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Ранее нами было показано [1—3] существование тесной взаимосвязи 
между функционированием фосфоинозитидного (ФИ) цикла и раз
личных липид-модифицирующих систем в плазматических мембранах 
(ПМ) различных клеточных популяций. Эти, а также имеющиеся не
многочисленные литературные данные [20] позволили предположить на
личие в клеточных мембранах кооперативного липопротеинового домена 
ФИ сигнального механизма, включающего как идентифицированные до 
сих пор белковые молекулы каскада передачи внешних сигналов (рецеп
торы, G-белки, ФИ-фосфодиэстераза, киназы, фосфатазы и др.), так и 
их специфические липидные микроокружения с комплексом фермент
ных систем липидной модификации.

В состоянии относительного покоя клеток как различные липопро
теиновые домены (сигнальные, транспортные и пр.), так и мембрана в 
целом характеризуются установленным в них относительно стабильным 
и строго специфическим динамическим равновесием качественно
количественных, структурных, физико-химических, обменных и прочих 
морфофункциональных параметров. Совокупность'последних сформули
рована нами как “метаболический статус покоя” мембранных структур.

Кратковременное действие на покоящиеся клетки любого внешнего 
сигнала модулируется через быстрые и обратимые кооперативные про
цессы модификации липопротеинового бислоя мембран. Механизм мо
дификационных процессов в липидном бислое осуществляется фермент
ными системами деацилирования-реацилирования, декарбоксилирова
ния, трансметилирования и диэстеразного расщепления различных 
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фракций мембранных липидов. В быстрые модификационные процессы 
в основном вовлекается внутримембранный потенциал кооперативных 
механизмов регуляции метаболического статуса ПМ клеток. Согласно 
результатам ранее проведенных нами исследований [1 3], а также имею
щимся относительно немногочисленным и порой противоречивым лите
ратурным данным [5,8,10,19,21], подобные обратимые сдвиги могут быть 
зарегистрированы уже с первых секунд трансдукции внешних сигналов.

При длительном же воздействии на клетку разнообразных внешних 
сигналов или на поздних этапах трансдукции информации агонистов в 
общий процесс изменения мембранных характеристик может быть во
влечен весь потенциал регуляторных механизмов клетки с активацией 
генома, внутриклеточных мембранных структур, транспортных систем и 
т.д. При этом в ПМ клеток устанавливается новый хронически изменен
ный метаболический статус покоя.

По сей день остаются нерешенными многочисленные вопросы, свя
занные с молекулярно-биологическими и биохимическими механизмами 
этиологии, патогенеза и терапии злокачественных новообразований, в 
частности в системе крови. Среди имеющихся гипотез этиологии зло
качественных новообразований, на наш взгляд, особого внимания за
служивает гипотеза “мембранной аутогибридизации”, принципиально 
меняющая понимание этиопатогенеза заболевания, предполагая исход
ную неполноценность ПМ клеток как первопричины опухолевого роста.

При развитии болезни поражаются такие жизненно важные функции 
клеток, как механизмы генетического контроля над пролиферацией и 
дифференциацией клеток, межклеточные контакты, многочисленные 
трансмембранные процессы, защитные (иммунные) реакции и т.д. Со
гласно современным представлениям, одним из важных морфофункцио
нальных составляющих клетки, вовлекаемых в нормальное осуществле
ние этих клеточных функций, является ПМ.

Вышеизложенное, а также общая теория “мембранной мишени” в 
этиологии различных заболеваний оправдывают пристальное внимание, 
уделяемое учеными изучению роли ПМ в этиологии раковых новообра
зований. В настоящее время наиболее широкомасштабными и много
плановыми являются исследования патологических отклонений в функ
ционировании белковых молекул — компонентов клеточной мембраны 
при раковых заболеваниях. Однако относительно малочисленны целена
правленные и масштабные исследования по изучению механизмов коо
перативного вовлечения в этиопатогенез малигнизации клеток, помимо 
белков, также мембранных липидов, низкомолекулярная ферментная 
система обмена которых локализована в основном в обращенном к ци
топлазме липидном монослое или же “замаскирована” в толще кле
точной мембраны.

В настоящей работе приведены результаты исследований, направлен
ных на сравнительное изучение процессов кратковременной (5 сек) или 
относительно длительной (60 мин) модификации [14С]арахидоновой ки
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слотой (АК) жирнокислотного состава различных фракций фосфолипи
дов (ФЛ) и нейтральных липидов (НЛ) мембран лимфоцитов крови здо
ровых доноров и больных хроническим лимфолейкозом (ХЛЛ) в состоя
нии относительного покоя клеток.

Материал и методы
Лимфоциты получали из цельной крови здоровых доноров и больных 

ХЛЛ. Клетки выделяли по стандартной методике Innes [15] в градиенте 
свежеприготовленного раствора фиколл-верографина (1 часть 32,8% ве- 
рографина и 2,4 части 8% водного раствора фиколла-400, d=l,076— 
1,077). При чрезмерном загрязнении лимфоцитов эритроцитами послед
ние лизировали гипотоническим шоком. Для этого на осадок клеток 
наливали 2,7 мл дистиллированной воды, встряхивали и через 10 сек до
бавляли 0,3 мл 10-кратного физиологического раствора. Лимфоциты 
осаждали и суспендировали (105—106 клеток/лм) в минимальной основ
ной среде Игла (pH—7,4).

Для включения свободной меченой АК в липиды мембран лимфоци
тов к 0,2 мл инкубационной среды добавляли по 0,3 мл клеточной сус
пензии, содержащей 0,2 мкКи/мл [14С]АК (уд. акт. 58 мКи/ммоль, 
"Amersham", Великобритания), MgCI2- 50, АТФ - 12,5, СоА - 1, ДТТ - 
1 мкмоль. Инкубацию проводили в качающейся водяной бане при 37 °C. 
На 5 сек или 60 мин инкубации реакцию останавливали добавлением 
2 мл холодной смеси хлороформ-метанола (1:2).

Липиды экстрагировали методом Bligh, Dyer [7]. ФЛ и НЛ фракцио
нировали методом одномерной тонкослойной хроматографии [3]. Радио
активность проявленных в парах иода и идентифицированных соответст
вующими стандартами ("Sigma", США) липидных фракций определяли 
на радиосканере "Berthold" (Германия) и рассчитывали в сцинтилляци
онной жидкости Bray [9] на сцинтилляционном спектрометре Roche- 
Bioelectronique Kontron, SL-4221 (Франция).

Каждое опытное условие было воспроизведено в 5—8 различных экс
периментах по 5 параллелей. Статистический анализ проводили по мето
ду Стьюдента.

Результаты и обсуждение
По своей функциональной значимости в жизнедеятельности клеток 

особое место занимает метаболизм АК. В норме и при различных фор
мах лейкемии установлено вовлечение ее в сигнальную трансдукцию 
через ФИ-цикл как вторичного посредника [11,23,], в процессы синтеза 
биологически активных эйкозаноидов [13], в функционирование СФМ- 
цикла как медиатора [16,22] и т.д. Исходя из этого, было проведено де
тальное исследование закономерностей быстрого (5 сек) включения и 
более длительного (60 мин) перераспределения АК в ФЛ и НЛ мембран 
лимфоцитов в норме и при ХЛЛ.
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Исследование особенностей включения [|4С]АК в ФЛ нормальных 
лимфоцитов в течение 5 сек инкубации показало преимущественное 
(около 70% от суммы включенной в ФЛ радиоактивности) накопление ее 
во фракции кардиолипинов (КЛ). В условиях ХЛЛ на фоне достоверного 
уменьшения в мембранах содержания данного ФЛ наблюдалось некото
рое повышение относительного уровня всех остальных АК-содержащих 
ФЛ фракций. Обнаруженный нами факт специфичности фракции КЛ 
как акцептора АК в быстрых процессах эстерификации липидов допол
няет литературные данные последних лет об активном вовлечении дан
ного ФЛ в мембранные процессы действия цитотоксинов [12], инфици
рования человеческих Т-клеток вирусом лейкемии типа I [24], развития 
апоптоза в эритролейкемических К562 клетках [17] и пр. (рис. 1).

Рис. 1. Включение [МС] арахидоновой кислоты в фосфолипиды мембран лимфоцитов 
здоровых доноров (1) и больных хроническом лимфолейкозом (2) в течение 5 сек. 
Здесь и на рисунках 2-4 данные представлены в процентах от суммы радиоактив
ности (100 %), включенной в липиды мембран

Изучение процессов включения и перераспределения [ИС]АК в мем
бранные ФЛ в течение 60 мин инкубации в соответствии с ранее по
лученными нами данными [4] показало (рис.2) преимущественное нако
пление метки во фракции фосфатидилхолинов (ФХ), количественно 
преобладающего во внешнем монослое клеточных мембран ФЛ как в 
норме, так и при ХЛЛ. Если повышенный уровень (на 20% по сравне
нию с нормой) включения АК во фракцию ФХ на фоне значительного 
понижения арахидонил-лизоФХ в состоянии относительного покоя лим
фоцитов при ХЛЛ указывает на превалирование реакций синтеза дан
ного ФЛ над его деацилированием, то резкое понижение уровня метки 
во фракции КЛ свидетельствует о диаметрально противоположном. 
Примечательно, что факт подавления процесса включения АК во фрак
цию КЛ при ХЛЛ обнаруживается в условиях как 5 сек, так и 60 мин ин
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кубации. Сдвиги же, обнаруженные в содержании фракций ФИ, фосфа- 
тидилсеринов (ФС) и фосфатидилэтаноламинов (ФЭ) при 60 мин инку
бации, по всей вероятности, указывают на возможное развитие при дан
ной патологии дефектов в пролонгированных модификационных меха
низмах (реакции фосфодиэстеразного или деацилазного расщепления 
ФИ, декарбоксилирования ФС и трансметилирования ФЭ), осуществля
ющих дискутируемые в литературе [14,18] процессы фракционных взаи
мопревращений отмеченных ФЛ.

Рис. 2. Процентное распределение радиоактивности [|4С]арахидоновой кислоты в 
фосфолипидах мембран лимфоцитов здоровых доноров (1) и больных хроническим 

лимфолейкозом (2) в течение 60 мин инкубации

В следующей серии экспериментов были изучены закономерности 
включения [14С]АК в НЛ клеточных мембран лимфоцитов в норме и при 
ХЛЛ (рис.З.). Если в норме обнаруживалось быстрое (в течение 5 сек) 
включение АК во фракции моноацилглицеринов, 1,2-диацилглицеринов 
и триацилглицеринов мембран лимфоцитов на 75, 20 и 5% соответствен
но, то в условиях ХЛЛ наибольшее накопление АК наблюдалось уже во 
фракции триацилглицеринов и составляло около 60% от суммы вклю
ченной радиоактивности. Во фракциях же моноацилглицеринов и 1,2- 
диацилглицеринов накопление метки составило 25 и 15% соответствен
но. Следовательно, в отличие от нормы при ХЛЛ обнаруживаются суще
ственные нарушения метаболических путей быстрого ацилирования НЛ 
мембран лимфоцитов с начальным избирательным накоплением АК во 
фракции триацилглицеринов, выступающей в роли “временного депо” 
для нее [6].
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Рис. 3. Включение [|4С]арахидоновой 
кислоты в отдельные фракции нейтральных 
липидов лимфоцитарных мембран в норме 
(1) и при хроническом лимфолейкозе (2) 
в течение 5 сек

Рис. 4. Процентное распределение 
радиоактивности [ИС]арахидоновой 
кислоты в нейтральных липидах 
мембран лимфоцитов здоровых до
норов (1) и больных хроническим, 
лимфолейкозом (2) в течение 60 мин 
инкубации

Проведение исследований в условиях 60 мин инкубации (рис.4.) по
казало преимущественное накопление [14С]АК во фракции триацилгли- 
церинов как в норме (около 60%), так и при ХЛЛ (более 80%). Если при 
патологии по сравнению с нормой сохраняется закономерность пониже
ния уровня радиоактивности моноацилглицеринов и 1,2-диацилглицери- 
нов, то уровень АК в триацилглицеринах на 20% превышает таковой в 
норме. Обнаруженные существенные различия от нормы уровня вклю
чения и распределения [14С]АК в отдельные фракции ФЛ и НЛ при ХЛЛ 
после 60 мин инкубации указывают на становление в липопротеиновом 
бислое ПМ патологически трансформированных клеток нового изме
ненного метаболического статуса покоя.

Суммируя вышеприведенные экспериментальные данные, можно за
ключить, что в условиях ХЛЛ как при быстрых, так и относительно мед
ленных “ответах” лимфоцитов на рецептор-неопосредуемый внешний 
сигнал ([14С]АК) выявляются специфические нарушения в процессах мо
дификации жирнокислотного состава отдельных фракций липидного 
компонента ПМ. Примечательно, что отмеченные нарушения, выявляе
мые при патологии, более достоверны в экспериментальных условиях 5 
сек инкубации клеток, подтверждая наше предположение о мембрана- 
ассоциированном характере патологических дефектов в липид-модифи- 
цирующих системах ПМ лимфоцитов при ХЛЛ.
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Проблема идентификации и характеристики дефектных звеньев ли- 
пид-модифицируюших ферментных систем мембран лимфоцитов при 
исследуемой форме лейкемии находится на стадии интенсивного иссле
дования.

Поступила 28.03.99

ՆՈՐՄԱԼ ԵՒ ԼԵՅԿՈՋԱՅԻՆ ԼԻՄՖՈՑԻՏՆԵՐԻ ԹԱՂԱՆԹԱՅԻՆ 
ԼԻՊԻԴՆԵՐՈԻՄ ԱՐԱՔԻԴՈՆԱԹԹՎԻ ՆԵՐՄՈՒԾՄԱՆ

ՕՐԻՆԱՉԱՓՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԸ
Ա.3ու. Թսւդեւոսյան, Թ.Թ. Բաւոիկյան, Լ.3ու. Ասատրյան, Ա.Լ.Ղարիբյան, 

Մ.Գ.Մելիք-Անդրեասյան, Է.Ս. Գեւորզյան, Յու.Վ. Թադետսյան

Խրոնիկական լիմֆոլեյկոզով հիվանդների արյան լիմֆոցիտներում ուսումնա
սիրվել են պլազմատիկ թաղանթների ֆոսֆոփպիդների եւ չեզոք լիպիդների տարբեր 
բաղադրամասերում [։’Շ]արաքիդոնաթթվի կարճատել (5 վրկ) եւ երկարատեւ (60 
րոպ) ներմուծման պրոցեսների շեղումները նորմայից:

Ստացված տվյալները վկայում են հիվանդագին տրանսֆորմացիայի ենթարկ
ված լիմֆոցիտների բջջաթաղանթների լիպիդային բաղադրիչի առանձին բաղա
դրամասերում օգտագործված ճարպաթթվի արագ ներմուծման եւ հարաբերա
կանորեն երկարատեւ վերաբաշխման կոոպերատիվ մեխանիզմներում առկա օրի
նաչափ խանգարումների մասին: Հատկանշական է, որ լիմֆոցիտային թաղանթ
ների լիպիդային մոդիֆիկացիայի պրոցեսներում բացահայտված խանգարումներն 
առավել հստակ են արտահայտված 5 վրկ. ինկուբացիայի պայմաններում:

Եզրակացություն է արվում, որ խրոնիկական լիմֆոլեյկոզի պայմաններում լիմ
ֆոցիտների լիպիդային մոդիֆիկացիաների մեխանիզմներում առկա հիվանդագին 
շեղումներն ունեն թաղանթ-կապված բնույթ:

REGULARITIES OF ARACHIDONIC ACID INCORPORATION INTO THE MEMBRANE 
LIPIDS OF NORMAL AND LEUKEMIC LYMPHOCYTES

A.Yu.Tadevosyan, T.B.Batikyan, L.Yu.Asatryan, A.L.Gharibyan, 
M.G.Melik-Andreasyan, E.S. Gevorkyan, Yu.V.Tadevosyan

The alterations from norm in the processes of rapid (5 sec) and prolonged 
(60 min) incorporation of [14C]arachidonic acid into the phospholipids and 
neutral lipids in plasma membranes of lymphocytes from patients with chronic 
lympholeukemia were investigated.

The data obained have revealed that there are some specific defects in the 
co-operative mechanisms of fatty acid rapid incorporation and relatively 
prolonged redistribution into different fractions of lipid component of 
pathologically transformed lymphocyte plasma membranes. The revealed 
defects in lipid modification processes of lymphocyte membranes were more 
marked in conditions of 5 sec incubation. It is concluded that pathological 
changes in the lipid modification mechanisms of lymphocytes at chronic 
lympholeukemia have a membrane-bound character.
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