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Выявлена относительная стабильность зрелых лимфоцитоз перифе­
рической крови человека по отношению к регулируемой модификации 
жирнокнелотного состава мембранных фосфолипидов по сравнению с ти- 
мецнтамв крыс. Изменения в содержании включенных меченных жирных 
кислот и 'мембранных липидах лимфоцитов крови под действием мито­
генного лектина конканаяалина А свидетельствуют о специфичной 'нап­
равленности функционирования ферментной системы деацилирования— 
реацилнровзння для отдельных фракций фосфолипидов.

//րսւոՀծաս/՚/րՀձ/ Հ [իմֆւրրիս/էյ/ւրի թաղանթն հրի ֆոսֆպիպիգների մեջ նշակիր ՚ 
ինոզիւոի և ճարպաքԱոէների նե՛րմուծումն itt. բաշխո՛ւմ ր> Մարղու ա՛ր յան հսււէէէէն у 
յիմֆորիսՀնԼրր իրենց թաղանթների ֆէրօֆոյիսյիղների ճարպսէթթվային կազմի 
մոդիֆիկացիայի նկասւմա՚քքր դրսևորում 1-Ն հարաբերական կտքյունւոթ.յւէւ£ւ ի ւուսր- 
րնրրրւթյոէն ւօոնհտի թիմ ոցիսւնհրի) Արյան յիմֆացիրոների թաղանթայի՛ն յյի՚ղիղ- 
ներոմ ներմուծված տարրեր նշակիր ճարպաթթուների րանուկական փոփոիստ.- '1 
թյոմններր վկայում է/ն տարբեր ֆոէմիպի/ւյիգայիՆ րաղւ:.'ցրւոմ ասերի iuuju)։i,g^j\ng- 
ման վԼրսէտցիլաւքման ֆերմենւոային համակարգի ա շ իյ սձո ան ր ի յէէլրահսւսսոկ 
/ողդվէսծս/թյէսն մասին/ *՜

The Incorporullon and disitlbutioti of labelled inositol, (ally acids In the 
lymphocyte membrane phospholipids were investigated. The experiments 
revealed rcl 'live stnolHty o’ lininiu peripheral blood mature lymphocytes 
towards the membrane phospholipid fatty acid corn posit In;; regulatory 
modification as with rat thymocytes. Mitogenic lectin concanavallnA-fp 
duced changes in c intent of different labelled fatly acids. Incorporated 
into lymphocyte phospholipids suggest about specificity of Individual 
phospholipid dvacyi Hioii-rcacylatioti enzyme system functioning.

ЛимфЩиты ме.и5раи(л —ф()йф()лшикк.! вц.иоченис жирных кислот.Одним из наиболее широко применимых методой изучения роли ли­пидов -в транслокации внешних сигналов является предварительное
Сокращении: (ЛК)—арахидоновая киглога. (ДТТ)—дптиотрситол, (ДФГ.—днфос- 

фатнднлглпцерни. (ЖК) -жирные кислоты, (КонА)—конканзвалнн А, (ЛПКЧ)—лим­
фоциты перифсри’нскон крови человека, (ОК)—олеиновая ««слота, ШК)—пальмити­
новая кислота. (СФМ)- сфингомиелин, (ТСХ) - тонкослойная х|и>матография1 (ФИ)— 
фосфатндилинозиг. (ФИФ) -фосфатидилннозитфосфат, (ФИФ2)—фосфатнднлннозит- 
днфосфат, (ФС) фосфатидилесрины. (ФХ)—фосфатнлилхолипы, '(ФЭ)—фосфатидил- 
эганоламлиы. ЦФК) -фосфатидная кнелога, (ФЛ)—фосфолипиды. 
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включение в плазматические мембраны клеток радиоизотопных зон­дов в виде предшественников липидных молекул.Подробив*! анализ по возможности полной картины дальнейших превращений структурированных меченых ФЛ фракций и их мета­болитов но раличпым. строго контролируемым, взаимозависимым об­менным направлениям и сопоетаизелие данных об интенсивности про­текания отдельных их звеньев могут служить достоверным источни­ком информации как для идентификации и количественной оценки индивидуальных ферментативных активностей липидного метаболизма, так п для выявления общих закономерностей возможного воплечения отмеченных соединений в динамический процесс активации клеток и формирования клеточных ответов.Отмеченные метаболические превращения липидных молекул, свя­занные с активацией клеток внешними сигналами, могут быть выяв­лены. охарактеризованы и корректно интерпретированы то ч»ко при наличии данных о полной исходной картине (в состоянии покоя кле­ток) включения, топографии и количественного распределения радио­активности в отдельные липидных фракциях плазматических мемб­ран интактных клеток.В данной работе представлены результаты изучения закономерно­стей жлючения и распределения радиоактивностей инозита, свобод­ной АК и КоА-эфлров ОК и ПК в различных липидных фракциях мемб,ран тимоцитов крыс и ЛПКЧ, инкубированных в средах с раз­личным составом.
Материал и методика. В работе не пользован и рэдноахтийные [2—ЭН]-инозит 

(св. актив. 22.8 [<։. ммоль), [I ><С]-АК (сп. актин. 56.6 мЦи/ммоль), 1[1—НС].олео­
ил-Ко А (с.т; актив 52 мКи/ммоль). [I 1^0]-пальмитоил-КоА (сп актив. 
54 мК..;м::ол|.) фирмы «АгиегкИашл, Англия.

ЛПКЧ получали ио стандартной процедуре в градиенте фиколл-верографппа 
1(1=1,076 1,077) [б]. Гнмхепаы выделял։։ из -вилочковой железы 8—10-нелслы։ых 
крыс. Очищенные от эпителиальной ткани тнмушы мелко перезоли, гомогенизиро­
вали вручную в фосфатном буфере Кребса-Рингера или ЧРМ! 1640 (pH 7.4) и от­
фильтровывали. Клетки осаждали центрифугированием при. 650 у 15—20 мин. Ин- 
тактпость клеток, определяемая окрашиванием трнппиовым синим., составляла более 
90%.

Для включения [2—Ж]-инозита в ФЛ мембран интактных тимоцитов суспензию 
клеток (К)7 10$ жжток н мл) инкубировали с 20 мкКп данной метки в среде вы- 
хеленкя, содержащей 0.5% ный альбумин, в течение 3 ч при 37°, в атмосфере ()->— 

СО2 (95:5).
Введение [I—|4С]-АК (I м.кКн) в ФЛ мембран ЛПКЧ в тлмещнтов крыс 

чроводпли а 5 мл инкуб ли ионной -среды, содержащей М"С12--50 мкмоль, АТФ— 
12.5 мкмоль, КоА—1 мкмоль, ДТТ—1 мкмоль, а также лнле—ФХ—70 мк.’Л или 
шио-ФИ—30 мкМ. и течение I ч при 37е. с использованием культуральных сред 

.чРМ1 1640 и Игла (pH 7,4). Остатки свободной [1- |֊։С]֊ЛК вымывали 0,2%-иым 
раствором альбумина. Мечение ЛПКЧ [I НС|-олсонл-КоА и |1 -НС]-плл1>мптонл- 
КоА (но 1 мкКл) проводили в знало։ ичных условиях, однако бел добавления в ин­
кубационную среду АТФ. -КоА, ДТТ.

Мечение лимфоцитов указанными радиоактивными ЖК и их КоА-эфярами про­
водили также в присутствии митогенного лектине КопА (2 мки/мл).

ФЛ мембран экстрагировали по методу Блай и Дайера [П. с ппс.челуюшвм 
Фракционированием Ъдномерйон ТСХ в системах растворится:՜! хлороформ цет н- 
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ысхайрл-уксуспэя кнслота-вод» ?б:8;2:2:1) н хлороформ-ъщтачол-уктуснлл кн’г.чота- 
иода (25:15:4:2) Фосфоинозитиды экстрагировали согласйо Фюз н Таи [5] и՜ 
фракционировали на пластинах, импрегинрованных 1%-ным К-оксалзтох՛. и системе 
растворителей хлороформ-^т.՛но.-.-имчизк (13:48:12).

Степень радиоактивности и.чснгвфниврщглшы.ч н парах пода ФЛ фракции из 
пластин,*»; ТС-Х определяли как сканированием с помощью рлдноскапирующего при­
бора фирмы <Всг(ЬокЬ, так в на сциитилляанониом спектрофотометр;: („КосЬе- 
Ви е;е ՛.:гоп1'|1 е •. модель 51.-4221. Фракция).

Дивные подвергнуты статистической обработке по методу Стьюдента.

Результаты и обсуждение. Инкубация суспензии тимоцитов крыс с [2—3Н]-инознтом показала включение метки во фракция ФИ, ФИФ, ФНФ2 и лизо-ФИ, составляющее соответствен =;о 87,7; 4.7; 5.4 я 2,2% от суммы радиоактивности. Полученные нами результаты со­ответствуют литературным данным о количественном соотношении фосфоинозитидов в плазматических мембранах клеток. Тан, по щнным Маджеруса и сотр. [7]. нолифосфоинозитиды. ФИФ и ФИФ2 'состав­ляют Ю 20% от суммы фракций фосфоинозитидов, из коих от 1 ю 10% приходится им долю ФИФ2. Применение в данном исследовании З-часювой инкубации (в отличие от принятой (лительнои. в течение 24 или 72 ч) для введения [2—3Н]-инозита в мембранные фосфоино­зитиды обеспечивает не только включение необходим՛>г:> для др.йкь верном регистрации количества радиоактивной мотки во фракциях ФИФ2 и ФИФ, но и сохранение высокого процента жизнеспособных, клеток в суспензии.Для исследования метаболических превращений мембранных ФЛ- глицеридов при активации клеток весьма информативным является Предварительное введение в эти соединения различных меченых на­сыщенных и ненасыщенных ЖК, специфически распределяющихся соответственно у 1- и 2-углерблпых атомоя их глицеринового остова. По своей функциональной значимости в жизнедеятельности клеток особое место занимает метаболизм ЛК, что и обусловило более ле­тальное исследование особенностей се включения и распределения в мембранных липидах.Количественный анализ ФЛ состава [I—рС]-арахя1он;и-мечсиых тимоцитов крыс, инкубированных в средах РРМ1 п Игла, .показал воз­можность избирательного включения метки преимущественно в от­дельные фракции указанных соединений. В зависимости от наличия в инкубационной среде акцепторов свободных ЖК для апилтрпйсфе- разных реакции лизо-ФИ пли лпзо-ФХ болг-с 80% обшей радиоак­тивности включенной АК. было обнаружено соответственно г.о фрак­циях ФИ и ФХ. Такая закономерность изблр/Д тельного включения [1—Н(’.]-АК в мембранные ФЛ ранее была обнаружена [2] р. сииап- тосомах коры мозга крыс.Исследование распределения [1 -ИС]֊АК в ФЛ мембран ЛПКЧ показало (табл. 1) включение метки главным образом в количест­венно преобладающую во внешнем монослое фракцию ФХ. незави­симо от наличия в инкубационной среде л изо-ФЛ Если добавление в среду лизо-ФИ нс приводило к существенным сдвигам в распре­
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делении метки, го в присутствии лизо-ФХ наблюдалось двухкратное увеличение включения меченой А К ։ю фракцию ФХ на фоне умень­шения радиоактивности почт во всех остальных фракциях
Таблица I. Включение [У—мб']-ЛЛ' <։ мембранные ФЛ ЛПКЧ, инкубированных и 
среде без лизЬ-ФД (!). с лизо.ФИ (2). с лизо-ФХ (2), о % от суммы включенной 
радиоактивности.

>ракпип 1 2 3

Л ФХ 7.16±0.05 7.6+0.15 3.1+0.67
СФМ 4.83:0.54 4.4+0.29 0.4+0.3
ФХ 28.6+2.3 33.0+4.3 57.73:5- ։
ФИ 6.1+0.4 11.0X1.2 7.3+0.2
ФС 6 »Ч+0.62 6.6+0.6 2.8+0.43
ФЭ 8.43:1.9 7.3+1.0 4.8+0.25
ФК 15.2+0.38 4.2+0.15 7.0+1.4
ДФГ 25.0+0.58 22.0+3.25 4.7+0.5

Доминирование включения мотки в ФХ фракцию лимфоцитарных мембран наблюдалось и при использования для предварительного мечения клеток КоА-эфироп ОК и ПК (табл 2). В случае исполь­зования [1—|4С]-пальмитоил-КоА примечательно наличие 15% метки во фракции ФС.
Фракция ։ 2

Таблица 2. Включение ОК (!) к ПК (2) * ФЛ мембран 21Г1КЧ.
/I С< пт- {•>/.<• V,-.? •՛(■՛ ’>Г1 .«Ч'ил» „Янг-ГП;! ионоген.

Л.ФХ 5.3533».04 2.95+0+5
СФМ 2.35+0.18 3.6
ФХ 49.6 +0.14 53.4 +3.6
ФИ 10.4 +0.25 6.35+0.45
ФС 12.0 ±0.65 15.5 +1.2
ФЭ 7.8 4.41
ФК 8.9 +0.3 6.Я5+0.65
ДФ1- 2.7 +0.13 7.05+0-45

Обнаруженные закономерности в: мочения и |роцентн<)го распре­деления в ФЛ отдельных меченых ЖК после инкубации в течение 1 ч не претерпевали существенных изменений вследствие применения различных инкубационных сред. Добавление в последние строго кон­тролируемых, одинаковых количеств липидных метаболитов в тече­ние определенного периода инкубации приводило к установлению практически идентичных (по показателю процентного соотношения липидов) стационарных состоянии в метаболическом статусе плазма­тических мембран отдельных клеточных популяций. 
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Исходя из специфичности как асимметричного распределения раз- лнчных ФЛ фракций в бислое мембраны, так и процессов эстерифн- нации насыщенными и ненасыщенными ЖК этих фракций, в литера­туре обсуждается [9] возможность существования в монослоях бйо- мемор.ав отдельных, морфофункинональных ./зменов со специфиче­ским, относительно постоянным качеетвенпо-колнчсствепным составом. Полученные нами данные свидетельствуют о том, что указанное по­стоянство доменов более жестко контролируется в находящихся » по­кое дифференцироваялых клеточных популяциях, что объясняет обна­руженное свойство большей стабильности и консервативности зрелых ЛПКЧ но отношению к регулируемой .модификации ЖК состава мемб­ранных ФЛ по сравнению с гетерогенной фракцией тимоцитов крыс с высоким содержанием бластных клеток.Таким образом, можно предположить, что любое внешнее воз­действие пэ клетку в первую очередь модулируется через быстрые и обратимые модификационные изменения доменов (в целом или отдельных ФЛ фракций) с локальными сдвигами в их физико-хими­ческих свойствах, обеспечивающих нормальное протекание тех или иных функциональных процессов. Это послужило основанием для проведения исследований по изучению изменений закономерностей включения и распределения использованных нами меченых ЖК в ЛПКЧ при добавлении в инкубационную среду митогенного лектина КонА. Результаты экспериментов выявили изменения метаболическо­го статуса ФЛ компонента мембран. Так, присутствие в инкубацион­ной среде КонА приводило к понижению уровня А К почти во всех фракциях мембранных ФЛ, с более выраженным эффектом в основ­ном во фракции ФХ. Доминирование процессов катаболизма данной фракции иод действием КонА при I-часовой инкубации наблюдалось и в случае премечения ФЛ ПК. Однако при этом обнаруживалось значительное увеличение включения метки в ФС фракцию. В случае же премечения ЛПКЧ ОК наблюдалось превалирование процессов ацилирования всех исследуемых ФЛ фракций.. При этом обнаружп валось многократное увеличение количества радиоактивной метки в ФЭ фракции.Таким образом, сопоставление полученных нами эксперименталь­ных данных с литературными позволило сделать вывод о возможном вовлечении в первичные модификационные процессы биомембран при воздействии па клетку митогенного внешнего сигнала наряду с ФРГ и ФХ, также ФЭ и ФС фракций. В качестве необходимого исполни­тельного звена при осуществлении отмеченных проносов должны вы­ступать. в частности, ферментные системы дса1^глир.о₽ания-реацили- ровання мембранных ФЛ, затрагивающие обе позиции зстер ифи канн и молекулы глицерина этих соединений.
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