитів. 

Зміна інтенсивності процесу і способу полімеризації-деполімеризації актину 

в лейкоцитах у разі ЕЦД може вказувати на порушення міграційної здатності цих 

клітин, адже саме актиновий цитоскелет лейкоцитів постійно реорганізовується, 

виступаючи динамічною системою, яка визначає морфо-функціональні зміни у 

клітин. 

За рівнем флюоресценції фалоїдину, який зв’язує F-актин у співвідношенні 

1:1, не зв’язуючи при цьому G-актин, ми оцінили вихідний рівень 

полімеризованого актину в лейкоцитах периферичної крові щурів усіх чотирьох 

досліджуваних груп тварин. Оцифровані результати інтенсивності сигналів 

флюоресцентної мікроскопії на знімках виражали в у.о. Аналізуючи результати 

проведених досліджень, було встановлено, що рівень F-актину в лейкоцитах крові 

за ЕЦД був достовірно вищим порівняно з контролем, що вказує на їхній 

преактивований стан, порушення процесів деполімеризації, зміну структурно-

функціональних властивостей цих клітин у разі діабету і може бути причиною 

зниження їхньої міграційної здатності.  

Після введення агматину у контрольній групі щурів та за умов 

стрептозотоцин-індукованого цукрового діабету спостерігали зменшення рівня 

полімеризованого актину. Такі значення у тварин із ЕЦД на фоні введення 

досліджуваного поліаміну можуть бути зумовлені “зняттям” стану 

преактивованості клітин, інтенсифікацією процесів полімеризації-деполімеризації 

актину, що фіксувалося як зростання вмісту довгих актинових філаментів і, як 

наслідок, відбувається підвищення міграційної здатності клітин. 
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Методом імуноблот-аналізу було визначено загальний вміст актину в 

лейкоцитах кожної із досліджуваних груп. Вміст актину у лейкоцитах 

контрольної групи тварин було прийнято за 100 %. У разі ЕЦД загальний вміст 

актину у лейкоцитах знижувався на 24 % щодо контролю. У тварин з ЕЦД після 

введення агматину спостерігали зростання вмісту актину в сумарній фракції 

лізатів лейкоцитів на 46 % порівняно з ЕЦД. 

Порівняльний аналіз перерозподілу між фракціями актину: філаментами 

цитоскелету, короткими актиновими філаментами та мономерами актину дав 

змогу виявити, що в клітинах контрольної групи тварин полімеризований актин 

домінує щодо мономерів актину у співвідношенні 8 : 2.  

У разі ЕЦД лейкоцити характеризуються високим вмістом коротких 

філаментів та низьким вмістом довгих філаментів цитоскелету порівняно з 

контролем, а вміст полімеризованого актину щодо мономерів актину 

співвідноситься як 9 : 1. Саме високий вміст субмембранних коротких актинових 

філаментів, які розташовуються в кортикальному шарі клітини, зумовлює зміну 

морфології та функції лейкоцитів у разі діабету і є молекулярною основою 

зниження міграційної здатності, оскільки формування виростів мембрани не 

відбувається. 

Після введення агматину співвідношення полімеризованого актину до 

мономерів актину становить 9 : 1 у контролі та 8,5 : 1,5 при діабеті. Отримані дані 

вказують на те, що введення цього поліаміну тваринам діабетичної групи 

спричиняє полімеризації актину цитоскелету лейкоцитів з використанням як 

праймера коротких філаментів актину.  

Оскільки на поверхні лейкоцитів адгезивні молекули і рецептори за 

біохімічною природою є глікокон’югатами з високим ступенем сіалювання, що 

через мембранні структури і сигнальні білки взаємодіють із білками цитоскелету, 

тому динаміку полімеризації-деполімеризації актинових філаментів ми оцінювали 

після тридцяти секунд, однієї та трьох хвилин преінкубації лейкоцитів із 

лектином зародків пшениці (WGA) у нормі та за умов ЕЦД, щоб оцінити 

швидкість передачі сигналу по внутрішній мережі. Після того, як лектин WGA 
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зв’язується з комплементарними глікокон’югатами на поверхні лейкоцитів, 

індукується система трансдукції сигналу від мембрани до цитоплазматичних 

білків, що призводить до активації цитоскелетних структур. 

Лектин WGA взаємодіє зі залишками сіалових кислот і N-ацетил-β,D-

глюкозаміну, які наявні в термінальних позиціях глікопротеїнів і гліколіпідів. 

Авідність зв’язування молекул адгезії з їхніми комплементарними лігандами і, 

відповідно, агрегаційна, адгезивна та міграційна здатність залежить від 

реорганізації цитоскелету лейкоцитів. 

У контрольній групі тварин динаміка стимуляції лектином WGA вказує на 

чітко виражений пік полімеризації актину на 1 хв і його деполімеризацію на 3 хв. 

Очевидно, включення сигнальної мережі, що приводить до реорганізації 

цитоскелету цих клітин, у таких експериментальних умовах відбувалося за 1 хв. 

У тварин з ЕЦД стимулювальний ефект лектину WGA теж викликав 

формування піку полімеризації актину на 1 хв. Зменшення вмісту F-актину в 1,5 

раза на третю хвилину відображає незавершений процес деполімеризації 

актинових філаментів. В діабетичній групі на фоні введення агматину пік 

полімеризації актину спостерігався вже на 30 с стимулювання і відбувався дуже 

стрімкий процес деполімеризації на 1 хв після дії лектину. 

Динаміка перерозподілу вмісту фракцій актину у лізатах лейкоцитів у стані 

спокою (0 хв) і у стані активації (0,5, 1 та 3 хв) вказує на те, що у клітинах тварин 

контрольної групи процес полімеризації актину за умов активації лейкоцитів 

способом преінкубації з лектином WGA, на 0,5 хв інтенсифікується із залученням 

фракції коротких актинових філаментів, а на 1 хв – філаментів цитоскелету. Така 

динаміка полімеризації актину, яка оцінювалася методом імуноблот-аналізу, 

відповідає стану активації цих клітин крові у разі дії стимулювальних чинників.  

В лейкоцитах тварин з ЕЦД на 0,5 хв стимулювання лектином WGA процес 

полімеризації актину інтенсифікується із залученням фракції філаментів 

цитоскелету. У момент активації лейкоцитів, з коротких філаментів актину 

розпочинається полімеризація довгих ниток F-актину, що призводить до 

формування ламелоподій на їхній поверхні. Тому вміст коротких філаментів 
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актину знижується, а вміст актинових мономерів за цих умов не змінювався. У 

лейкоцитах тварин з ЕЦД на 1 і 3 хв після дії лектину WGA рівень F-актину 

фракції філаментів цитоскелету не зазнавали достовірних змін, проте відбувалося 

посилення процесу деполімеризації актину, представленого короткими 

філаментами, внаслідок чого збільшувався вміст мономерів актину з 9 % до 30 % 

на 3 хв впливу лектину WGA. 

У лейкоцитах тварин з ЕЦД на фоні введення агматину динаміка формування 

відповіді на стимулювальний вплив лектину WGA характеризувалася 

інтенсифікуванням полімеризації актину з утворенням фракції філаментів 

цитоскелету вже на 0,5 хв впливу лектину, дуже стрімким процесом 

деполімеризації на 1 хв після дії лектину та повернення показників до рівня 

характерного для вихідного стану у разі дії лектину впродовж 3 хв.  

У лейкоцитах тварин з ЕЦД на фоні введення агматину трансдукція 

лектиніндукованого сигналу через сіалоглікокон’югати і динаміка кількісного 

перерозподілу вмісту фракцій актину вказує на те, що даний поліамін сприяє 

відновленню і підтриманню функціональної відповіді лейкоцитів на активаційні 

сигнали.  

В результаті досліджень кафедри біохімії біологічного факультету 

Львівського національного університету імені Івана Франка було встановлено , 

що за умов гіперглікемії надмірне утворення радикала супероксид-аніона (O2
•−

) у 

результаті автоокиснення глюкози, неензиматичного глікозилювання білків, 

інтенсифікації електронно-транспортного ланцюга мітохондрій, підвищення 

активності ксантиноксидази, НАДФН-оксидази, інших метаболічних процесів та 

надпродукція оксиду нітрогену іNO-синтазою призводять до розвитку 

оксидативно-нітративного стресу. Супероксид-аніон вступає в реакцію з NO. 

Утворюється цитотоксичний пероксинітрит (ONOO
−
) та інтенсифікується 

перекисне окиснення ліпідів. Відбувається зниження рівня відновленого 

глутатіону (GSH) і активності ензимів антиоксидантного захисту. Зростання 

концентрації активних форм оксигену та активних форм нітрогену збільшує 

ймовірність окиснення залишків Cys374 і Met44 у молекулах F-актину. Це 
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призводить до руйнування F-актину цитоскелету, порушуючи локомоторні та 

захисні функції лейкоцитів. 

Агматин попереджає розвиток оксидативно-нітритивного стресу у 

лейкоцитах щурів за умов стрептозотоцин-індукованого діабету, оскільки інгібує 

NO-синтазу, знижуючи надпродукцію NO у лейкоцитах, зменшує інтенсивність 

процесів перекисного окиснення ліпідів, а також сприяє підвищенню активності 

ключових ензимів антиоксидантного захисту. Проявляючи гіпоглікемічний та 

антиоксидантний ефект, агматин сприяє підтриманню концентрації активних 

форм оксигену та активних форм нітрогену у межах фізіологічної норми. Це 

сприяє відновленню балансу між процесами полімеризації і деполімеризації 

актину в лейкоцитах крові. Підтвердженням цього ефекту агматину є виявлене 

нами підвищення вмісту фракції довгих філаментів цитоскелету лейкоцитів 

тварин з ЕЦД. Дослідження механізмів впливу агматину на агрегаційну та 

міграційну здатність лейкоцитів крові при цукровому діабеті є пріоритетними та 

актуальними, а отримані результати можуть сприяти розробці нових підходів у 

створенні препаратів з гіпоглікемічною, антиоксидантною та імуномодуюючою 

дією. 

Ключові слова: експериментальний цукровий діабет, лейкоцити, агматин, 

агрегація, міграція, антиоксидантна система, цитоскелет, актин. 

 

SUMMARY 

Bila I. I. The effect of agmatine on the ability of leukocytes to aggregate and 

migrate under experimental diabetes mellitus. – Qualification scientific work with 

the manuscript copyright. 

The thesis for a PhD degree in biological sciences, specialty 03.00.04 – 

"Biochemistry". – Ivan Franko Lviv National University, Lviv, 2019. 

The dissertation is devoted to the study of the effect of agmatine on the aggregation 

and migration abilities of peripheral blood leukocytes both in control rats and those with 

experimental diabetes mellitus (EDM) by determining changes in oxidative stress indices 

and polymerization-depolymerization processes of actin filaments. 
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It has been revealed that the content of advanced glycation end-products (AGEs) 

decreased by 22 % in leukocytes and increased by 32 % in plasma under experimental 

conditions of diabetes compared with the control group. The injection of agmatine to 

healthy animals did not lead to significant changes in the content of AGEs. Following the 

injection of agmatine to animals with diabetes, there was a decrease in this index in 

plasma by 1.8 times, and a significant increase in the content of glycation products in 

leukocytes almost up to the control values. 

In leukocytes of animals with experimental diabetes, an increase by 1.4 times in the 

number of TBA-positive products was observed compared to control, whereas the 

injection of agmatine to diabetic rats caused the normalization of this indicator to control 

values. Therefore, the effect of the studied polyamine is directed at reducing the intensity 

of lipid peroxidation products accumulation. 

Hyperglycemia under diabetes mellitus also causes an increased formation of 

advanced oxidation protein products (AOPPs). In conditions of diabetes, we observed an 

increase in the content of AOPPs in plasma by about 1.6 times compared with control, 

whereas there were no significant changes in leukocytes. After the administration of 

agmatine to healthy rats the AOPPs level in plasma considerably increased compared 

with the control group, whereas this indicator remained unchanged in leukocytes. There 

were neither changes in the content of oxidation products in leukocytes nor significant 

decrease in their amounts in plasma compared with the diabetic group following the 

administration of agmatine to diabetic animals. However, the administration of agmatine 

to animals with diabetes leads to a decrease in the glucose level to the physiological level, 

thus decreasing the content of AOPPs in plasma. 

The findings from the research indicate that under EDM superoxide dismutase 

(SOD) and catalase activities were significantly reduced in rat blood leukocytes, whereas 

the administration of agmatine to the rats of the control group did not lead to significant 

changes in the activity of the antioxidant enzymes. There was a significant increase in the 

activity of SOD and catalase in leukocytes of animals with EDМ after the administration 

of agmatine compared with the control group. 
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 Glutathione peroxidase (GPO) is an enzyme which oxidizes glutathione restoring 

lipids, hydroperoxides and other organic compounds. Under conditions of diabetes, a 

decrease in the activity of GPO is closely related to the activity of glutathione reductase 

(GR) and the level of reduced glutathione (GSH). It was shown that the injection of 

agmatine to animals with EDМ caused an increase in the activity of the studied enzymes 

as well as an increase in the level of GSH to the control values. The administration of 

agmatine prevents the development of oxidative stress in rat leukocytes under 

streptozotocin-induced diabetes, suppresses the formation of active forms of oxygen, 

reduces the intensity of lipid peroxidation processes and the content of advanced 

oxidation protein products in plasma, and also increases the activity of the antioxidant 

system key enzymes (superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase, glutathione 

reductase). 

Under diabetes mellitus, when WGA lectin was used as an inducer of aggregation 

the degree and rate of leukocyte aggregation increased by 2.0 and 2.4 times respectively, 

compared with the control group. Such changes may be attributed to the presence of 

carbohydrate determinants in the structure of the glycoprotein receptor of leukocyte 

membrans in animals with diabetes type 1 diabetes (in an elevated number compared with 

healthy animals), which contain predominantly N-acetyl-β, D-glucosamine and N-

acetylneuranic fragments in their structures. The features of the glycoconjugates' terminal 

residues of the leukocytes' plasma membrane under the pathology can affect both the 

dynamic and the kinetic parameters of the cell aggregation. In addition, the obtained 

results may be related to the intensification of hybrid type N-glycans synthesis with the 

activated GnTiI-enzyme (N-acetylglucosamine-transferase III). 

After the injection of agmatine to both healthy and diabetic animals the  

enhancement of aggregation properties of peripheral blood leukocytes as were observed, 

which may be explained by the direct action of agmatine either on the state of surface 

glycoconjugates of leukocyte membrane or on the activity of enzymes which form the 

structure of carbohydrate determinants of  adhesive molecules of these cells. The directed 

action of agmatine was also kept under the conditions of EDM. Thus it may be assumed 

that the administration of agmatine to animals with diabetes causes an increase in the 
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affinity of WGA lectin binding to its complementary ligands due to an increase in the 

number of sialoglicoconjugates and residues of N-acetyl-D-glucosamine in the surface 

glycans of leukocytes. 

Changes in the intensity and way of actin polymerization-depolymerization in 

leukocytes under EDМ may indicate the violation of migration capacity of these cells, 

since the actin cytoskeleton of leukocytes is constantly being reorganized, acting as a 

dynamic system that determines morphofunctional changes in the cell. 

The initial level of polymerized actin in rat peripheral blood leukocytes of all the 

four groups was estimated by the level of fluorescence of phalloidine, which binds F-

actin in the ratio of 1: 1 without binding G-actin. The digitized results of the signal 

intensity of fluorescence microscopy were expressed in conditional units. It was found 

that the level of F-actin in leukocytes under EDМ was significantly higher compared to 

the control, which indicates their pre-activated condition, the violation of 

depolymerization processes, changes in structural and functional properties of the cells 

thus decreasing their migration capacity under diabetes mellitus. 

After the injection of agmatine to both the control group of rats and under conditions 

of streptotrozotocin-induced diabetes, a decrease in the level of polymerized actin was 

observed. Such results in animals with EDМ following the injection of the studied 

polyamine may be attributed to the "removal" of the pre-activation state of cells, the 

intensification of actin polymerization-depolymerization, which was recorded as an 

increase in the long actin filaments content, thus increasing the migration capacity of 

cells. 

The total content of actin in leukocytes of each of the studied groups was determined  

by the method of immunoblot analysis.. The content of actin in leukocytes of the control 

group of animals was taken as 100 %. Under EDM, the total content of actin in 

leukocytes decreased by 24 % in comparison with the control. In animals with EDМ, 

after the injection of agmatine, there was an increase of 46 % in the content of actin in the 

total fraction of leukocyte lysates compared to EDМ. 

The comparative analysis of the redistribution of actin fractions among long 

cytoskeleton filaments, short actin filaments and actin monomers allowed  us to find out 



12 
 

that polymerisated actin dominates actin monomers in the cells of the control group of 

animals in the ratio of 8 : 2. 

Under EDМ, leukocytes are characterized by a high content of short filaments and 

and a low content of long cytoskeleton filaments, compared to the control, whereas the 

level of polymerized actin correlates to actin monomers in the ratio of 9 : 1. It is the high 

content of submembrane short actin filaments, which are located in the cortical layer of 

the cell, that causes changes in the morphology and functions of leukocytes under 

diabetes and provides the molecular basis for the reduction of migration capacity, since 

the formation of membrane ramifications does not occur. 

After the injection of agmatine, the polymerized actin dominates actin monomers in 

the ratio of 9 : 1 in the control and 8.5 : 1.5 in the diabetic group of animals 

correspondingly. The obtained results indicate that the administration of this polyamine to 

animals with diabetes induces the actin polymerisation of leukocyte cytoskeleton using 

short actin filaments as the primer.  

        Since adhesion molecules and receptors on the surface of leukocytes are 

glycoconjugates with a high level of sialization by their biochemical nature, which 

interact with cytoskeleton proteins through membrane structures and signal proteins, the 

dynamics of polymerization-depolymerization of actin filaments was evaluated after 

thirty seconds, one and three minutes of leukocyte preincubation with the lectin of wheat 

germs (WGA) in the control and diabetic groups to estimate the signal transmission rate 

over the internal network. After WGA lectin binding to complementary glycoconjugates 

on the surface of leukocytes, the system of signal transduction from the membrane to the 

cytoplasmic proteins is induced, which leads to the activation of cytoskeleton structures. 

WGA lectin interacts with residues of sialic acids and N-acetyl-β, D-glucosamine, 

which are available in terminal positions of glycoproteins and glycolipids. The avidity of 

adhesion molecules bindings to their complementary ligands and, consequently, the 

ability of leukocytes to aggregate, adhere and migrate depends on the reorganization of 

their cytoskeleton. In the control group of animals, the dynamics of leukocytes 

stimulation with WGA lectin indicates a well-defined peak of actin polymerization at 

min. 1 and its depolymerization at min. 3. Obviously, under such experimental conditions 
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the launching of the signaling network, which leads to the reorganization of the 

cytoskeleton of these cells, occurred within 1 min. 

In animals with EDМ, the stimulatory effect of WGA lectin also led to the formation 

of the peak of actin polymerization at min. 1. The reduction of the content of F-actin by 

1.5 times at min. 3 reflects the incomplete process of actin filament depolymerization. In 

the diabetic group against a background of agmatine administration, the peak of actin 

polymerization was observed at sec. 30 of stimulation followed by a very rapid 

depolymerization process at min. 1 of the lectin influence. 

The dynamics of redistribution of actin fractions in leukocyte lysates both in the rest 

condition (min. 0) and the activation state (min. 0.5, 1 and 3) indicates that the process of 

actin polymerisation under leukocytes activation with WGA lectin at min. 0.5 intensifies 

with the recruitment of the short actin filament fraction and at min. 1 - of the cytoskeleton 

filaments in the control animals. Such dynamics of actin polymerization, which was 

evaluated by the method of immunoblot analysis, corresponds to the state of leukocyte 

activation in conditions of stimulatory factors.  

In leukocytes under EDM, actin polymerization process is also intensified with the 

recruitment of the cytoskeleton filament fraction of at min. 0.5 of WGA lectin 

stimulation. As soon as leukocytes are activated, the process of actin polymerization from 

short filaments to long filaments of F-actin begins, which leads to the formation of 

lamellipods on their surface. Therefore, the content of short actin filaments decreases, 

whereas the content of actin monomers in these conditions remains unchanged. In 

leukocytes of animals with EDМ, at min.1 and min. 3 following the action of WGA 

lectin, the level of F-actin of the fraction of cytoskeletal filaments did not undergo 

significant changes. However, there was an increase in the process of depolymerization of 

actin represented by short filaments, resulting in an increase in the content of actin 

monomers from 9 % to 30 % at min. 3 of WGA lectin stimulation. 

In leukocytes of animals with EDМ against a background of agmatine injection, the 

dynamics of the response to the stimulatory effect of WGA lectin was characterized by 

the intensification of actin polymerization with the formation of the fraction of 

cytoskeletal filaments already at min. 0.5 of lectin exposure, a very rapid 
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depolymerization process at min. 1 following the lectin effect and the return of the indices 

to the baseline level within 3 minutes of the lectin action. The reorganization of actin 

cytoskeleton almost reaches the indicators of actin reorganization in activated leukocytes 

in the control group of animals. 

In leukocytes of animals with EDМ against a background of agmatine injection, the 

transduction of the lectin-induced signal via sialoglicoconjugates and the dynamics of 

quantitative redistribution of the content of actin fractions indicates that this polyamine 

helps restore and maintain the functional response of leukocytes to activation signals. 

Therefore, the findings from the research work of the Biochemistry Department of 

the Ivan Franko National University of Lviv reveal that in conditions of hyperglycemia 

excessive formation of radical superoxide anion (O2•-) owing to glucose auto-oxidation, 

non-enzymatic glycosylation of proteins, intensification of the electron transport chain of 

mitochondria, an increase in xanthine oxidase and NADPH-oxidase activities, as well as 

other metabolic processes and over-production of nitrogen oxide by iNO-synthase, lead to 

the development of oxidative-nitrative stress. Superoxide anion reacts with NO, forming 

cytotoxic peroxynitrite (ONOO-) and intensifying lipid peroxide oxidation. There is a 

decrease in the level of reduced glutathione (GSH) and the activity of enzymes of the 

antioxidant defense system. The growth of oxygen and nitrogen active forms increases 

the probability of Cys374 and Met44 residues oxidation in F-actin molecules. This leads 

to the destruction of  F-actin cytoskeleton, affecting the locomotor and protective 

functions of leukocytes. 

Agmatine prevents the development of oxidative-nitrative stress in rat leukocytes in 

conditions of streptotrozine-induced diabetes by inhibition NO synthase, decreasing NO 

overproduction in leukocytes, reducing the intensity of lipid peroxidation processes, and 

also increasing the activity of key enzymes of antioxidant defense. Agmatin exerts 

hypoglycemic and antioxidant effects maintaining oxygen and nitrogen active forms 

concentrations within the limits of the physiological norm. This contributes to the 

restoration of the balance between the processes of polymerization and depolymerization 

of actin in blood leukocytes. The increase in the content of the fraction of long filaments 

of leukocytes' cytoskeleton of animals with EDM confirms  this effect of agmatine. The 
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investigation of mechanisms underlying agmatine's influence on the aggregation and 

migration abilities of blood leukocytes under diabetes mellitus is a high pressing priority 

since the obtained results may contribute to the development of new approaches to the 

development of drugs with hypoglycemic, antioxidant and immunomodulatory effects. 

Key words: experimental diabetes mellitus, leukocytes, agmatine, aggregation, 

migration, antioxidant system, cytoskeleton, actin. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 

 

АОС – антиоксидантна система;  

АФН – активні форми нітрогену;  

АФО – активні форми оксигену;  

БСА – бичачий сироватковий альбумін; 

ГДФ – гуанозиндифосфат; 

ГПО – глутатіонпероксидаза; 

ГР – глутатіонредуктаза; 

ГТФ – гуанозинтрифосфат; 

ДАО – диаміноксидаза; 

ДТНБК (5,5'-дитіобіс-(2-нітробензойна кислота) – реактив Елмана; 

ЕДТА – етилендіамінтетраоцтова кислота; 

ЕЦД – експериментальний цукровий діабет; 

ЗФР – забуферений фізіологічний розчин; 

іNOS – індуцибельна синтаза оксиду нітрогену; 

ІЛ – інтерлейкін; 

ІФН – інтерферон; 

МДА – малоновий діальдегід; 

НАД
 
– нікотинамідаденіндинуклеотид;

 

НАДФН – нікотинамідаденіндинуклеотидфосфат; 

ОС – оксидативний стрес; 

ПААГ – поліакриламідний гель; 

ПОЛ – перекисне окиснення ліпідів;  

СТЦ – стрептозотоцин; 

ТБК – тіобарбітурова кислота; 

ТРФ – фактора росту тромбоцитів; 

ТХО – трихлороцтова кислота; 

ФIФ3 – фосфоінозитолтрифосфат; 
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ФІФ2 – фосфоінозитолдифосфат; 

ФНП – фактор некрозу пухлин;  

AGEs (аdvanced glycation end products) – кінцеві продукти глікації; 

AldDH - альдегід дегідрогеназа; 

AOPPs (advanced oxidation protein products) – кінцеві продукти оксидації білків; 

APS (аmmonium persulfate) – персульфат амонію; 

CОД – супероксиддисмутаза; 

GSH – відновлений глутатіон; 

GSSG – окиснений глутатіон; 

HLA (human leukocyte antigen) – людський лейкоцитарний антиген; 

ICAM-1 (inter-cellular adhesion molecule 1, CD54)  – молекула адгезії; 

MAPK – мітоген-активуючі протеїнові кінази; 

NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated β-cells) ‒ ядерний 

фактор κВ; 

NO – оксид (ІІ) нітрогену;  

PI-3’-К – фосфатидилінозитол-3’-кіназа;  

RAGE (receptor for advanced glycation end products) – рецептор кінцевих продуктів 

глікації; 

SDS (sodium dodecyl sulfate) – додецилсульфату натрію; 

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) – молекула адгезії; 

WASP (Wiskott–Aldrich syndrome protein) – білки родини синдрому 

Віскотта-Олдрича; 

WGA (wheat germ agglutinin) – лектин зародків пшениці. 

 

 

 

 

 

 

https://uk.wikipedia.org/w/index.php?title=HLA_(%D0%B1%D1%96%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D1%96%D1%8F)&action=edit&redlink=1
https://uk.wikipedia.org/w/index.php?title=HLA_(%D0%B1%D1%96%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D1%96%D1%8F)&action=edit&redlink=1
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ВСТУП 

 

Актуальність теми. Цукровий діабет (ЦД) – хвороба, для якої характерна 

наявність метаболічних порушень багатофакторної етіології [210]. Клінічні та 

експериментальні дослідження крові людей, хворих на ЦД та тварин із 

стрептозотоциніндукованим діабетом демонструють значні порушення 

морфофункціонального стану імунокомпетентних клітин крові. Зниження 

здатності до хемотаксису, а також фагоцитарної і бактерицидної активності 

лейкоцитів, що корелює з високим рівнем глюкози в крові, призводять до 

розвитку інфекційно-запальних процесів, ускладнюючи перебіг основного 

захворювання [3]. 

Патогенез дисфункцій клітин крові у разі цукрового діабету 1-го типу є 

складним і недостатньо вивченим. Мікро- і макроангіопатії, які розвиваються за 

умов діабету, поряд із прискореним прогресуванням атеросклерозу, 

супроводжуються порушенням кровообігу, підвищеним тромботичним ризиком і 

є причинами раптової смерті людей, хворих на діабет. Найважливішими 

функціональними змінами, які викликають ангіопатії, є підвищення проникності 

судинних стінок, гемодинамічні розлади, зміни в'язкості крові і дисфункції 

адгезивної, агрегаційної і міграційної здатності лейкоцитів. Всі ці зміни є 

узалежненими від морфофункціонального стану імунокомпетентних клітин [93, 

185, 210]. 

В свою чергу, морфофункціональний стан лейкоцитів узалежнений від 

комплексної взаємодії між білками мембрани, цитоскелетом і мережею 

внутрішньоклітинного сигналювання. Взаємодія мембрана–цитоскелет є 

важливою для підтримання динамічної сферичної форми клітини і 

ремоделювання “архітектури сигналювання” в клітинах імунної системи. У разі 

поляризації клітини ця динамічна взаємодія забезпечує зміну морфології і функції 

клітини та правильний напрям руху під час міграції лейкоцитів [38, 77]. 

Реорганізація актинового цитоскелету в результаті полімеризації-деполімеризації 

актину має важливе значення для здійснення локомоторних функцій лейкоцитів і 
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є ключовим моментом у забезпеченні міграційної здатності імунокомпетентрих 

клітин. 

Однією з причин зміни динаміки процесу полімеризації-деполімеризації 

актину в лейкоцитах крові за умов ЕЦД є розвиток оксидативно-нітративного 

стресу. В умовах стресу надмірне окиснення протеїнів призводить до руйнування 

F-актину цитоскелету, порушуючи локомоторні та захисні функції лейкоцитів [50, 

136, 221]. Надпродукція активних форм оксигену та активних форм нітрогену 

збільшує ймовірність окиснення тіолових груп мономерів тубуліну, а також 

сприяє утворенню дисульфідних зв'язків між α- і β-тубуліном, зменшуючи 

здатність мікротрубочок до полімеризації та порушуючи структуру актину [135]. 

У молекулах F-актину мішенями дії окиснювальних молекул є залишки Cys374 і 

Met44, окиснення яких призводить до деполімеризації актинових філаментів 

[122]. Як показано у дослідженнях кафедри біохімії Львівського національного 

університете імені Івана Франка, розвиток оксидативно-нітративного стресу в 

клітинах периферичної крові за умов ЦД може попередити агматин (4-

амінобутил-гуанідин) – продукт декарбоксилювання L-аргініну [81, 82, 164].  

Відмінною особливістю агматину порівняно з іншими цукрознижувальними 

агентами є те, що однією з його фізіологічних функцій є здатність інгібувати 

активність індуцибельної ізоформи синтази оксиду азоту (іNOS) [43, 81, 116]. 

Агматин в організмі діє як нейротрансмітер і нейромодулятор, є ендогенним 

лігандом для імідазольних рецепторів (І1/І2) і, з меншою афінністю, для α2-

адренорецепторів, N-метил-D-аспартат і серотонінових рецепторів [175]. Одним із 

біологічних ефектів агматину в організмі, що реалізуються рецептор-

опосередкованим шляхом, є здатність впливати на метаболізм глюкози за умов її 

підвищеної концентрації.  Дослідження механізмів впливу агматину на агрегацію 

та міграційну здатність лейкоцитів крові при ЦД є пріоритетними та актуальними, 

а отримані результати можуть сприяти розробці нових підходів у створенні 

препаратів з гіпоглікемічною, антиоксидантною та імуномодуюючою дією. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна 

робота виконана на кафедрі біохімії біологічного факультету Львівського 
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національного університету імені Івана Франка згідно плану науково-дослідної 

роботи кафедри за темою:  “Біохімічні механізми розвитку, діагностики та 

корекції діабетіндукованого оксидативно-нітративного стресу” упродовж 2017-

2019 років (номер держреєстрації 0117U001225).  

Мета та завдання досліджень. Метою даної роботи було дослідження 

впливу агматину на агрегаційну та міграційну здатність лейкоцитів периферичної 

крові щурів у нормі та за умов експериментального цукрового діабету, шляхом 

визначення змін показників оксидативного стресу та процесів полімеризації-

деполімеризації актинових філаментів.  

Для досягнення поставленої мети необхідно було вирішити такі завдання: 

1. Визначити вміст кінцевих продуктів глікації (AGEs) у лейкоцитах та 

плазмі периферичної крові щурів у нормі, за умов ЕЦД та на фоні введення 

агматину. 

2. З’ясувати вплив агматину на стан показників оксидативного стресу у 

лейкоцитах периферичної крові щурів у нормі та за умов ЕЦД, шляхом 

визначення: вмісту ТБК-позитивних продуктів перекисного окиснення ліпідів 

(ПОЛ); вмісту кінцевих продуктів оксидації білків (AOPPs); активності ферментів 

системи антиоксидантного захисту. 

3. Шляхом дослідження WGA-індукованої агрегації клітин, оцінити як 

впливає агматин на функціональний стан лейкоцитів крові щурів у нормі та за 

умов ЕЦД. 

4. Дослідити процеси полімеризації-деполімеризації актину у лейкоцитах 

щурів для оцінки міграційної здатності імунокомпетентних клітин крові у всіх 

досліджуваних групах. 

5. З`ясувати вплив агматину на трансдукцію лектиніндукованих сигналів, які 

передаються через сіаловмісні глікокон’югати мембран лейкоцитів щурів і 

викликають реорганізацію структурних елементів цитоскелету цих клітин у нормі 

та за умов ЕЦД. 
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Обʼєкт дослiдження: агрегаційна та міграційна здатність лейкоцитів 

периферичної крові щурiв у нормі, за умов експериментального цукрового діабету 

та на фоні введення агматину. 

Предмет дослiдження: оксидативно-нітративний та карбонільний стреси, 

процеси полімеризації актину, ферменти системи антиоксидантного захисту 

лейкоцитів, продукти перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ), агрегація лейкоцитів. 

Методи дослiдження: біохімічні (визначення активності ензимів, вмісту 

продуктів перекисного окиснення ліпідів, вмісту відновленого глутатіону, 

продуктів глікації та оксидації білків), молекулярно-біологічні (флюоресцентно-

мікроскопічне дослідження процесу полімеризації актину, вестерн-блот аналіз), 

цитологічні (світлова мікроскопія), статистичні (метод варіаційної статистики із 

використанням критерію Стьюдента). 

Наукова новизна одержаних результатів. З’ясовано вплив агматину на 

окремі показники оксидативно-нітративного стресу в лейкоцитах периферичної 

крові щурів за умов стрептозотоцин-індукованого цукрового діабету у щурів. За 

умов діабету на фоні введення досліджуваного поліаміну спостерігали 

підвищення активності ензимів системи антиоксиданотного захисту – 

супероксиддисмутази, каталази, глутатіонпероксидази, глутатіонредуктази та 

зниження рівня продуктів вільнорадикального окиснення ліпідів порівняно з 

діабетичною групою тварин. Отримані результати вказують на відновлення 

редокс-гомеостазу та балансу ензиматичної ланки антиоксидантного захисту в 

лейкоцитах крові тварин за змодельованої патології на фоні введення агматину. 

Встановлено, що вихідний рівень полімеризованого актину в лейкоцитах за ЕЦД є 

достовірно вищим порівняно з контрольною групою тварин, що вказує на зміну 

структурно-функціональних властивостей і преактивований стан цих клітин у разі 

діабету. У лейкоцитах тварин з ЕЦД на фоні зниження загального рівня актину 

зменшується кількість актинових філаментів цитоскелету, проте зростає вміст 

коротких актинових філаментів. Отримані результати вказують на те, що хоч 

вихідний вміст полімеризованого актину в лейкоцитах у разі ЕЦД знижується, 

проте процес полімеризації актину інтенсифікується. Введення агматину 
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тваринам, хворим на діабет, виявляє коригуючий вплив на полімеризацію актину 

в лейкоцитах. 

З’ясовано вплив досліджуваного поліаміну на агрегаційну здатність 

лейкоцитів, індуковану лектином зародків пшениці (WGA) у нормі та за умов 

діабету. Вперше досліджено вплив агматину на перерозподіл фракцій актину, які 

представлені щільно асоційованими з мембраною філаментами цитоскелету, 

короткими актиновими філаментами цитоскелету і мономерами актину в 

лейкоцитах, після їхньої преінкубації впродовж тридцяти секунд, однієї та трьох 

хвилин із сіалоспецифічним лектином WGA у контрольній групі тварин та за 

умов ЕЦД. Зміни на рівні реорганізації актинового цитоскелету, у результаті 

полімеризації-деполімеризації актину, зумовлені порушенням трансдукції 

лектиніндукованого сигналу через сіаловмісні глікокон’югати мембран 

лейкоцитів, кількість та структура яких за умов ЕЦД є зміненою. 

Практичне значення одержаних результатів. Отримані експериментальні 

дані свідчать про коригуючий вплив агматину як речовини, якій притаманна 

гіпоглікемічна дія, на агрегаційну та міграційну здатність лейкоцитів, зокрема на 

процеси полімеризації актину, стан системи антиоксидантного захисту, процеси 

ПОЛ за умов ЕЦД та вказують на доцільність його застосування в комплексній 

терапії ЦД та корекції ускладнень, що виникають за досліджуваної патології. 

Отримані у дисертаційній роботі дані будуть упроваджені у навчальний процес 

під час викладання спецкурсів “Біохімія крові” та “Функціональна біохімія”, які 

читаються на кафедрі біохімії біологічного факультету ЛНУ імені Івана Франка.   

Особистий внесок здобувача. Дисертантом спільно з науковим керівником 

д. б. н., професором Сибірною Н. О. розроблено план дослідження, проведено 

інтерпретацію та узагальнення результатів, підготовлено публікації до друку. 

Пошук та аналіз наукової літератури згідно теми кандидатської дисертації, 

введення тваринам агматину, основний обсяг експериментальної роботи, 

статистичне опрацювання результатів та написання дисертаційної роботи 

виконано безпосередньо здобувачем. За всебічну допомогу та корисні поради 

здобувач висловлює щиру подяку к. б. н., доц. Бродяк І. В.  
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Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації були 

представлені на Х, XI, ХIV, XV міжнародних наукових конференціях студентів та 

аспірантів «Молодь і поступ біології» (Львів, 2014, 2015, 2018, 2019); ХІ 

Українському біохімічному конгресі (Київ, 2014); 4-ому з’їзді Українського 

товариства клітинної біології з міжнародним представництвом (Ужгород, 2014); 

7-ій міжнародній Вейгелівській  конференції (Львів, 2017), 4-ому щорічному 

регіональному симпозіумі з питань охорони здоров'я (Київ, 2019), а також на 

наукових семінарах кафедри біохімії біологічного факультету та на щорічних 

звітних наукових конференціях біологічного факультету Львівського 

національного університету імені Івана Франка. 

Публікації. За темою дисертації опубліковано 5 статей у фахових наукових 

журналах, одна з них – у закордонному виданні та 10 тез доповідей на 

міжнародних та вітчизняних наукових конференціях, з’їздах, конгресах. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертація містить такі розділи: «Вступ», 

«Огляд літератури», «Матеріали та методи досліджень», «Результати 

досліджень», «Аналіз та узагальнення результатів досліджень», «Висновки» та 

«Список використаних джерел» та «Додаток 1». Дисертацію викладено на 147 

сторінках друкованого тексту і проілюстровано 22 рисунками та 2 таблицями. 

Список літератури включає 230 найменувань. 
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Етіологія, генетичні передумови виникнення та патогенез цукрового 

діабету 1-го типу 

 

Цукровий діабет (ЦД) –  захворювання, яке проявляється розвитком 

хронічної гіперглікемії, що призводить до порушення всіх ланок обміну речовин, 

численних ушкоджень та дисфункції органів. Як причина смерті і за 

розповсюдженістю ЦД займає третє місце в світі після серцево-судинних і 

онкологічних захворювань. За різними джерелами налічується від 120 до 180 млн 

хворих на ЦД, що складає 2–3  % від всього населення планети. За сьогоднішніми 

прогнозами кожні 15 років очікується двократне збільшення числа хворих. 

Актуальність проблеми боротьби з діабетом зумовлена значною поширеністю 

захворювання, тим що він є базою для розвитку складних супутніх захворювань 

та ускладнень, ранньої інвалідності та смертності. ЦД збільшує смертність в 2–3 

рази, підвищує ризик розвитку ішемічної хвороби серця та інфаркту міокарда 

більше ніж у 2 рази, патологію нирок у 17 разів, гангрену нижніх кінцівок у 20 

раз, гіпертонії – більше ніж у 3 рази [13, 34, 42, 73]. 

Виділяють чотири основні типи ЦД: діабет 1-го типу (внаслідок аутоімунної 

деструкції β-клітин, як правило, виникає абсолютна інсулінова недостатність), 

цукровий діабет 2-го типу (виникає через порушення секреції інсуліну на фоні 

резистентності до нього), гестаційний діабет (ЦД, що діагностується під час 

вагітності), а також специфічні типи діабету, пов’язані з іншими причинами, 

наприклад, генетичними дефектами функцій β-клітин або дії інсуліну, внаслідок 

лікарсько-  або хіміко-індукованої зміни (наприклад, при лікуванні ВІЛ/СНІДу 

або після трансплантації органів), а також будь-якими захворюваннями 

підшлункової залози, що характеризуються процесом, який травмує підшлункову 

залозу і може викликати діабет [13, 39, 130, 138]. 

Виникнення цукрового діабету 1-го типу характеризується зменшенням, або 

повною відсутністю гормону інсуліну, причиною чого можуть слугувати різні 

фактори зовнішнього та внутрішнього середовища [59]. Етіологічними факторами 
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розвитку захворювання ЦД 1-го типу можуть бути: 1) віруси (Коксакі В, 

епідемічного паротиту, краснухи, вітряної віспи, кору, цитомегаловірусу, 

реовірусу типу ІІІ); 2) штучне харчування новонароджених сумішами, які містять 

коров’яче молоко (антигенами є пептид бичачого сироваткового альбуміну, β-

лактоглобуліну, β-казеїну); 3) лікарські препарати та хімічні агенти (алоксан, 

стрептозотоцин, вакор, пентимідин [74]); 4) стреси [209]. Однак точні механізми, 

що призводять до аутоімунного руйнування β-клітин при ЦД 1-го типу, досі 

залишаються нез’ясованими. Згідно сучасних уявлень про патогенез 

захворювання, загибель β-клітин може проходити в результаті різних 

патологічних процесів: некрозу та/або апоптозу [72, 124]. 

Початкову фазу розвитку ЦД називають латентним або доклінічним періодом 

хвороби. Ці етапи захворювання можуть протікати безсимптомно, проте деструкція 

β-клітин уже може бути виявлена за появою аутоантитіл. Коли гине 80–95 % 

β-клітин й інсулінова недостатність стає близькою до абсолютної, розвиваються 

важкі метаболічні порушення та настає клінічний період хвороби [21, 34]. 

Генетична схильність до ЦД реалізується завдяки несприятливій комбінації 

нормальних генів, більшість з яких кодують різні стадії аутоімунного процесу. На 

даний час виділено ряд локусів на різних хромосомах, поліморфні алелі яких 

позитивно чи негативно асоціюються з ЦД 1-го типу. Локуси, що визначають 

схильність до діабету, розташовані на різних хромосомах. На найбільшу увагу 

заслуговують 6 та 2 хромосоми, оскільки на них ідентифіковано 7 з 22 відомих на 

сьогоднішній день локусів, які визначають розвиток захворювання. 

Найперспективнішою ділянкою генома людини таких генетичних маркерів є 

головний комплекс гістосумісності – локус HLA, що розміщений на короткому 

плечі 6-ї хромосоми. Гени цієї ділянки визначають швидкість відторгнення 

тканинного трансплантату. Також система HLA виконує в організмі й ряд інших 

важливих функцій, зокрема здійснює генетичний контроль імунної відповіді та 

підтримання нормального гомеостазу [154]. Дві комбінації генів HLA (або 

гаплотипів) мають особливе значення у патогенезі розвитку діабету: DR4-DQ8 і 

DR3-DQ2, присутні в 90 % людей з ЦД 1-го типу [68]. 
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1.1.1. Патофізіологічні механізми розвитку ЦД 1-го типу 

 

Центральний механізм розвитку ЦД 1-го типу полягає в аутоімунному 

руйнуванні β-клітин підшлункової залози, у відповідь на яке, плазматичні клітини 

секретують аутоантитіла до різних антигенів β-клітин, які не беруть 

безпосередньої участі в аутоімунній реакції, але свідчать про наявність 

аутоімунного процесу. Ці аутоантитіла відносяться до класу імуноглобулінів G і 

розглядаються як імунологічні маркери аутоімунного ушкодження β-клітин [17, 

22, 154]. 

Найбільш популярною теорією патогенезу ЦД 1-го типу є теорія, 

запропонована в 1986 р. Г. Ейзенбартом [72]. Згідно з його концепцією, в осіб з 

генетичною схильністю через певний час після впливу зовнішніх чинників 

індукується аутоімунна реакція проти β-клітин острівців Лангерганса, виникає 

клітинно-кероване руйнування цих клітин, що характеризується появою клонів 

аутореактивних Т-лімфоцитів із подальшим руйнуванням острівцевих клітин. 

Запускається каскад біохімічних реакцій за участю цитокінів, макрофагів із 

синтезом окису нітрогену та вільних радикалів [119]. 

Згідно з цією теорією, виділяють шість стадій у розвитку ЦД 1-го типу: 

 перша – визначається генетичною схильністю і проявляється лише у 

половини генетично ідентичних близнюків і в 2 – 5 % сибсів; 

 друга – зумовлена дією факторів навколишнього середовища (вірусна 

інфекція, стрес, переїдання, хімічні фактори); 

 третя – розвиток імунологічних порушень на фоні нормальної секреції 

інсуліну. З’являються імунологічні маркери ЦД 1-го типу – аутоантитіла до 

антигенів β-клітин (ІСА), глютамат-декарбоксилази (GAD) та інсуліну (IAA); 

  четверта – характеризується вираженими імунологічними порушеннями, 

зниженням секреції інсуліну, рівень глікемії при цьому залишається в нормі; 

 п’ята – розвивається після загибелі 80–90 % усієї маси β-клітин; 

 шоста – це абсолютна деструкція β-клітин. 
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Збільшення рівня глюкози і вільних жирних кислоти в плазмі крові, сприяє 

збільшенню рівня активних форм оксигену (АФО), що в свою чергу активує 

шляхи сигналювання процесів запалення, таких як  мітоген-активованої 

протеїнкінази і ядерного фактора-кВ [126, 153, 197].  

Важлива роль в ініціації імунних реакцій, що призводять до деструкції β-

клітин, належить макрофагам. Активація цих клітин за участю ФНП і ІФН-γ 

супроводжується утворенням великої кількості NO та цитокінів. NO, що 

утворюється макрофагами, функціонує як специфічна ефекторна молекула, але 

також може брати участь у деструкції β-клітин. Основна ушкоджуюча дія 

належить NO, який утворюється безпосередньо в острівцевих клітинах за участю 

іNOS. Вільні радикали оксигену, оксиду нітрогену, гідроксильні радикали 

викликають деструкцію β-клітин та денатурацію білків. У результаті чого 

відбувається загибель цих клітин, а денатуровані білки набувають антигенних 

властивостей. Вважається, що природною особливістю β-клітин є їхня вразливість 

до дії вільних радикалів і слабкість системи ферментативного антиоксидантного 

захисту [162]. 

Недостатня кількість iнсулiну при ЦД 1-го типу зумовлює порушення всiх 

ланок обмiну речовин, що призводить до численних ушкоджень і дисфункції 

органів. Відомо, що у м’язовій і жировій тканинах транспорт глюкози 

здійснюється транспортером ГЛЮТ 4 за інсулінозалежним механізмом. При 

інсуліновій недостатності у клітинах виникає енергетичний дефіцит, тим часом як 

глюкоза накопичується в мiжклiтинному просторі. Окрім того, в умовах 

недостатностi iнсулiну посилюються глікогеноліз і глюконеогенез, що призводить 

до наростання глікемії [156, 214].  

Теорія розвитку діабетичних ушкоджень, що виникають внаслідок тривалого 

впливу глюкозотоксичності полягяє у тому, що посилення утилізації глюкози 

шляхом гліколізу та у циклі Кребса призводить до інтенсифікації роботи 

електронтранспортного ланцюга мітохондрій та надмірного утворення радикалу 

супероксид-аніону (O2
•−

). За умов гіперглікемії мітохондріальна 

супероксиддисмутаза (СОД) не справляється з надходженням великої кількості 
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O2
•−

, у результаті чого розвивається оксидативний стрес. При взаємодії O2
•−

 з NO 

утворюється цитотоксична сполука – пероксинітрит (ONOO
–
), який може 

взаємодіяти з рядом молекул у клітині, модифікуючи їхні біологічні функції. Так 

у клітині виникає оксидативно-нітративний стрес, що супроводжується 

інтенсифікацією процесів нітрування протеїнів, перекисного окиснення ліпідів 

(ПОЛ), виникненням розривів ДНК та змінами у клітинному сигналюванні [13]. 

Одним із основних шляхів, залучених у патогенез діабетичних ускладнень, є 

посилення процесів неензиматичного глікозилювання протеїнів, внаслідок чого 

утворюються кінцеві продукти глікації – AGEs (від англ. Advanced Glycation End 

Products). Вони можуть накопичуватись як усередині клітини, так і поза нею. При 

взаємодії AGEs із відповідними рецепторами – RAGEs (від англ. Receptor for 

AGEs), які виявлено в ендотеліальних клітинах, моноцитах, макрофагах, 

відбувається активація цілого каскаду сигнальних механізмів, що призводить до 

утворення та виділення ряду прозапальних цитокінів (ФНП-α, ІЛ-1, ІЛ-6), 

вазоконстрикторів, молекул адгезії (ІСАМ-1, VСАМ-1) та ростових факторів, що 

порушують функцію судин і сприяють розвитку запального процесу та 

атеросклерозу [13, 180]. 

 

1.1.2. Ускладнення цукрового діабету 

 

Поряд з гіперглікемією (зниженням утилізації глюкози, внаслідок нестачі 

секреції інсуліну або зниження його біологічної дії в тканинах-мішенях) при ЦД 

виявляють і інші обмінні порушення: гіперліпемія, гіперлактацидемія, 

гіперкетонемія. Гіперліпемія обумовлена підвищеним ліполізом, під впливом 

гормонів (катехоламіни, глюкагон і ін.) і проявляється збільшенням вмісту 

холестерину, фосфоліпідів, неестерифікованих жирних кислот, тригліцеридів і 

ліпопротеїдів. Гіперлактацидемія пов'язана з надмірним надходженням лактату з 

скелетних м'язів, нирок, легень, що призводить до зміни співвідношення 

піруват/лактат. Печінка при діабеті не в змозі утилізувати, тобто перетворити в 

глікоген, таку підвищену кількість лактату, що і призводить до збільшення його 
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рівня в крові. Підвищений ліполіз і збільшене надходження ліпідів в печінку, де 

вони посилено окиснюються, призводять до збільшення утворення кетонових тіл і 

гіперкетонемії. Утворений в процесі окиснення жирних кислот ацетил-КоА при 

нестачі інсуліну менше окиснюється і перетворюється в ацетоацетил-КоА, а потім 

в β-гідросибутират і ацетон, створюючи стан, що називається – діабетичним 

кетоацидозом [19]. 

Гіперглікемія – одна з основних причин біохімічних порушень, що лежать в 

основі змін судинної стінки, а саме підвищує її проникність, дозволяючи білкам 

плазми виходити в екстравазальний простір [139].  

Підвищений рівень глюкози є причиною глікозилювання білків і 

накопичення кінцевих продуктів глікації (AGEs), які є первинним ініціюючим 

моментом, що запускає каскад послідовних реакцій в стінці судин і призводить до 

морфологічних і структурних змін [103]. При взаємодії з рецепторами 

ендотеліальних клітин AGEs сприяють підвищеному синтезу в них ендотеліну-1, 

який є потужним фактором розвитку тромбозу. При цьому в ендотеліальних 

клітинах знижується синтез простацикліну. Поряд з цим під впливом накопичення 

AGEs в тромбоцитах збільшується синтез тромбоксану. Змінюється 

співвідношення простацикліну і тромбоксанів у бік збільшення останніх, що 

також є додатковою причиною порушення мікроциркуляції, підвищеного 

тромбоутворення і як наслідок розвивається так званий синдром дифузного 

внутрішньосудинного зсідання [14, 95].  

Крім цього, додатковим компонентом, який бере участь в патогенезі 

судинних змін (особливо в великих судинах) при ЦД, є порушення ліпідного 

обміну. Останнім часом замість терміну гіперліпідемія, при ЦД, запропонований 

термін дисліпідемія. Підвищення рівня холестеролу, ліпопротеїдів низької, дуже 

низької і середньої щільності, тригліцеридів, порушення обміну аполіпопротеїнів, 

порушення перекисного окислення ліпідів і надмірне утворення високотоксичних 

гідропероксидів, вільних радикалів також сприяють значним змінам, що 

відбуваються в судинній стінці [1, 213]. 
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1.2. Структура та функціональні властивості лейкоцитів у нормі та за умов 

ЦД 1-го типу 

 

1.2.1. Загальна характеристика та функції лейкоцитів 

 

Провідну роль у формуванні імунітету відіграють клітини крові – лейкоцити, 

які походять від гемопоетичних стовбурових клітин (клітини-попередники) 

кісткового мозку і в залежності від цього поділяються на 2 лінії: лімфоїдну (Т- та 

В-лімфоцити) і мієлоїдну (нейтрофіли, базофіли, еозинофіли, моноцити, 

макрофаги) [111]. 

Лейкоцити поділяють на гранулоцити та агранулоцити. Для всіх без винятку 

гранулоцитів характерна висока лабільність клітинної поверхні, що зумовлено 

низьким поверхневим від'ємним зарядом, що полегшує утворення псевдоподій, 

без чого неможливий фагоцитоз. Гранулоцити становлять 50–70 % усіх 

лейкоцитів крові. До них належать нейтрофіли, еозинофіли та базофіли. Основна 

функція нейтрофільних гранулоцитів полягає у фагоцитозі бактерій, із наступною 

дією на них своїми лізосомальними ферментами (протеазами, пептидазами, 

оксидазами, дезоксирибонуклеазами). Еозинофіли, в свою чергу, виявляють 

фагоцитарну і бактерицидну дію. Ці клітини крові зменшують концентрацію 

біологічно активних сполук, що виникають внаслідок розвитку алергічних 

реакцій, продукують фермент гістаміназу, який протидіє секреції гістаміну 

базофілами при різних алергічних станах, паразитарних та аутоімунних 

захворюваннях. Базофільні гранулоцити містять гепарин (запобігає зсіданню 

крові), гістамін (розширює капіляри), гіалуронову кислоту (впливає на 

проникність судинної стінки), фактор активації тромбоцитів, тромбоксани 

(сприяють агрегації тромбоцитів), лейкотрієни і простагландини. Базофільні 

гранулоцити здатні до фагоцитозу, разом з еозинофілами беруть участь в 

алергічних реакціях, а також обміні гепарину та гістаміну [35] 

Агранулоцити – це лімфоцити і моноцити (мононуклеарні лекоцити). 

Лімфоцити – центральна ланка імунної системи. Вони формують специфічний 
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захист, є носіями імунної пам'яті, відповідають за вироблення і транспортування 

антитіл. Функціонально Т-клітинну популяцію лімфоцитів визначають як 

систему, що відповідає за клітинний імунітет, при якому антигени розпізнаються 

сенсибілізованими лімфоїдними клітинами, а не антитілами сироватки. Головна 

функція популяції В-лімфоцитів полягає у формуванні специфічного 

гуморального імунітету.  

Моноцити (макрофаги) беруть участь у формуванні імунної відповіді 

організму, процесу запалення, посилюють регенерацію тканин, протипухлинний 

захист та регуляцію гемопоезу [8, 111]. 

 

1.2.2. Порушення функціонального стану лейкоцитів за умов цукрового 

діабету 

 

За умов діабету зміни у загальній кількості лейкоцитів, їхньому 

співвідношенні та функціональних властивостях є наслідком активації імунних 

процесів і можуть виступати причинами схильності хворих на ЦД до 

інфекційно-запальних процесів [104, 115].  

При діагностиці порушень імунної системи за умов різних патологій 

досліджують стан фагоцитуючих клітин (моноцитів та нейтрофілів) [204]. 

Функціональний стан нейтрофілів є одним з найважливіших факторів 

неспецифічної резистентності організму. Нейтрофіли, що циркулюють у крові в 

разі розвитку в організмі стрес-синдрому, беруть участь у генералізованих 

каскадних гуморальних реакціях, спрямованих на підтримання відповідних 

реологічних властивостей крові, тому їх можна розглядати як одну із 

стреслімітуючих систем організму [24]. Порушення фагоцитозу у хворих на ЦД 

пов'язані з порушенням метаболізму ліпідів і арахідонової кислоти, дефіцитом 

енергетичного забезпечення клітин [20].  

За умов ЦД лейкоцити характеризуться підвищеною адгезивною здатністю 

до ендотелію судин. До патогенетичних механізмів, які порушують адгезію білих 

клітин крові, належать підвищений рівень молекул клітинної адгезії на поверхні 
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ендотеліальних клітини, а також зміни самих лейкоцитів. Так, збільшення 

жорсткості мембрани та зниження здатності лейкоцитів до деформації може 

викликати пошкодження капілярів. Невеликий діаметр просвіту судин, посилення 

адгезії лейкоцитів до стінки ендотелію призводить до їхнього захоплення у 

капілярах (лейкостаз) і посилення судинної оклюзії, що є важливим моментом у 

розвитку діабетичних мікроангіопатій [45, 60]. 

За умов ЦД нейтрофіли є одним із основних джерел активних форм оксигену 

(АФО) в організмі. Ймовірно, цей процес ініціюється через 

протеїнкіназа C-опосередковану активацію НАДФН-оксидази у відповідь на 

хронічну гіперглікемію, а також є результатом стимуляції ФНП-α. НАДФН-

оксидаза є багатокомпонентним, асоційованим із мембраною ензимом, який 

каталізує одноелектронне відновлення кисню до супероксид-аніону з 

використанням НАДФН як донора електронів. Локальне вивільнення 

захопленими лейкоцитами АФО, зокрема O2
•-
, може потенційно призводити до 

пошкодження ендотеліальних клітини та прилеглих тканин [83, 184]. 

 

1.2.3. Трансендотеліальна міграція лейкоцитів 

 

Важливою характеристикою прояву функціональної активності лейкоцитів є 

їхній вихід із судин (діапедез) в місця, де відбувається розвиток інфекції. У 

процесах міграції лейкоцитів у вогнище запалення виділяють кілька етапів:  

1) Адгезія лейкоцитів до ендотелію судин, що зумовлена групою мембранних 

білків лейкоцитів та ендотеліальних клітин, які отримали назву молекул клітинної 

адгезії.  

2) Трансендотеліальна міграція. Нейтрофіли і моноцити проходять через 

міжендотеліальні проміжки амебоподібним способом, випинаючи свої псевдоподії 

у простір між ендотеліоцитами. Лімфоцити здатні долати ендотелій 

трансцелюлярно, тобто проходити прямо через цитоплазму клітин  судинної 

стінки, не ушкоджуючи їх. Проходження лейкоцитів крізь базальну мембрану 

пов'язують з двома механізмами. Перший з них ґрунтується на явищі тиксотропії: 
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при контакті лейкоцитів з базальною мембраною її колоїди переходять зі стану 

гелю в стан золю (мембрана розріджується). Лейкоцит легко проходить через золь, 

"чіпляючись" своїми інтегриновими молекулами за сполучнотканинні елементи 

(фібронектин,  ламінін, колаген), після цього золь знову  перетворюється у щільний 

гель. Другий механізм полягає у вивільненні лейкоцитами нейтральних протеаз 

(колагенази, еластази, желатинази) – ферментів, що здійснюють розщеплення 

структурних компонентів базальної мембрани [69]. 

 3) Хемотаксис. Після проходження через судинну стінку  лейкоцити 

рухаються у тканині до епіцентру запалення, що відбувається під впливом 

хемоатрактантів [125]. 

4)  Здійснення захисних функцій лейкоцитів у вогнищі запалення. Цей етап 

міграції є завершальним, саме він визначає дальший перебіг запального процесу. 

Здійснення міграції лейкоцитів відбувається за участю трьох типів молекул 

клітинної адгезії: селектинів, інтегринів, білків сімейства імуноглобулінів 

(рис. 1.1). 

 

Рис. 1.1. Міграція лейкоцитів за участю молекул адгезії. 

 

Селектини (L-, P-, E-селектини) є трансмембранними білками. Вони 

специфічно зв'язують олігосахариди, що входять до складу багатьох поверхневих 
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глікопротеїнових молекул. Із селектинами пов'язана рання, оборотна адгезія 

лейкоцитів, яка завершує власне маргінацію (значне уповільнення руху 

лейкоцитів та їхню зупинку) і започатковує остаточне прилипання, зумовлене 

двома іншими сімействами адгезивних білків. 

Інтегрини – це трансмембранні білки, молекули яких складаються з двох 

ланцюгів – α і β. α-Ланцюг має однакову структуру у всіх інтегринів, а будова 

β-ланцюга різна і зумовлює існування великої кількості підвидів цих молекул. 

Для здійснення адгезії лейкоцитів найбільше значення мають лейкоцитарні 

інтегрини (LFA-1, p150, MO-1), які взаємодіють з відповідними 

імуноглобуліноподібними молекулами ендотеліальних клітин. 

Білки сімейства імуноглобулінів, що містяться на поверхні ендотеліоцитів 

(ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1), беруть участь у здійсненні адгезії лейкоцитів, 

специфічно зв'язуючись з відповідними інтегринами клітин [75]. 

Черговість експресії молекул адгезії на поверхні епітеліальних клітин впливає 

на фази міграції лейкоцитів у вогнище запалення. Так, рання експресія 

Е-селектинів на поверхні ендотеліальних клітин забезпечує адгезію до них 

нейтрофілів. Для лімфоцитів та макрофагів, які другими за чергою з’являються в 

зоні запалення, важливу роль відіграє експресія на їхній поверхні молекул 

β2-інтегринів (LFA-1, CR3), які зв’язуються з ендотеліальними адгезинами ICAM-1 

і ICAM-2. Такий механізм забезпечує чітку черговість міграції лейкоцитів через 

ендотелій судин та поетапну появу різних клітин у вогнищі запалення [197]. 

Лейкоцити, які вийшли з кровотоку втрачають молекули адгезії та 

експресують нові молекули – рецептори для хемотактичних факторів. У 

міжклітинному матриксі переміщенню лейкоцитів сприяють адгезивні молекули з 

групи β2-інтегринів, які отримали назву «дуже пізні» інтегрини (VLA - very late 

antigen). Ця група адгезинів включає молекули для взаємодії з колагеном (VLA-2 і 

VLA-3), ламініном (VLA-3 і VLA-6), фібронектином (VLA-3, VLA-4 і VLA-5) 

тощо. Тобто, названі структури служать рецепторами до того субстрату, з яким 

лейкоцити будуть взаємодіяти в процесі руху в міжклітинному середовищі. 

Скерованість руху лейкоцитів визначається поступовим зростанням концентрації 
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різних хемотаксичних речовин в міру наближення до вогнища запалення [62]. 

Роль хемоатрактантів виконують наступні речовини: 1) продукти життєдіяльності 

чи деструкції мікроорганізмів (ліпополісахариди, токсини, фрагменти 

нуклеїнових кислот); 2) N-формілметіонінові пептиди – синтезуються 

мікроорганізмами; 3) цитокіни (IL-1β), лейкотрієн В4, сАМР, гістамін, С-

реактивний білок); 4) компоненти комплементу С3а і С5а; 5) продукти розпаду 

імуноглобулінів; 6) ушкоджені та денатуровані білки; 7) ферменти білків системи 

зсідання крові (тромбін, фібрин); 8) хемокіни – активні хемоатрактанти, які 

відносяться до цитокінів (α- і β-хемокіни, відрізняються різним розміщенням 

залишків цистеїну біля N-кінця молекули). На мембранах мігруючих лейкоцитів 

експресуються рецептори для хемоатрактантів, при взаємодії яких з відповідними 

лігандами клітина отримує активаційні сигнали для скерованого руху [63]. 

Хемоатрактанти зв'язуються зі специфічними рецепторами клітинної 

поверхні і, в основному, активують G-білки в лейкоцитах. [89, 110, 158]. Клітини 

використовують різні рецептори, щоб розпізнавати хемоатрактанти. Спільною 

рисою хемотактичних рецепторів є використання малих G-білків суперсімейства 

Ras і PІ-3'-кінази для підвищення рівня фосфоінозитолтрифосфату (ФIФ3) на 

лідерному кінці клітини [69, 157].  

Активація PI-3'-кінази G-білками призводить до збільшення продукування 

сигнальних ліпідів фосфоінозитолтрифосфату (ФІФ3) і фосфоінозитолдифосфату 

(ФІФ2). Встановлено, що лейкоцити належать до клітин, які мають найвищий 

стимул-залежний рівень продукції цих ліпідів. Для лейкоцитів характерна 

наявність кількох ізоформ PI-3'-кіназ – α, β, γ і δ [35, 44, 205]. Центральне місце 

серед ефекторів РІ-3’-кінази займають мітоген-активовані сигнальні білки 

(протеїнкіназа С, фосфоінозитолзалежні кінази, малі G-білки, МАР-кінази), що 

активуються або при взаємодії з ліпідними продуктами реакції PI-3’-кінази, або 

через РI-3’-кіназа-залежне фосфорилювання білків [48, 163, 191].  

У перші години у зоні запалення переважають нейтрофіли, потім – протягом 

наступних 24–48 год – основним клітинним компонентом інфільтрату  стають 
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моноцити. Тільки через кілька діб від початку запалення у тканину  мігрує значна 

кількість лімфоцитів [89, 200]. 

Таку послідовність міграції лейкоцитів можна пояснити різним часом появи 

на поверхні лейкоцитів та ендотелію молекул клітинної адгезії, а також різною 

динамікою змін концентрації речовин-хемоатрактантів, що вибірно стимулюють 

хемотаксис різних видів лейкоцитів [125]. 

 

1.3. Реорганізація актинового цитоскелету лейкоцитів як основа руху 

клітини 

 

Реорганізація актинового цитоскелету у результаті полімеризації-

деполімеризації актину має важливе значення для здійснення локомоторних 

функцій лейкоцитів і є ключовим моментом у забезпеченні їхньої міграційної 

здатності [158, 230]. Найважливішими функціональними змінами лейкоцитів за 

умов ЦД 1-го типу, які викликають ангіопатії, є підвищення проникності судинної 

стінки, гемодинамічні розлади, зміни в’язкості крові і дисфункція адгезивної, 

агрегаційної і міграційної здатності лейкоцитів [216].  

Морфофункціональний стан лейкоцитів узалежнений від комплексної 

взаємодії між білками мембрани, цитоскелетом і мережею внутрішньоклітинного 

сигналювання. Взаємодія мембрана-цитоскелет є важливою для підтримання 

динамічної сферичної форми клітини і ремоделювання “архітектури 

сигналювання” в клітинах імунної системи. У разі поляризації клітини ця 

динамічна взаємодія забезпечує зміну морфології і функції клітини та правильний 

напрям руху під час міграції лейкоцитів [38, 77]. Під час руху клітини 

полімеризація актину та формування ламелоподії відбувається дуже швидко – до 

1  мкм/с. За таких умов сотні субодиниць актину за секунду видаляються від 

актинових філаментів на відстаючому кінці і приєднуються на лідерному 

(ростучому, від’ємно зарядженому) кінці. Формування пучків актинових 

філаментів діаметром 0,1-0,2 мкм і довжиною декілька мікрометрів призводять до 

утворення на мембрані виступів, ініціюючи переміщення лейкоцитів [77, 185]. 
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1.3.1. Молекулярні механізми процесу полімеризації актинових 

філаментів лейкоцитів 

 

Актин присутній у клітині як у формі мономерного білка з молекулярною 

масою 42 кД, так і у вигляді довгих ниток і їх пучків, які зв’язані з іншими 

елементами цитоскелету та мембранами органел. Мономери актину мають 

грушеподібну форму і при їх полімеризації виникає спірально закручена 

поляризована нитка з «гострим» (мінус) і «тупим» (плюс) кінцем [181].  

Утворення мембраних псевдоподій на передньому кінці клітини є першим 

етапом руху лейкоцитів і відбувається за участі АТФ-залежної 

полімеризації-деполімеризаці актинових філаментів. Зв’язані з АТФ мономери 

актину приєднуються до так званих «тупих» кінців філаментів, що розташовані 

ближче до мембрани [199]. Полімеризація актину відбувається на «тупому» 

(плюс) кінці філамента, а деполімеризація – з боку «гострого» (мінус) кінця. 

Будівельним матеріалом, що використовується для видовження актинової нитки, є 

мономери актину, що містять в своєму складі молекулу АТФ. Після вбудовування 

в мікрофіламенти мономери актину набувають здатності гідролізувати АТФ до 

АДФ і неорганічного фосфату. Таким чином, мономери актину, розташовані в 

різних ділянках актинової нитки, містять в своєму складі або АТФ, або АДФ і 

неорганічний фосфат, або тільки АДФ. Міцність контакту сусідніх мономерів 

актину залежить від того, який нуклеотид знаходиться в активному центрі актину. 

Мономери актину, які містять в своєму складі АТФ, міцніше взаємодіють один з 

одним, ніж ті, що містять в своєму складі АДФ (рис. 1.2) [12]. 

Особлива група білків, що отримала назву факторів деполімеризації актину 

(ФДА або ADF, actin depolymerizing factors), а також білок кофілін здатні 

взаємодіяти з тією частиною актинового філамента, яка містить мономери актину, 

насичені АДФ. Зв'язування ФДА або кофіліну з мономером актину в складі 

мікрофіламента супроводжується невеликим поворотом мономерів актину один 

щодо одного [181]. При цьому послаблюються контакти двох сусідніх мономерів і 

зростає ймовірність розриву актинового філамента або дисоціації мономера 
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актину з «гострого» кінця актинового філамента. Дисоційовані з «гострого» кінця 

мономери містять в своєму складі АДФ і не здатні вступати в реакцію 

полімеризації до тих пір, поки не обміняють АДФ на АТФ. Кофілін і фактори 

деполімеризації актину перешкоджають обміну АДФ на АТФ. Після дисоціації 

комплексу актин-кофілін та актин-ФДА, що здійснюється за участю спеціальних 

протеїнкіназ, в клітині накопичуються мономери актину, що містять АДФ, які 

взаємодіють з профіліном (низькомолекулярний білок), що прискорює процес 

обміну АДФ на АТФ. Внаслідок всіх цих реакцій в клітині накопичується 

комплекс АТФ-актин-профілін, після дисоціації якого мономерний актин, що 

містить в своєму складі АТФ, вступає в реакцію полімеризації і набуває здатності 

вбудовуватися в мікрофіламенти з боку «тупого» (плюс) кінця (рис. 1.2) [12]. 

 

 

 

Рис 1.2. Динаміка формування ниток актину у клітині. 
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Актинові філаменти є дуже динамічною структурою. На одному кінці 

актинового філамента відбувається процес полімеризації, а на іншому кінці нитки  

процес деполімеризації актину. Швидкість полімеризації і активність псевдоподій 

залежать від доступності і локальної концентрації мономерного актину, кількості 

і активності його регуляторів [12]. 

Відомі три основні групи цитоплазматичних білків, які підтримують пул 

актинових мономерів [148]. Профілін – прискорює елонгацію і активує нуклеацію 

ниток актину. Кофілін прискорює деполімеризацію актину з «гострих» кінців і може 

розрізати філаменти (рис 1.2). β-тимозин є постачальником мономерного актину.  

В активному стані кофілін, зв'язуючись з актиновими мікрофіламентами, 

сприяє їхньому руйнуванню. При цьому зменшується кількість стрес-фібрил, які 

відповідальні за підтягування заднього краю клітини при русі. З іншого боку, при 

руйнуванні актинових мікрофіламентів відбувається збільшення вільних кінців 

актину, що призводить до інтенсивнішого випинання  переднього краю клітини, 

що мігрує [172]. 

Фосфорилювання під дією LIM-кінази (LIMK) призводить до інактивації 

кофіліну. Фосфатази відщеплюють від молекули білка залишок фосфату (Р) і 

переводять його знову в активний стан [189]. 

Вільні від’ємно заряджені кінці актинових філаментів, на яких відбувається 

подовження ниток актину, виникають декількома способами: видаленням 

кеп-білків, які у приєднаному стані на ростучих кінцях актину блокують процес 

полімеризації; деполімеризацією фрагментів актину, які утворюються внаслідок 

роз’єднання нековалентних зв’язків між мономерами актину в межах актинових 

філаментів, що призводить до утворення коротших ниток з вільними від’ємно 

зарядженими кінцями; утворенням de novo олігомерів актину [188].  

Наростаючий філамент впирається в клітинну мембрану та постійно 

флуктуює і періодично утворюється проміжок між мембраною і кінцем 

філамента. Коли цей проміжок дозволяє, в нього вбудовується новий мономер 

актину і, не даючи мембрані повернутися на колишнє місце, рухає її вперед. Ця 
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модель поєднює рух мембрани з полімеризацією актину, і узгоджується з 

більшістю експериментальних досліджень [172]. 

Динамічні актинові філаменти утворюють суцільну мережу, яка регулюється 

актин-зв'язувальними білками. В результаті їхньої дії на периферії клітини 

з'являються різні за формою та структурою виступи. Ламела на периферії 

переходить в ламелоподію, яка є тоншою. Погано закріплена ламелоподія формує 

мембранні складки (або рафли від англ. ruffles), що не прикріплюються до 

субстрату. Наявність рафл на поверхні мембан клітин свідчить про 

преактивований стан лейкоцитів [37]. 

Філаменти актину ламелоподій мають здатність латерально взаємодіяти між 

собою з утворенням пальцеподібних виростів – мікрошипів і філоподій. 

Ламелоподії містять дуже щільну розгалужену сітку актину. У ламелоподіях 

актинові філаменти, головно, орієнтовані з гострих кінців (позитивно заряджених) 

до краю клітини, а полімеризація актину генерує силу, яка штовхає мембрану 

вперед, створюючи передумови для нових адгезивних контактів лейкоцита за 

участю філоподій з ендотелієм [54]. 

 Філоподії утворюються зі щільно укомплектованих паралельних ниток актину 

(10 або більше), гострі кінці яких спрямовані в бік мембрани. Групування ниток 

актину опосередковується білком-зшивачем – фасцином. Поляризований характер 

ниток актину дає змогу руховим білкам активно транспортувати мономери актину 

до кінців філоподій, посилюючи локальну полімеризацію актину [40, 54]. 

У разі дії стимулювальних чинників лейкоцити активуються, внаслідок чого 

відбувається швидка полімеризація актинових філаментів із наявних у клітині 

мономерів G-актину [57]. Димери і тримери актину не є стійкими, і тому, щоб 

формування нових актинових філаментів продовжувалося, до них приєднуються 

фактори ініціації утворення ядер нових актинових ниток. Також для швидкої 

полімеризації актину мають бути наявні вільні від’ємно заряджені кінці 

актинових філаментів. Формування стабільних адгезивних структур внаслідок 

полімеризації актину, призводить до утворення кометоподібних актинових 

хвостів, які асоціюються з інтегринами на передньому кінці лейкоцита й 
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індукують кластеризування β1-інтегринів, внаслідок чого на поверхні клітини 

формуються актинові складки в ділянці ламелоподій і філоподій [56, 85]. 

Форма, розмір і загальна швидкість утворення псевдоподій залежать від 

кількості вільних «тупих» кінців актину та швидкості його полімеризації. 

Кількість філаментів зростає, в основному, завдяки нуклеації та утворення 

філаментів de novo і, меншою мірою, завдяки розрізанню існуючих філаментів. 

Нуклеація є термодинамічно невигідною для клітини. Для її прискорення та 

регуляції клітина використовує спеціальні білки: формін, Spire та Arp 2/3. 

Оскільки форміни виконують також кепуючу функцію, а Arp 2/3 – забезпечує 

галуження, ці білки слугують головними регуляторами динаміки актину при русі 

клітин [54]. 

Характерною ознакою формінів є наявність двох доменів (англ. Formin 

Homology domain) – FH1 та FH2. Безпосередню участь у нуклеації бере домен 

FH2, і його достатньо для цього процесу. Форміни активні як гомодимери, у 

складі яких їхні FH2 домени утворюють кільце, що охоплює дві молекули актину. 

Така конформація білка називається «закритою» і вона перешкоджає додаванню 

нових субодиниць до мікрофіламенту. Проте формін може переходити у 

«відкриту» конформацію, яка сприяє полімеризації «тупого» кінця нитки актину 

(рис 1.3). 

 

 

 

Рис. 1.3. Полімеризація актину за участю форміну. 
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FH1 домен є необхідним для процесу нуклеації за участю формінів, оскільки 

пришвидшує цей процес, як і полімеризацію. Він містить багаті на пролін 

послідовності, які забезпечують зв'язування із профіліном – білком доставки 

мономерного актину.  

Ще одним класом білків, що забезпечують нуклеацію мікрофіламентів – 

родину WH2 нуклеаторів, характерною ознакою яких є наявність кількох доменів 

WH2 (англ. WASP Homology 2). Одним із найкраще вивчених білків цієї родини є 

Spire ссавців. Білок Spire містить чотири домени WH2, кожен з яких може 

взаємодіяти із мономерним актином і, таким чином, забезпечувати нуклеацію, 

утворюючи і стабілізуючи ядро із чотирьох мономерів. Ці білки активуються 

фосфатидінозитолтрисфосфатом (ФIФ3). 

На відміну від форміну і Spire, які беруть участь у нуклеації лінійних 

філаментів актину, Arp 2/3 забезпечує розгалуження актинових філаментів під 

кутом 70°. Він складається із семи субодиниць, за двома із яких – Arp 2 та Arp 3, 

ця структура і отримала свою назву (рис. 1.4). Білки Arp 2 та Arp 3 приблизно на 

45 % ідентичні актину. Решта п'ять субодиниць називаються Arpc 1-5. Механізм 

дії комплексу Arp 2/3 полягає у тому, що білки Arp 2 та Arp 3 імітують димер 

актину, і після приєднання ще однієї молекули актину стають ядром полімеризації 

[98].  

  

 

Рис. 1.4. Полімеризація актину за участю комплексу Arp 2/3. 
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Arp 2/3 комплекс спочатку неактивний і активується при зв'язуванні з 

білками WASP або Scar (suppressor of cAMP receptor)/WAVE (WASP (Wiskott-

Aldrich syndrome protein)-family verprolin homology protein), які передають сигнал 

від хемотактичних рецепторів.  У свою чергу, вони регулюються білками, які 

сприймають і передають інформацію від поверхневих рецепторів, а саме малими 

ГТФ-азами родини Rho: Rac і Cdc42 регулюють, відповідно, ламелоподії і 

філоподії, а Rho-білок – утворення стрес-фібрил і міозин-залежну скоротливість  

[199].  

У разі рецептор-залежної активації Arp 2/3 беруть участь WASP, Scar/WAVE, 

кортактин та інші регулятори актину. Активація WASP відбувається при 

зв’язуванні Cdc42 і ФIФ2 на плазматичній мембрані завдяки припинення 

автоінгібування і переходу у відкриту конформацію (рис. 1.5). В активації WASP 

беруть участь й інші сигнальні білки, усі вони містять SH3-домени і зв’язуються з 

пролін-багатими послідовностями WASP [183, 219]. 

 

 

Рис. 1.5. Структура і полімеризація актину на передньому краї клітинних 

виростів. Схема активації актину за дії WASP (Wiskott-Aldrich syndrome family 
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protein), Arp 2/3 (Actin-Related Proteins, Arp 2/3 complex), Cdc42 (Cell division 

control protein 42 homolog) і ФIФ2 (фосфатидилінозитолбіфосфат) [5]. 

Крім WASP, полімеризацію актину регулюють білки WAVE/Scar. На відміну 

від WASP, вони не піддаються автоінгібуванню і активуються у складі білкового 

комплексу. Їхнім основним регулятором також є мала ГТФ-аза Rac [193]. Білки 

сімейства WAVE/Scar містять характерний домен гомології WAVE/Scar (WHD), а 

також VCA домен, який забезпечує цим факторам здатність активувати Arp 2 / 3 

та ініціювати відгалуження актину [172].  

Отже, переміщення лейкоцитів є динамічним, багатоетапним, каскадним 

процесом, який потребує активації різноманітних адгезивних молекул і 

сигнальних шляхів, а також перебудови актинового цитоскелету [188, 218]. 

 

1.4. Виникнення оксидативного, нітративного та карбонільного стресів за 

умов ЕЦД 

 

Серед окисно-відновних реакцій, що відбуваються при ЦД, особливу роль 

відіграють вільно-радикальні реакції, при яких в результаті метаболічних 

процесів утворюються пероксидні сполуки. Ініціаторами утворення таких сполук 

зазвичай є вільні радикали, молекули чи фрагменти молекул, які мають в одному 

із атомів кисню неспарений електрон. Активні форми кисню найчастіше 

представлені супероксидним (О2
•-
) і гідрооксипероксидним (НО2

•-
) радикалами, 

які вступають у взаємодію між собою з утворенням перексиду водню і можуть 

безпосередньо окиснювати органічні молекули (жирні кислоти, ділянки білкових 

комплексів) [101, 150]. 

Активація процесів вільнорадикального окиснення є однією з важливих 

ланок розвитку ЦД. Основними джерелами АФО у клітині є: дихальний ланцюг, 

неферментативне глікозилювання, НАДФ-оксидаза [76].  

Патогенетична роль оксидативного стресу (ОС) пов’язана з пошкодженням 

ДНК, ліпідів, білків, порушенням клітинного гомеостазу і накопиченням молекул 

із зміненою структурою [106]. 
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В основі розвитку ОС на фоні підвищення концентрації глюкози лежать 

наступні механізми: 

1. Автоокиснення глюкози та її метаболічних інтермедіатів (глюкозо-6-

фосфату і фрутозо-6-фосфату) з подальшим збільшенням кількості вільних 

радикалів й утворенням кінцевих продуктів глікації [15]. 

2. Обмін сорбітолу, що призводить до генерації вільних радикалів і зниження 

вмісту відновленого глутатіону – універсального внутрішньоклітинного 

антиоксиданту, нестача якого суттєво ослаблює систему антиоксидантного 

захисту і, таким чином, підвищує можливість пошкодження клітин унаслідок 

розвитку ОС. 

3. Активація гексозамінового шляху. За умов гіперглікемії частина глюкози 

через низку проміжних продуктів, за участю ензиму глутамін-фруктозо-6-

фосфатамінотрансферази перетворюється в N-ацетилглюкозамін. Приєднуючись 

до залишків серину та треоніну, ця сполука здатна індукувати ряд 

внутрішньоклітинних пошкоджень, у тому числі і на генетичному рівні. 

Внаслідок цього зростає експресія трансформуючого фактора росту-β1, інгібітора 

активації плазміногену-1 і фактора росту тромбоцитів, що веде до посилення 

гемокоагуляції і розвитку судинної дисфункції [128]. 

4. Порушення гліколізу сприяє накопиченню тріозофосфатів, які можуть 

перетворюватися в α-гліцерофосфат – попередник диацилгліцеролу, який є 

активатором класичних ізоформ ферменту протеїнкінази С (-β, -δ, -α). На тлі 

підвищеної активності протеїнкінази С збільшується синтез фактора росту 

тромбоцитів (ТРФ β), фібронектину, інгібітора активатора плазміногену-1, що 

призводить до зростання коагуляційного потенціалу крові та зростання ризику 

тромботичних ускладнень. Крім того, накопичення тріозофосфатів призводить до 

утворення карбонільних сполук, що беруть участь в окисній модифікації білків, 

ліпідів і ДНК [129]. 

5. Активація окисного фосфорилювання з інтенсифікацією функцій 

електронно-транспортного ланцюга мітохондрій. Мембранний потенціал зростає 

до критичної межі і електрон із коензиму Q починає передаватися молекулі кисню 
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з утворенням радикалу супероксид-аніону (О2
•-
). За умов гіперглікемії 

мітохондріальна супероксиддисмутаза (MnCОД) не справляється з надходженням 

великої кількості супероксид-аніону, у результаті чого розвивається ОС [53]. 

6. Глікозилювання протеїнів. Продукти аутоокиснення глюкози запускають 

процес неферментативного глікозилювання білків. Приєднання глюкози до 

молекули протеїну веде до структурної модифікації останнього з утворенням 

кінцевих продуктів неензиматичного глікозилювання. Кінцеві продукти глікації 

(AGEs) здатні порушувати трансдукцію сигналу, клітинно-клітинну взаємодію, 

внаслідок чого порушується функціональний стан клітин (зокрема, клітин 

ендотелію) [146]. 

У результаті гіперглікемії посилюється утворення вільних радикалів, 

насамперед супероксид-аніону, який, взаємодіючи з іншими сполуками, 

перетворюється на гідроксил-радикал, пероксид водню та пероксинітрит (ONOO
–

). Утворення останнього відбувається при взаємодії О2
•-
 з оксидом нітрогену. 

Пероксинітрит безпосередньо або опосередковано, через продукти свого 

метаболізму може взаємодіяти з рядом молекул у клітині, модифікуючи їхні 

біологічні функції. Так виникає оксидативно-нітративний стрес, який 

супроводжується нітруванням білків, перекисним окисненням ліпідів, розривами 

ДНК, змінами у клітинному сигналюванні, що призводить до порушення 

метаболізму і шляхів сигналювання у клітинах, які є характерними для 

діабетичних ускладнень [67]. 

Нітративний стрес (нітрування протеїнів за залишками тирозину) був 

ідентифікований принаймні для 50 захворювань людини і більш ніж у 80 різних 

захворюваннях, змодельованих на тваринах [105]. Виявленне нітрування білків не 

обов’язково прямо вказує на їхню патогенну роль, – воно може бути пов’язане зі 

збільшенням формування пероксинітриту разом з іншими активними формами 

нітрогену за умов виникнення та розвитку відповідного захворювання. 

Свою патогенетичну роль пероксинітрит може виявляти не тільки 

модифікуванням властивостей білків, але і взаємодією з ліпідами та ДНК. 

Посилення розвитку окисидативного та нітративного стресу уповільнює 
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швидкість гліколізу і формування аденозинтрифосфату (АТФ) [165, 202]. 

Надмірне накопичення пероксинітриту може призвести до утворення 

пероксинітритної кислоти, розкладання якої спричиняє генерацію гідроксильних 

радикалів, що викликати ендотеліальне пошкодження клітин, порушуючи 

структуру судинної стінки. Також за умов утворення однониткових розривів ДНК, 

індукованих пероксинітритом, може відбуватися активація ядерного ензиму 

репараційного комплексу PARP-1, який, у свою чергу, за умов ЦД може 

посилювати розвиток оксидативно-нітративного стресу та бути залученим до 

патології діабетичних ускладнень [45]. 

Карбонільний/оксидативний стрес виникає внаслідок збільшення рівня 

активних карбонільних сполук (АКС) та активних форм оксигену (АФО), 

небезпека яких полягає у їхній здатності брати участь у неензиматичних 

перетвореннях, які майже не піддаються контролю в клітині. До таких процесів 

належать вільнорадикальне окислення та неензиматичне глікозилювання 

(глікація) [4]. 

Карбонільний стрес – це стан, який супроводжується збільшенням вмісту 

карбонільних продуктів вільнорадикального окислення в організмі. До 

карбонільним продуктів метаболізму відносяться альдегіди, кетони, карбонові 

кислоти, вуглеводи та ін. Найбільш широке поширення серед них мають 

альдегіди. В організмі людини утворюється досить широкий спектр цих речовин, 

але найпоширеніші з них - малоновий діальдегід, гліоксаль, метилгліоксаль, 

акролеїн та ін. [11].  

Альдегіди можуть виникати в результаті перетворень моносахаридів, 

зокрема, в процесі аутоокиснення глюкози, а також дезоксирибози, що входить до 

складу ДНК. Більшість реакцій синтезу альдегідів, протікають за участю вільних 

радикалів або пов'язані з використанням продуктів вільнорадикального 

окислення, що відбувається також при ОС. Як і карбонільний стрес, так і 

оксидативний стрес залучені в патогенезі розвитку ЦД. Отже, ендогенні 

альдегіди, що утворюються внаслідок ОС, здатні утворювати стійкі сполуки з 

білками, нуклеїновими кислотами, ліпідами і іншими внутрішньоклітинними 
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речовинами, накопичення яких має цитотоксичні та генотоксичні ефекти для 

організму [161]. 

Порушення в електронтранспортному ланцюзі мітохондрій при гіперглікемії 

є основним механізмом виникнення оксидативно-нітративного стресу, який 

лежить в основі виникнення і розвитку хронічних діабетичних ускладнень. 

Зростання вмісту супероксид-аніону за умов гіперглікемії, а також здатність його 

при взаємодії з NO утворювати цитотоксичний пероксинітрит, призводить до 

множинних патологічних змін у функціонуванні сигнальних і метаболічних 

шляхів, до порушень гомеостазу клітин і органів за умов цукрового діабету. 

Активація PARP у результаті пошкодження ДНК пероксинітритом, разом із 

високим вмістом глюкози призводить до активації поліольного і гексозамінного 

шляхів, накопичення продуктів і попередників неензиматичного глікозилювання. 

Дані порушення призводять до значного посилення неензиматичного 

глікозилювання, порушення багатьох біохімічних і фізіологічних параметрів, 

збіднення клітин на ендогенні антиоксиданти, а також посилює запальні процеси 

із залученням імунокомпетентних клітин, що, в кінцевому результаті, значно 

посилюють оксидативно-нітративний стрес [13]. 

 

1.5. Метаболічні ефекти агматину 

 

Агматин є ендогенним катіонний аміном, що утворюється у результаті 

декарбоксилювання L-аргініну, за дії ферменту аргініндекарбоксилази [116, 120]. 

Біосинтез агматину, шляхом декарбоксилювання аргініну,  конкурує з головними 

аргінінозалежними  шляхами, а саме: азотистистим обміном (цикл сечовини), 

утворенням поліамінів, синтезом NO та білків [186, 223].   

Агматин може проникати в клітину з позаклітинного простору за рахунок 

функціонування транспортної системи путресцину. Одним з ефектів дії агматину 

на клітинному рівні є зменшення внутрішньоклітинного рівня поліамінів. Ці 

сполуки є важливими компонентами, задіяними у процесах реплікації ДНК, 

проліферації та підтриманні клітинного гомеостазу [187]. Агматин впливає на 
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рівень поліамінів, пригнічуючи активність першого і лімітуючого ензиму їхнього 

синтезу ‒ орнітиндекарбоксилази. З іншого боку, агматин викликає зменшення 

вмісту поліамінів, індукуючи їхнє ензиматичне перетворення спермідин/спермін 

ацетилтрансферазою. Знижуючи рівень поліамінів у клітині, агматин зумовлює 

пригнічення процесів клітинного росту [186, 187]. 

Агматин може зменшити утворення NO трьома механізмами: (I), здійснюючи 

пряме інгібування iNOS; (II) шляхом ДАО-каталізацією окислення агматину в 

його альдегід – метаболіт, що є ще сильнішим і селективнішим інгібітором iNOS, 

ніж сам агматин; і (III) шляхом інгібування альдегід дегідрогеназної (AldDH) 

активності, що призводить до накопичення агматинового альдегіду і подальшого 

інгібування iNOS [94, 152]. 

Гіпоглікемічні механізми дії агматину, включають: (I) прямі інсуліно-подібні 

ефекти на клітини-мішені; (II) взаємодію з панкреатичними острівцями β-клітин, з 

метою збільшення вивільнення інсуліну; і (III) посилення наднирниками секреції 

ендорфінів через активацію імідазолінових рецепторів, що призводить до 

збільшення клітинного поглинання глюкози [59].  

Гіпоглікемічні ефекти агматину можуть бути важливі не тільки для лікування 

діабету, але і для терапії складних розладів, при яких спостерігається порушення 

обміну глюкози  (наприклад, невропатії, хвороби Альцгеймера, депресії та 

епілепсії). 

Агматин може мати важливе значення у компенсації системних порушень, 

пов'язаних з діабетом, а саме у: (I) інгібуванні  утворення кінцевих продуктів 

глікації; (II) регенерації нервів і нейропатичного зменшення болю при діабетичній 

нейропатії; (III) збільшенні нирками швидкості клубочкової фільтрації (ШКФ); і 

(IV) підвищенні дії метформіну. Таким чином, цілий ряд досліджень 

підтверджують те, що агматин може бути використаний  в якості терапевтичного 

засобу для лікування ЦД і пов’язаних з ним порушень [109]. 

Ін’єкції агматином викликають активацію I2-рецепторів мозкового шару 

наднирників. Це призводить до підвищення секреції β-ендорфіну, який активує μ-

опіоїдні рецептори, що стимулює засвоєння глюкози периферичними тканинами. 
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Зокрема, на моделі стрептозотоцин-індукованого діабету у щурів було показано, 

що введення агматину індукує експресію гена глюкозного транспортера GLUT 4, 

що покращує засвоєння глюкози скелетними м’язами. Крім того, активація μ-

опіоїдних рецепторів є негативним регулятором експресії гену 

фосфоенолпіруваткарбоксикінази у печінці, яка є ключовим ензимом 

глюконеогенезу. Як відомо, інтенсифікація цього метаболічного шляху є однією з 

причин гіперглікемії за умов діабету [94, 116, 120]. 

Було встановлено, що фізіологічна концентрація агматиту у плазмі крові 

людей складає 47 нг/мл [78], для щурів ця цифра становить 6,7 нг/мл [176]. Для 

щурів встановлена летальна доза агматину – 317.6 ± 16.3 мг/кг маси тіла [175]. 

Залежно від місця локалізації, деградація агматину може здійснюватися 

двома різними шляхами. Ензим диаміноксидаза (EC 1.4.3.6), який міститься у 

периферичних тканинах, каталізує перетворення агматину до 4-гуанідобутирату, 

який потім окиснюється та гідролізуються специфічними ензимами і врешті 

виводиться з організму. Ензим агматиназа (EC 3.5.3.11, агматинуреагідролаза) 

здійснює розщеплення агматину в мозку після його вивільнення із 

пресинаптичних везикул з утворенням сечовини і путресцину [109]. 

Показано, що агматин у наномолярних концентраціях проявляє протекторну 

дію на мітохондрії, знижуючи їхнє набрякання внаслідок оксидативного стресу, 

можливо, діючи як скавенджер вільних радикалів, і запобігає Ca
2+

-залежній 

індукції зміни проникності мембрани шляхом модуляції мембранного потенціалу 

мітохондрій та активації NF-κβ [46, 65]. Перелічені механізми задіяні в 

апоптичній загибелі клітини. Тому роль агматину в захисті мітохондрій 

вважається однією з найважливіших у прояві загального цитопротекторного 

ефекту цієї сполуки на різні системи організму [109]. 
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

2.1. Умови проведення дослідів 

 

Дослідження проводили на безпородних білих щурах-самцях масою 150–

180 г. Тварини перебували у стандартних умовах віварію, їм забезпечували 

вільний доступ до їжі та води. Експерименти проводились згідно “Загальних 

етичних принципів проведення експериментів на тваринах”, ухвалених Першим 

Національним конгресом з біоетики (Київ, Україна, 2001), що узгоджуються з 

положеннями “Європейської конвенції про захист хребетних тварин, які 

використовуються для експериментальних та інших наукових цілей” (Страсбург, 

Франція, 1985). 

ЕЦД викликали внутрішньочеревним введенням стрептозотоцину (“Sigma”, 

США), розчиненого в 10 мМ цитратному буфері (рН 5,5), з розрахунку 60 мг на 

1кг маси тіла тварини. Розвиток діабету контролювали за вмістом глюкози в 

крові, який визначали через 72 години після введення стрептозотоцину. В 

експерименті використовували тварин із рівнем глюкози більше 14 мМ. 

Починаючи з 3-го дня від моменту індукції діабету тваринам внутрішньом’язово 

вводили агматин (“Sigma”, США) у концентрації 20 мг/кг протягом 14 днів. 

Тварини були поділені на 4 групи: перша – контроль (К), друга – контрольні 

тварини, яким вводили агматин (К + Агм), третя – тварини з експериментальним 

цукровим діабетом (ЕЦД), четверта – тварини з ЕЦД, яким вводили агматин 

(ЕЦД + Агм).  

 

2.2. Об’єкт досліджень 

 

Об’єктом досліджень слугували лейкоцити і плазма периферичної крові 

щурiв у нормі, за умов експериментального цукрового діабету і на фоні введення 

агматину. 
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2.3. Забір крові дослідних тварин 

 

Щурів усіх дослідних груп декапітували під ефірним наркозом на 15-й день 

експерименту. Забір крові для досліджень проводили з додаванням гепарину 

(кінцеве розведення гепарин : цільна кров = 1:100). 

 

2.4. Визначення концентрації глюкози глюкозооксидазним методом [211] 

 

Для визначення концентрації глюкози використовували аналітичний набір 

для ферментативного визначення глюкози в крові «Філісіт-Діагностика» 

(Україна). Принцип методу базується на реакції окиснення глюкози до 

глюконової кислоти з утворенням пероксиду гідрогену (Н2О2). У присутності 

пероксидази Н2О2 реагує з фенолом та 4-амінофеназолом з утворенням хіноніміну 

червоно-фіолетового кольору, інтенсивність забарвлення якого пропорційна 

концентрації глюкози в крові. 

Для проведення аналізу до 0,9 мл стабілізуючого розчину (1,34 % розчин 

щавлевокислого натрію у 0,85 % NaCl) вносили 0,1 мл цільної крові. Проби 

центрифугували для осадження еритроцитів при 3000 об/хв впродовж 5 хв. Для 

приготування дослідної проби відбирали 0,1 мл надосадової рідини та додавали 1 

мл розчину ензимів. Для приготування калібрувальної проби замість зразка 

додавали 0,1 мл калібрувального розчину глюкози. Вимірювання проводили 

проти холостої проби, яка містила 0,1 мл фізіологічного розчину (ФР). Через 20 хв 

вимірювали оптичну густину розчину при довжині хвилі 498 нм. Розрахунок 

концентрації глюкози (в ммоль/л) здійснювали за формулою: 

,
10

2

1

E

E
C


  

де Е1 і Е2 – оптичні густини дослідної та калібрувальної проб відповідно; 10 – 

концентрація глюкози в калібрувальному розчині, ммоль/л. 
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2.5. Виділення сумарної фракції лейкоцитів з периферичної крові щурів 

 

Загальну фракцію лейкоцитів (далі – лейкоцити) виділяли у градієнті густини 

фікол-тріомбраст (ρ = 1,076 – 1,078) [49]. У пластикову пробірку вносили 3 мл 

фікол-тріомбрасту і зверху нашаровували 5 – 7 мл крові, попередньо розведеної 

забуференим фізіологічним розчином (ЗФР) (рН 7,4) у співвідношенні 1:1. 

Центрифугували при 1000 об/хв впродовж 25 хв. Після центрифугування 

відбирали лейкоцити, які знаходяться на межі між еритроцитами та плазмою. 

Отриману суспензію лейкоцитів двічі промивали ЗФР при 1500 об/хв по 5 хв. 

Життєздатність клітин у тесті із трипановим синім становила не менше 98 %. 

 

2.6. Визначення кількості лейкоцитів [25] 

 

У пробірку вносили 0,02 мл рідини для розведення (3 % CH3COOH, 

підфарбований метиленовим синім; CH3COOH лізує еритроцити, а метиленовий 

синій фарбує ядра лейкоцитів) і 0,02 мл капілярної крові з антикоагулянтом. 

Суміш ретельно перемішували, заповнювали камеру Горяєва і залишали на 1–2 хв 

для осідання лекоцитів. 

Лейкоцити підраховували у двадцяти великих квадратах. Кількість 

лейкоцитів в 1 мкл крові обчислювали за формулою:  

 , де                       

 

х – кількість лейкоцитів в 1 мкл крові; а – кількість клітин, що були підраховані у 

певній кількості малих квадратів; б – кількість малих квадратів, в яких рахували 

лейкоцити; в – розведення крові. 

 

2.7. Отримання лізатів лейкоцитів 

 

Лізис лейкоцитів проводили буфером такого складу: 10 мМ трис-HCl, 

150 мМ NaCl, 1 % тритон Х-100, 5 мМ ЕДТА, 5 мМ NaF, 1 мМ 
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фенілметилсульфонілфторид (“Fluka”, Швейцарія), 5 мМ бензамідин (“Sigma”, 

США), 10 мкг/мл апротиніну (“Sigma”), 10 мкг/мл лейпептину (“Sigma”), 2 мкг/мл 

пепстатину (“Fluka”), 0,25 мМ Na3VO4 1:10 за об’ємом. На 10 млн лейкоцитів 

давали 350 мкл приготовленого буферу. Лізис проводили протягом 60 хв на 

холоді. 

Для отримання лізатів клітин для електрофоретичного розділення протеїнів 

2,5 млн лейкоцитів розсуспендували у 0,1 мл буферу RIPA. Суспензію 

витримували при температурі 4
0
С протягом 20 хв, після чого центрифугували 15 

хв при 12000 об/хв і 4
0
С. Надосадову рідину відбирали та прогрівали при 95

0
С 

протягом 5 хв у буфері Леммлі. 

 

2.8. Дослідження агрегаційної здатності лейкоцитів 

 

Агрегацію лейкоцитів визначали стандартним турбідиметричним методом з 

використанням лазерного аналізатора агрегації “230 LA Биола” (“НПФ Биола”, 

Росія). Як індуктори агрегації використовували WGA – лектин зародків пшениці 

(специфічно зв’язується з N-ацетил-β,D-глюкозаміном і N-ацетилнейраміновою 

(сіаловою) кислотою). 

При дослідженні агрегації до 300 мкл суспензії лейкоцитів (2,5  10
6
 клітин в 

1 мл) після термостатування протягом 1 хв при 37С додавали 10 мкл лектину в 

концентрації 32 мкг/мл. Процес агрегації реєстрували протягом 12-15 хв за 

зміною показника світлопропускання клітинної суспензії [6]. Показники агрегації 

визначали за агрегаційною кривою. Ступінь агрегації визначали, як максимальний 

приріст світлопропускання після додавання індуктора і виражали у відсотках. 

Швидкість агрегації визначали, як максимальний нахил кривої світлопропускання 

після додавання індуктора і виражали у відсотках за 1 хвилину [7, 28]. 
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2.9. Визначення концентрації протеїну за методом Лоурі 

 

Концентрація протеїну визначали за методом Лоурі [144]. Результат 

виражали у мг протеїну на мл зразка. 

2.10. Дослідження активностi ферментів системи антиоксидантного захисту 

 

2.10.1. Визначення супероксиддисмутазної активності [29] 

 

Принцип методу визначення активностi СОД грунтується на здатності 

ферменту конкурувати з нітросинім тетразолiєм за супероксидні аніон-радикали, 

які утворюються в результаті аеробної взаємодії НАДН і феназинметасульфату. В 

результаті цієї реакції нітросиній тетразолій відновлюється з утворенням 

гідразинтетразолiю (нітроформазану). У присутності СОД відновлення 

нітросинього тетразолію блокується. За кількістю нітроформазану - продукту 

відновлення нітротетразолію синього - можна оцінити активність ферменту. 

Реакцію проводять при температурі 24–25
0
С. 

Реактиви: 

1. Інкубаційна суміш, до складу якої входять 39 мМ ЕДТА-Na, 114 мМ 

нітротетразолій синій (мета форма), 54 мМ феназинметасульфат, 

розчинені у 0,15 М фосфатному буфері (рН=7,8). 

2. Розчин НАДН (152 мг NADH розчиняють в 100 мл трис- ЕДТА 

буферу рН=8,0). 

Супероксиддисмутазну активність визначали в супернатанті з розрахунку: 2 

мл інкубаційної суміші; 0,1 мл розчину НАДH. У холосту пробу замість 

супернатанту додавали буфер лізису. Через 10 хв проводили вимірювання 

екстинкцiї при 540 нм проти води у кюветі з довжиною оптичного шляху 1 см. 

Активність ферменту визначали за відсотком блокування утворення 

нітроформазану. Розрахунки проводили за формулою: 
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х.пр. д.пр.

х.пр.

блокування
E E

%  =   100%
E


 , де 

 Ех.пр. та Ед. пр. – екстинкція холостої та дослідної проб, відповідно. 

Супероксиддисмутазну активнiсть виражали в умовних одиницях 

(1 ум. од.= 50 % блокування реакції утворення нітроформазану) на 1 мг білка. 

2.10.2. Визначення каталазної активності [16] 

 

Принцип методу базується на здатності Н2О2 утворювати з солями молібдену 

стійкий забарвлений комплекс. Інтенсивність забарвлення перекисних сполук 

молібдену залежить від кількості Н2О2 в розчині, тобто від активності каталази в 

пробі. 

Реактиви: 

1. 0,03% розчин H2O2; 

2. 0,25 н розчин H2SO4; 

3. 4% розчин молібдату амонію на 0,025 н H2SO4. 

Каталазну реакцiю запускали додаванням 0,1 мл лізату лейкоцитів до 2 мл 

0,03 % розчину Н2О2. Холоста проба містила 1 мл розчину молiбдату амонію та 2 

мл Н2О2. Реакцію у дослідній пробі зупиняли через 10 хв додаванням 1 мл 0,25 н 

Н2SO4 та 1 мл розчину молiбдату амонiю. У холосту пробу вносили 1 мл 0,25 н 

H2SO4 та 0,1 мл лізату лейкоцитів. 

Інтенсивність забарвлення визначали спектрофотометрично при 410 нм у 

кюветі з довжиною оптичного шляху 1 см. 

Активність каталази розраховували за формулою: 

                  
E V n

A
C t l

  

    

 (мкмоль H2O2 за 1 хв. на 1 мг білка), де         

Е – різниця екстинкції холостої та дослідної проб; 

V – загальний об'єм реакційної суміші в кюветі; 

n – розведення вихідного екстракту; 
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 - молярний коефіцієнт екстинкції комплексу Н2О2 з молібдатом амонію при  = 

410 нм, становить 22200 М
-1
см

-1
, в розрахунках використовували величину 

мілімолярного коефіцієнта екстинкції, виражену як 22,2 см
2
/мкмоль; 

С – концентрація білка, мг/мл; 

t – час реакції (10 хв); 

 – об’єм лізату лейкоцитів, мл; 

l – довжина оптичного шляху, см. 

 

2.10.3. Визначення глутатіонпероксидазної активності [18] 

 

Активність глутатiонпероксидази вимірюється за швидкістю окиснення 

відновленого глутатіону у присутності гідроперекису третинного бутилу. В основі 

розвитку кольорової реакції лежить взаємодія SH-груп з реактивом Еллмана 

(0,01 М розчин 5,5'-дитіобіс-2-нітробензойної кислоти на метанолі) з утворенням 

кольорового продукту – тіонітрофенільного аніону. Кількість останнього прямо 

пропорційна кількості SH-груп, що прореагували з реактивом Елмaна. 

Реактиви: 

1. 0,1М трис-НСl буфер, рН 8,5, що містить 6 мМ ЕДТА та 12 мМ азид натрію. 

Безпосередньо перед дослідом на цьому розчині готують 4,8 мМ розчин 

глутатіону (GSH); 

2. 0,1М трис-НСl буфер, рН 8,5; 

3. 20 % ТХО; 

4. Реактив Еллмана – 0,01 М ДТНБК на метанолі; 

5. 20 мМ гідроперекис третинного бутилу. 

0,1 мл лізату лейкоцитів (Vліз), що містив 1 мг білка, інкубували з 0,83 мл 

0,1 М трис-HCl буферу, що містив 6 мМ ЕДТА, 12 мМ NaN3 і 4,8 мМ GSH (рН 

8,5) при 37С протягом 10 хвилин. До проби додавали 0,07 мл 20 мМ 

гідропероксиду трет-бутилу та інкубували 5 хвилин (t – час інкубації). Реакцію 

зупиняли додаванням 0,2 мл холодного 20 % розчину ТХО. Усі додані 

компоненти складають об’єм проби, який позначимо через а. Для приготування 
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контрольної проби додавали всі перелічені вище реагенти, однак осадження білків 

ТХО проводили без попередньої інкубації лізату лейкоцитів з трис-HCl буфером, 

який містив ЕДТА, NaN3, GSH та трет-бутил.  

Пробу з доданою ТХО центрифугували при 10000g протягом 10 хвилин. До 

2 мл 0,1 М трис-HCl буферу (рН 8,5) додавали 0,02 мл супернатанту (Vsuper) і 

0,02 мл реактиву Еллмана. Об’єм отриманої реакційної суміші позначимо як b.  

Через 5 хвилин проби фотометрували при довжині хвилі 412 нм у кюветі з 

довжиною оптичного шляху 1 см.  

Використовуючи наведені в тексті позначення, обрахунок 

глутатіонпероксидазної активності проводили за формулою: 

ліз super

E a b
A

V V C t l

  

     

,                                     

Е – різниця екстинкції холостої та дослідної проб; 

 – молярний коефіцієнт екстинкції тіонітрофенільного аніона, становить 

11400 М
- 1
см

1
, в розрахунках використовували величину мілімолярного 

коефіцієнта екстинкції, виражену як 11,4 см
2
/мкмоль. 

Отримані результати виражали в нмоль GSH за 1хв на 1 мг білка. 

 

2.10.4. Визначення глутатіонредуктазної активності [97] 

 

Принцип методу базується на зменшенні вмісту НАДФН внаслідок 

глутатіонредуктазної реакції у дослідній пробі, яке вимірюється 

спектрофотометрично при  = 340 нм. 

Інкубаційне середовище містило 1,8 мл 0,01 М К,Na - фосфатного буферу 

(pH 7,4), 0,1 мл 0,008 М розчину окисленого глутатіону (приготованого на 

0,01 н NaOH) і 0,1 мл 0,002 М НАДФН (приготованого на 1 %-му розчині 

NaHCO3). Реакцію проводили в кюветi спектрофотометра при 37
о
С і запускали 

додаванням 0,05 мл лізату лейкоцитів. Для розрахунку використовували 

зменшення оптичної густини за 10 хвилин. 
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Розрахунок ферментативної активностi проводили за формулою:  

E V
A

C t l

 

    

, де 

Е - різниця екстинкції за час проходження реакції; 

V - об'єм інкубаційного середовища, мл; 

 - молярний коефіцієнт екстинкції для NADPH, що становить 6220 М
-1
см

-1
, в 

розрахунках використовували величину мілімолярного коефіцієнта екстинкції, 

виражену як 6,22 см
2
/мкмоль; 

t – час проходження реакції, хв; 

C – концентрація білку, мг/мл; 

 – об'єм лізату лейкоцитів, який вносять у кювету; 

l – довжина оптичного шляху. 

Глутатіонредуктазну активність виражали в нмоль за 1 хв. на 1 мг білку. 

 

2.11. Дослідження проявів карбонільно-оксидативного стресу 

 

2.11.1. Визначення вмісту відновленого глутатіону [25] 

 

Принцип методу визначення вмісту відновленого глутатіону грунтується на 

реакції сульфгідрильних груп з реактивом Елмана (5,5'-дитіо-біс-2-нітробензойна 

кислота). 

Реактиви: 

1. 0,36 н H2SO4. 

2. 10 % NaWO4. 

3. 2 M трис-HCl буфер. 

4. Ацетон. 

5. Реактив Елмана. 

6. Відновлений глутатіон. 

До 0,5 мл лізату лейкоцитів додавали 3,5 мл 0,36 н H2SO4, перемішували та 

інкубували 10 хв з метою осадження білків. Після цього додавали 1 мл 10 % 

, д е  
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NaWO4. Отриманий густий осад відділяли шляхом центрифугування при 10000 g  

протягом 10 хв. У дослідну пробу вносили 1 мл супернатанту, 0,75 мл 2 M трис-

HCl буферу (рН = 8,4), 0,5 мл ацетону і 0,25 мл реактиву Елмана. 

Перед кожним вимірюванням готували стандартну пробу, яка замість 

супернатанту містила 0,008 мг відновленого глутатіону в 1 мл 0,36 н H2SO4. 

Вимірювання проводили при 412 нм. 

Концентрацію GSH розраховували за формулою: 

                                           (Ех – Еδ) · n 

                                       GSH =                         нмоль на 1 мг білка, де                              

                                                 St · C 

 

Еδ – екстинція дослідної проби;  

Ех  – екстинція холостої проби;  

n – розведення; 

 St  – концентрація GSH у стандартній пробі;  

C – концентрація білка. 

 

2.11.2. Визначення вмісту ТБК-позитивних продуктів [26] 

 

Принцип методу грунтується на активації ПОЛ іонами двохвалентного заліза 

до рівня, який реєструється спектрофотометрично. При високій температурі в 

кислому середовищі малоновий диальдегід (МДА) реагує з ТБК, утворюючи 

забарвлений триметиновий комплекс з максимумом поглинання при 532 нм. 

Реактиви: 

1. 10 мМ К,Na-фосфатний буфер на 125 мМ КСl, рН 7,4; 

2. 1 мМ KMnО4; 

3. 10 мМ FeSO4; 

4. 0,7 мМ ТБК; 

5. 1 н HCl; 

6. 20 % ТХО; 

7. бутанол. 
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До 0,2 мл лізату лейкоцитів, що містив 1 мг білка, додавали 3 мл 10 мМ К,Na-

 фосфатного буферу, приготованого на 125 мМ КCl (рН 7,4) та 0,5 мл 1 мМ 

КMnO4. Для індукції ПОЛ двічі з інтервалом у 10 хвилин додавали 0,5 мл 10 мМ 

FeSO4. Ще через 5 хв. реакцію зупиняли за допомогою 20 % ТХО (1 мл) і 

відцентрифуговували. До 2 мл супернатанту додавали 0,5 мл 1 н HCl і 1 мл 0,7 

мМ ТБК та інкубували на водяній бані при температурі 95-100С протягом 20 

хвилин. Після охолодження додавали 3 мл бутанолу, перемішували і 

центрифугували протягом 10 хвилин при 3000 об/хв. Вимірювання екстинкції 

проводили у верхньому бутаноловому шарі при =532 нм. 

Обрахунок проводили за формулою: 

1 2

3

ТБК - позитивні продукти
Е V V

[ ] =
ε V C

 

 
, де 

Е – екстинкція дослідної проби; 

V1 – об’єм бутанолу; 

V2 – об’єм проби; 

V3 – об’єм супернатанту; 

 – молярний коефіцієнт екстинкції комплексу МДА з ТБК, що становить 

156000 М
- 1
см

-1
, у розрахунках використовували величину мілімолярного 

коефіцієнта екстинкції, виражену як 156 см
2
/мкмоль;  

C – концентрація білка, мг/мл. 

Отримані результати виражали в нмоль на 1 мг білка лейкоцитів. 

 

2.11.3. Визначення вмісту кінцевих продуктів оксидації (AOPPs) 

 

Визначення вмісту кінцевих продуктів оксидації (AOPPs) грунтується  на 

спектрофотометричному вимірюванні за Witko-Sarsat et al. (1996) [222]. Для 

дослідження використовували: 200 мкл плазми крові, розведеної 1: 5 ЗФР (рН 7,4)  

(200 мкл лізату лейкоцитів, розведеного 1: 2 ЗФР), 200 мкл стандартного розчину 

хлораміну-Т (від 0 до 100 мкмоль L
-1

) для калібрування і 200 мкл ЗФР в якості 
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стандарту, які вносили в мікропланшети. Після того додавали 10 мкл 1,16 М 

йодиду калію (KI) і 20 мкл оцтової кислоти. Абсорбцію реакційної суміші 

визначали при 340 нм проти холостої проби. Концентрацію AOPPs виражали в 

мкмоль/г білка. 

2.11.4. Визначення вмісту кінцевих продуктів глікації (AGEs) 

 

Вміст продуктів глікації (AGEs) у плазмі крові визначали методом Nakayama 

et al. [155]. Плазму розводили в ЗФР (рН 7,4) у співвідношенні 1:50. Лізати 

лейкоцитів розводили в 0,1 н NaOH. В якості стандарту використовували 

препарат БСА (1 мг мл
-1

 0,1 н NaOH). Рівень AGEs в плазмі або лізатах 

лейкоцитів визначали шляхом вимірювання флюоресценції при довжині хвилі 

збудження 370 нм і довжині хвилі випромінювання 440 нм [174]. Інтенсивність 

флюоресценції зразків виражали у вигляді AU/мг білка. 

 

2.12.  Дослідження реорганізації актинового цитоскелету лейкоцитів 

 

2.12.1. Кількісна оцінка вмісту полімеризованого актину методом 

флюоресцентної мікроскопії  з використанням фалоїдину Alexa Fluor 350 

 

У молекулярній біології для маркування F-актину застосовують 

флюоресцентний і біотинільований фалоїдин, а також похідні фалацидину. Ці 

фалотоксини, виділені зі отруйного гриба Amanita phalloides, є біциклічними 

пептидами, які відрізняються між собою лише двома амінокислотними 

залишками. Фалоїдин і фалацидин містять триетерний місток між залишком 

цистеїну і триптофану, який формує внутрішні кільцеві структури. Мічені 

фалотоксини мають подібну спорідненість як до великих, так і малих філаментів 

актину, зв'язуючись в стехіометричному співвідношенні (одна молекула 

фалотоксину на одну субодиницю актину) з актином в м’язових і нем’язових 

клітинах багатьох видів рослин і тварин. На відміну від деяких анти-актинових 

антитіл, фалотоксини не зв'язують мономерний G-актин. У разі застосування 
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мічених фалотоксинів неспецифічне фарбування є незначним і контраст між 

зафарбованими і нефарбованими ділянками надзвичайно великий [220].  

Для дослідження рівня полімеризації актину використовували відмиті 

лейкоцити, які наносили на предметне скло у кількості 100 000 клітин на одну 

краплю. Спочатку клітини фіксували 4 % параформальдегідом (без метанолу), 

який готували на ЗФР+ (KCl – 200 мг/л, KH2PO4 – 200 мг/л, Na2HPO4 ∙ 7H2O – 

2,16 г/л, NaCl – 8 г/л, CaCl2 – 0,1 г/л, MgCl2 ∙ 6H2O – 0,1 г/л; рН 7,5) впродовж 10 

хв при 4ºС, а потім 20 хв при 20ºС. Після фіксування клітини тричі промивали 

ЗФР+ та інкубували у 50 ммоль/л NH4Cl/ЗФР+ впродовж 5 хв при 20ºС і знову 

відмивали ЗФР+. Фіксовані клітини пермеабілізували 0,03 % розчином Тритону 

Х-100 в ЗФР+ (5 хв, 0ºС), після чого тричі відмивали 0,2 % розчином бичачого 

сироваткового альбуміну (БСА), який готували на тріс-НСl буфері (ТБС: 2,5 

ммоль/л НCl, 13 ммоль/л NaCl, рН 7,4). Клітини блокували у 3 % розчині 

БСА/ТБС впродовж 30 хв при 20ºС. Для візуалізації F-актину клітини інкубували 

1 год при 20ºС з розведеним Phalloidin Alexa Fluor 350 у ЗФР+. Після цього їх 

знову відмивали у 0,2 % розчині БСА/ТБС (5 разів по 5 хв) та у ТБС. Зразки 

покривали середовищем для заливу, що містив DABCO (1,4-diazabicyclo[2,2,2]-

octan) і оцінювали за допомогою флюоресцентного мікроскопу (Nikon Optiphot 2). 

Оцифрування результатів інтенсивності сигналів флюоресцентної мікроскопії на 

знімках проводили за допомогою програми Image J і представляли як середнє 

арифметичне значення інтенсивності свічення однієї клітини, яке виражали в 

умовних одиницях. Репрезентативні фотографії представляють середнє значення 

інтенсивності сигналів, обчислене для кожної групи (n = 5–6). 

 

2.12.2. Фракціонування актину в лізатах лейкоцитів [132, 133, 134] 

 

Лізис лейкоцитів (1,5 × 10
6
) проводили в 250 мкл буферу, що містив 0,5 % 

Тритон X-100, 100 мМ KCl, 5 мМ MgCl2, 2 мМ EДTA, 25 мМ Tрис-HCl (pH 7,5) та 

коктейль інгібіторів протеаз: 10 мкг/мл апротиніну (“Sigma”), 10 мкг/мл 

лейпептину (“Sigma”), 2 мкг/мл пепстатину (“Fluka”), протягом 10 хвилин (4ºC). 
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З метою вивчення процесів реорганізації актинового цитоскелету, було 

застосовано наступну схему фракціонування клітинних лізатів. Лізат лейкоцитів 

центрифугували 10 хв при 10 000 об/хв. У результаті було отримано надосадову 

рідину (С1), яка містила короткі філаменти та мономери актину та осад (О1), який 

містив довгі актинові філаменти цитоскелету. 10 мкл надосадової рідини 

відбирали для SDS-ПААГ електрофорезу, решту піддавали високошвидкісному 

центрифугуванню (1 год, 100000 об/хв) для розділення мономерів актину, які 

залишалися у надосадовій рідині (С2) та коротких філаментів актину, які 

містилися в осаді (О2). 

Відібрані осади (О1 та О2) та надосадові рідини (С1 та С2) прогрівали при 95 

°С протягом 5 хв у буфері Леммлі (62,5 мМ трис-HCl (pH 6,8), 1 мМ ЕДТА, 2 % 

SDS, 5 % β-меркаптоетанол, 10 % гліцерин, 0,4 % бромфеноловий синій). 

 

2.12.3. Електрофорез білків лізатів лейкоцитів у поліакриламідному гелі [13, 

134] 

Осади (О1 та О2) та надосадові рідини (С1 та С2) піддавали SDS-ПААГ 

електрофорезу. Білки розділяли у блоках 15 % поліакриламідного гелю у 

присутності додецилсульфату натрію у буферній системі Лемлі. 

Для приготування гелю використовували такі реактиви: 

1. Розчин мономерів “АА”: 30% акриламід та 0,8 % метиленбісакриламід;  

2. Буфер “А” для розділяючого гелю: 0,375 М трис-HCl, pH 8,8; 

3. Буфер “Б” для концентруючого гелю: 0,125 М трис-HCl, pH 6,8; 

4. 10% персульфат амонію (APS). 

5. 10% додецилсульфат натрію (SDS) 

6. Буфер для електрофорезу (0,025 М трис-HCl, pH 8,3, 0,192 М гліцин, 

0,1 % SDS). 

В установку для електрофорезу, у простір між двома скляними пластинами 

вносили 15 % розділяючий (3,28 мл H2О; 2,64 мл «АА»; 2 мл «А»; 0,8 мл SDS; 

0,4 мл APS; 0,04 мл ТЕМЕД) та 5 % концентруючий (1,83 мл H2О; 0,39 мл «АА»; 

0,75 мл «Б»; 0,3 мл SDS; 0,3 мл APS; 0,03 мл ТЕМЕД) гелі. В електрофоретичну 
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установку заливали буфер для електрофорезу. Електрофорез проводили протягом 

2,5 год при силі струму 15 мА, напрузі 200 В та потужності 50 Вт на одну 

пластину. При переході проб з концентруючого гелю у розділяючий, силу струму 

збільшували до 25 мА на одну пластину. 

2.12.4. Імуноблотинг білків лізатів лейкоцитів 

 

Після електрофоретичного розділення лізатів клітинних фракцій здійснювали 

перенесення білків з ПААГ під дією електричного поля на нітроцелюлозну 

мембрану [132, 133] з наступною обробкою отриманих блотів антитілами. 

Перенесення проводили протягом 2 год при силі струму 250 мА, в буфері, що 

містив 25 мМ трис-HCl (pH 8,3), 20 % метанол та 192 мМ гліцин [Campos K.E., 

2003]. Вільні центри зв’язування на мембрані блокували протягом 12 год при 4°С 

2 % розчином БСА в ЗФР (137 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl, 4,3 мМ Na2HPO4, 1,7 мМ 

KH2PO4, (pH 7,3)) з 0,05 % твін-20. Згідно до поставленої мети мембрану 

інкубували з першими антитілами (Monoclonal Anti-Actin antibody produced in 

mouse, Sigma, США), розведеними у 10 000 раз у блокуючому буфері, протягом 

1,5 год з наступним промиванням буфером для блокування (5 разів по 3 хв). Як 

другі антитіла використовували анти-мишачі антитіла, кон’юговані з 

пероксидазою хрону (Аnti-Mouse Ig G (whole molecule) – peroxidase, Sigma, 

США), за розведення у блокуючому буфері у 1000 разів. 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 реактивів для посиленої хемілюмінесценції (Millipore, США). Час 

експонування мембран на рентгенівській плівці залежав від інтенсивності 

хемілюмінесценції і тривав у середньому 5–15 хв. Плівку проявляли у 

стандартному фенідон-гідрохіноновому проявнику та фіксували кислим 

фіксажем. Денситометричний аналіз результатів вестерн-блотингу здійснювали з 

використанням програми GelPro 3.1. 

Для контролю ідентичності вмісту білків у всіх пробах, мембрану відмивали 

від антитіл буфером для відмивки (забуферений фізіологічний 
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розчин/0,1 % твін-20) та, в подальшому, блокуючим буфером. Після цього її 

інкубували з першими анти-α-тубулін антитілами (Millipore, США), другими 

антитілами та проводили експозицію отриманих блотів на рентгенівську плівку. 

 

 

2.13. Статистична обробка результатів 

 

Статистична обробка результатів дослідження здійснювалася з допомогою 

програми Microsoft Excel. Обчислення основних статистичних показників 

проводили за безпосередніми кількісними даними, отриманими в результаті 

досліджень (середнє арифметичне значення – М; стандартна похибка середнього 

арифметичного – m).  

Для оцінки вірогідності різниці між статистичними характеристиками двох 

альтернативних сукупностей даних обчислювали коефіцієнт Стьюдента. 

Вірогідною вважали різницю при показах вірогідності р≥0,95 (рівень значимості 

Р<0,05), знайдену після обчислення t за таблицею t-розподілу Стьюдента.  
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РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

3.1.  Вплив агматину на вміст кінцевих продуктів глікації (AGEs) у 

лейкоцитах та плазмі периферичної крові щурів у нормі та за умов ЕЦД 

 

Важливими біомаркерами ЦД, які пов’язані із функціональним станом білків, 

є вміст кінцевих продуктів глікації (AGEs) в лейкоцитах периферичної крові. 

AGEs утворюються шляхом неензиматичної взаємодії редукуючих цукрів або 

окиснених ліпідів і білків, амінофосфоліпідів або нуклеїнових кислот. Утворення 

AGEs може призвести до внутрішньоклітинних модифікацій білків, у тому числі 

тих, які беруть участь у регуляції експресії генів [103]. 

За умов діабету вміст AGEs у лейкоцитах зменшувався на 22 %, а у плазмі – 

збільшувався на 32 % порівняно з контрольною групою. Введення агматину 

здоровим тваринам не спричиняло достовірних змін у вмісті AGEs. Після 

введення агматину тваринам з діабетом спостерігали зниження цього показника у 

плазмі в 1,8 рази та достовірне збільшення вмісту кінцевих продуктів глікації у 

лейкоцитах майже до контрольних значень (рис. 3.1). 

                                                                 

Рис. 3.1. Вплив агматину на вміст кінцевих продуктів глікації (AGEs) у 

лізатах лейкоцитів (А) та плазмі крові (Б) щурів у нормі та за умов 

експериментального цукрового діабету (М ± м, n = 5-6). 

Примітка. * – різниця вірогідна порівняно з контролем, Р < 0,05; # –різниця 

вірогідна порівняно з ЕЦД, Р < 0,05. 
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Гіпоінсулінемія зумовлює гальмування транслокації транспортера глюкози 

GLUT 3 від внутрішньоклітинних везикул до плазматичної мембрани лейкоцитів, 

з чим може бути пов'язане зменшення внутрішньоклітинного утворення AGEs 

[217]. 

 

Рис. 3.2. Концентрація глюкози в крові тварин у нормі, за умов 

експериментального цукрового діабету і на фоні введення агматину (М ± m, 

n = 5-6). 

 

Примітка. * – різниця вірогідна порівняно з контролем, Р < 0,05; # – різниця 

вірогідна порівняно з діабетом, Р < 0,05 

 

Відомо, що активація агматином I2-імідазолінових рецепторів в мозковій 

речовині надниркових залоз підвищує секрецію β-ендорфінів, що призводить до 

активації μ-опіоїдних рецепторів в імунних клітинах (лімфоцитах, нейтрофілах і 

моноцитах), які, в свою чергу, активують мітоген-активовані протеїнкінази і 

фосфоліпаза С-опосередковане сигналювання, що призводить до вбудовування 

транспортерів глюкози в мембрану лейкоцитів [159]. Таким чином, внаслідок 

зниження концентрації глюкози у плазмі крові тварин з ЕЦД після введення 

агматину(рис 3.2), зменшується вміст AGEs (рис 3.1), проте збільшується їхній 

вміст у лейкоцитах. 
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3.1.1. Підсумки 

 

За умов ЕЦД вміст кінцевих продуктів глікації у лейкоцитах зменшувався, а 

у плазмі збільшувався, порівняно з контролем, що можна пояснити збільшенням 

вмісту глюкози у плазмі крові діабетичної групи тварин. На фоні введення 

агматину хворим тваринам спостерігали зростання вмісту кінцевих продуктів 

глікації в лейкоцитах, та змешення їхньої кількості у плазмі, порівняно з 

діабетичною групою, що пов’язано із здатністю агматину викликати активацію 

I2-рецепторів мозкового шару наднирників, що призводить до підвищення 

секреції β-ендорфіну, який активує μ-опіоїдні рецептори, а це стимулює засвоєння 

глюкози периферичними тканинами. 

 

1. Bila I. Agmatine preventes oxidative-nitrative stress in blood leukocytes under 

streptozotocin-induced diabetes mellitus / I. Bila, О. Dzydzan, I. Brodyak, N. Sybirna. 

Open Life Sciences. 2019; № 14: Р. 299–310. 

2. Біла. І. Вплив агматину на вміст окремих метаболітів оксидативно-

нітративного стресу в лейкоцитах крові за умов стрептозотоцин-індукованого 

цукрового діабету / І. Біла, І. Бродяк, Н. Сибірна // Міжнародна наукова 

конференція студентів і аспірантів “Молодь і поступ біології”, 9–11 квітня 2019 

р.: збірник тез. Львів. 2019. С. 58. 

 

3.2. Дослідження впливу агматину на зміну показників оксидативного стресу 

у лейкоцитах периферичної крові щурів у нормі та за умов ЕЦД, шляхом 

визначення вмісту ТБК-позитивних продуктів перекисного окиснення ліпідів 

(ПОЛ), вмісту кінцевих продуктів оксидації білків (AOPPs) та активності 

ферментів системи антиоксидантного захисту 

 

Відомо, що зростанням вмісту прооксидантів, в тому числі АФО внаслідок 

порушення ензиматичних реакцій призводить до активації процесів 

вільнорадикального окиснення та накопичення стійких цитотоксичних продуктів, 
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які утворюються майже з усіх класів біомолекул. Провідна роль у формуванні 

діабетичних ускладнень належить модифікації ліпідів внаслідок їхнього 

пероксидного окиснення. За фізіологічних умов система реакцій ПОЛ 

контролюється різноманітним антиоксидантними захисними механізмами. 

Порушення такого контролю, зокрема за умов цукрового діабету, призводить до 

інтенсифікації процесів ПОЛ та накопичення в організмі продуктів 

ліпопероксидації – високореакційних молекул, які залучаються до ушкоджень 

клітинних структур [87].  

Гідропероксиди, що утворилися внаслідок дії АФО на ліпіди, мають 

токсичний вплив на клітини як безпосередньо, так і через деградацію цих сполук 

до високотоксичних гідроксильних радикалів. Підвищення рівня перекисного 

окислення ліпідів корелює з високим вмістом глюкози в крові та інтенсифікацією 

оксидативного стресу при ЦД [215]. 

За умов діабету відбувалось зростання кількості ТБК-позитивних продуктів в 

1,4 рази порівняно з контролем. У лейкоцитах контрольної групи тварин, яким 

вводили агматин достовірних змін не спостерігали. Введення агматину щурам з 

ЕЦД спричиняло нормалізацію досліджуваного показника майже до контрольних 

значень, а саме зменшення на 20 % порівняно з ЕЦД (рис. 3.3).  

 

Рис. 3.3. Вміст ТБК-позитивних продуктів у лейкоцитах периферичної крові 

щурів у нормі, за умов експериментального цукрового діабету та на фоні введення 

агматину (М ± м, n = 5-6). 

Примітка. * – різниця вірогідна порівняно з контролем, Р < 0,05; # –різниця 

вірогідна порівняно з ЕЦД, Р < 0,05. 
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В умовах оксидативного стресу відбувається утворення AOPPs, внаслідок 

накопичення супероксид аніону (O2
•−

,) який зазнає дисмутації до пероксиду 

водню під дією мієлопероксидази нейтрофілів, у присутності іонів галогенів (в 

основному Cl
–
). Це призводить до утворення реактивних хлоровмісних сполук, які 

безпосередньо беруть участь в модифікації нативної структури білків. AOPPs 

розпізнаються і зв’язуються з тими самими рецепторами, що і AGEs, – RAGE 

(англ. receptor for advanced glycation end products). 

За умов діабету, вміст AOPPs у плазмі підвищувався приблизно в 1,6 рази 

порівняно з контролем, а у лейкоцитах достовірних змін не відбувалось (рис 3.4). 

 

      

  

Рис. 3.4. Вплив агматину на вміст кінцевих продуктів оксидації (AOPPs) у 

лізатах лейкоцитів (А) та плазмі крові (Б) щурів у нормі та за умов 

експериментального цукрового діабету (М ± м, n = 5-6). 

 

Примітка. * – різниця вірогідна порівняно з контролем, Р < 0,05; # –різниця 

вірогідна порівняно з ЕЦД, Р < 0,05 

 

Після введення агматину здоровим щурам рівень AOPPs у плазмі  значно зріс 

порівняно з контрольною групою.  У лейкоцитах вміст досліджуваного показника, 

після введення даного поліаміну не змінився порівняно з контролем.  Після 
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введення агматину тваринам з ЦД, спостерігали  незначне підвищення вмісту 

кінцевих продуктів оксидації у лейкоцитах, порівняно з діабетом, та достовірне 

зменшення їхньої кількості у плазмі. Зниження рівня AOPPs у плазмі крові може 

бути пов’язано з гіпоглікемічною дією агматину в організмі піддослідних 

тварин [82]. 

Характерним показником прогресування патологічних змін при ЦД є 

інтенсифікація процесів утворення АФО, що призводить до виснаження як вмісту 

антиоксидантів, так і порушення роботи ензимів антиоксидантної системи, 

внаслідок чого розвивається оксидативний стрес. Тому стан антиоксидантної 

системи клітини за умов ЦД є одним із основних показників рівня захисних 

можливостей організму. 

За умов ЦД, відбувається порушення роботи електрон-транспортного 

ланцюга, що, у свою чергу, викликає надпродукцію супероксид-аніона (О2
•-
), який 

за нормальних умов нейтралізується антиоксидантною системою. Відомо, що 

вагомий внесок у формування пізніх діабетичних ускладнень робить саме 

порушення рівноваги між продукцією вільних радикалів і активністю 

антиоксидантних ферментів, серед яких важлива роль належить СОД, каталазі, 

ГПО та ГР [84, 196]. Зміни у внутрішньоклітинному метаболізмі, інтенсифікація 

процесів неензиматичного глікозилювання та розвиток оксидативно-нітративного 

стресу в клітинах крові на фоні тривалої гіперглікемії є основними факторами, що 

індукують патологічні зміни у структурі їхніх компонентів і впливають на їх 

функціональний стан. Високий рівень глюкози крові спричиняє виникнення 

запальних процесів, на що в першу чергу реагують клітини крові, зокрема 

лейкоцити [118].  

У результаті проведених експериментальних досліджень було встановлено, 

що активність ензимів антиоксидантної системи достовірно знижується у 

лейкоцитах крові щурів за умов ЕЦД (рис. 3.5–3.6). Отримані нами зміни 

узгоджуються із літературними даними [10, 41, 108]. У роботі Ференц [82] 

показано, що за умов ЕЦД в лейкоцитах значно підвищується вміст нітротирозин-

модифікованих протеїнів. Нітрування протеїнових молекул по залишках тирозину 
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впливає на їхню структуру і функціональні властивості. Модифікація залишків 

Тир-34 у структурі молекули СОД призводить до інактивації ензиму [100, 131].  

Введення агматину контрольній групі щурів не спричиняло достовірних змін 

в активності ферментів антиоксидантного захисту (рис. 3.5–3.6). У своїх роботах 

Патель та його співробітники [170], повідомили, що гіперглікемія призводить до 

збільшення утворення пероксиду водню, гіперполяризації мітохондріальних 

мембран та зниження експресії генів каталази. 

Після введення агматину тваринам з ЕЦД спостерігали підвищення 

активності СОД і каталази порівняно з діабетичною групою у 2,4 рази та 1,4 рази, 

відповідно. 

 

        

Рис. 3.5. Вплив агматину на активність СОД (А) та каталази (Б) у лейкоцитах 

крові щурів у нормі та за умов експериментального цукрового діабету (М ± м, 

n = 5–6). 

 

Примітка. * – різниця вірогідна порівняно з контролем, Р < 0,05; # –різниця 

вірогідна порівняно з ЕЦД, Р < 0,05 

 

Зростання активності каталази у лейкоцитах крові діабетичних тварин після 

введення агматину можна розглядати як результат зниження неензиматичного 

глікозилювання білків, внаслідок прояву гіпоглікемічних властивостей 

досліджуваного поліаміну [81]. 
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За умов діабету зниження активності ГПО, яка окиснює глутатіон, 

відновлюючи гідропероксиди ліпідів та інші органічні сполуки, в 1,3 раза, 

порівняно з контролем (рис. 3.6, А), тісно пов’язане із функціонуванням ГР та 

рівнем відновленого глутатіону. 

Зниження рівня GSH у лейкоцитах крові щурів з ЕЦД на 27 %, порівняно з 

контролем, (рис. 3.6, Б) може бути показником довготривалих ускладнень діабету. 

Гіперліпідемія, запалення і зміна антиоксидантного профілю є типовими 

ускладненнями ЦД і є результатом зниження співвідношення GSH / GSSG [55, 

179]. Активність ензиму ГР за умов ЕЦД знижувалась в 1,3 рази, порівняно з її 

активністю в лейкоцитах здорових щурів. 

        

 

Рис 3.6. Активність глутатіонпероксидази, глутатіонредуктази (А) та вміст 

відновленого глутатіону (Б) в лейкоцитах крові щурів у нормі, за умов 

експериментального цукрового діабету та на фоні введення агматину ( М ± м, n = 

5-6).  

 

Примітка. * – різниця вірогідна порівняно з контролем, Р < 0,05; # -різниця 

вірогідна порівняно з ЕЦД, Р < 0,05. 

 

Нами виявлено, що введення агматину тваринам з ЕЦД обумовлювало 

зростання активності ГПО на 43 %, ГР – на 72 % (рис. 3.5, А). Зростання рівня 
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GSH за умов введення агматину може бути зумовлене підвищенням активності 

ГР, яка каталізує реакцію відновлення глутатіону. 

 

3.2.1. Підсумки 

 

У результаті проведених досліджень встановлено, що введення агматину 

тваринам з експериментальним цукровим діабетом спричиняє зниження вмісту 

ТБК-позитивних продуктів на 20 % та достовірне підвищення активності 

ферментів антиоксидантної системи: каталази, СОД, ГПО, ГР, а також вмісту 

GSH порівняно з діабетичною групою. Після введення агматину тваринам з 

діабетом спостерігали незначне підвищення вмісту кінцевих продуктів оксидації у 

лейкоцитах та достовірне зменшення їхньої кількості у плазмі порівняно з 

діабетом, що пов’язано з гіпоглікемічною дією агматину.  

Таким чином, агматин сприяє відновленню порушених функцій ферментів 

антиоксидантної системи лейкоцитів крові тварин за умов ЕЦД. 

 

1. Bila I. Agmatine preventes oxidative-nitrative stress in blood leukocytes under 

streptozotocin-induced diabetes mellitus / I. Bila, О. Dzydzan, I. Brodyak, N. Sybirna. 

Open Life Sciences. 2019; № 14: Р. 299–310. 

2. Біла. І. Вплив агматину на вміст окремих метаболітів оксидативно-

нітративного стресу в лейкоцитах крові за умов стрептозотоцин-індукованого 

цукрового діабету / І. Біла, І. Бродяк, Н. Сибірна // Міжнародна наукова 

конференція студентів і аспірантів “Молодь і поступ біології”, 9–11 квітня 2019 

р.: збірник тез. Львів. 2019. С. 58. 

3. Bila I. State of the antioxidant system of blood leukocytes under conditions of 

experimental diabetes mellitus on the background of agmatine injection / I. Bila, I. 

Brodiak, N. Sybirna // 4th Annual BTRP Ukraine Regional One Health Research 

Symposium, May 20–24, 2019: Abstracts. Kyiv, 2019. Р. 366. 
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3.3. Визначення впливу агматину на функціональний стан лейкоцитів крові 

щурів у нормі та за умов ЕЦД шляхом дослідження WGA-індукованої 

агрегації клітин 

 

Одним із компонентів порушень транспортного потенціалу крові є агрегація 

клітин, яка є важливим патогенетичним механізмом розвитку захворювань і їхніх 

ускладнень. При такому патологічному стані, як запалення, спостерігають 

підвищену агрегацію лейкоцитів та інших клітин крові. Різноманітність 

рецепторів лейкоцитів визначає їхню чутливість до численних подразників, 

будучи при цьому важливим показником потенційної реактивності [6]. 

Гіперглікемія у разі діабету викликає порушення вуглеводного обміну й 

утворення кінцевих продуктів глікозилювання – AGEs, що призводить до зміни 

експресії генів і активності клітинних глікозилтрансфераз і глікозидаз – ензимів 

синтезу глікокон’югатів [136]. Глікокон’югати відіграють важливу роль у різних 

біологічних процесах, зокрема, гомеостазі глюкози, контролі якості білків, 

запалені, міжклітинному сигналюванні та клітинній адгезії. Наявність змінених 

вуглеводних детермінант модифікує біологічну активність глікокон’югатів. 

Взаємодія модифікованого ліганду з його специфічним рецептором призводить до 

порушень на рівні трансмембранного і внутрішньоклітинного сигналювання [96, 

142]. 

За умов ЦД у разі використання як індуктора агрегації лектину WGA ступінь 

і швидкість агрегації лейкоцитів зростали в 2,0 та 2,4 рази відповідно порівняно зі 

значеннями у контрольній групі (рис. 3.7, таблиця 3.1).  
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Таблиця 3.1. 

Показники WGA-індукованої агрегації лейкоцитів периферичної крові щурів у 

нормі та за умов експериментального цукрового діабету (ЦД), а також на фоні 

введення агматину (М ± m; n = 5-6) 

 

Показники 
Контроль 

Контроль + 

агматин 
ЕЦД 

ЕЦД + 

агматин 

Розмір агрегату, ум. од. 4,1 ± 0,5 12,9 ± 1,5* 8,7 ± 0,9* 24,0 ± 2,6
#
 

 

Ступінь агрегації, %  21,8 ± 2,5 49,5 ± 4,5* 43,0 ± 3,7* 60,2 ± 4,9
#
 

Швидкість агрегації, %/хв  4,3 ± 0,75 29,7 ± 3,1* 10,5 ± 1,9* 34,3 ± 2,9
#
 

 

Примітка. * – різниця вірогідна порівняно з контролем, Р<0,05; # – різниця 

вірогідна порівняно з ЕЦД, Р < 0,05. 

 

Це може бути наслідком того, що у структурі глікопротеїнових рецепторів 

мембрани лейкоцитів тварин хворих на ЦД 1-го типу наявні (у підвищеній 

кількості порівняно зі здоровими тваринами) вуглеводні детермінанти, які у своїй 

структурі містять переважно N-ацетил-β,D-глюкозамінові і N-ацетилнейрамінові 

фрагменти. Такі особливості термінальних залишків глікокон’югатів 

плазматичної мембрани лейкоцитів за умов патології можуть впливати як на 

динамічні, так і на кінетичні показники процесу агрегації клітин. Крім цього 

отримані результати можуть бути пов’язані з інтенсифікацією синтезу гібридних 

типів N-гліканів за участю активованого GnТІІІ-ензиму (N-ацетилглюкозамініл-

трансфереза ІІІ) [207]. 

Введення агматину контрольним тваринам і тваринам з ЦД спричиняло 

зростання розміру агрегату, швидкості та ступеня WGA-індукованої агрегації 

лейкоцитів порівняно з відповідними групами тварин без введення цього 

поліаміну (рис. 3.7, таб. 3. 
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1 – контроль;  

2 – ЕЦД; 

3 – контроль + агматин; 

4 – ЕЦД + агматин. 

 

 

 

 

Рис. 3.7. Типові криві WGA-індукованої агрегації лейкоцитів щурів у 

контрольній групі, за умов експериментального цукрового діабету (ЦД) та на фоні 

введення агматину. 

 

З урахуванням збільшення вмісту термінальних сіалових кислот у складі 

глікокон’югатів мембран лейкоцитів у тварин з ЕЦД на фоні введення 

агматину [27], отримані результати WGA-інукованої агрегації можна пояснити 

збільшення кількості саме α-2,6-зв’язаних сіалових кислот у структурі 

олігосахаридних детермінант глікопротеїнів лейкоцитів тварин після введення 

даного поліаміну, оскільки сіалові кислоти, які приєднані (α2→3)-глікозидним 

зв’язком до субтермінальних цукрів у структурі олігосахаридних ланцюгів 

глікокон’югатів набагато швидше піддаються гідролітичному відщепленню за 

участю сіалідаз, ніж (α2→6)-зв’язані залишки цих цукрів [27, 207]. 

 

3.3.1. Підсумки 

 

Таким чином, підсумовуючи отримані результати, можна зробити висновок, 

що причиною зростання показників WGA-індукованої агрегації лейкоцитів 

тварин, яким вводили агматин є збільшення вмісту термінальних залишків N-
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ацетил-β,D-глюкозаміну та сіалових кислот у складі мембранних глікокон’югатів 

лейкоцитів, що зумовлено посиленням процесу сіалювання олігосахаридних 

ланцюгів глікокон’югатів та послабленням десіалювання, а також прямою дією 

досліджуваного поліаміну на стан поверхневих глікокон’югатів мембрани 

лейкоцитів або на активність ферментів, які формують структуру вуглеводних 

детермінант адгезивніх молекул цих клітин. 

 

1. Бродяк І. В. Вплив агматину на динаміку полімеризації актину у WGA-

стимульованих лейкоцитах за умов експериментального цукрового діабету / І. В. 

Бродяк, І. І. Біла, Н. О. Сибірна. Фізіологічний журнал. 2017. Т. 63, № 4. С. 48–55. 

(IF – 0.06, Scientific Journal Rankings – 0.130). 

2. Сибірна Н. О. Вплив агматину на структурно-функціональний стан 

лейкоцитів за умов експериментального цукрового діабету у щурів / Н. О. 

Сибірна, І. В. Бродяк, І. В. Ференц, І. І. Біла // ХІ Український біохімічний 

конгрес, 6–10 жовтня, 2014 р.: тези. – Український біохімічний журнал. 2014. Т. 

86, № 5 (спеціальний випуск, додаток 2, 2014). С. 29–30. 

 

3.4.  Дослідження процесів полімеризації-деполімеризації актину у 

лейкоцитах щурів для оцінки міграційної здатності імунокомпетентних 

клітин крові у всіх досліджуваних групах 

 

Морфофункціональний стан лейкоцитів узалежнений від комплексної 

взаємодії між білками мембрани і цитоскелетом, які задіяні в організації і 

координації сигнальних мереж, у забезпеченні специфічності та інтенсивності 

внутрішньоклітинного сигналювання [38]. Реорганізація актинового цитоскелету 

у результаті полімеризації-деполімеризації актину має важливе значення для 

здійснення локомоторних функцій лейкоцитів і є ключовим моментом у 

забезпеченні міграційної здатності лейкоцитів [158]. У разі дії стимулювальних 

чинників лейкоцити активуються, внаслідок чого відбувається швидка 

полімеризація актинових філаментів із наявних у клітині мономерів G-актину.  
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За рівнем флюоресценції Рhalloidin-Alexa Fluor 350, який зв’язує F-актин у 

співвідношенні 1:1, не зв’язуючи при цьому G-актин [57], ми оцінили вихідний 

рівень полімеризованого актину в лейкоцитах периферичної крові щурів у нормі 

та за умов ЕЦД, а також з’ясували як внутрішньом’язове введення агматину 

впродовж 14 днів впливає на процес полімеризації актину в лейкоцитах цих 

досліджуваних груп тварин. Оцифровані результати інтенсивності сигналів 

флюоресцентної мікроскопії на знімках представляють середнє арифметичне 

значення інтенсивності свічення клітин, яке виражали в у.о. (табл. 3.2, рис. 3.8). 

 

Таблиця 3.2. 

Вміст полімеризованого актину в лейкоцитах щурів у нормі, за умов 

експериментального цукрового діабету та на фоні введення агматину 

(М ± m, n = 4–5) 

 

Примітка. * – різниця вірогідна порівняно з контролем, Р < 0,05; # – різниця 

вірогідна порівняно з ЕЦД, Р < 0,05. 

 

Порівняльний аналіз світлової та флюоресцентної мікроскопії дав змогу 

встановити, що на фотографіях більш інтенсивним свіченням та, відповідно, 

вищим вмістом F-актину характеризуються поліморфноядерні лейкоцити 

порівняно з мононуклеарними лейкоцитами. Полімеризовані актинові філаменти 

цитоскелету поліморфноядерних лейкоцитів беруть участь в міжклітинній 

Дослідні групи Рівень  F-актину  

(Умовні одиниці) 

Контроль 1,19 ± 0.18 

Експериментальний цукровий діабет 

(ЕЦД) 

4,05 ± 1.12* 

Контроль + агматин 0,98 ± 0.11* 

EЦД + агматин 1,1 ± 0.07
#
 



86 
 

взаємодії (утворенні адгезивних контактів), передачі сигналів, визначають 

здатність клітини до міграції [172]. Вони сконцентровані у районі зовнішньої 

мембрани, відповідаючи за форму клітини і утворення виступів на поверхні 

клітини. F-актин локалізується у псевдоподіях, ламелоподіях, складках мембрани 

і актин-збагаченому кортексі клітини [112].  
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 Рис. 3.8. Репрезентативні мікрофотографії світлової та флюоресцентної 

мікроскопії лейкоцитів демонструють інтенсивність свічення актину після 

фіксування, пермеабілізування та інкубування клітин з Phalloidin Alexa Fluor 350 в 

усіх досліджуваних групах тварин. Збільшення 1000. 

 

Аналізуючи результати проведених досліджень (табл. 3.2), було встановлено, 

що вихідний рівень полімеризованого актину (не враховується G-актин, мономери 

актину) в лейкоцитах периферичної крові за ЕЦД був достовірно вищим 

порівняно з контрольною групою тварин, що вказує на їхній преактивований стан 

і зміну структурно-функціональних властивостей цих клітин у разі діабету. Тобто 

за таких умов переважають процеси полімеризації, а деполімеризація сповільнена. 

З метою корекції виявлених нами дефектів у рівні полімеризації актину в 

лейкоцитах крові у разі діабету було досліджено вплив агматину на вміст та 
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локалізацію F-актину в цих клітинах крові у контрольній групі щурів та за умов 

стрептозотоциніндукованого цукрового діабету (табл. 3.2, рис. 3.8). За дії 

агматину у контрольній групі та у тварин з ЕЦД в лейкоцитах спостерігається 

зниження рівня полімеризованого актину. У разі застосування агматину 

лейкоцити у контрольній групі щурів характеризувалися округлою формою із 

локалізацією актинових філаментів у вигляді кортикального кільця.  

За умов ЕЦД на фоні введення агматину вихідний рівень полімеризованого 

актину в лейкоцитах щурів достовірно знижувався порівняно з клітинами у разі 

діабету (табл. 3.2, рис. 3.8). Вміст F-актину становив 1.1 ± 0.07 і 4.05 ± 1.12 у.о., 

відповідно. Зменшення рівня полімеризованого актину при введенні агматину як 

у контролі, так і у тварин з ЕЦД може бути зумовлено як прямим, так і 

опосередкованим впливом цього поліаміну на функціональний стан клітин у руслі 

крові та на рівні гемопоезу. Оскільки, введення агматину призводить до 

підвищення секреції β-ендорфіну, який активує μ-опіоїдні рецептори, що 

стимулює засвоєння глюкози периферичними тканинами, інтенсивність розвитку 

оксидативного стресу зменшується, що сприяє відновленню функціонального 

стану клітин.  

Актин – білок, який існує у двох фізіологічних станах: мономерному 

глобулярному (G-актин) та полімерному або фібрилярному (F-актин). У клітинах 

F-актин представлений довгими мікрофіламентами (конститутивна фракція 

цитоскелету), які відходять від клітинної мембрани у напрямку до центру клітини, 

та короткими мікрофіламентами, які розташовуються у кортексі у підмембранній 

сітці. Короткі філаменти утворюють дуже динамічну фракцію, адже саме вони 

утворюються першими при ініціації полімеризації актинових філаментів 

мембрани (субкортикальний актин) у момент активації лейкоцитів і формування 

псевдоподій на їхній поверхні [112]. 

Для з’ясування молекулярних механізмів процесів перерозподілу фракцій 

актинових філаментів, які опосередковують зміни функціонального стану 

лейкоцитів було проведено дослідження реорганізації актинового цитоскелету за 

умов ЕЦД та на фоні введення агматину методом імуноблот-аналізу. Клітини 
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лізували в Тритоні Х-100 і піддавали низькошвидкісному центрифугуванню 

(10 000 g, рис. 3.9, А).  

У результаті було отримано дві фракції білків цитоскелету та цитозолю. 

Цитоскелетна фракція містила актинові філаменти цитоскелету, щільно 

асоційовані з мембраною – осад. Розчинна цитозольна фракція актину – 

надосадова рідина, містила короткі філаменти актину та мономери актину. 

Імуноблот-аналіз актинових філаментів цитоскелету і фракції коротких актинових 

філаментів і мономерів актину дав змогу виразити величину загального вмісту 

актину в лейкоцитах кожної із досліджуваних груп (рис. 3.9, Б). Загальний вміст 

актину (сума показників при аналізі двох описаних вище фракцій, які були 

отримані у результаті першого центрифугування) у лейкоцитах контрольної групи 

тварин було прийнято за 100 %, з яким і порівнювали вміст загального актину в 

лейкоцитах інших експериментальних групах. 

А 

                  

 

Рис. 3.9. Дослідження кількості актину різних фракцій методом імуноблот-

аналізу в лейкоцитах щурів у нормі, за умов експериментального цукрового 

діабету та на фоні введення агматину. А – схема фракціонування лізатів 

лейкоцитів, Б – імуноблот лізатів лейкоцитів досліджуваних груп.   
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У разі ЕЦД загальний вміст актину у лейкоцитах периферичної крові 

знижувався на 24 %. Введення агматину хворим тваринам призводило до 

зростання вмісту актину на 46 % порівняно з ЕЦД, у здорових тварин цей 

показник після дії агматину знижувався порівняно з контролем (рис. 3.10).  

 

 

 

Рис. 3.10. Вміст загального актину (сума філаментів цитоскелету, коротких 

філаментів актину та мономерів актину) в лейкоцитах щурів у нормі, за умов 

експериментального цукрового діабету та на фоні введення агматину ( М ± м, n = 

5-6). 

Дані одержані за допомогою денситометрії імуноблотів 

* достовірність відхилення від значень клітин контрольних щурів – P < 0,05;  

# достовірність відхилення від значень клітин щурів з ЦД – P < 0,05  

 

Як показано на рис. 3.9, А, подальше високошвидкісне центрифугування (при 

100000 g) надосадової рідини, отриманої після низькошвидкісного 

центрифугування, дало змогу виділити дві фракції, які містили: короткі актинові 

філаменти і мономери актину. 

Було проведено порівняльний аналіз перерозподілу актину (рис. 3.11) між 

фракціями довгих філаментів цитоскелету, коротких актинових філаментів і 

мономерами актину. У клітинах контрольної групи тварин ці три форми актину 



90 
 

розподілялися, як 71,9 ± 7,2 %, 8,7 ± 1,1% і 19,4 ± 1,3 %, відповідно. Отже, 

полімеризований актин домінує щодо мономерів актину у співвідношенні 8 : 2. В 

лейкоцитах тварин з ЕЦД актин розподілявся, як 44,3 ± 4,2 % у фракції філаментів 

цитоскелету, 44,3 ± 4,4 % формували короткі актинові філаменти і 11,4 ± 1,2 % 

припадало на мономери актину. Тобто, вміст полімеризованого актину щодо 

мономерів актину співвідноситься як 9 : 1. Звертає на себе увагу зменшення 

вмісту фракцій філаментів цитоскелету із одночасним зростанням фракцій 

коротких актинових філаментів, що вказує на преактивований стан клітин. 

 

 

Рис. 3.11. Динаміка перерозподілу вмісту фракцій актину у лізатах 

лейкоцитів (що містили довгі актинові філаменти цитоскелету, короткі актинові 

філаменти та мономери актину у нормі) за умов експериментального цукрового 

діабету та на фоні введення агматину. Дані одержані за допомогою денситометрії 

імуноблотів. Вміст актину виражений у відсотках від сумарного вмісту актину 

кожної окремої фракції ( М ± м, n = 5-6). 

Дані одержані за допомогою денситометрії імуноблотів 

* достовірність відхилення від значень клітин контрольних щурів – P < 0,05;  

# достовірність відхилення від значень клітин щурів з ЦД – P < 0,05. 
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Після введення агматину контрольній групі щурів вміст актину у окремих 

фракціях лізатів лейкоцитів розподілявся як 72,3 ± 6,9 % у фракції, яка містила 

щільно асоційовані з мембраною філаменти цитоскелету, 17,9 ± 1,5 % формували 

короткі актинові філаменти і 9,8 ± 0,8 % припадало на мономери актину (рис. 

3.10). 

Введення агматину тваринам з ЕЦД призводило до перерозподілу цих трьох 

фракцій актину у такому відсотковому співвідношенні – 69,3 ± 6,6, 17,1 ± 1,6 і 

13,6 ± 1,1 %. Отже, у двох досліджуваних групах полімеризований актин домінує 

щодо мономерів актину: у контрольній групі тварин – у співвідношенні 9 : 1, у 

хворих тварин – у співвідношенні 8,5 : 1,5 (рис. 3.11).  

 

3.4.1. Підсумки 

 

Методами флюоресцентної мікроскопії та імуноблот-аналізу встановлено 

зростання вмісту полімеризованого актину в лейкоцитах крові тварин з 

експериментальним цукровим діабетом. На фоні підвищення загального рівня F-

актину зменшується кількість довгих актинових філаментів цитоскелету, водночас 

зростає вміст коротких філаментів актину, що свідчить про преактивований стан 

лейкоцитів. Зміна рівня полімеризації та деполімеризації актину в лейкоцитах у 

разі ЕЦД може вказувати на порушення у системі активації, хемотаксису, міграції 

та фагоцитозу, адже саме актиновий цитоскелет лейкоцита постійно 

реорганізується, виступаючи динамічною системою, яка визначає 

морфофункціональні зміни у клітині. Доведено коригуючий ефект агматину на 

функціональний стан лейкоцитів, що підтверджується інтенсифікацією процесу 

формування довгих філаментів актинового цитоскелету. 
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3.5. Вплив агматину на трансдукцію лектиніндукованих сигналів через 

сіаловмісні глікокон’югати мембран лейкоцитів щурів у нормі та за умов 

ЕЦД, які викликають реорганізацію структурних елементів цитоскелету 

лейкоцитів 

 

Трансдукція лектиніндукованого сигналу через глікокон’югати, кількість і 

структура яких на поверхні лейкоцитів за умов діабету є зміненою [27], 

призводить до порушень у процесах полімеризації-деполімеризації актинового 

цитоскелету [51]. З метою з’ясування змін у системі адгезивних взаємодій типу 

клітина-матрикс чи клітина-клітина, ми проводили преінкубацію лейкоцитів із 

лектином WGA. У проведення WGA-стимулювального сигналу в лейкоцити 

задіяні рецептори, які у термінальній позиції олігосахаридних ланцюгів 

поверхневих глікокон’югатів містять сіалові кислоти. З літературних даних 

відомо, що введення агматину тваринам з ЦД зумовлює збільшення кількості 

сіалоглікокон’югатів і залишків N-ацетил-D-глюкозаміну у складі поверхневих 

гліканів лейкоцитів, внаслідок чого відновлюється афінність зв’язування лектину 



93 
 

WGA з його комплементарними лігандами [52]. Тому наступним нашим 

завданням було дослідити вплив агматину на динаміку полімеризації актину у 

WGA-стимульованих лейкоцитах контрольних тварин і за умов ЦД. 

У контрольній групі тварин динаміка стимуляції лектином WGA вказує на 

чітко виражений пік полімеризації актину на 1 хв і його деполімеризацію на 3 хв 

(рис. 3.12, 3.14). 
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Рис. 3.12. Інтенсивність свічення актину після фіксування, пермеабілізування 

й інкубування лейкоцитів з Phalloidin Alexa Fluor 350 у стані спокою (0 хв) і у 
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стані активації (після преінкубації із сіалоспецифічним лектином WGA впродовж 

0,5, 1 і 3-х хв) контрольних тварин і щурів з експериментальним цукровим 

діабетом. Збільшення у 1 000 разів. 

 

У лейкоцитах тварин за умов ЦД низька амплітуда полімеризації актину (рис. 

3.12, 3.14) вказує на довготривале не сприйняття активаційних сигналів від 

лектину WGA через сіаловмісні глікокон’югати. У разі діабету підвищений вміст 

глюкози виявляє інгібувальну дію на ензими, які задіяні у біосинтезі 

олігосахаридних ланцюгів глікокон’югатів [142]. Одним з таких ензимів є 

сіалілтрансфереза, яка каталізує приєднання сіалової кислоти до 

субтермінального цукру у структурі глікану [207]. 

На фоні введення агматину у лейкоцитах контрольної групи тварин відсоток 

F-актину становив 350 ± 41, 400 ± 46 і 320 ± 31 % на 0,5, 1 і 3-ю хв стимулювання 

сіалоспецифічним лектином WGA, відповідно. Така динаміка полімеризації 

актину вказує на формування піка полімеризації F-актину на 1-у хв стимулювання 

лектином WGA. Високі значення F-актину на 3-ій хв після дії лектину WGA (рис. 

3.13, 3.14) свідчать про порушення процесу деполімеризації актину.  

Ми спостерігаємо нетипово пролонгований час полімеризації. Такі зміни, 

можливо, зумовлені порушенням трансдукції сигналу через сіалоглікокон’югати, 

які у термінальних позиціях містять меншу кількість α2,3-зв’язаних залишків 

сіалових кислот. 

На відміну від цього, в діабетичній групі на фоні введення агматину відсоток 

F-актину становив 620 ± 59, 260 ± 28 і 160 ± 15 % на 0,5, 1 і 3 хв після 

преінкубації лейкоцитів з сіалоспецифічним лектином WGA відповідно (рис. 3.13, 

3.14). 

Така динаміка формування піка полімеризації актину вже на 0,5 хв 

стимулювання лектином WGA і дуже стрімкий процес деполімеризації на 1 хв 

після дії лектину вказують на те, що основний вклад у процес трансдукції сигналу 

зумовлений олігосахаридними ланцюгами глікокон’югатів, які у термінальній 

позиції містять саме α2,3-зв’язані залишки сіалових кислот [27]. 
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Рис. 3.13. Інтенсивність свічення актину після фіксування, пермеабілізування 

й інкубування лейкоцитів з Phalloidin Alexa Fluor 350 у стані спокою (0 хв) і у 

стані активації (після преінкубації із сіалоспецифічним лектином WGA впродовж 

0,5, 1 і 3-х хв) контрольних тварин, щурів з експериментальним цукровим 

діабетом та на фоні введення агматину. Збільшення у 1000 разів. 
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Рис. 3.14. Динаміка полімеризації актину в лейкоцитах у стані спокою (0 хв) і 

у стані активації (після преінкубації із сіалоспецифічним лектином WGA 

впродовж 0,5, 1 і 3 хв) контрольних тварин і щурів з цукровим діабетом (ЦД) на 

фоні введення агматину. Часові точки вказують відсоток F-актину відносно його 

вмісту в лейкоцитах у стані спокою, який прийнято за 0 %.  

 

Примітка: * P < 0,05 відносно лейкоцитів у стані спокою  

 

На основі результатів денситометричного аналізу імуноблотів з 

використанням анти-актинових антитіл, проведено порівняльний аналіз 

перерозподілу фракцій актину, представлених філаментами цитоскелету, 

короткими актиновими філаментами і мономерами актину (рис. 3.15, А–Г). В 

клітинах контрольної групи тварин ці три форми актину розподілялися, як 72 ± 

7 %, 9 ± 2 % і 20 ± 3 %, відповідно (рис. 3.15, А). 

У лейкоцитах контрольної групи тварин на 0,5 хв стимулювання лектином 

WGA (рис. 3.15, Б) відсоток полімеризованого актину, представленого 

філаментами цитоскелету, знизився на 18 %, проте вміст фракції коротких 

актинових філаментів збільшився на 20 %.  
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Рис. 3.15. Дослідження рівня різних фракцій актину методом імуноблот-

аналізу в лейкоцитах щурів контрольної групи, за умов експериментального 

цукрового діабету та після введення агматину. А – імуноблот лізатів лейкоцитів, 

активованих лектином WGA способом преінкубації впродовж 0 хв; Б – імуноблот 

лізатів лейкоцитів, активованих лектином WGA способом преінкубації впродовж 

0,5 хв; B – імуноблот лізатів лейкоцитів, активованих лектином WGA способом 

преінкубації впродовж 1 хв; Г – імуноблот лізатів лейкоцитів, активованих 

лектином WGA способом преінкубації впродовж 3 хв. Рівні аліквоти кожної 

фракції вносили в гель. В одну лунку гелю вносили білки після лізису 

1,5 × 10
6
 клітин. 
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На 1 хв після дії лектину WGA ми спостерігали прямо протилежний ефект: 

фракція філаментів цитоскелету зросла до 70 %, а короткі актинові філаменти 

становили лише 9 % полімеризованого актину. Рівень мономерів актину в 

лейкоцитах на 0,5 і 1 хв впливу лектину не зазнавав достовірних змін. На 3 хв 

після дії лектину WGA F-актинова фракція коротких актинових філаментів 

лейкоцитів зросла з 9 % до 15 %, що корелювало зі зниженням вмісту G-актину на 

фоні незміненого рівня актину філаментів цитоскелету. Отримані дані вказують 

на те, що у контрольній групі тварин процес полімеризації актину за умов 

активації лейкоцитів лектином WGA впродовж 0,5 хв інтенсифікується у фракції 

коротких актинових філаментів, а на 1 хв – у філаментах цитоскелету (рис. 3.16, 

А). 

 У лейкоцитах тварин з ЕЦД на 0,5 хв стимулювання лектином WGA актин 

розподілявся, як 66 ± 5 % у фракції філаментів цитоскелету, 25 ± 2 % формували 

короткі актинові філаменти і 9 ± 1 % припадало на мономери актину (рис. 3.16, 

В). Отримані результати вказують на те, що за умов ЕЦД стимулювальний ефект 

лектину WGA приводить до інтенсифікування процесу полімеризації актину у 

фракції філаментів цитоскелету лейкоцитів внаслідок деполімеризації актину 

коротких філаментів. Вміст актинових мономерів за цих умов не змінювався. 

У лейкоцитах тварин з ЕЦД на 1 і 3 хв після дії лектину WGA рівень F-

актину фракції філаментів цитоскелету не зазнавав достовірних змін, проте 

відбувалося посилення процесу деполімеризації актину, представленого 

короткими філаментами, внаслідок чого збільшувався вміст мономерів актину до 

30 % на 3 хв впливу лектину WGA (рис. 3.16, В).  

У лейкоцитах контрольної групи тварин на фоні введення агматину на 0,5 хв 

стимулювання лектином WGA відсоток полімеризованого актину, представленого 

філаментами цитоскелету і короткими актиновими філаментами, знизився на 50 % 

та 11 %, відповідно. Такий інтенсивний процес деполімеризації призвів до різкого 

зростання рівня G-актину – з 10 % у неактивному стані до 72 % у стані активації 

лейкоцитів лектином WGA впродовж тридцяти секунд.  
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На 1 хв після дії лектину WGA ми спостерігали прямо протилежний ефект – 

інтенсивний процес полімеризації актину зумовив підвищення F-актинової 

фракції філаментів цитоскелету до 45 %, а фракції коротких актинових філаментів 

до 20 %. 

Рівень мономерів актину в лейкоцитах на 1 хв впливу лектину WGA знизився у 2 

рази, порівняно з рівнем мономерів актину лейкоцитів без стимулювання. На 3 хв 

після дії лектину WGA рівень F-актинових філаментів цитоскелету лейкоцитів 

знизився до 7 %, що корелювало зі зростанням вмісту G-актину майже до 80 %. 

(рис. 3.16, Б). Отже, динаміка перерозподілу вмісту актину у цій групі тварин 

свідчить, що основні зміни в активованих лейкоцитах відбуваються у філаментах 

цитоскелету, корелюючи зі зміною вмісту мономерів актину.  

Після введення агматину тваринам з ЕЦД процес полімеризації актину в 

лейкоцитах інтенсифікується у фракції філаментів цитоскелету та відбувається 

деполімеризація коротких актинових філаментів порівняно з тваринами із ЕЦД 

без введення агматину. За умов ЕЦД на фоні введення агматину стимулювальний 

ефект лектину WGA впродовж 0,5 хв призводить до інтенсифікування процесу 

полімеризації актину у фракції філаментів цитоскелету лейкоцитів внаслідок 

деполімеризації актину коротких філаментів і використання мономерів актину 

(рис. 3.16, Г). 

На 1 хв після дії лектину WGA рівень F-актину у філаментах цитоскелету 

лейкоцитів знизився на 40 %, що корелювало зі зростанням вмісту G-актину до 30 

% та F-актину коротких актинових філаментів до 20 %. На 3 хв стимулювання 

лектином WGA у лейкоцитах тварин з ЕЦД на фоні введення агматину актин 

перерозподілявся між трьома фракціями у такому відсотковому співвідношенні – 

67 ± 8, 23 ± 3 і 10 ± 1, досягаючи рівня показників у неактивному стані (рис. 3.16, 

Г). 
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          Рис. 3.16. Динаміка перерозподілу вмісту фракцій актину у лізатах 

лейкоцитів, що містили довгі актинові філаменти цитоскелету, короткі актинові 

філаменти та мономери актину, у стані спокою (0 хв) і у стані активації (після 

преінкубації із лектином WGA впродовж тридцяти секунд, однієї і трьох хвилин) 

цих клітин крові: А – контроль; Б – контроль на фоні введення агматину; В – 

експериментальний цукровий діабет (ЕЦД); Г – експериментальний цукровий 

діабет на фоні введення агматину. Дані одержані за допомогою денситометрії 

імуноблотів (Вміст актину виражений у відсотках від сумарного вмісту актину 

кожної окремої фракції.  

* достовірність відхилення від значень у неактивному стані (0 хв) – P < 0,05. 
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Результати, отримані різними методичними прийомами (флюоресцентна 

мікроскопія та імуноблот-аналіз), свідчать, що агматин впливає на 

функціональний стан лейкоцитів через процеси формування елементів 

цитоскелету лейкоцитів периферичної крові щурів за умов ЕЦД. 

 

3.5.1. Підсумки 

 

У лейкоцитах тварин з ЕЦД на фоні введення агматину динаміка формування 

відповіді на стимулювальний вплив лектину WGA характеризувалася 

інтенсифікуванням полімеризації актину фракції філаментів цитоскелету вже на 

0,5 хв впливу лектину, дуже стрімким процесом деполімеризації на 1 хв після дії 

лектину та повернення показників до рівня у вихідному стані у разі дії лектину 

впродовж 3 хв. За вказаних умов у лейкоцитах афінність зв’язування 

сіалоглікокон’югатів із комплементарними лігандами та трансдукція 

лектиніндукованого сигналу, який обумовлює реорганізацію актинового 

цитоскелету, майже досягають показників реорганізації актину в активованих 

лейкоцитів контрольної групи тварин. Отримані результати свідчать, що агматин 

позитивно впливає на функціональний стан лейкоцитів тварин з ЕЦД. Ймовірно, 

нормалізація рівня глюкози у тварин з ЕЦД у відповідь на введення агматину є 

одним з механізмів, який опосередковує такі функціональні зміни в лейкоцитах за 

умов ЕЦД.  

У лейкоцитах тварин з ЕЦД на фоні введення агматину трансдукція 

лектиніндукованого сигналу через сіалоглікокон’югати і динаміка кількісного 

перерозподілу вмісту фракцій актину вказує на те, що даний поліамін сприяє 

відновленню і підтриманню стуктури поверхневих глікокон’югатів, що відповідають 

за формування функціональної відповіді лейкоцитів на активаційні сигнали.  

 

1. Бродяк І. В. Вплив WGA-стимулювальних сигналів на процес 
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POЗДІЛ 4. АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

Цукровий діабет 1-го типу характеризується прогресуючою аутоімунною 

деструкцією β-клітин підшлункової залози, внаслідок чого виникає дефіцит 

інсуліну та хронічна гіперглікемія [102]. За умов гіперглікемії активується 

декілька шляхів метаболізму глюкози: аутоокиснення глюкози та її метаболічних 

інтермедіатів з утворенням метилгліоксалю, гліоксалю і 3-дезоксиглюказону, які 

зумовлюють неферментативне глікозилювання білків; гексозаміновий шлях 

утилізації глюкози з утворенням уридинфосфат-N-ацетилглюкозаміну, який теж 

бере участь у глікозилюванні білків за залишками серину і треоніну; обмін 

сорбітолу, що призводить до генерування вільних радикалів і зниження вмісту 

відновленого глутатіону (GSH); окисне фосфорилювання з інтенсифікацією 

функції електронно-транспортного ланцюга мітохондрій [13, 53, 121, 145, 212]. 

Мембранний потенціал зростає і електрон із коензиму Q переноситься на 

молекулярний кисень з утворенням радикала супероксид-аніона (O2
•−

). 

Пригнічення гліколізу призводить до накопичення тріозофосфатів, які 

спричиняють утворення карбонільних сполук, що беруть участь в окисній 

модифікації білків, ліпідів і ДНК. Окисна модифікація білків призводить до 

активації протеолізу, посилюючи деструктивні процеси і запалення, пошкодження 

ДНК, порушення функцій білків-транспортерів, зміну активності АТФ-ази та 

спричиняють порушення каскаду дихального ланцюга. Окрім того, глюкоза та її 

метаболіти за наявності Fe
3+

 і Cu
2+

 реагують з гідроген пероксидом (Н2О2) з 

утворенням гідроксильного радикала (•ОН), що поглиблює процеси окисної 

деструкції макромолекул, розриваючи будь-які С–Н та С–С зв’язки [9, 61]. 

Аутоокиснення глюкози та неферментативне глікозилювання аміногруп білків і 

фосфоліпідів призводить до акумулювання кінцевих продуктів обміну, які погано 

елімінуються і тривало циркулюють у крові [103]. Вони теж є джерелом активних 

форм оксигену, оскільки імітують властивості металовмісних окисних систем. 

Надмірне утворення АФО (O2
•−

, •ОН, Н2О2) й активних форм нітрогену (АФН) – 

(NO, ONOO
–
) призводить до розвитку оксидативно-нітративного стресу [13, 121, 
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196]. Тому ЦД завжди характеризується інтенсивним вільнорадикальним 

окисненням біосубстратів [36]. Одночасно за діабету відбувається виснаження 

антиоксидантних захисних механізмів [195]. Спостерігається зниження рівня GSH 

й активності ензимів антиоксидантного захисту: глутатіонпероксидази (ГП), 

супероксиддисмутази (СОД), каталази, нікотинамідаденіндинуклеотидфосфатази 

й інших [90, 123, 145, 149]. Усі ці зміни створюють сприятливі передумови для 

формування атеросклеротичних, мікро- і макросудинних діабетичних ускладнень 

[167, 169, 196].  

Розвиток оксидативно-нітративного стресу в клітинах периферичної крові за 

умов ЦД може попередити агматин (4-амінобутил-гуанідин) – продукт 

декарбоксилювання L-аргініну [81, 82, 164]. Відмінною особливістю агматину 

порівняно з іншими цукрознижувальними агентами є те, що однією з його 

фізіологічних функцій є здатність виконувати роль ендогенного інгібітора синтази 

оксиду азоту (NOS) [43, 116, 81]. Оскільки агматин, як і L-аргінін, містить у своїй 

структурі гуанідинову групу, він виконує роль конкурентного інгібітора NOS (Ki 

= 660 мкM для nNOS, 220 мкM для iNOS і 7,5 мM для eNOS). Виявляючи 

найсильнішу інгібувальну дію на активність iNOS, цей амін може бути 

ендогенним регулятором продукування оксиду нітрогену iNOS у лейкоцитах під 

час їхньої активації та прояву функціональної активності у нормі та за умов 

патологій різної етіології. Тому в клітинах, які експресують гени конститутивної 

чи індуцибельної ізоформ NOS, наявна аргініндекарбоксилаза, котра каталізує 

перетворення L-аргініну в агматин, а також агматиназа – ензим деградації 

агматину [86, 177]. 

Одним із основних джерел АФО в організмі є лейкоцити. Нейтрофіли і 

макрофаги продукують АФО під час знешкодження антигенів [66]. АФО залучені 

у процеси посилення адгезивної здатнослі лейкоцитів, беруть участь у 

вазорегуляції та проліферації фібробластів. У лейкоцитах АФО стимулюють гени, 

які кодують фактори транскрипції, диференціації та антиоксидантні ензими [30, 

92, 99]. За умов ЦД джерелом АФО є кінцеві продукти глікації (AGEs), які 
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стимулюють утворення великої кількості прозапальних цитокінів (ТНФα, ІЛ-2, 

ІЛ-6 та ін.) [3, 58, 201, 198 ].  

За умов досліджуваної патології лейкоцити циркулюють у крові в 

субактивованому стані [206]. Після активації лейкоцитів протягом секунд рівень 

продукції АФО у них збільшується у понад 100 разів внаслідок роботи НАДФН-

оксидази. Цей ензим каталізує відновлення молекулярного кисню до O2
•−.

 

Супероксид-аніон вступає у реакцію з NO з високою швидкістю, утричі вищою, 

ніж у реакцію із СОД. Тому в лейкоцитах з великою ймовірністю відбувається 

взаємодія між O2
•−

 і утворення NO [192, 208]. За ЦД в умовах порушення 

рівноваги в бік O2
•−

 та надпродукції оксиду нітрогену це призводить до 

інтенсивного утворення цитотоксичного ONOO
−
 у лейкоцитах, який провокує 

розвиток ПОЛ, посилює процес оксидації сульфгідрильних груп і обумовлює 

пошкодження ДНК. [118, 101].  

За умов ЦД високий вміст глюкози в крові та розвиток оксидативного стресу 

корелює з підвищеним рівнем ПОЛ [215, 224]. Внаслідок дії АФО на ліпіди 

плазматичних мембран утворюються ліпідні радикали (L•), які за наявності кисню 

здатні генерувати високотоксичні радикали ліпопероксидів (LОО•), котрі чинять 

токсичний вплив на клітини [143]. Біомаркером інтенсивності ПОЛ є вміст ТБК-

позитивних продуктів. Підвищення вмісту ТБК-позитивних продуктів у 

лейкоцитах крові тварин з ЦД свідчить про активацію процесів ліпопероксидації 

за моделювання досліджуваної патології. Внаслідок ПОЛ порушення структурно-

функціональної цілісності мембран лейкоцитів зумовлює зниження мембранного 

потенціалу, зміни трансмембранної фосфоліпідної асиметрії, активності 

мембранозв’язаних ензимів, рецепторів і транспортних білків, зниження 

регуляторного впливу гормонів і медіаторів [91, 166]. У результаті змінюється 

функціональна активність клітин крові, що є основою ускладнень за ЦД [215]. 

Введення агматину тваринам з діабетом призводдило до зниження інтенсивності 

накопичення продуктів ліпопероксидації у лейкоцитах. Такий ефект 

досліджуваного поліаміну зумовлений його гіпоглікемічними властивостями 

[116]. У тварин з ЦД за введення агматину концентрація глюкози у периферичній 
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крові знижувалася з 17,6 мМ до рівня фізіологічної норми – 4,9 мМ, що було 

показано у результаті проведених досліджень. За цих умов не відбувається 

надпродукції супероксид-аніона, джерелом якого є НАДФН-оксидаза, 

ксантиноксидаза, продукти глікації, аутоокиснення глюкози [81, 226].  

За умов ЦД інтенсивність оксидативно-нітративного стресу та ПОЛ залежить 

від багатьох чинників, зокрема детермінується функціонуванням ензимів системи 

антиоксидантного захисту [13, 84, 118]. Ключовим і найпотужнішим 

антиоксидантом першої лінії системи захисту від АФО є СОД. У цитозолі 

локалізується Cu-Zn-СОД, а у мітохондріях – Mn-СОД. Цей ензим каталізує 

реакцію дисмутації двох молекул O2
•−

 з утворенням H2O2 і O2, які є менш 

токсичними для організму [118]. Утворений гідроген пероксид є субстратом для 

декількох внутрішньоклітинних ензимів. Каталаза, яка локалізується в 

пероксисомах, каталізує розщеплення H2O2 до води і молекулярного кисню, а 

глутатіонпероксидаза – до H2O. Донором гідрогену в цій реакції є відновлений 

глутатіон: 2GSH + Н2О2 → GSSG + 2Н2О. Окиснений глутатіон (GSSG) зазнає 

відновлення НАДФН-залежною глутатіонредуктазою (ГР). Утворений НАДФ
+
 

відновлюється у першій і третій реакціях пентозофосфатного шунта, а також у 

ланцюзі цитохромів і за рахунок природних антиоксидантів – α-токоферолу, 

аскорбінової кислоти, флавоноїдів [91].  

У результаті проведених експериментальних досліджень було встановлено, 

що у лейкоцитах крові щурів за умов ЦД активність ензимів системи 

антиоксидантного захисту достовірно знижується. Отримані нами зміни щодо 

активності ензимів антиоксидантного захисту узгоджуються із результатами 

інших дослідників [10, 41, 108, 114, 194]. Зниження активності досліджуваних 

ензимів може бути зумовлене зниженням експресії їхніх генів [170] та процесами 

оксидації, глікації і нітрування протеїнових молекул, які негативно впливають на 

їхню структуру і функціональні властивості. Нітрування супроводжується зміною 

значення pKα гідроксильної групи тирозину, що призводить до надання залишку 

нітрованого тирозину негативного заряду за фізіологічних значень pH, змінюючи 

структурні властивості протеїнів, а у випадку ензимів – їхню каталітичну 
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активність [190]. За умов ЦД в лейкоцитах значно підвищується вміст 

нітротирозин-модифікованих протеїнів [82]. Зокрема, яскравим прикладом втрати 

ензиматичної активності, пов’язаної з посттрансляційним нітруванням за 

залишками тирозину in vivo, є мітохондріальний ензим Mn-СОД [131]. Як 

наслідок, зниження активності СОД спричиняє збільшення вмісту в лейкоцитах 

O2
•−,

 який інактивує глутатіонредуктазу. Отже, за умов діабету порушення 

взаємної та кооперативної роботи, спричинене зниженням активності хоча б 

одного з антиоксидантних ензимів внаслідок порушення їхньої структури, 

призводить до змін у роботі всієї системи антиоксидантного захисту [225, 118]. 

Зниження концентрації GSH у лейкоцитах крові щурів з ЦД є додатковим 

показником, який підтверджує розвиток оксидативного стресу та порушення 

редокс-гомеостазу на клітинному рівні [140, 179].  

Отримані експериментальні дані підтверджують неспроможність 

антиоксидантної системи лейкоцитів реалізовувати у повному обсязі захисні й 

адаптивні механізми у разі оксидативно-нітративного стресу, який виникає за 

досліджуваної патології.  

Введення агматину тваринам з ЦД зумовлювало підвищення активності 

СОД, каталази і ГПО. Проявляючи гіпоглікемічний ефект, агматин 

опосередковано обумовлює відновлення активності флавопротеїнових оксидаз 

(ксантиноксидази, глюкозооксидази, моноамінооксидази) до меж фізіологічної 

норми, які у процесі біологічного окиснення утворюють гідроген пероксид [145]. 

У цих умовах у лейкоцитах значно зростає активність СОД, яка підтримує 

концентрацію гідроген пероксиду на базовому рівні для прояву 

антибактерицидних властивостей цих клітин крові. Надпродукція гідроген 

пероксиду може пошкоджувати структуру молекул СОД. Тому в 

антиоксидантний захист лейкоцитів тварин з ЕЦД після введення агматину 

залучаються інші ензими – ГПО та каталаза, які розщеплюють гідроген пероксид. 

У зв’язку з цим, активність СОД та каталази / ГПО взаємопов'язані між собою, а 

рівень одного ензиму впливає на рівень іншого [118].  
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Введення агматину тваринам з ЕЦД обумовлювало підвищення вмісту GSH. 

Такі зміни можна пояснити зростанням активності ГР (на 72 % порівняно з ЕЦД), 

яка каталізує реакцію відновлення глутатіону, який безпосередньо інактивує 

АФО, попереджаючи утворення високотоксичного пероксинітриту [182, 140]. У 

результаті зниження концентрації ONOO
−
 не відбувається надмірного утворення 

радикалів глутатіону (GS•). Останній не перетворюється із антиоксиданту в 

прооксидант, тому знижується інтенсивність процесів ПОЛ до фізіологічної 

норми [178].  

Патогенез дисфункцій клітин крові у разі ЦД 1-го типу є надзвичайно 

складним і недостатньо вивченим. Мікро- і макроангіопатії, які розвиваються за 

умов діабету, поряд із прискореним прогресуванням атеросклерозу, 

супроводжуються порушенням кровообігу, підвищеним тромботичним ризиком і 

є причинами раптової смерті людей, хворих на діабет. Найважливішими 

функціональними змінами, які викликають ангіопатії, є підвищення проникності 

судинної стінки, гемодинамічні розлади, зміни в'язкості крові і дисфункції 

адгезивної, агрегаційної і міграційної здатності лейкоцитів. Всі ці зміни є 

узалежненими від морфо-функціонального стану лейкоцитів [93, 185, 210]. 

За умов різних патологій, і ЦД 1-го типу зокрема, важливе значення у 

формуванні локомоторних функцій лейкоцитів відіграє внутрішньоклітинний 

сигнальний ензим – фосфатидилінозитол-3'-кіназа (PІ-3'-кіназа) [32]. За умов 

діабету структурно-функціональні зміни рецепторного апарату лейкоцитів та 

перехід цих клітин у преактивований стан зумовлені зміною рівня експресії та 

активності PІ-3'-кінази [206]. PІ-3'-кіназа, взаємодіючи з інтегриновими 

рецепторами, бере участь в передачі сигналу як в середину клітини, так і назовні, 

а також у формуванні фокальних контактів на поверхні мембран лейкоцитів [227]. 

Серед клітинних білків, які є мішенями для PІ-3'-кінази, є низькомолекулярі 

GТРази, що беруть участь у реалізації такої клітинної відповіді на зовнішнє 

подразнення як формування стресових фібрил, утворення ламелоподій і 

філоподій, тобто зміни морфологічного стану клітини і руху [77]. Все це 

відбувається у результаті реорганізації актинового цитоскелету клітини [160].  



109 
 

Аналізуючи результати проведених досліджень, було встановлено, що рівень 

полімеризованого актину в лейкоцитах периферичної крові за ЕЦД був 

достовірно вищим порівняно з контрольною групою тварин, що вказує на їхній 

преактивований стан і зміну структурно-функціональних властивостей цих клітин 

у разі діабету. Преактивований стан лейкоцитів характеризується формуванням на 

поверхні клітини значної кількості коротких псевдоподій. Виявлене нами 

зростання рівня F-актину в лейкоцитах за умов ЕЦД може буим наслідком стану 

преактивації лейкоцитів з концентруванням полімеризованого актину у зоні 

псевдоподій [112]. Літературні дані [31] свідчать, що зростання рівня 

полімеризації актину хоча б у три рази призводить до дефекту у відповіді клітини 

під час інтегрин-залежної взаємодії, внаслідок чого знижується адгезія по типу 

клітина-матрикс [107]. Тому ми припускаємо, що за ЕЦД збільшення рівня 

полімеризації актинових філаментів може зумовлювати послаблення адгезії 

лейкоцитів з ендотеліальними клітинами та порушення у процесі проникнення 

лейкоцитів через судини під час запального процесу. Усі ці зміни під час діабету 

призводять до зниження кількості лейкоцитів у зоні запалення і, відповідно, 

зниження ефективного виконання їхніх функцій [33]. 

У контрольній групі та у тварин з ЕЦД за дії агматину в лейкоцитах 

спостерігається зниження рівня полімеризованого актину. У разі застосування 

агматину лейкоцити у контрольній групі щурів характеризувалися округлою 

формою із локалізацією актинових філаментів у вигляді кортикального кільця. 

Низькі значення полімеризованого актину у тварин із ЕЦД на фоні введення 

даного поліаміну можуть бути обумовлені зняттям стану преактивованості 

лейкоцитів та відновленням процесів полімеризації-деполімеризації актинових 

філаментів [31].  

Встановлений нами коригуючий ефект агматину на функціональний стан 

лейкоцитів може реалізуватися завдяки впливу на процеси реорганізації елементів 

актинового цитоскелету. Ми припускаємо, що вплив досліджуваного поліаміну на 

формування елементів цитоскелету на фоні тривалої гіперглікемії за ЕЦД може 

бути зумовлений зниженням вмісту глюкози в переиферичній крові, що 
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призводить до пригнічення процесів глікації, які опосередковують перебудови 

актинового цитоскелету. Відомо, що кінцеві продукти глікації індукують процес 

полімеризації актину [64]. 

Наступний етап досліджень проводили з метою вивчення процесів 

реорганізації актинового цитоскелету лейкоцитів. У разі ЕЦД загальний вміст 

актину в лейкоцитах периферичної крові знижувався, а введення агматину хворим 

і здоровим тваринам призводило до зростання вмісту актину, порівняно з ЕЦД та 

з контролем, відповідно. Коригуючий вплив агматину може бути обумовлений 

потенційною здатністю досліджуваного поліаміну попереджати розвиток 

метаболічних порушень, індукованих гіперглікемією [164] з огляду на його 

здатність нормалізувати рівень глюкози за ЦД [81, 116]. 

Аналізуючи перерозподіл полімеризованого актину між актиновими 

філаментами цитоскелету та короткими актиновими філаментами було 

встановлено, що у лейкоцитах тварин з ЕЦД на фоні загального зниження рівня 

актину зменшується кількість актинових філаментів цитоскелету, проте зростає 

вміст коротких актинових філаментів. Введення агматину контрольній групі 

тварин не призводить до перерозподілу актину в цих двох фракціях лізатів 

лейкоцитів. Тоді як введення цього поліаміну тваринам з ЕЦД зумовлює 

зростання вмісту актинових філаментів цитоскелету внаслідок реорганізації 

(деполімеризації) коротких актинових філаментів та залучення G-актину. 

У контрольній групі тварин полімеризований актин домінує щодо мономерів 

актину у співвідношенні 8 : 2, а у тварин з ЕЦД – у співвідношенні 9 : 1. 

Результати дослідження вказують на те, що хоч вихідний рівень вмісту актину в 

лейкоцитах крові за умов ЕЦД знижується, проте сам процес полімеризації актину 

інтенсифікується. Окрім того, слід зазначити, що у разі ЕЦД лейкоцити містять 

менше актинових мономерів, але характеризуються високим вмістом коротких 

філаментів порівняно з контролем.  

Полімеризація актину може відбуватися двома різними способами. Перший 

полягає у тому, що мономери актину за участю активаційного Arp2/3 комплексу 

беруть участь у полімеризації актинових філаментів de novo. Другий спосіб 
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реалізується внаслідок елонгації вже існуючих актинових філаментів у результаті 

від’єднання кеп-білків і деполімеризації актинових філаментів [185]. Тому, ми 

можемо припустити, що у разі ЕЦД другий шлях полімеризації актинових 

філаментів є домінуючим. Окрім того, з коротких філаментів актину 

розпочинається полімеризація актинових філаментів мембрани в момент активації 

лейкоцитів і формування псевдоподій на їхній поверхні [113]. 

Після введення агматину у двох досліджуваних групах полімеризований 

актин домінує щодо мономерів актину: у контрольній групі – у співвідношенні 9 : 

1, а у тварин з ЕЦД – у співвіношенні 8,5 : 1,5. Це вказує на те, що у разі введення 

агматину тваринам з ЕЦД на фоні високого загального вмісту актину в 

лейкоцитах крові процес його полімеризації інтенсифікується у фракції 

філаментів цитоскелету та відбувається деполімеризація коротких актинових 

філаментів. Зокрема, після ін’єкцій агматину тваринам з ЕЦД вміст коротких 

актинових філаментів у лейкоцитах знижується майже в 2,5 рази порівняно з 

аналогічною фракцією за ЕЦД без введення агматину. Тоді як введення агматину 

контрольній групі тварин не викликає достовірних змін у загальному вмісті 

актину в лейкоцитах крові, проте призводить до зменшення мономерів актину у 

результаті інтенсифікації полімеризації у фракції коротких філаментів порівняно з 

контролем.  

Виявлені нами зміни у реорганізації актинового цитоскелету лейкоцитів за 

умов ЕЦД на фоні тривалої гіперглікемії, вірогідно, обумовлені переходом 

лейкоцитів у преактивований стан, який у значній мірі є результатом активації і 

транслокації регуляторної субодиниці РІ-3'-кінази у сайти цитоскелету, які 

опосередковують інтегрин-залежну фокальну адгезію клітин [32, 206]. PI-3'-кіназа 

та продукти реакції, що вона каталізує, беруть безпосередню участь у регуляції 

процесу утворення структур цитоскелету [185]. За наявності в клітині продуктів 

РІ-3'-кіназної реакції (фосфатидилінозитол-3,4-дифосфату і фосфатидилінозитол-

1,3,4-трифосфату) від актинових філаментів дисоціюють кеп-білки, внаслідок 

чого активується полімеризація актину. Фосфатитидилінозитоли також можуть 

виступати інгібіторами фосфорилювання актин-регуляторних білків. Ці білки-
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регулятори впливають на перерозподіл актинових філаментів – знижують вміст 

актинових філаментів цитоскелету і пропорційно викликають зростання рівня 

актину у фракції коротких філаментів і мономерів [127].  

У разі діабету під час преактивації лейкоцитів короткі актинові філаменти 

задіяні в зміні морфології і функції цих клітин. За умов ЕЦД пул коротких 

актинових філаментів, вміст яких становив 44,3% від клітинного рівня актину, 

зазнає суттєвого виснаження (до 17,1%) після введення цій групі тварин агматину. 

Введення цього поліаміну тваринам діабетичної групи викликає полімеризацію 

актинових філаментів цитоскелету лейкоцитів у результаті використання як 

праймера коротких філаментів актину. Такі результати вказують на те, що після 

ін’єкцій агматину відбувається перехід лейкоцитів із стану преактивованості у 

динамічну сферичну форму, підтримання та стабілізація якої реалізується завдяки 

актиновим філаментам цитоскелету [38, 77]. 

Отже, результати, отримані різними методичними прийомами 

(флюоресцентна мікроскопія та імуноблот аналіз), свідчать, що агматин впливає 

на функціональний стан лейкоцитів через процеси формування елементів 

цитоскелету лейкоцитів периферичної крові щурів за умов ЕЦД. 

Порушення функціонального стану лейкоцитів крові за умов цукрового 

діабету (ЦД) супроводжується зміною гліканового профілю плазматичних 

мембран цих клітин крові. Термінальну позицію у структурі олігосахаридних 

ланцюгів поверхневих глікокон’югатів переважно займають сіалові кислоти. Як 

компонент рецепторів, сіалові кислоти модулюють широкий спектр фізіологічних 

і патологічних процесів, зокрема регулюють молекулярно-клітинні взаємодії, 

трансдукцію клітинних сигналів і транспортування молекул крізь плазматичні 

мембрани. Модифікація олігосахаридних ланцюгів глікопротеїнових рецепторів 

клітин крові призводить до порушення сприймання сигналів із мікрооточення і 

міжклітинних взаємодій, зокрема дисфункції адгезивної, агрегаційної і 

міграційної здатності лейкоцитів [27, 185, 210, 229]. 

Розвиток ЕЦД супроводжується зменшенням вмісту сіаловмісних 

глікокон’югатів у складі мембран лейкоцитів [27]. Десіалювання зазнають 



113 
 

залишки цукрів, які приєднанні як α2,3-, так і α2,6-глікозидним зв’язком до 

субтермінальних моносахаридів у структурі гліканів. Кількість N-зв’язаних 

гліканів на поверхні лейкоцитів у цьому разі не змінюється, а вміст О-гліканів 

незначно зростає, тому причиною зменшення вмісту сіалових кислот у 

глікокаліксі лейкоцитів за умов ЕЦД може бути посилене десіалювання 

мембранних гліканів.  

У свою чергу, морфофункціональний стан лейкоцитів узалежнений від 

комплексної взаємодії між білками мембрани і цитоскелетом, які задіяні в 

організації і координації сигнальних мереж, у забезпеченні специфічності та 

інтенсивності внутрішньоклітинного сигналювання [38, 77]. У разі дії 

стимулювальних чинників лейкоцити активуються, внаслідок чого відбувається 

швидка полімеризація актинових філаментів із наявних у клітині мономерів G-

актину [57]. Дослідження рівня полімеризації актину в лейкоцитах периферичної 

крові дають змогу детально охарактеризувати їхню преміграційну здатність перед 

тим, як вони залишать кровообіг, тобто перед діапедезом. 

Провівши порівняльний аналіз динаміки полімеризації актину в лейкоцитах у 

стані спокою та активації, було встановлено, що лейкоцити контрольної групи 

тварин мають перехідний рівень F-актину, який досяг максимуму на 1-й хвилині 

стимулювання сіалоспецифічним лектином WGA і потім швидко зменшився до 

вихідного значення. Це свідчить про те, що лектин WGA зв’язується з 

комплементарними поверхневими глікокон’югатами, спрацьовує система 

трансдукції сигналу від мембрани до цитоплазматичних білків і відбувається 

реорганізація цитоскелету [57]. Ремоделювання актинової складової цитоскелета 

зумовлює трансформацію клітин від майже сферичної, у стані спокою, в 

поляризовану асиметричну форму. Така морфологічна поляризація 

характеризується появою актин-багатих ламелоподій на передньому кінці і 

хвостових структур на протилежному кінці клітини [79]. 

На фоні введення агматину здоровим тваринам пік полімеризації F-актину  

спостерігався на 1-у хв стимулювання лектином WGA. Високі значення F-актину 

на 3-ій хв після дії лектину WGA свідчать про порушення процесу 
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деполімеризації актину. Ми спостерігаємо нетипово пролонгований час 

полімеризації. Такі зміни зумовлені порушенням трансдукції сигналу через 

сіалоглікокон’югати, які у термінальних позиціях містять меншу кількість α2,3-

зв’язаних залишків сіалових кислот. Найчастіше зниження вмісту сіалових кислот 

у складі глікокаліксу клітин зумовлене посиленням процесу десіалювання 

мембранних глікокон’югатів. Варто зазначити, що сіалові кислоти, які приєднані 

α2,3-глікозидним зв’язком до субтермінальних цукрів у структурі 

олігосахаридних ланцюгів глікокон’югатів набагато швидше піддаються 

гідролітичному відщепленню за участі сіалідаз, ніж α2,6-зв’язані залишки цих 

цукрів. Іншою причиною втрати сіалових кислот з поверхні клітин може бути 

відщеплення від глікопротеїнів олігосахаридних фрагментів, які є сіальованими, 

чи злущування цілих молекул сіаловмісних глікопротеїнів. Однак часто має місце 

поєднання усіх цих факторів [207]. 

У лейкоцитах тварин за умов ЦД низька амплітуда полімеризації актину 

вказує на довготривале несприйняття активаційних сигналів від лектину WGA 

через сіаловмісні глікокон’югати. У разі діабету підвищений вміст глюкози 

всередині клітин виявляє інгібувальну дію на ензими, які задіяні у біосинтезі 

олігосахаридних ланцюгів глікокон’югатів [142]. Одним з таким ензимів є 

сіалілтрансфераза, яка каталізує приєднання сіалової кислоти до 

субтермінального цукру в структурі глікану [207]. 

У діабетичній групі на фоні введення агматину спостерігали формування піка 

полімеризації актину вже на 0,5-у хв стимулювання лектином WGA і дуже 

стрімкий процес деполімеризації на 1-у хв після дії лектину.  Основний внесок у 

процес трансдукції сигналу зумовлений олігосахаридними ланцюгами 

глікокон’югатів, які у термінальній позиції містять саме α2,3-зв’язані залишки 

сіалових кислот. Адже у лейкоцитах тварин з ЦД на фоні введення агматину у 

структурі гліканових епітопів збільшується кількість лише α2,3-сіаловмісних 

глікокон’югатів [80].  

Ймовірно, нормалізація вмісту глюкози у тварин з діабетом за умов введення 

агматину [81] є одним з механізмів, який опосередковує відновлення рівноваги 
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α2,3-сіалювання гліканового профілю лейкоцитів, що сприяє підтриманню 

довготривалої відповіді клітин на активаційні сигнали. Цей своєрідний 

біологічний ефект узгоджується із зняттям стану преактивованості лейкоцитів 

після введення агматину [50] і відновленням афінності зв’язування 

комплементарних лігандів із сіалоглікокон’югатами та трансдукцією 

лектиніндукованого сигналу, який зумовлює реорганізацію актинового 

цитоскелету. 

Динаміка перерозподілу вмісту фракцій актину у лізатах лейкоцитів у стані 

спокою (0 хв) і у стані активації вказує на те, що у контрольній групі тварин 

процес полімеризації актину за умов активації лейкоцитів способом преінкубації з 

лектином WGA впродовж 0,5 хв спершу інтенсифікується у фракції коротких 

актинових філаментів, а на 1 хв – у філаментах цитоскелету. Така динаміка 

полімеризації актину в лейкоцитах контрольної групи тварин відповідає стану 

активації цих клітин крові у разі дії стимулювальних чинників. Після того, як 

лектин WGA зв’язується з комплементарними глікокон’югатами на поверхні 

лейкоцитів, індукується система трансдукції сигналу від мембрани до 

цитоплазматичних білків, що приводить до активації цитоскелетних структур. 

Ремоделювання цитоскелету обумовлює трансформацію клітин від майже 

сферичної, у стані спокою, в поляризовану асиметричну форму. Така 

морфологічна поляризація лейкоцитів характеризується появою актинбагатих 

ламелоподій і хвостових структур, збагачених полімеризованим актином [79]. 

Спершу короткі актинові філаменти утворюються на лідерних (ростучих) кінцях 

під плазматичною мембраною у зоні філоподій. Згодом на уже наявних 

філаментах цитоскелету відбувається формування нових філаментів актину під 

кутом 70º, що і зумовлює утворення розгалуженої сітки полімеризованого актину 

у зоні ламелоподій [141]. 

У лейкоцитах тварин з ЕЦД на 0,5 хв стимулювання лектином WGA процес 

полімеризації актину інтенсифікується у фракції філаментів цитоскелету. В 

момент активації лейкоцитів з коротких філаментів актину розпочинається 

полімеризація довгих ниток F-актину, що приводить до формування ламелоподій 
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на їхній поверхні. Тому вміст актину коротких філаментів знижується, а вміст 

актинових мономерів за цих умов не змінювався. У лейкоцитах тварин з ЕЦД на 1 

і 3 хв після дії лектину WGA рівень F-актину фракції філаментів цитоскелету не 

зазнавав достовірних змін, проте відбувалося посилення процесу деполімеризації 

актину, представленого короткими філаментами. Філаменти актину на 

відстаючому кінці в ділянці ламелоподій зазнають деполімеризації за участі 

комплексу АДФ/кофілін [117]. 

Після клітинної активації відбувається швидке короткочасне підвищення 

рівня F-актину, що корелює зі зменшенням концентрації G-актину [218]. Проте за 

умов ЕЦД в лейкоцитах, активованих лектином WGA, ми навпаки спостерігаємо 

інтенсифікування процесу деполімеризації коротких актинових філаментів і 

збільшення концентрації G-актину. Під час активації лейкоцитів короткі актинові 

філаменти задіяні в зміні морфології і реалізації функціональної здатності цих 

клітин, а зниження їхнього вмісту у лейкоцитах за умов діабету чітко вказує на 

порушення усіх цих функцій. Такі зміни, можливо, обумовлені порушеннями на 

рівні трансмембранного і внутрішньоклітинного сигналювання через 

сіалоглікокон’югати лейкоцитів, кількість і структурна організація 

олігосахаридних ланцюгів яких за умов ЕЦД є зміненою [80]. 

Отримані результати узгоджуються з дослідженнями [206], в яких було 

встановлено, що за умов ЦД 1-го типу у лейкоцитах крові є розрегульований РІ-

3'-кіназний сигнальний шлях, що і обумовлює затримку трансдукції WGA-

стимулювального сигналу. PІ-3'-кіназний сигнальний шлях бере участь у 

реалізації клітинної відповіді на зовнішнє подразнення, регулюючи активність 

білків цитоскелету [219] і формування стресових фібрил, ламелоподій і філоподій 

лейкоцитів [32, 77]. Зміна рівня полімеризації-деполімеризації актину в 

лейкоцитах у разі ЕЦД може вказувати на порушення у системі активації, адгезії, 

фагоцитозу та прояву цитотоксичності, адже саме актиновий цитоскелет 

лейкоцита постійно реорганізовується, виступаючи динамічною системою, яка 

визначає морфофункціональні зміни у клітині [173, 229]. 
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Динаміка перерозподілу вмісту актину у контрольній групі тварин за 

введення агматину свідчить, що основні зміни в активованих лейкоцитах 

відбуваються у філаментах цитоскелету, корелюючи зі зміною вмісту мономерів 

актину. Отримані дані вказують на те, що у контрольній групі тварин введення 

агматину спричиняє формування відповіді лейкоцитів на активаційні сигнали від 

лектину WGA на 1 хв впливу та припинення процесу реорганізації актинових 

філаментів клітин у разі їхньої преінкубації впродовж 3 х. Оскільки рівень F-

актинової фракції коротких актинових філаментів на 1 і 3 хв стимулювального 

ефекту лектину WGA не зазнає достовірних змін порівняно із вихідним станом 

лейкоцитів (0 хв – без впливу WGA), тому можна припустити, що у контрольній 

групі тварин агматин зумовлює полімеризацію актинових філаментів de novo із 

мономерів актину за участі активаційного Arp2/3 комплексу [185]. 

У лейкоцитах тварин з ЕЦД на фоні введення агматину динаміка формування 

відповіді на стимулювальний вплив лектину WGA характеризувалася 

інтенсифікуванням полімеризації актину фракції філаментів цитоскелету вже на 

0,5 хв впливу лектину, дуже стрімким процесом деполімеризації на 1 хв після дії 

лектину та повернення показників до рівня у вихідному стані у разі дії лектину 

впродовж 3 хв. За вказаних умов у лейкоцитах афінність зв’язування 

сіалоглікокон’югатів із комплементарними лігандами та трансдукція 

лектиніндукованого сигналу, який обумовлює реорганізацію актинового 

цитоскелету, майже досягають показників реорганізації актину в активованих 

лейкоцитів контрольної групи тварин. Ймовірно, нормалізація рівня глюкози у 

тварин з ЕЦД у відповідь на введення агматину [81, 223] є одним з механізмів, 

який опосередковує такі функціональні зміни в лейкоцитах за умов ЕЦД. 

За умов ЦД у разі використання як індуктора агрегації лектину WGA ступінь 

і швидкість агрегації лейкоцитів зростали порівняно зі значеннями у контрольній 

групі. На поверхні лейкоцитів експонуються глікокон’югати з термінальними N-

ацетил-β,D-глюкозаміновими залишками [27], які й зумовлюють високі показники 

WGA-індукованої агрегації. Усі ці зміни у структурі вуглеводної частини гліканів 

плазматичної мембрани лейкоцитів за умов діабету призводять до порушення 
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сприйняття молекулярних сигналів із мікрооточення та впливають на характер 

їхньої взаємодії з іншими циркулюючими клітинами крові й ендотелієм судин 

[147, 207]. 

Введення агматину контрольним тваринам і тваринам з ЦД спричиняло 

зростання розміру агрегату, швидкості та ступеня WGA-індукованої агрегації 

лейкоцитів порівняно з відповідними групами тварин без введення цього 

поліаміну.  У контрольній групі тварин у відповідь на введення агматину на 

поверхні лейкоцитів збільшується кількість сіаловмісних глікокон’югатів [27], що 

спричинено синтезом комплексного типу N-гліканів [207]. Тоді як зростання 

показників WGA-індукованої агрегаційної здатності лейкоцитів у тварин з ЦД на 

фоні введення агматину зумовлені як збільшенням кількості α2,3-зв’язаних 

залишків сіалових кислот, так і залишків N-ацетил-D-глюкозаміну в складі 

поверхневих гліканів цих клітин крові [27].  

Зміну морфофункціонального стану лейкоцитів за умов ЦД можна пояснити 

з точки зору порушення фізіологічного балансу між рівнем антиоксидантів і 

вільнорадикальних сполук [118]. Збереження внутрішньоклітинного рівня АФО у 

межах норми має життєво важливе значення для деяких цитоскелет-залежних 

процесів, наприклад, міграції лейкоцитів із кровоносного русла у зону запалення, 

де вони проявляють їхні основні функції імунокомпетентних клітин [203]. У 

наших дослідженнях було встановлено, що у лейкоцитах тварин з ЕЦД на фоні 

загального зниження рівня актину зменшується кількість актинових філаментів 

цитоскелету, проте зростає вміст коротких актинових філаментів. Однією з 

причин зміни динамічного процесу полімеризації-деполімеризації актину в 

лейкоцитах крові за умов ЕЦД є розвиток оксидативно-нітративного стресу. В 

умовах стресу надмірне окиснення протеїнів призводить до руйнування F-актину 

цитоскелету, порушуючи локомоторні та захисні функції лейкоцитів [50, 136, 

221]. Надпродукція АФО і АФН збільшує ймовірність окиснення тіолових груп 

мономерів тубуліну, а також сприяє утворенню дисульфідних зв'язків між α- і β-

тубуліном, зменшуючи здатність мікротрубочок до полімеризації та порушуючи 

структуру актину. У молекулах F-актину мішенями дії окиснювальних молекул є 
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залишки Cys374 і Met44. Окиснення Cys374 призводить до активного 

глутатіонілювання, а окиснення Met44 – до деполімеризації активних філаментів 

[135]. 

 Підсумковий аналіз отриманих результатів, який виявляє причинно-

наслідковий вплив досліджуваних показників наведено на рис. 4.1.  

 

  

 

Рис. 4.1. Вплив агматину на окремі показники оксидативно-нітративного 

стресу та динаміку полімеризації актину у лейкоцитах периферичної крові за умов 

експериментального цукрового діабету. іNOS – індуцибельна NO-синтаза; NO – 

оксид нітрогену; O2
•−

 – радикал супероксид-аніона; ONOO
−
 – пероксинітрит; ПОЛ 

– перекисне окиснення ліпідів; GSH – відновлений глутатіон; GSSG – окиснений 

глутатіон; H2O2 – гідроген пероксид; СОД – супероксиддисмутаза; ГПО – 

глутатіонпероксидаза; ГР – глутатіонредуктаза. 

 

За умов гіперглікемії надмірне утворення радикала O2
•−

 у результаті 

аутоокиснення глюкози, неензиматичного глікозилювання білків, інтенсифікації 

електронно-транспортного ланцюга мітохондрій, підвищення активності 
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ксантиноксидази, НАДФН-оксидази та інших метаболічних процесів та 

надпродукція оксиду нітрогену іNO-синтазою призводять до розвитку 

оксидативно-нітративного стресу. Супероксид-аніон вступає в реакцію з NO. 

Утворюється цитотоксичний пероксинітрит та інтенсифікується перекисне 

окиснення ліпідів. Відбувається зниження рівня відновленого глутатіону і 

активності ензимів антиоксидантного захисту: супероксиддимутази – каталізує 

дисмутацію O2•
−
 з утворенням H2O2 і O2; каталази – каталізує розщеплення H2O2 

до H2O і O2; глутатіонпероксидази – каталізує розщеплення H2O2 до H2O завдяки 

окисненню глутатіону; глутатіонредуктази – відновлює окиснений глутатіон 

[168]. Зростання концентрації АФО і АФН збільшує ймовірність окиснення 

залишків Cys374 і Met44 у молекулах F-актину. Це призводить до деполімеризації 

F-актину цитоскелету, порушуючи локомоторні та захисні функції лейкоцитів.  

Агматин попереджає розвиток оксидативно-нітритивного стресу у 

лейкоцитах щурів за умов стрептозотоцин-індукованого діабету. Досліджуваний 

поліамін зменшує інтенсивність процесів ПОЛ, а також сприяє підвищенню 

активності ключових ензимів антиоксидантного захисту. Проявляючи 

гіпоглікемічний та антиоксидантний ефект, агматин сприяє підтриманню 

концентрації АФО і АФН у межах фізіологічної норми. Це сприяє відновленню 

балансу між процесами полімеризації і деполімеризації актину в лейкоцитах крові 

(рис. 4.1). Підтвердженням цього ефекту агматину є виявлене нами підвищення 

вмісту полімеризованого актину у фракції філаментів цитоскелету лейкоцитів 

тварин з ЕЦД [2, 47, 50, 52]. Це сприяє відновленню міграційної здатності 

лейкоцитів, яка є вирішальною у виконанні цими клітинами своєї основної 

функції – забезпеченні ефективного знищення чужорідних антигенів, тобто 

формуванню адекватної імунної відповіді організму. 

 

 

 

 

 



121 
 

ВИСНОВКИ 

У результаті проведених досліджень показано позитивний коригуючий вплив 

агматину на процеси полімеризації-деполімеризації актину, що опосередковують 

динаміку змін структурно-функціонального стану  лейкоцитів за умов 

експериментального цукрового діабету. 

1. За умов ЕЦД вміст кінцевих продуктів глікації у лейкоцитах зменшувався 

на 22 %, а у плазмі збільшувався на 32 %, порівняно з контролем, що можна 

пояснити пригніченням функції транспортера глюкози GLUT 3 за умов  

гіпоінсулінемії. При введенні агматину за ЕЦД вміст AGEs зростав у лейкоцитах, 

але зменшувався у плазмі, що пов’язано із здатністю цього поліаміну викликати 

активацію μ-опіоїдних рецепторів і, як наслідок, стимулювати засвоєння глюкози 

периферичними тканинами. 

2. У результаті проведених досліджень встановлено, що введення агматину 

тваринам з експериментальним цукровим діабетом спричиняє зниження вмісту 

ТБК-позитивних продуктів на 20 % та достовірне підвищення активності 

ферментів антиоксидантної системи: каталази, СОД, ГПО, ГР, а також вмісту 

GSH порівняно з діабетичною групою. Після введення агматину тваринам з 

діабетом спостерігали незначне підвищення вмісту кінцевих продуктів оксидації у 

лейкоцитах та достовірне зменшення їхньої кількості у плазмі порівняно з 

діабетом, що пов’язано з гіпоглікемічною дією агматину. 

3. Показано, що введення агматину контрольним тваринам викликало 

збільшення агрегаційної здатності лейкоцитів, що може бути пояснене прямою 

дією агматину на стан їхніх поверхневих глікокон’югатів або на активність 

ферментів, які формують структуру вуглеводних детермінант адгезивних молекул 

цих клітин. Спрямованісь дії агматину зберігалась і за умов ЕЦД. 

4. Методами флюоресцентної мікроскопії та імуноблот-аналізу встановлено 

зростання вмісту фракції полімеризованого актину в лейкоцитах крові тварин з 

експериментальним цукровим діабетом. На фоні підвищення загального рівня F-

актину зменшується кількість довгих актинових філаментів цитоскелету, водночас 

зростає вміст коротких філаментів актину, що свідчить про преактивований стан 
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лейкоцитів. Доведено коригуючий ефект агматину на функціональний стан 

лейкоцитів, що підтверджується інтенсифікацією процесу формування довгих 

філаментів актинового цитоскелету. 

5. У лейкоцитах тварин з ЕЦД на фоні введення агматину трансдукція 

лектиніндукованого сигналу через сіалоглікокон’югати і динаміка кількісного 

перерозподілу вмісту фракцій актину вказує на те, що даний поліамін сприяє 

відновленню і підтриманню нативної стуктури поверхневих глікокон’югатів, що 

відповідають за формування функціональної відповіді лейкоцитів на активаційні 

сигнали.  

6. Таким чином, агматин виявляє антиоксидантну, гіпоглікемічну та 

імуномодулюючу дію і може бути застосований при корекції патологічних станів, що 

супроводжується гіперглікемією, оксидативно-нітративним стресом і розладом 

локомоторної функції імунокомпетентних клітин. 
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