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Актуальность проблемы: Трансформирующий фактор роста 8 -
типа ( ТФР-8) - это полипептид, который регулирует пролифе­
рацию, дифференцировку, а также метаболические процессы у 
многих типов клеток. Показано, что в присутствии эпидер­
мального фактора роста он стимулирует субстратнеэависимую 
пролиферацию клеток, подученных из нормальных тканей мезен­
химного происхождения, и ингибирует пролиферацию клеток из 
• эпителиальных тканей, в том числе из опухолей /■ Roberts 
А. В. et al. 1983, Moses Н. et al. 1987, Sporn М. В. et al. 
1987. /. Механизмы, которые обеспечивают такое стимулирую­
щее или ингибирующее влияние ТФР-8 на клеточную пролифера­
цию пока не изучены. М^жду тем. исследование этих механиз­
мов весьма актуально в связи с предложениями о практическом 
использовании ТФР-й в медицине для угнетения роста злока­
чественных клеток, стимуляции заживления ран и для лечения 
ряда патологий у животных и человека /Allen J. В. et. al. 
1990, Joyce М. Є. et al. 1989, Noda M. et al. 1989, Roberts 
A. B. , Sporn M. B. 1985 /.
Влияние ТФР-й на клетки - мишени связано с функционирова­

нием сложной системы регуляторных связей в клетках. Изуче­
ние этой системы необходимо не только для обоснования це­
лесообразности и безопасности применения ТФР-8 в медицине, 
но и для познания молекулярных механизмов регуляции проли­
ферации и диффб енцировки клеток животных и человека
Имеются основания считать, что центральную роль в молеку­

лярных механизмах регуляторного действия полипептидных фак­
торов роста на клетки играют специфичные рецепторы на по­
верхности клеток. Регуляция Функционирования рецепторов 
ТФР.-8 пока недостаточно неучена / Wakefield L. 1987 /. Не­
достаточно исследованы и внутриклеточные регуляторные меха­
низмы, определяющие направленность действия ТФР-8 на кле­
точную пролиферацию.
Дель и задачи работы: Исходя из вышеизложенного, в

диссертационной работе была поставлена цель - изучить осо­
бенности влияния ТФР- 8 на пролиферацию разных типов клеток



- г -
и исследовать некоторые этапы в молекулярных механизмах 
действия этого фактора.
Для достижения поставленной цели решали следующие задачи:
1. Получить высокоочишенный препарат ТФР-Й.
2. Изучить влияние ТФР-В и его комбинаций с ЭФР и инсули­

ном на пролиферацию в монослое клеток разных линий, полу­
ченных из нормальных тканей и опухолей.
3. Исследовать влияние ТФР-fi и его комбинаций с ЭФР и 

инсулином на интенсивность субстратнезависимой пролиферации 
в среде с полужидким агаром у разных типов клеток, получен­
ных из нормальных тканей и опухолей.
4. Изучить регуляцию специфичного связывания ТФР-Й под 

влиянием ЭФР и /или/ инсулина, а также понижающую регуляцию 
и .«итеративность рецепторов данного фактора роста.
5. Изучить влияние ТФР-В и его комбинаций с ЭФР и иясули- 

”ом на содержание сАМР и cGMP в культивируемых клетках 
исследуемых линий.
Научная новизна: ЕПервые проведено комплексное изучение

действия ТФР-В в комбинациях с ЭФР и инсулином на пролифе­
рацию в монослое клеток, полученных из нормальных тканей и 
из опухолей, в зависимости от продолжительности инкубации, 
концентрации сыворотки в культуральной среде и плотности 
клеток на единицу плошали в культуре. Обнаружено, гго коло- 
ниеобразование у псевдонормальных клеток, культивируемых в 
среде с полужидким агаром регулируется ТФР-В и существенно 
зависит от одновременного действия на клетки ЭФР и инсули­
на. Характер влияния самого ТФР-В на пролиферацию опухоле­
вых клеток существенно зависит от типа опухоли, из которой 
были получены клетки. *
Впервые обнаружена отрицательная кооперативность рецепто­

ров ТФР-В у клеток линии NRK-49F. Изучена трансмодуляция 
рецепторов ТФР-В под действием ЭФР и инсулина.
Впервые показано, что ТФР-Й и его комбинации с ЭФР и 

инсулином влияют на содержание сAM? и cGMP в культивируемых 
клетках. Обнаружено, что ТФР-Й увеличивает в большинстве 
случаев отношение С сАМИ Л  сйМИ в клетках.

Научно - практическая значимость работы: Усовершенствован



- З -

метод получения высокоочищенного ТФР-8 из тромбоцитов крови 
животных. С его помощью достигнут рмход препарата ТФР-8. 
равный около 10 мкг из 1 г сырой тромбоцитарной массы, что 
приблизительно в 10 раз выше, чем при использовании ранее 
предложенных методов / Assoian R. К. et al. 1985 /.
Результаты анализа действия ТФР-8 на пролиферацию клеток 

разного происхождении указывают на целесообразность исполь­
зования ТФР-8 в комбинации с другими полипептидными факто­
рами роста при разработке фармацевтических форм и терапев­
тических схем, пригодных для клинических целей.
Апробация результатов исследования: Материалы диссертации 

доложены и обсуждены HaV Украинском биохимическом сьезде 
{Ивано-Франковск.1987}. Всесоюзном симпозиуме "Молекулярные 
и функциональные механизмы онтогенеза" < Харьков,1987 >,11 
Всесоюзном совещании по изучению роли морфогенетически ак­
тивных факторов в различных процессах < Пушино,1988 >, кон­
ференциях молодых ученых Института биохимии им. А. В. Паллади- 
на АН Украины и Львовского отделения Института биохимии АН 
Украины { Киев, Львов, 1987 - 1988 >, семинарах в Централь­
ном институте молекулярной биологии { Берлин, ФРГ,1990 }, и 
в Институте молекулярной биологии и физиологии Свободного 
университета г. Берлина { Берлин, ФРГ,1991 >.
Публикация результатов исследования: Йа теме диссертаци­

онной работы оп> ликовано 6 статей и 8 тезисов сообщений.
Стріуктура и обьем диссертации: Диссертационная работа из­

ложена на 147 страницах, состоит из введения, обзора лите­
ратуры, главы "Материалы и методы", 5 глав собственных 
исследований, обсуждения результатов,. выводов и списка ци-. 
тированной литературы, содержащего 207 ссылок на работы 
отечественных и зарубежных авторов. Работа илюстрирована 24 
рисунками и б таблицами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использованы клетки линий NIH-3T3 и Swiss-ЗТЗ из 

эмбрионов мыши, NRK-49F - яз нормальной почки крысы, А-549 
из аденокарциномы легких человека. CCL-64 - иэ карциномы



легких норки, НГ-1080 - из фибросаркош человека, ПС-103 
/клоны Зсб и 384/5 / - из саркомы, индуцированной импланта­
цией полихлорвиниловой пластинки мышам линии СВА, 
СГО-719с/3 - ив яичника китайского хомячка. Клетки линий 
ПС-103 и А-549 получены из коллекции клеточных культур 
Института канцерогенеза Всесоюзного онкологического научно­
го центра АМН СССР / г. Москва /. Клетки других перечислен­
ных линий получены из коллекции клеточных культур Института 
цитологии АН СССР / г. Санкт-Петербург /. Клетки линий 
NIH-3T3, Swiss-ЗТЗ, NR.4-49F А-549, CCL-64, HT-108G,
СН0-719С/3 культивировали в среде Игла в модификации Даль- 
бэкко / ДМЕМ, Flow Lab. , Великобритания / с добавлением 10Х 
или 3% / для клеток линии СНО-719с/3 / сыворотки крови пло­
дов крупного рогатого скота / ДиаЛек, г. Минск /, а клетки 
линии ПС-103 - в среде Игла / MEM, Flow Lab. , Великобрита­
ния / "V 10% сыворотки крови крупного рогатого скота 
/Московский мясокомбинат /.
ТФР-8 получали из свежевыделенных с помощью дифференци­

ального центрифугирования тромбоцитов крови свиньи. На пер­
вом этапе очистки проводили кислото - этанольную экстракцию 
тромбоцитов / Asoian R. К. et al. 1985 /. Последующие этапы 
включали разделение полученного экстракта на колонке /8.5х 
105см /, наполненной Акрилексом Р-30 / Reaiial, Венгри. 
используя 1М СН^СООН в качестве элюэнта и разделение фрак­
ции, содержащей ТФР-Й , на колонке / 1. 3x120 см / , напол­
ненной Акрилексом Р-60, с использованием в' качестве элюэнта 
7М мочевины в 1М СНдСООН Биологическую активность ТФР-8  

определяли по влиянию на субстратзависимую / монослойная 
культура / и субстратнезависимую / культивирование в среде 
с полужидким агаром / пролиферацию клеток линий NRK-49F, 
WIH-3T3, A-54rf, CCL-64.
Влияние ТФР-8 и его комбинаций с ЭФР и инсулином на про­

лиферацию клеток разных линий в монослое изучали, культиви­
руя клетки в пластиковых 24- или 96-луночных планшетах 
/Linbro. Nunk, США / согласно общепринятым методам культи­
вирования. Добавление в культуральную среду факторов роста, 
сыворотки крови, время инкубации с ними клеток, инкубация
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с радиоактивными предшественниками нуклеотида / 'Н-тимидин 
или^С-тимшшн / осуществляли в соответствии с протоколом 
каждого иа опытов. По окончании инкубации определяли ин­
тенсивность включения радиоактивной метки в нерастворимую в 
трихлоруксусной кислоте фракцию клеток / Fernandez-Pol J. А. 
et al. 1986, Hamel Е. et .al 1988 /. используя сцинтиляиион- 
ный счетчик MARK III / Тгасог Europa. Нидерланды /. Все 
■опыты повторяли не менее 3-х pas с 3 - 4 паралельними 
экспериментами в каждом опыте. В отдельных контрольных опы­
тах пролиферативную активность клеток определяли по измене­
нию их количества методом подсчета в камере Горяева.
Лля изучения влияния ТФР-0 в комбинациях с ЭФР и инсули­

ном на проявление трансформированного фенотипа использовали 
тест на клонирование клеток в среде с полужидким агаром, 
как наиболее адекватно отображающий степень траноформиро 
ванности клеток / van Zoelen Е. J. et al. 1988 /. В 40-мм 
чашки / ПО "Полимер", г. Санкт-Петербург / заливали 1 мл 
среды культивирования, содержащей 0.5% агара /Difco, США/. 
Затем вносили 1 мл суспензии клеток в среде кульивирования, 
содержащей 0. 3% агара с добавленными тестируемыми фактора­
ми. Чашки инкубировали 10 - 14 суток в ОСІ, инкубаторе 
/ТПИ-1. г. Санкт-Петербург / в присутствии 5% СО-,при 100% 
влажности. 116 окончании инкубации в каждой чашке подсчиты­
вали количество колоний диаметром не менее 52 мкм. Каждый 
опыт повторяли не менее 3-х раз с 3-мя паралельними экспе­
риментами.
u 5 I-T®P-ft получали по методу РаФФ и Рицшгоо / RafT Е. .

Rizzino А. 1986 / с использованием хлорамина Т. Удельная 
125активность препарата і-ТФР-fl составляла 70-160 мкКи/мкг. 

Идентификацию специфичных рецепторов ТФР-fl проводили на
1 PRклетках линии NRK-49F. 1-ТФР-ІЗ ковалентно "сшивали" со 

специфическими рецепторами дисукцинимидилсубератом в 
присутствии и в отсутствие 500 - кратного избытка немечено­
го лиганда с последующим разделением белков электрофорезом 
в градиенте концентрации полиакриламида / 5 - 10 X / с  до- 

' Оавлением додецилсульфата натрия в буферной системе Лэмли и



авторадиографией.
Понижающую регуляцию / down regulation / рецепторов ТФР-0

определяли по изменению уровня специфичного связывания
125 I-ТФР-0 после предварительной инкубации клеток в течение 
й-х часов с немеченым ТФР-0.
Количество специфичных рецепторов ТФР-0 и их сродство к 

лиганду определяли с использованием клеток линий А-549 и 
NRK-49F согласно рекомендациям Вейкфилда и сотр. 
/Wakefield L. et al. 1987 /. Клетки высевали в 24- или 96- 
луночные планшеты в среде культивирования. После прикрепле­
ния клетки отмывали от сыворотки и добавляли в среду инку­
бации разные количества 1 2 51-ТФР-0 / концентрации, от 1 до 
150 пМ /. В зависимости от варианта опыта добавляли .такле 
S 1? / 5 мкг/мл; Serva / и Сили] инсулин /1 мкг/мл; Serva/. 
Лля определения уровня неспецифического связывания в от­
дельные пробы, содержащие 10, 50, 100 пМ 12Б1-ТФР-0, добав­
ляли 500 - кратный избыток немеченого ТФР-0. После инкуба­
ции клеток в течение 2 часов определяли содержание радиоак­
тивной метки в среде и метки, специфически связанной с ре­
цепторами ТФР-0 на клетках, с использованием счетчика 
"Compu-Gamna" / LKB, Швеция /. Расчет кинетических парамет-

1 PRров связывания 1 І-ТФР-8 осуществляли по методу Скэтчарда 
/ Scatchard G. 1949 /.
Для выявления кооперативности рецепторов ТФР-В использо­

вали метод, основанный на определении кинетики диссоциации 
меченого лиганда в присутствии и в отсутствие немеченого 
лиганда / Corin R. Е. et al. 1982 /.
Определение содержания сАМР и cGMP в клетках линий 

NRK-49F. NIH3T3 и А-549 проводили с использованием стан­
дартного набора фирмы "Amersham Inc." / Великобритания /. 
Метод основан на конкуренции немеченых циклических нуклео­
тидов в пробе с фиксированным количеством меченых тритием 
молекул сАМР и oGkiP за связывание со специфической антиеы- 
вороткой / для cGMP / или с высокоспецифическим связывающим 
ОЄЛКОМ / для сМА> /. Концентрации циклических нуклеотидов 
определяли, используя стандартные калибровочные кривые сог- 
чяоно рекомендациям фирмы ’’Amersham Inc.". Для всех линий 
клеток каждый вариант опыта повторяли не менее 3-х раз.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
1. Очистка трансформирующего фактора роста й - типа 
ГЬлучение высокоочишениых препаратов ТФР-й до сих пор ив 

ляется сложной проблемой, для решения которой необходимо 
привлечение значительных средств и времени. Принимая во 

внимание недостаточную эффективность используемых методов, 
нами усовершенствован один из них для получения ТФР-й ия 
тромбоцитов свиньи. При этом выход препарата был приблияи 
тельно в 10 раз выше, чем в других работах по очистке ТФР-й 
из тромбоцитов / Assoian R. К. et al. 1983, Assoian R. К. et 
al. 1985 . Такой результат был достигнут благодаря исполь­
зованию более шадяших режимов обработки препарата ТФР-й в 
процессе очистки и благодаря оптимизации условий гельфиль 
трации препарата ТФР-Й на колонках с биогелями Р-типа.
Тромбоциты свиньи подвергали кислото - этанольной 

экстракции и полученный экстракт фракционировали на колон­
ке, заполненной Акрилексом Р-30. В этих условиях ТФР-Й элю­
ируется с колонки 1 М СНдСООН в зоне элюции белков с молеку­
лярной массой 10 - 14 гДа. Такая задержка вызвана его сорб­
цией частицами А криле кс а. Фракции с актиг'пстью ТФР-0 мы 
концентрировали частичной лиофилигацией и наносили на ко­
лонку с Акрилексом Р-60, используя в качестве элюента 7 М 
мочевину в 1 У ОН^СООН. В этих условиях сорбция ТФР-Й на 
частицах геля устраняется. Препарат ТФР-Р, полученный таким 
образом, по данным электрофореза в полиакриламидном геле в 
присутствии додецилсульфата натрия имеет чистоту более 9Б % 
Полученный нами препарат теряет свою активность после 

воздействия протеиназ (трипсина или пепсина), дитиотреито-
Ола. мало чуствителен к прогреванию при 66С 30 мин или Ю0С° 

3 мин, а также не конкурирует с ЭФР за связывание последне­
го со специфическими рецепторами ЭФР на клетках линии 
Д-431. Препарат ТФР-Й блокирует также цитотоксическое 
действие Фактора некроза опухолей на клетки линии LJ9£9.



табл. 1
Очистка ТФР-В из тромбоцитов свиньи
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этапы очистки белок
{мг>

Е% 0  + 
{нг/мл)-

общая ++ 
активность

степень
очистки

выход
Ш

тромбоциты l.OxlO6 - - -
кислото- 
этанольный 
экстр, из 5. 0x103 l.OxlO3 5. 0x106 1 . 0 100
тромбоцитов
Биогель Р-30 
<1 М СНдСООЮ- г. oxi о2 45.0 4. 4x106 25. 0 8 8. 9
Биогель Р-30
<1 м он.ооон,о
7 М мочевина> 1 . 0 0.5 . 2. 0x106 5. 0x103 40. 0

+ - ЕДэдравна концентрации ТФР-В при которой достигается его
полумаксимальный эффект в ЭФР - зависимой стимуляции коло- 
ниеобраеования в полужидком агаре клеток линии NIH-3T3 
*■+’ - Условные единицы, определяли как отношение 
белок (¥Г>/ЕІ^о <НГ/МЛ>

ЕД^д этого препарата в опытах по стимуляции колониеобра-
вования клеток линий NRK-49F, N1H-3T3, Swias-ЗТЗ составляет
0 . 6  нг/мл, 0.5 нг/мл и 1. 0 нг/мл соответственно. ТФР-В ин­
гибирует колониеобразование клеток линии А-ї>49 / ЕД^д - 0. 1
нг/мл / и пролиферацию ь монослое клеток линий А-549 / ЕД50

0.5 нг/мл / и CCL-64 / ЕДзд 0.1 нг/мл /. Это соот­
ветствует полумаксимальным эффективным концентрациям препа­
ратов ТФР-8. полученных другими исследователями.



2. Влияние ТФР-8 и его комбинаций с ЭФР и инсулином на 
субстратаависимую пролиферацию клеток

При изучении регуляции субстратвависимой пролиферации 
клеток нами показано, что направленность и выраженность 
действия ТФР- 8 в большей мере зависит от условий культиви­
рования клеток, чем от их типа Установление, что действие 
ТФР- 8 зависит от концентрации сыворотки крови, времени ин­
кубации клеток в присутствии факторов роста, плотности кле­
точного монослоя, присутствия ЭИ5 и инсулина.
Так, ь среде с 10 Z СКП ТФР-8 в концентрации 50 нг/мл ин­

гибирует включение % - тимидина в ДНК клеток линии NRK-49F в 
монослое, причем в присутствии ЭФР или инсулина ингибирую­
щее действие ТФР- 8 проявляется при более низких концентра­
циях. равных 0.5 и 0.05 нг/мл соответственно. При более 
низком содержании сыворотки в среде'{.0.1 % 1 ТФР-8 дозоза- 
висимо стимулирует биосинтез ДНК в этих клетках, инкубируе­
мых р течение 24 часс . но при увеличении времени инкубации 
до 86 часов этот эффект практически не проявляется /Рис. 1а/.
При продолжительной инкубнции /ЗС лсоъ/ ТФР-8 в 

концентрации О. Б - 5. О нг/мл в присутствий инсулина снижает 
уровень биосинтеза ДНК в клетках линии NRK-49F. Вместе с 
тем, при совми тном действии ТФР-8 с ЭФР и инсулином в те­
чение 48 или 86 часов проявляется доэозависимое увеличение 
интенсивности биосинтеза ДНК.
Ван Поелен и сотр. /van Zoelen Е. J. et al. 1988/ также от­

мечали стимуляцию включения меченого тимидина в ДНК клеток 
линии NRK-49F при действии ТФР-8, ЭФР и инсулина, но наши 
данные свидетельствую о том, что выраженность этого эффек­
та. как и аффекта от действия самого ТФР-8 зависит от про­
должительности инкубации клеток в его присутствии и кон­
центрации ТФР-8. По-видимому, такая зависимость характерна 
для ТФР-8, поскольку инсулин или ЭФР, хотя и в разной сте­
пени. в большинстве случаев стимулируют пролиферацию клеток
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Рис.I. Влияние TsfiP-̂ # на 
включение %-тимидина в 
ДНК культивируемых в моно­
слое клеток: А - линии 
HRK-49P , 24 ч инкубации 
в присутствии 0.1% СКП /I, 
2/ или 10% СКП /3,4/. 1,3 - 
ТФР-у? , 2,4 - ТФР-у? + Э5Р 
/ 5 нг/мл /; Б - линия

клеток Swiss-ЗТЗ . 24 ч инкубации в присутствии 0.1% СКГІ при 
плотности высева 5 тис.клет. /см2 /1,2/ или 5а тыс.клет. /см2 /3,4/, 
1,3 - ТФР-^ + ЭФР, 2,4 - ТФР^? + инсулин / I мкг/ил /;
В - линия клеток А-549 , 24 ч инкубации в присутствии 10% СКП.

I - ТФР-^, 2 - + ЭФР, 3 - ТФР-у» + инсулин, 4 - Т ФР у + ЭФР
+ инсулин. '
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линии NRK-49F, независимо от времени инкубации.
Известно, что плотность высева кле-ок в монослое в опре­

деленной мере отражает степень непосредственных контактов 
между клетками. А это, в свою очередь, может влиять на 
чуетвительность клеток к тем или иным биорегуляторам / Ни­
кольский Е Я  1984/. Мы обнаружили, что при редком высеве2< Б тыс. клеток/см } сам ТФР-8 не влияет на интенсивность 
биосинтеза ДНК. а ' в присутствий ЭФР ингибирует его. При 
тестировании клеток этой линии, находящихся в плотном мо­
нослое < 50 тыс. клеток/см2 >. сам ТФР-8 также не влияет на 
биосинте"■ДНК. однако отмечается стимуляция пролиферации 
под действием ТФР-8 в концентрации 0.5 - 5.0 нг/мл совмест­
но с ЭФР /Рис. 16/. Такой синергизм в действии ТФР-8 и ЭФР 
имеет место только при высокой плотности высева клеток ли­
нии Swiss-ЗТЗ. что может быть связанр с блокированием ТФР-Я 
контактного ингибирования и, соответственно, проявлением 
стимулирующего действия ЭФР.
При одновременном действии ТФР-8, ЭФР и инсулина биосин­

тез ДНК в клетках лин ; Swiss-ЗТЗ ингибируется независимо 
от плотности высева: клеток, хотя в редкой культуре это ин­
гибирование происходит при концентрации ТФР-8 О. 05 нг/мл, а 
в плотном монослое - при 5.0 нг/мл. Ростингибирующее 
действие этих трех факторов роста сохраняется и после сни­
жения концентрами СКП до б. 5 %. В таких условиях наблюда­
ется стимуляция включения "*Н-тимидина в ДНК клеток под 
действием ТФР-8 и инсулина и ингибирование включения ради­
оактивной метки в ДНК под действием ТФР-8 и ЭФР.
Таким образом, полученные нами результаты могут объяснитьs 
почему разные авторы обнаруживали разные биологические эф­
фекты ТФР- 8 - ингибирование, отсутствие эффекта или стиму­
ляцию пролиферации клеток под действием этого фактора. 
По - видимому, источником этих расхождений является не­
достаточный охват возможных вариантов опытов в тест-систе- 
мах с использованием ТФР-8.
Обнаружено, что ТФР-8 не влияет на интенсивность биосин­

теза ДНК в клетках линии NIH-3T3, культивируемых в 
присутствии 10 7. или б % СКП в течение 24 часов. После уве­



личения времени инкубации этих клеток до 48 часов в 
присутствии 6 X СКП отмечено ингибирование этого процесса 
под действием ТФР-0 в присутствии ЭФР или инсулина и его 
стимуляция - в присутствии обоих факторов - ЭФР и инсулина. 
При инкубации клеток в течение 72 часов роетингибируиций 
эффект ТФР-В в присутствии инсулина, а также стимуляция 
роста клеток под действием ТФР-0 в присутствии ЭФР и инсу­
лина менее выражены. Кроме того, наблюдается ингибирование 
включения Зн-тимидина в ДНК клеток линии NIH-3T3 в 
присутствии ТФР-0 и ЭФР. После снижения концентрации сыво­
ротки крови в среде до 0 . 1 % стимуляция 'пролиферации клеток 
имеет место только пои одновременном действии на них ТФР-8, 
ЭФР и инсулина.

Лной характер действия ТФР-0 на пролиферацию обнаружен 
нами при исследовании клеток линии А-549, полученных из 
аденокарциноми легких человека /Рис. 1в/. Тфр-0 ингибирует 
биосинтез ДНК в этих клетках при их инкубации в течение 24 
часов в присутствии 10 % СКП Аналогичные результаты полу­
чены и другими авторами /Fernandez-Pol J. A. et al. 1986/ . 
По-видимому, этот ингибирующий эффект является следствием 
взаимодействия ТФР-0 с факторами роста, имеющимися в сыво­
ротке крови. Эти факторы роста должны быть в определенных 
соотношениях, поскольку нами обнаружено, что доба дение ЭФР 
снижает ингибирующее влияние ТФР-0 на биосинтез ДНК, а 
инсулин полностью устраняет его /Рис. 1в/.
После снижения концентрации СКП в среде до 7.6 Ї ингиби­

рование включения метки в ДНК клеток линии А-649 под 
действием ТФР-8 наблюдается только в присутствии ЭФР. При 
концентрации СКП в культуральной среде О.’І X наблюдается 
уже стимуляция биосинтеза ДНК в клетках под действием ТФР-8  

/0.5 нг/мл / и ЭФР, а также ТФР-0, ЭФР и инсулина.

3. Глияние ТФР-8 и его комбинаций с ЭФР и инсулином на 
субетратнезависимую пролиферацию клеток

ТФР-8 был впервые выявлен как фактор, стимулирующий 
субетратнезависимую пролиферацию клеток, полученных иэ нор- 
мімьннх тканей /Roberts А. В. et al. 1983/. Такая пролифера-
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ция является характерным фенотипическим признаком трансфор­
мированных и опухолевых клеток. В дальнейших работах было 
показано, что действие ТФР-fl может быть не только стимули­
рующим, но и ингибирующим /Lee К. et al. 1987, Laiho М. et 
al. 1987/. Однако, неизвестно, от каких факторов зависит ха­
рактер дейсвтия ТФР-й на фенотипическую трансформацию кле­
ток.
Изучая влияние ТФР-fl на проявление трансформированного 

фенотипа, мы исследовали колониеобраэование в полужидком 
агаре разных линий клеток, полученных из нормальных тканей 
•CNRK-49F, NIH-3T3, Swiss-3T3>, из опухолей мезенхимального 
{НТ-1080, ІГ 103 клоны 384/Б и Зсб> и из опухоли .Эпители­
ального происхождения {А-Б49>, а также клеток, трансформи­
рованных in vitro {СН0-719о/3>.
Обнаружено, что сам ТФР-fl не влияет на уровень колониеоб- 

раэования клеток, полученных из нормальных тканей, но в 
присутствии ЭФР /5 нг/мл/ он дозоэависимо стимулирует про­
лиферацию в полужидком агаре. Полумаксимальная эффективная 
концентрация ТФР-fl составляет 0. Б нг/мл для клеток линий 
NRK-49F и NIH-3T3, 1.0 нг/мл - для клеток линии Swiss-ЗТЗ. 
Показано, что при совместном действии ТФР-fl в больших кон­
центрациях /60 нг/мл/ и ЭФР колониеобраэование клеток линии 
NIH-3T3 меньше, чем при действии ТФР-fl в меньших концентра­
циях. Присутствие инсулина / 1 мкг/мл / не влияет на
действие ТФР-fl на колониеобразование клеток линий NRK-49F и
Swiss-ЗТЗ. При совместном действии ТФР-В е ЭФР и инсулином 
на клетки линии NRiv-49F результат такой же, как и в
присутствии самого ЭФР. У клеток линии Swiss-ЗТЗ инсулин 
усиливает действие ТФР-fl с ЭФР по стимуляции колониеобразо- 
вания, а у клеток линии NIH-3T3 он значительно уменьшает
стимулирующий эффект совместного действия ТФР-fl и ЭФР 
/Рис. 2а/. . •
Результаты наших исследований свидетельствуют о тс , что 

стимуляция колониеобразования у клеток, полученных из нор­
мальных тканей, происходит при действии ТФР-fl в присутствии



Рис.2. Влияние ТФР-^? и его 
комбинаций с ЭФР / 5 иг/мл / 
и инсулином / I J. ’/мл / на 
колониеобразование в полужид­
ком агаре клеток линий NIH-3T3 

/ А / ,  А-549 /Б/, НТ-І080 /В/.
I - ТФР-/? ; 2 - №-/> + ЭФР;
3 - ТФР-^ + инсулин; 4 - ТФР^ + 
chiP + инсулин.

ТФР-^ нг/мл 
3&F. В то же время, у трансформированных in vit.ro клеток 
линии СН0-719с/3 такая стимуляция наиболее выражена пг 
совместном действии ТФР-В и инсулина А добавление ЭФР ве­
дет к снижению уровня колониеобраэовнния. индуцированного 
ТФР-П.
О том. что TJF-й играет важную роль в процессах развития
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опухолей, свидетельствуют результаты тестирования клеток, 
полученных из новообразований. Так, у клеток линии А-649, 
полученных ив аденокарциномы легких человека, сам ТФР-Й вы­
зывает почти 90 % ингибирование колониеобразования. Этот 
ингибирующий эффект ТФР-Й частично устраняется ЭФР и инсу­
лином /Рис. 26/. В то же время нами показано, что ЭФР й 
инсулин существенно уменьшают стимулирующий эффект ТФР-В на 
пролиферацию клеток, полученных мз опухоли другого тигГа - 
фибросаркомы человека {линия НТ-1080> /Рис. 2в/. Таким обра­
зом, направленность рост ре г улирующего действия ТФР-В за­
висит и от типа опухолей, иэ которых получены клетки-мишени.
Полученные нами данные позволяют предположить, ' о нап­

равленность действия ТФР-В на субстратнезавиеимую пролифе­
рацию клеток, полученных из опухолей в значительной мере 
определяется не только происхождением опухоли, но и харак­
теристиками клонирования клеток в полужидких средах. Так, 
обнаружено, что ТФР-В ингибирует колониеобразование клеток 
линии HT-1Q80, но при этом коэффициент спонтанного клониро­
вания этих клеток был выше, чем в наших опытах /Laiho М. et 
al. 1987/. Такая ж  зависимость направленности действия 
ТФР-В от уровня спонтанного колониеобразования обнаружена 
нами для клеток линии ПС-103 /клон 384/6/, полученных из 
мышиной саркомы. В тех случаях, когда использовали клетки с 
низким уровнем ‘ спонтанного колониеобразования, действие 
ТФР-В оказывается стимулирующим. При тестировании клеток с 
высоким уровнем спонтанного колониеобразования ТФР-Я вызы­
вает его доэозависик г ингибирование. В то же время, у кле­
ток другого клона /Зсб/ этой же линии ПС-103, характеризую­
щегося высоким.уровнем спонтанного колониеобразования, наб­
людается стимуляция пролиферации под действием ТФР-0 в 
присутствии ЭФР и инсулина.
Таким образом, ТФР-Й стимулирует в присутствии ЭФР коло­

ниеобразование у псевдонормальных клеток или не вличет на 
него. В то же время у клеток, полученных из опухолей, кар­
тина не столь однозначна. Можно‘предположить, что направ­
ленность действия ТФР-0 на колониеобразование опухолс ах 
клеток в большей мере зависит от особенностей клонирования
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этих клеток в полужидкой среде , чем от типа опухоли. При 
этом аффект ТФР-Й сильно зависит от присутствия других фак­
торов роста.
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4. Характеристика специфичного связывания ТФР-Й клетками
Одним из первых этапов в механизмах действия ТФР-В , ,а 

котоіюм может осушествлятся регуляция его действия, явля­
ется рецепция ТФР-Й клетками-мишенями /Like В. et al. 
1986. , Massaque J. et al. 1985/. Поэтому нами проведено 
изучение лиганд-свиэываших характеристик специфичных ре­
цепторов ТФР-fl, включая их понижающую регуляцию /down 
regulation/, коопёративность и т ране модуляцию.
Используя полученный нами Е2^І-ТФР-fl , мы провели иденти­

фикацию специфичных рецепторов ТФР-В на клетках линии 
NRK-49F, используя ковалентную сшивку лиганда с рецептором 
Йисукцинимиди. .‘уОератом с последующим электрофоретическим 
разделением белков в полиакриламидном геле и авторадиогра­
фией. Показано, что основная часть специфично связанного 
125|-тфр-п обнаруживается в соне миграции белков с Mr 260 - 
280 кДа. Наблюдается также слабое спенифичн е связывание 
1251-ТФР-й белками с относительными молекулярными массами 
60 и 90 кДа. Полученные нами результаты соответствуют дан­
ным. известным ив других работ о молекулярной массе специ­
фичных рецепторов ТФР-Й /Frolik С. et al. 1984, Seearlni Р. 
et al. 1988/.

Нами показано, что у клеток линии NRK-49F после их преин- 
кубации с немеченым лигандом имеет место п< 'ижающая регуля­
ция рецепторов ТФР-В , которая ва 2 часа достигает 47 X от 
общего уровня специфичного связывания 1 2^1-ТФР-Й клетками. 
Следует подчеркнуть. что величине понижающей регуляции 
близка к таковой, полученной исследователями для других ли­
ний клеток; А-549 - 303. AKR-2B - 64-76Х /Tucker R. F. et 
al. 1984/. Можно предположить, что понижающая регуляци>. ре- 
цеито[ч>в ТФР-Й в диапазоне от ЗОХ до "ОХ характерна для ме- 
хяниг>«ов регуляторного влияния ТФР-й и непосредственно не 
зависит от направленности действия этого фактора на- проли­



ферацию клеток.
Интересно, что связывание ^ l -ТФР-в клетками линии 

NRK-49F снижается также под действием холерного токсина 
/Юнг/мл/ и ай/макроглобулина /Змкг/мл/. Если эффект а2/мак- 
роглобулина может быть обьненен образованием клиренсных 
комплексов ТФР-Й с этим белком /Huang 3. S. et al. 1980/, то 
действие холерного токсина , по-видимому, связано с его 
влиянием на функциональную активность G-белков, а через 
них и на специфичное связывание ТФР-й клетками /Murthy U. 3. 
et al. 1988/.
Из полученных нами данных следует, что диссоциация 

1251-тфр-й и‘1 его связи с клеточными рецепторами зависит от 
степени их насыщения лигандом. При насыщении более 20% от 
общего числа рецепторов ТФР-Й их сролство к лиганду изменя­
ется так, что общий уровень специфичного связывания 
I25i-ТФР-Й снижается на 15%. Эти данные предполагают нали­
чие отрицательной кооперативности рецепторов ТФР-Й.
Понижающая регуляция и отрицательная кооперативность ре­

цепторов ТФР-Й у клеток линии NRK-49F приводят к тому, что 
общий уровень специфичного связывания ТФР-Й у клеток этой 
линии при действии лиганда в больших концентрациях будет 
более, чем на 50% ниже, чем при действии ТФР-Й в концентра­
циях 1-10 нг/мл. Поскольку действие ТФР-Й на пролиферацию 
клеток проявляется при его концентрациях менее 10 нг/мл, то 
очевидно, что понижающая регуляция и отрицательная коопера­
тивность приводят к защите клеток от образования избыточно­
го количества лиганд-рецепторных комплексов.
Большой интерес при изучении механизмов действия ТФР-Й 

представляет влияние других полипептиднык фактодов роста на 
специфичное связывание ТФР-Й, то есть трансмодуляция рецеп­
торов ТФР-й /Spoi'i> М. В. et al. 1988/. Нами изучено влияние 
ЭФР и инсулина на количество рецепторои ТФР-Й и их Ка у 
клеток линий NRK-49F и А-549. Клетки этих двух линий ,ыбра- 
ны в связи с разным характером действия ТФР-Й на их Проли­
ферацию. Как уже упоминалось, клетки линии NRK-49F стимули­
руются этим фактором р. присутствии ЭФР, а клетки лик л 

А-649 - ингибируются самим ТФР-Й.
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Ланш#*. приведенные в табл. 2 , рассчитаны на основании 

результатов радиорецепторного анализа но методу Окэтчарда. 
Видно, что количество рецепторов ТФР-й у клеток линии 
NRK-49F уменьшается под действием ЭФР и инсулина, хотя в 
присутствии самого ЭФР оно достоверно не изменяется, а в 
присутствии самого инсулина - увеличивается. Ri рецепторов 
ТФР-В в названных вариантах опыта достоверно не изменяется. 
При изучении клеток линии А-649 обнаружено, что ЭФР выеда­
ет увеличение количества рецепторов ТФР-Й. а инсулин и его 
смесь с ЭФР достоверно не влияют на него. В этом случае 
рецепторов ТФР-Й также достоверно не изменяется. Вероятно, 
первым этапом в изменении характеристик связывания ТФР-Й 
клетками, изменяпоими свой статус, является изменение коли­
чества центров связывания, но не сродства к лиганду.

табл. 2
Влияние ЭФР и инсулина на специфическое связывание 

125І-ТФІ 8 іиетками линий NRK-49F и А-549.

Сопоставление результатов изучения транемоаулиционных из 
М»||ЄНИЙ специфичного СВЯЗЫВАНИЙ ТФР-Й и данных О “ГО. РЛИЙ • 
mi и на пролиферации* клето к с в и д е те ль ств уе т о том. что сти- 
мул и р у действие ТФР-rt я присутствии ЭФР на субстратне-

вирипнты
O IIH T O *

NRK-49F А-649

к -В И  р »ни^П Т .

ніч  клетку
К.1
/ТІМ/

к-во рецепт, 
на клетку

Kd
/ПМ/

і:ня;-ч,п.
t iv - я

без I№F
4930О±300<) "7. 3±3. 0 3700+700 27. 0±6. 0

T$F-B
+О Ф Р 40900+6000 24. 3+Ь. 0 21600+9 0 32. ?і8. 0

ТФР-П- 
• иноул. в1Г.00х90С"_* ГЯ. 7+11. 0 ! ягпснеоо X . 0*6. 0

ТФР-ІІ 
+ЭФР 1 
ииі'ул. 31300+4000 га  G+G. 0 14400+1100 Г7. Гі 0



зависимую пролиферацию клеток линии NRK-49F сопровождается 
снижением количества рецепторов ТФР-fl , а частичное блоки­
рование ингибирующего действия ТФР-Й на пролиферацию клеток 
линии А-549 иод влиянием ЭФР сопровождается повышением ко­
личества рецепторов ТФР-Й.
В целом, полученные нами результаты изучения понижающей 

регуляции, кооператчвности и трансмодуляции рецепторов
ТФР-б предполагают, что уже на этапе рецепции ТФР-Й клетка­
ми действуют механизмы, которые могут определять характер 
его влияния на эти клетки-мишени.
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5. Влияние ТФР-й и его комбинаций с ЭФР и инсулином на 
содержание сАМР и cGMP в клетках 

Одной из клеточных регуляторных систем, которые могут 
быть задействованы в действии гормонов и полипептидных фак­
торов роста на клетки-мишени, является оАМР- и
oGMP-зависимые процессы /Северин С. Е. и др. 1979/. Исходя 
из этого, мы изучали изменение содержания сАМР и cGMP в 
клетках и определяли отношение внутриклеточных концентра­
ций этих нуклеотидов под действием ТФР-й , а также инсулина 
и ЭФР. Для сравнения использовали клетки линий .NRK-49F и 
NIH-3T3, полученные из нормальных тканей, и клетки линии 
А-549, полученные из опухоли.
Обнаружено, что при инкубации клеток линии А-549 в бессы- 

вороточной среде ТФР-Й снижает внутриклеточное содержание 
сАМР,* причем, это действие не блокируется циклогексимидом. 
ТФР-й также снижает стимулирующее влияние ЭФР на содержание 
сАМР в клетках: В присутствии инсулина содержание сАМР ени- 
дается, а после добавления еще и ТФР-Й оно повышается в 1.3 
раза по сравнению с таковым у клеток, инкубируемых в бессы- 
вороточной среде. Совместное действие ТФР-В, ЭФР и инсулина 
индуцирует уменьшение содержания сАМР в клетках. П, л опре­
делении содержаний cGKP в клетках линии А-549 обнаружено, 
что ТФР-Й во всех вариантах опыта вырывает его уменьшение. 
При использовании клеток линии NIH-3T3 также обнарук но



снижение внутриклеточного . содержания cGW пол действием 
ТФР-Й, невависимо от присутствия ЭФР или инсулина. ТФР-й 
сим или и присутствии ЭФР снижает содержгшие сАМР в этих 
клетках. После добавления инсулина, который вызывает умень­
шение содержания еАМР, эффект ТФР-Й не обнаруживается. Цик- 
логексимид не блокирует влияния ТФР-й на содержание сАМР в 
клетках линии NIH-3T3 в присутствии ЭФР. Представляет инте­
рес тот |(»*кт, что ТФР-Й. независимо от присутствии Э №  и." 
инсулина, вызывает увеличение величины отношения 
(cAMHl /[oGKPl /табл. 3/. Такой "'ффект может свидетельство-

табл. 3
Влияние ТФР-й \1 его комбинаций с ЭФР и инсулином 
на величину отношения содержания с AMI1 и cGMP в 
клетках равных линий

линии
клеток

[сАМП/1cGMPl

А * *4 о. 4 3. 6 1 2. 4 0. 7 1.3 1.0 1.6 0. 4

НШ-ЗТЗ о 31.6 9R. 0 237. 0 35. 5 37. 4 33. л 46. 0 1.0

Nk'K-4v>F 103. V 160. 0 ITSO. 0 20.-9 43. 2 83. 3 5. 7 0. 3 21. 6

NKK 4(»F 
* хол.
ТОКсИН

!<'•?. І У1. 4 і і ? і м. 2 - - - О - '

ТФР-8

РФР
инсулин
гго? екп

-*■
*-

4

+■

■*

+
+

*■

t-

нать о тем. что действие ТФР-8 на систему регуляции с о д е р ­

жания .циклических нуклеотидов 1МЮС( едуется МеханИ-'ОЧМИ. fte- 
!іссре:!сі‘і> иііо не перекрура^-ишмися с >мами действия
ЭТ-Р и им/у -ІИНа .
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У клеток линии NRK-49F характер ивменений содержания цик­
лических нуклеотидоч под влиянием факторов роста отличается 
от такового, наблюдаемого у клеток линий А-549 и NIH-3T3. 
Так, сам ТФР-В вызывает снижение внутриклеточной концентра­
ции сАМР и cGMP, но иод действием ЭФР она повышается. ТФР-В 
в присутствии инсулина увеличивает содержание сАМР и снижа­
ет содержание cGMP. При действии ТФР-Й совместно с ЭФР и 
инсулином содержание сАМР в клетках линии NRK-49F реэко 
снижается. В клетках этой линии ТФР-В вызывает увеличение 
отношения СсАМР]/[cGMP] сам или при совместном действии с 
инсулином, а в присутствии ЭФР ТФР-В вызывает резкое сниже­
ние величині этого соотношения.
Показано, что ТФР-fl снижает отношение внутриклеточных 

концентраций [ сАМР] /С cGtoPl в клетках линии NRK-49F,' культи­
вируемых в присутствии холерного токсина Необходимо отме­
тить, что даже повышение содержания сАМР в клетках данной 
линии под действием холерного токсина не ликвидирует сниже­
ния содержания циклического нуклеотида, обнаруживаемого 
после действия ТФР-fl в комбинациях с ЭФР и инсулином.
Таким образом, можно заключить, что влияние ТФР-Й, ЭФР и 

инсулина на содержание циклических нуклеотидов зависит от 
типа используемых клеток. Тот факт, что ТФР-В практически 
в большинстве вариантов опытов вызывает увеличение отноше­
ния [ оАМРЗ/СcGMPJ может свидетельствовать об активации этим 
фактором универсального механизма изменения содержания цик­
лических нуклеотидов в клетках разных типов. Из результатов 
наших-исследований видно, что отношение СсАМР] / I cGMPJ уве­
личивается в ряду клеток линий А-549 “= NIH-3T3 NRK-49F. 
Такой характер изменения отношения внутриклеточных концент­
раций сАМР и cGMP может определятся типом клеток. Как уже 
отмечалось, клетки линии А-549 получены из опухоли, клетки 
линии NIH-3T3 - из эмбриона, а клетки линии NRK-49F - из 
нормальной ткани сформированного органа взрослого ж», отного.
При сопоставлении результатов влияния ТФР-В, а также его 

комбинаций с ЭФР и инсулином, на содержание циклических 
нуклеотидов в клетках и его действия на интенсивно, і'ь 
субстратаавйсимой и субстратнезависимой пролиферации клеток



выявлено, что чем выше пролиферативная активность клеток 
линий А-649 и NRK-49F в полужидкой ереде, тем меньше вели­
чина отношения СоАМР]/СcGMPJ. В то т  время у клеток линии 
NIH--3T3 мы наблюдаем обратную картину, а именно при увели­
чении колониеобразования клеток увеличивается и величина 
отношения СоАМРЗ/tcGMP]. Что касается субстратэависимой 
пролиферации клеток, то не было обнаружено прямой 
мости между изменением внутриклеточного содержания этих 
циклических нуклеотидов под действием ТФР-В и его комбина­
ций с яфр и инсулином и интенсивностью пролиферации клеток. 
Исходя из приведенных результатов, можно предположить, что 
важную роль в определении характера действия ТФР-8 на про­
явление трансформированного фенотипа играют не столько 
абсолютные концентрации циклических нуклеотидов , сколько 
величина их отношения - [ сАКР!/С cG№T.
Таким образом, выявленные нами иаменения в функционирова­

нии систем р*. і?пции ТФР-0 клетками л регуляции внутрикле­
точного содержания сАМР и cGMP, позволяют считать, что оп­
ределение характера действия ТФР-8 на пролиферацию клеток 
может осуществлятся на уровне этих двух регуляторных систем 
клеток.

ВДБОЛЫ
1. Усовершенствован метод выделения и очистки ТФР-0 и;ч 

ТРОМБОЦИТОВ К(Ч>ЬИ СНИНЬИ, степень гомогенности полученного 
ИреПНрНТа ПреВЫЖ4еТ 95%.
2. Ііжазчно, что влияние. ТФР-В на пролиферацию клеток, 

культивируемых в монослон эаьисит не тол- чо от типа кле­
ток-мишеней, но и от наличия в среде ЭФР или инсулина, вре­
мени инкубации клеток, плотности их высева на единицу пло­
щади субстрата и от концентрации сыворочг». крови в среде. 
Действие ТФР-8 на пролиферацию в зависимости от микроокру­
жения клеток может быть стимулирующим или ингибирующим.
3. ТФР-8 дозозависимо стимулирует проявление трансформиро­

ванного іі'енотипа у клеток. полученных из нормальных тканей 
/линии NKK-49F, NIH-3T3, 3wi:?s-3T3/ только в присутствии 
ЭФР. Обнаружено, что инсулин усиливает /клетки линии
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Swiss-ЗТЗ/ или ингибирует /клетки линии NIH-ЗТЗ/ это стиму­
лирующее действие ТФР-fi и ЭФР.
4. ТФР-Й оказывает трансформирующее действие на клетки ли­

нии СНО-719с/3 в присутствии инсулина, но не ЭФР.
5. ЭФР и инсулин угнетают действие ТФР-й на пролиферацию в 

полужидких средах клеток, полученных из разных опухолей че­
ловека. Эти факторы уменьшают выраженность ростстимулирую- 
щего действия ТФР-fl ка клетки линии НТ-1080 из фибросаркомы 
и ростингибирующее действие ТФР-fl на клетки линии А-549 из 
аденокарциномы.

6. Действие ТФР-й на проявление трансформированного фено­
типа у «лет- с мышиной саркомы линии ПС-103 {клон 384 5> за­
висит от уровня их спонтанного колониеобразованйя: при низ­
ком уровне наблюдается стимуляция, а при высоком 1 ингиби­
рование пролиферации.
7. Идентифицированы специфичные рецепторы ТФР-Й у клеток 

линии NRK-49F. Показано, что инсулин увеличивает, а ЭФР не 
изменяет их количества на поверхности этих клеток. При сов­
местном действии ЭФР и инсулин уменьшают количество рецеп­
торов ТФР-й. У клеток линии А-549 ЭФР вызывает повышение 
уровня этих рецепторов. Во всех случаях изменения в связы­
вании ТФР-Й происходят без существенного изменения К(і его 
рецепторов.

8. Для клеток линии NRK-49F выявлена понижающая регуляция 
•(clown regulation} специфичного связывания ТФР-Й и отрица­
тельная неоперативность рецепторов ТФР-Й при связывании 
специфичного лиганда.
9. ТФР-Й индуцирует снижение содержания оАМР и cGMP в 

клетках линий А-549, NIH-ЗТЗ и NRK-49F. Обнаружено, что от­
ношение внутриклеточного содержания С сАМР] /[ cGMP] в боль­
шинстве случаев увеличивается, несмотря на то, что исходные 
концентрации этих циклических нуклеотидов в данных клетках 
существенно различаются. Влияние ТФР-й на содержание цикли­
ческих нуклеотидов в клетках зависит от присутствия ЭФР и 
инсулина в культуральной среде.
10. Анализ полученных данных показывает, что понижав ля 

регуляция, отрицательная кооперативность и трансмодуляция
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рецепции ТФР-fl клетками ивменяют чуствительность клеток к 
действию ТФР-fl. Системы рецепции ТФР-В ь регуляции внутрик­
леточного содержания циклических нуклеотидов могут играть 
роль в определении направленности влияния ТФР-8 на пролифе­
рацию клеток.
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фАК— р ' ' -р  ‘ р  -пептидный
фактор роста с уникальным биорегуляторным действием.

in vitro: — ингибирование пролиферации большинства клеток,
полученных из нормальных тканей и опухолей

- стимуляция пролиферации некоторых клеток, полученных из 
нормальных тканей

- регуляция дифференцировки /клетки, полученные из эпителия, 
печени, мышечной и костной ткани/, мезодермальная индукция

- регуляция биосинтеза и/или секреции белков Матрикса и ци­
тоскелет а, других клеточных белков

- регуляция биосинтеза и секреции протеиназ и их ингибиторов
- регуляция транспорта аминокислот, Са , глюкозы, регуляция 

гликолиза
- влияние на обмен фосфатидилинозитолов, на активность аде— 

нилатциклазной активности
- регуляция экспрессии генов: урокиназы, цитоскелетных и

матриксных белков, рецептора 3фР, с-myc, c-sis, c-ras, 
c-fos, c-erb

in vivo принимает участие в процессах:
- заживление ран мягких тканей
- заживление переломов костей
- ангиогенеза
- эмбриогенеза/дифференцировки тканей
- развития опухолей
- иммунодепрессии

ТфР-т?консервативная молекула: у мыши и человека лишь одна
аминокислотная замена є первичной структуре /112 AK/j бык,
свинья, человек — 1007. гомология.

Источник получения: тромбоциты свиньи. Чистота — не менее
957. /Эф в ПААГ с ДСМа/, биотестирование на клетках разных линий
/CCL-64, NRK-49F, А-549, NIH-3T3, L-929/.
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