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Загальна характеристика роботи

Актуальність проблеми. Трансформуючий фактор росту /з /ТФР-р/
-  це біологічно активний поліпептид, який регулює не лите пролі­
ферацію та диференціацію клітин, але й прояв у них деяких феноти-

пічних ознак трансформації, зокрема здатн ість рости, незалежно 
в ід  прикріплення до субстрату-підкладки- (Roberts, Sporn, 1985). 
Він вперше виявлений у 1981 році (Roberts et al., І9ВІ) і  очи­
щений у 1983 році (Anzano et al., 1983). ТФР-» складається
з двох однакових субодиниць з молекулярною масою 12,5  кЛа кожна, 
сполучених між собою дисульфідними зв'язкам и (Roberta, Sporn, 
1985).

Необхідно відзначити, що м-РНК ТФР-/1  та специфічні рецептори 
цього фактора росту виявлені у клітинах вс іх  досліджуваних тканин 
ссавців (Derynck e t  a l . ,  І9Я5, Boyd e t  a l . ,  1990). Первинній 
структурі окремих ізоформ ТФР—js хребетних тварин властива висока 
ступінь консервативності (Mass&gue, 1990). Ці та деякі інші 
особливості дозволяють припускати, що ТФР-|і має важливе значення 
у регуляції клітинних процесів.

Серед функціональних особливостей ТФР-£ слід, в першу чергу, 
відмітити його неоднозначний вплив на проліферацію клітин-мівеней. 
Показано, ио даний вплив може бути не лише стимулюючим, але й ін ­
гібуючим (Roberts, Sporn, 1985). Ця обставина суттєво усклад­
нює з"ясування справжньої ролі ТФР-/І в організмі тьарин і людини.

Встановлено, що ТФР-/» може діяти не лише in  v i t r o ,  але й 
in  v ivo ,  як ін г іб іто р  проліферації клітин багатьох типів пухлин

(Roberts, Sporn, 1935), а також як стимулятор загоєння ран 
(Pierce et al,, 1989) І переломів Хостей (Noda, С оліііііеге, 
1989), Індуктор розвитку системи кровоносних судин (Roberts 
et al., 1986) та Імуносупресор (Тогго-Аиііопе et al., 1990). 
Враховуючи ці дані,  дослідники піднімають питання про практичне 
використання ТФР-/ь у медицині (мааза«ие, 1990). Проте реаліза­
ція цих планів суттєво гальмується недостатнім вивченням факто­
рів та умов, які впливають на скерованість регуляторного впливу 
ТФР.-|ь на проліферацію клітин різних типів. Молекулярні механіз­
ми, за допомогою яких діють інші поліпептидні фактори росту 
( U l l r i c h ,  5chlejainv*er, '  1990), з деяких причин не підходять 
для пояснення особливостей регуляторної д і ї  ТФР-/&.

Дослідження, що проводилися раніае з метою вивчити фактори 
та умови, які вплившоті  на харахтер д і ї  ТФР-fi на проліфеjau iD , 
в більшості випадків обмежувалися одним типом кдітяи-мі*ен»й і/чи 
одні со регуляторное Системою, яка йпС/Сере.-.ковуе дію цього фактора
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росту. Тому доцільним є проведення порівняльних досліджень з 
одночасним використанням кількох типів кдітин-мішеней та вивчен­
ням у них деяких найбільш важливих регуляторних систем, що лока­
л ізован і у різних клітинних компартментах. Без результатів таких 
досліджень важко робити певні узагальнення про фактори та умови, 
що визначають характер рістрегулвючої д і ї  ТФР-р.

До недавнього часу залишалося невивченим питання про роль 
ТФР-/4 в ем бріогенезі, оскільки не було прямих експериментальних 
даних про наявність ТФР-fl та його специфічних рецепторів у к л і­
тинах зародків тварин. Слід відзначити, що такі дослідження з 
використанням клітин зародків представників такого великого кла­
су хребетних тварин, як риби, зовсім не проводилися.

Накінець, сл ід  згадати і про надзвичайно високу вартість 
очищених препаратів ТФР-£. що робить його недоступним для широ­
кого кола дослідників, як і працюють в різних галузях б іо л о гії 
та медицини. Тому є вкрай необхідним вдосконалення методів виді­
лення та очистки ТФР-Л з метою його здешевлення.

Всі ці обставини свідчать про те , що розгортання науково-до­
слідних робіт, пов"язаних з використанням ТФР-|і, є актуальним 
і має не лише теоретичне, але й практичне значення.

Мета та завдання дослідження . Головною метою роботи було:
1. виявити механізми, що можуть визначати скерованість' та зира- 

женість регуляторної д і ї  ТФР-fl на проліферацію нормальних і 
пухлинних клітин тварин і людини;

2 . встановити, чи' поліпептидні фактори з біологічними властивос­
тями ТФР-р можуть впливати на клітинні функції на початкових 
етапах ембріонального розвитку тварин.

Для досягнення поставленої мети в роботі ставили такі основ­
ні завдання:
1. отримати високоочищениіі препарат ТФР-/І',
2. протестувати нормальні, трансформовані та пухлинні клітини 

різного походження з метою виявлення клітинних л ін ій , які най­
більш визначено реагують на стимулюючий або інгібуючий вплив 
ТФР-/» на клітинну проліферацію;

3. вивчити вплив епідермального фактора росту /ЕФР/ та інсуліну 
на скеровність та вираженість рістрегулюючої д і ї  ТФР-(Г,

Ц. вивчи™ вплив різних умов культивування клітин на характер їх  
проліферативної в ідповід і на д ів ТФР-Л. ЕФР і'6 інсуліну,

5. порівняти особливості функціонування деяких важливих регуля­
торних систем у клітинах, проліферація яких стимулюється чи 
інгібується ТФР-(*;
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6. виділити га частково очистити поліпептидні фактори з властиво­
стями ТФР-/4 і з  зародків в"юна та встановити наявність специфі­
чних рецепторів ТФР-/І у зародкових клітинах.
Наукова новизна роботи. Виявлено, що не лише ЕФР, але й інсу­

лін може впливати на здатність ТФР-А регулювати проліферацію нор­
мальних і пухлинних клітин тварин і людини. Так, ТФР-0 д іє  синер­
гічно з інсуліном при стимуляції субртратнезалежної проліферації 
клітин л ін і ї  СН0-7І9, що не мавть специфічних рецепторів ЕФР.

Показано, ао навіть серед клітин одного клону л ін і ї  ПС-ІОЗ 
саркоиної пухлини є та к і ,  що відрізняються за скерованістю їх 
проліферативної відповід і на дію ТФР-/1. Одні з цих клітин стиму­
люються ТФР-р до проліферації, тоді як інші -  інгібуються.

Встчноьлено, то в умовах субстратзалежного росту клітин на 
скеровьлісхь і вираженість д і ї  ТФР-/5 на біосинтез ДНК суттєво 
впливає не лише тип клітин-мішеней, але й концентрація ТФР-/5 та 
сироватки крові в середовищі, наявність в ньому ЕФР і / ч и /  ін с у л і­
ну, тривалість д і ї  факторів росту на клітини та в ільність  клітин 
на субстраті-підкладці. Виявлено також відмінність в наслідках 
д і ї  ТФР-,а на птхшферацію карциномних клітин л ін і ї  А-549, прикрі­
плених та неприкріплених до субстрату.

Проведене комплексне вивчення функціонування регуляторних си­
стем, що локалізовані в головних компартментах -  в плазматичній 
мембрані, цитоплазмі та ядрі -  клітин, що характеризуються різною 
скерованістю проліферативної відповіді на дію ТФР-р. Отримано да­
н і ,  що вказують на важливу роль рецепторної системи ТФР-/В, сп ів­
відношення внутрішньоклітинних концентрацій циклічних нуклеотндів

(сАМР і cGMP), біосинтезу окремих клітинних білків та активнос­
ті секретованих клітинами плазміноподібних протеїназ у забезпечен­
ні різного характеру д і ї  ТФР-/3 на проліферацію. Запропоновано г і ­
потезу, згідно до якої не присутність ТФР-/І у середсвийіі, а морфо- 
функціональний стан клітин, особливості їх  мікрооточення та умови 
застосування ТФР-ц визначають скерованість проліферативної відпо­
в ід і  клітин на дів даного фактора росту.

. Виявлено подібність у деяких результатах д і ї  ни клі тини- міще- 
ні ТФР-;» та ЕФР, з одного боку, і гі перте рмічної обробки клітин, 
з іншого боку. Ця подібність стосується иктивності секретованих 
клітинами плазміноподібних протеїназ та рівня м-РНК протоонкоГ'^- 
нів с-гаус ‘ і с-і’оз.

У зародках в"юна на стад ії  пізньої бластули виявлені поліпеп­
тидні речовини, що володіють фізико-хімічними та біологічними 
властивостями ТФР-/1. У клітинах зародків цього виду ко отлети* риб 
Знаходяться і  специфічні рецептори ТФР-А. >
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Практичне значення роботи. Модифіковано окремі етапи виділен­
ня та очистки ТФР-Ц з тромбоцитів крові свині, во дозволило вдос­
коналити традиційний метод очистки цього факторе росту, підвищив­
ши вихід кінцевого продукта. Отриманий нами препарат ТФР-f. вико­
ристовувався в науково-дослідних роботах, які проводилися в Ін с ­
титуті цитології РАН /Санкт-Петербург/. Інституті цитології і  г е ­
нетики СВ РАН /Н овосибірськ/. Інституті канцерогенезу ОНЦ АМН РФ 
/М осква/, Інституті б іо х ім ії АН України /К и їв / ,  Інституті проблем 
загальної п ато л о гії, онкології та рад іоб іології АН України /К и їв /,  
Центральному інституті молекулярної б іо л о гії /Б ер л ін , Німеччина/, 
Університеті м. Ростока /Німеччина/ та в Інших наукових закладах. 
Крім того, в ін  використовувався для виконання планових наукових 
Досліджень у Відділенні регуляторних систем клітини Інституту б іо ­
х ім ії АН України / І ь в і» / ,

Узагальнення отриманих в роботі результатів , до враховують 
походження клітин-міисней, а також характеристики їх  окремих- ре­
гуляторних систем і'особливості лікрооточення, дозволяють перед­
бач.. ги з великою отупінню імовірності скерованість впливу ТФР-р 
на про ліфе ративну активність нормальних і  пухлинних клітин тварин 
і людини. Ці дані необхідно враховувати при розробці фармакологіч­
них препаратів, у яких ТФР-d в поєднанні з іншими факторами росту 
рекомендується для стимуляції загоєння ран та для пригнічення 
росту пухлинних клітин.

Запропоновано використовувати визначення відношення внутріш­
ньоклітинних концентрацій [camp} / [остр] при прогнозуванні пролі- 
феративної активності нормальних і  пухлинних клітин тварин і  люди­
ни.

Виявлення поліпептидних речовин з властивостями TfP-p, а також 
специфічних рецепторів цього фактора росту в клітинах зародків 
костистої риби в"юна дозволяє запропонувати цей об”єкт в якості 
альтернативної експериментальної моделі при вивченні молекулярних 
механізмів ембріональної індукції мезодерми. Даний об"єкт вимагає 
значно менших витрат матеріальних засос-в та часу в порівнянні з 
іншими об'єктами, во використовуються з цією метою за кордоном.

Результати роботи використовуються при читанні спецкурсу "Мо­
лекулярні механізми регуляції проліферації та диференціації клітин" 
на кафедрі б іо х ім ії біологічного факультету Львівського державного 
університету їм .1 .Франка. Окремі положення, що витікають а резуль­
та т ів  проведених досліджень, включені в опубліковану в співавторс­
тві э професором С.Е.Кусенем монографію "Молекулярные механизмы в 
действии подипептдных фажгоров роста* /Н . , Наука, 1985; 236 с . / .
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Апробація роботи та п у б л ікац ії. Основні -результати дисертацій­

ної роботи доповідалися та обговорювалися на УІІ Всесоюзній нараді 
ембріологів /Л енінград, 1985 /, ІУ Всесоюзному з " їз д і  онкологів 
/Л енінград, 1966/, У і УІ Українському біохімічному з " їз д і  /Ів а н о -  
Франківськ, 1957, Київ, 1992 /, ІУ з " їз д і  ендокринологів УРСР 
/Л ьв ів , 1987/, Всесоюзному симпозіумі "Молекулярні та функціональ­
ні механізми онтогенезу" /Х арків , 1987/, I I  і I I I  Всесоюзній робо­
чій нараді по вивченню ролі мор$огенетично -ктивних факторів у р і ­
зних процесах /Пушино, 1966, 1992/, ІУ Міжнародному конгресі з 
клітинної б іо л о гії /Монреаль, 1988/ ,  Всесоюзній нараді "Актуальні 
питання клітинної б іо л о г ії"  /Л енінград, 1969/, Міжнародному симпо­
зіум і "фактори росту: їх  природа та роль в медицині" /Б ерл ін , 

■1989/, 19 і 20 конференціях Федерації європейських біохімічних 
товариств /Рим, 1989, Будапешт, 1990/, Міжнародному симпозіумі з 
молекулярної та клітинної онкобіології /Л ьв ів , 1990/, Радянсько- 
фінському симпозіумі з б іологів розвитку /С уздаль, 1991/, Міжнаро­
дному симпозіумі "Структура та функції регуляторних поліпептидів" 
/Москва, 1992/, УІ з " їз д і  товариства генетиків і  селекціонерів 
ім.М .1. Ваві лова /М інськ, 1992 /, науковому семінарі Центрального 
інституту молекулярної б іо л о г ії /Б ерл ін , 1990 /, на засіданні 
Ученої ради Інституту б іо х ім ії АН України /К и їв , 1989,1992/.

За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 21 статтю,
24 тези доповідей та І  монографію /у  сп івав то р ств і/.

Структура та об"ем роботи, Дисертація складається з і  вступу, 
огляду літератури /6  р о зд іл ів /, опису м атеріалів і  методів / 1 2  ро­
з д іл ів / ,  результатів дослідження / 1 2  р о зд іл ів /, обговорення резу­
льтатів  /3  розділи/, заключения, висноы аь  га списку цитрваної 
літератури /365 джерел/. Робота викладена на 274 сторінках дру­
кованого тексту, ілюстрована 60 малюнками та 4 таблицями.

Матеріали та методи дослідження

В роботі використані клітини таких л ін ій : НІН-ЗТЗ І  Зжівп- 
ЗТЗ з ембріонів миші, NRK-49F і з  нормальної нирки цура, СН0-7І9 
і з  яєчника китайського хом"ячка, НТ-ІС80 і з  фібросаркоми людини 
та А-43І з ембріоїдної карциноми людини /отримані з колекції к л і-  

-тинних культур при Інституті цитології РАН /Санкт-Петербург//; 
А-549 з аденокарциноми легень людини, ССІ-64 і з  карциноми леглнь 
норки /отримані з колекції клітинних культур при Інституті канце­
рогенезу ОНЦ АМН РФ /М осква// та ПС-ІСЗ /клони 384/5 і Зсб / і з  
саркоми, індукованої ікплантаиією поліхлорвінілової пластянки ма­
ті л ін ії  СВА /лвб"язно надані д .м .н . Стивровською А .А ./.
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Клітини в с іх  л ін ій , за винятком л ін і ї  ПС-ІОЗ. культивували в 
середовищі Ігл а  у модифікації Дульбекко /середовище DUE, Flow 
Lab., Великобританія/ і з  додачею 10? / з а  об"ємом/ сироватки крові 
плодів великої рогатої худоби /"Диалек", М інськ/. Клітини л ін ії 
ПС-ІОЗ культивували у мінімальному середовищі Ігла (Plow Lab.) 
і з  додачею іО# сироватки крові великої рогатої худоби /Московсь­
кий м 'ясоком бінат/.

Субстратнезалежну проліферацію клітин вивчали, використовуючи 
40 мм пластикові чаики Петрі, в які заливали І  мл середовища DMB, 
що містило 10# сироватки крові плодів великої рогатої худоби і
0 ,5 #  агару /D ifc o , США/. На таку підкладку в кожну чашку вносили 
І мл суспензії клітин /IO V . приготованій в середовищі для культи­
вування з додачею .0,33# агару. В залежності в ід  варіанта досліду 
до суспензії додавали досліджувані фактори росту. Чашки з клітина­
ми інкубували протягом 14 діб в COg-TepMOстаті в атмосфері 5# COg 
і 95# повітря при 37° С і 100# вологості. Після завершення дослі­
ду підраховували к іл ьк ість  клітинних колоній, що мали в діаметрі 
понад 50 икн.

Інтенсивність субстратзагзжного росту клітин визначали в 24- 
лункових пластикозих планшетах (Plow Lab.), до кожної лунки 
яких вносили 10 і* клітин в І  мл середовища dme, що містило 10# 
сироватки крові плодів великої рогатої худоби. Після прикріплення 
та розпластування клітин /16  годин/ культуральне середовище міня­
ли на свіже, як е , в залежності в ід  варіанта досліду ,, містило до­
сліджувані фактори росту і /ч и / р ізн і концентрації сироватки крові. 
Клітини інкубували протягом 24 годин /аб о  як вказано в умовах до­
сл ід у / в СС^-термостаті. В останні 4 години інкубац ії в лунки до­
давали -^Н-тимідин. Рівень радіоактивності ДНК визначали, викорис­
товуючи загально прийнятий метод /Остерман, 1984 /, не. сцинтиляці­
йному лічильнику Mark III /Тгаісог, Нідерланди/.

Виділення та очистку ТФР-> з тромбоцитів крові свині здійсню­
вали, використовуючи раніше описаний м**тод (Roberts et al.,
1984/ та наші модифікації окремих етап ів  очистки. В результаті 
стримано препарат ТФР-р. гомогенність якого за даними електрофо­
резу в поліакриламідному гєді в присутсності додецилсульфату нат­
рію з карбуванням б іл к ів  азотнокислим сріблом перевищує 95#.

І-Т$Р-|І отримували, використовуючи хлорамін Т (Ruff, Riz- 
ilr.o, I9S6). Радіорецепторния ан ал із , ковалентне зв ”яз^вання 
*25l-T$P-|k з рецепторами, вивчення ко оперативно с ті рецепторів 
Т$Р-^ та їх  знижуючої регуляції (down regulation) здійснювали
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з допомогов загально прийнятих методів (C orin , Donner, I9S2, 
Massogue, I9S5, S catchard , 1949, W akefield, 1907).

Процеси транспорту ^ С а ^ + в клітинах вивчали, використовуючи 
клітини, висіян і в 24-луночні пластикові планшети.

Вміст сАМР і cGtiP в клітинах визначали з допомогов наборів 
фірми Amersham /Великобританія/.

Для отримання безсироваткових культуральних середовищ, кон­
диційованих клітинами, останні висівали у великі культуральні 
флакони /.’lunclone, Данія/ і після досягнення стану субконфлюенту 
культурвльне середовище видаляли, клітини промивали декілька раз 
безсироватковин середовищем і залишали їх  у ньому на 24 години, і 
Після заміни цього середовища клітини інкубували .в безсировьтково^ 
му середовищі на протязі 48 годин для кондиціювання. ‘

Теплову обробку клітин здійснювали при 44° С на протязі ЗО і 
хвилин. Збирали кондиційовані середовища, отримані через р ізн і 
проміжки часу /4 8 , 24, 12 , б , 4, 3, 2 і  І  година/ після припинен-; 
ня г іп ер тер м ії.

Електрофорез у поліакриламідному гел і в присутності додецил- 
сульфату натрію здійснювали за методом'Леммлі (x.aemmii, 1970) 
в пластинках гелю з градієнтом концентрації акриламіду в ід  7 до 
17 І .

Процеси біосинтезу б іл к ів  у клітинах вивчали за включенням 
^Н-лейцину в клітинні білки або 35s -  метионіну в окремі білкові 
ф ракції, отримані за допомогою електрофорезу. В первому випадку 
радіоактивність проб визначали, використовуючи сцинтиляційний 
лічильник, а в другому -  за оптичною густиною радіоавтографів 
електрофореграм.

Активність серинових протеїназ у концентрованих ультрафільт­
рацією /Ашісоа, США/ кондиційованих культуральних середовищах 
визначали спектрофотометрично при довжині хвилі 405 ни, викорис­
товуючи синтетичний субстрат га-алв-ала-ф ен-арг-паракітроані лід 
/Діагностикум, Москва/.

Визначення рівня м-РНК про то о нко генів с-тус і  c -to a  здійсню­
вали після отримання сумарної клітинної РНК, використовуючи метод, 
описаний Бірнбоймом (B im bo in , 1988). РНК-відділяли в ід  ДНК ви­
бірковим осадженням у суміші Ы С 1/етаиол. РНК, денатуровану форм- 
амідом, наносили на пейлонову підкладку і "прибивали" з допомого» 
опромінення ультрафіолетовим світлом. ДНК-проби, so містили гени 
с-тус чи v-Гоа і були мічені ^ Р , отримували за допомогов мето­

ду випадкового праймера, використовуючи набір фірми ляегыНяя. 
Гібридизацію "^Р-ДНК з РНК, імобілізованоо на нейлоновому ф ільтр і,  
здійснювали, використовуючи загальноприйнятий метод /йаниагио 
>& ін. , 1964/. Радіоавтографи сканували на лазерному длиоиюивтрі



СЗ-9000 /Shlm adsu, Японія/.
Зародки в"юна отримували за допомогою методу, запропоновано­

го Нейфахом /1 9 5 9 /. Зародки інкубували при 20° С до досягнення 
ними потрібної ст ад ії розвитку. Протеазочутливі фактори з власти­
востями ТІР-*. отримували за допомогою методу, описаного Робертс 
та співавторами (R oberta e t  a l . ,  1904). Біологічну активність 
ТФР-^-подібних факторів і з  зародків в"юна визначали, використо­
вуючи клітини, чутливі до рістрегулюючої д і ї  ТФР-*
/фібробласти л ін і ї  НІН-ЗТЗ, карциномні клітини л ін ії  А-549 і  са- 
рк о м н і  клітини л ін і ї  ПС-ІОЗ /клон 3 8 4 /5 /. Специфічне зв"язування 

І —ТФР-р> свині клітинами зародків в"юна вивчали за допомогою 
загальноприйнятих методів (S catohard , 1949, Hasaague, 1985, 
Wakefield, 1907). •

Кожний експеримент повторювали 2 -4  рази з 3 -4  паралельними до­
слідами. Кожна точка наведених діаграм  та ордината гістограм  в ід ­
повідає середньому значенню 3-4  вимірювань в одному з декількох 
однотипних експериментів. Порівняння двох змінних величин зд ійс­
нювали на основі t -критерію Сгьюдента. В дисертаційній роботі.го­
вориться про зміни ш е  і  тих випадках, коли Р<0,05.

Основні результати досліджень

І .  Вплив ТФР-іь на субетратнезалежну проліферацію клітин

Біологічну активність ТФР найчастіше визначають, враховуючи 
їх  здатність індукувати субстрстиезалежну проліферацію нормальних 
клітин (R oberts , Sporn, 1905). З цією метою клітини-мішені ін -  
кубують у напіврідкому культуральному середовищі, що містить 
0,332 агару. За таких умов продіферативну активність оцінюють за 
кількістю колоній, як і утворюються в результаті багатьох мітотич­
них поділів окремих клітин.

З р и с .і видно, що в с і досліджувані нами клітини, враховуючи 
характер їх  проліферативної в ідп ов ід і на дію ТФР-Р, можна розд і­
лити на три типи: ї .  псевдонормальні фібробласти та фібробластах 
клітини /л і н і ї  ЯІН-ЗТЗ, Swiss-ЗТЗ, NRK-49F, СНО-7І9/, “ •
змінюють проліферативної активності п ід  впливом самого ТФР-р*,
2 . клітини з саркомних пухл ін / л і н і ї  НТ-1080 і  ПС-ЗОЗ /клони 
354/5 і  З с б / / ,  ко стику дасться ТФР-*; 3.' клітини з карциномної 
пухлини /л ін ія  А -549/, проліферація яких ін г іб ується  ТФР-А.

Зрозуміло, «о in  vivo жоден а факторів росту, включаючи 
ТФР-J». не д і«  на клітини окремо в ід  інших біорегуляторів . йрахо- 
вувчи вироку розповсюдженість в організмі ссавців Е$Р /Никольсь- 
КИЙ І ін . , І9 8 7 / та Інсуліну Kahn, 1935), ми вийчили
вплав д і ї  TfP-ji разом з Е$Р і /ч и /  інсуліном на інтенсивність 
субс гр&гнез&хежної проліферації вшце/вгаданих клітин.
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Р и с.І. Вплив TfP-p> нв інтенсивність субстратнезалежної проліферації клітин різного походження:

& -  псездонормальні КЛІТИНИ .(1 -  N R K -4 9 P ,  2 -  NIH-3T3, 3 -  S w i s s - З Т З ,  4 -  СНО-719)

б -  клітини з саркомних пухлин / і  -  ПС-ІСЗ /клон 3 8 V 5 /. 2 -  ЛС-ІОЗ /клон З с б /, 3 -  НТ-І08С/
» -  клітини з карцинокної пухлини /А -549/



ТФР-р, нг/мл

« Рис,2. Вплив ЕФР на інтенсивність субстратнезалекної проліфе­
рації клітин л ін і ї  HRK-49F / а /  та інсуліну на інтен­
сивність субстратнезалежної проліферації клітин л ін і ї  
СНО-719 / б /
а -  у відсутності / І /  і  в присутності / 2 /  ЕФР / 2 , 5  нг/мл/ 
6 - у  відсутності / І /  і  в присутності / 2 /  інсуліну 

/ І  мкг/мл/

Встановлено, що проліферація клітин, як і  не реагують на д ія  
самого ТФР-А, як правило, стимулюється при одночасній д і ї  на них 
ие й ЕФР. Найбільш чітко  це виявляється у випадку з клітинами 
л ін і ї  ШК-49? / Р и с . 2 , а / .  Виняток становлять клітина л ін і ї  
СНО-719, які не масть специфічних рецепторів, ЕФР (Todderud, Car­
penter, I9Q9) і тому не зміняють своєї проліферативної активнос­
ті у присутності суміші ТФР-(і з ЕФР, але помітно підвищують ї ї  
при д і ї  суміиі ТФР-/І з інсуліном /р и с .2 , 6 / .

У тих випадках, коли сем ТФР-Л стимулює чи інг ібує  субстрат- 
незалежний р іст /в ідповідне клітини з саркомних та з карциномної 
пухлин/, характер д і ї  ЕФР суттєво залежить в ід  концентрації ТФР-/» 
у культуральному середовищі, У цих клітинних системах ЕФР досто­
вірно не впливає на регуляторні ефекти ТФР-р при концентраціях 
останнього 0,05-0,5 нг/мл, але перешкоджає прояву таких ей>е»ттв, 
во індукуються Т$Р-|і і  концентраціях 5,0-50,0 нг/мл.

-  1 0  -
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Рис.З. Вплив ТФР-£ на інтенсивність 
субстратнезалежної проліфера­
ц ії клітин л ін ії  ПС-ІОЗ з сар­
коми миші
1 -  клон Зсб
2 -  вихідний клон 38V 5
3 -  субклон клона 364/5

0 0.05 0 .5  5 .0  50.0  
ТІР-/І, нг/мл

При додачі до культурального середовища ТФР—/* та інсуліну ви­

явлено, що останній не впливає на дію ТФР-/» У тих клітинних сис­
темах, як і не змінюють своєї проліферативної активності в присут­
ності самого ТФР-ji. Лише клітини л ін ії  СН0-7І9 стимулюються до 
проліферації при спільній д і ї  інсуліну та ТФР-/І в концентрації 
5 ,0 -5 0 ,0  нг/мл /р и с .2 . б / .  На р іст  клітин, що володіють чітко ви­
раженою проліферативною відповіддю на. д ів  самого ТФР-/5 /пухлинні 
клітини ліній  НТ-Ї080, ПС-ІОЗ, А-549/ суміш інсуліну та ТФР-^ 
впливає подібно до того, як це робить суміш ЕФР та Т$Р-р.

У випадку одночасної д і ї  на досліджувані клітини трьома фак­
торами росту -  ТФР-р, ЕФР та інсуліном -  ефект в кожному окремо 
взятому варіанті досліду є різним, хоч у більшості випадків він 
все ж подібний на д ів ТФР-р та ЕФР.

Встановлено /Р и с .З / ,  що проліферація саркомних клітин клонів 
384/5 і Зсб л ін ії ПС-ІСЗ, шо характеризуються низькою вяхідиоь 
інтенсивністю субстратнезалежного росту, стимулюється ТІР-/І. У 
той же час проліферація клітин субклона, по отриманий нами з кло­
на 384/5 і характеризується високою інтенсивністю цього процесу, 
суттєво інгібується даним фактором росту.

Таким Чином, вплив ТФР-л на скерованість та виражені сть про- 
ліферативної відповід і клітин залежить не ливе в ід  тканинного, 
але й в ід  клонального походження клітин-мівеней, а також в ід  одно­
часної д і ї  на них інших факторів росту, зокрема, ЕФр т* інсуліну.



2. Вп<и» ТФР-р на інтенсивність біосинтезу ДНК у клітинах 
за різних умов їх  субстратзалежного росту

Для того, щоб з"ясуваті<, як впливають умови культивування клі­
тин на скерованість та ви ревені сть рістрегу лаючої д і ї  ТФР-Р, зру­
чніше проводити дослідження а використанням моноварових культур 
клітин. У таких дослідах ріотрегулювчу дів окремих факторів росту, 
як правило, оцінюють за їх . впливом на включення 3Н-тимідину в ДНК 
клітин-мівеней.

Встановлено, що вплив ТФР-/І на біосинтез ДНК в клітинах може 
суттєво залежати в ід  їх  забезпеченості факторами сироватки крові, 
що додається до культурального середовища. Так. ТФР-(> не впливає 
на інтенсивність цього процесу в псевдонорма льних клітинах л ін ії 
l rk -4 9 ?  при їх  інкубації в середовищі, що містить 10* сироватки 
крові плодів великої рогатої худоби, але стимулює його в умовах 
ї ї  гострого дефіциту / 0 , Й / .  Карциномні клітини л ін ії  А-549, помі­
шені в середовище з 0 , lit сироватки крові, також стимулюються 
хоч і в значно менвій м ір і, ніж клітини л ін ії nric-49?. Проте, на 
відміну в ід  останніх, карциномні клітини названої л ін ії  інгібують­
ся ТФР-0  при їх  інкубації в середовищі, добре забезпеченому сиро­
ваткою крові / І 0£ / .

Звертає на себе також увагу значно менв виражений інгібуючий 
вплив ТФР-|і на р іс т  карцииомних клітин л ін і ї  1-549 при їх  культи­
вуванні в моношарі в порівнянні з тим, що опостерігається в умовах 
напіврідкої культури,

фібробласти ліній  н ін -313 і  awiee-ЗТЗне реагують на д ів  ТФР-А 
незалежно в ід  концентрації сироватки крові в культуральному середо­
вищі. Проте, коли на ці клітини д іяти  ТФР-# у поєднанні з ЕФР і /ч и /  
інсуліном, то в окремих вар іантах  досліду все ж виявляється регуля­
торний вплив ТФР-^ Отже в ідсутн ість  впливу ТФР-/І на біосинтез ДНК 
в клітинах та на їх  проліфераців ще не означає, що д ія  цього факто­
ра росту не виявиться при наявності в середовищі інших біорегулято- 
р ів , я к і ,  до р еч і, самі по собі можуть бути неактивними.

Нами також вивчено вплив ТФР-# та його поєднань з ЕФР і /ч и /  ін ­
суліном на включення ^Н-тимідину в ДНК клітин лін ій  нін-ЗТЗ та 
МЯК-49У за умов різної триьалості їх  взаєм одії з цими клітинами. 
Фібробласти л ін ії  к іл -зт з  інкубували протягом 24 та 72 годин в се­
редовищі, що містило б£ сирог тки крові плодів великої рогатої ху­
доби. Показано, що ТФР-# достовірно не впливає на біосинтез ДНК в 
цих клітинах, що інкубуються протягом 24 годин в присутності ЕФР 
/Р и с .4 /.  Проте після збільшенню часу інкубац ії до 72 годин цей про­
цес суттєво інгіб>єтьсч ТФР-#, причому такий ефект чітко виявляєть­
ся лиае при використанні відносно високої концентрації ТФР-# -  
50 нг/мл.
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Р и с .4. Вплив ТФР- J  иа інтенсивність
вклинення ^Н-тимідину в ДНК ф іб­
робластів л ін ії  иін-ЗТЗ при їх  
інкубації протягом 24 годин / І /  
та 72 годин / 2 /  в культуральному 
середовищі, що містило 6# сирова­
тки крові плодів великої рогатої 
худоби Та ЕФР /2 ,5  нг/м л/

ТФР-ц, нг/мл

Клітини л ін ії  KHK-49F інкубували в середовиці, що містило
0,1#  сироватки крові, протягом 24 , 48 та 86 годин. Показано, що 
при 24-годинній інкубації цих клітин у присутності ЕФР має місце 
стимулюючий вплив ТФР-І* на біосинтез ДНК, а при більш тривалих 
інкубаціях /46  та 86 годин/ ТФР-/1 не виявляє такого впливу.

При одночасній д і ї  ТФР-fi та інсуліну на клітини ліній 
ЯІН-ЗТЗ та ЫНК-49? в деяких випадках інтенсивність біосинтезу 
ДНК також залежить в ід  тривалості клітин з названими
факторами росту.

Встановлено, що сам ТФР-р не впливає на інтенсивність біосин­
тезу ДНК у фібробластах л ін ії  S w iss-ЗТЗ, що’ інкубуються 'за умов 
їх  р ізн о ї щільності на оубстраті-п ідкладці. 1 той же час виявле­
но суттєві відмінності в д і ї  цього фактора росту в присутності 
ЕФР і /ч и /  інсуліну за умсе р ідкої /1 0 і* о іт и н /2  см2/  та щільної 
ДО5 клітин/2 см2/  культур. Так, у першому випадку ТФР-/ь дозоза- 
лежно ін г іб у є  біосинтез ДНК, індукований ЕФР. У другому випадку 
ЕФР ке впливає на біосинтез ДНК, зате інсулін стимулює його, а 
ТФР-р в концентрації 5 ,0 -5 0 ,0  нг/мл інгібує, стимулюючу дію сумі­
ші інсуліну та ЕФР. .*

Отже ТФР-/І характеризується надзвичайною різноманітні ста про­
яв ів  рістрегулюючої д і ї .  Тому є вкрай необхідним проведення дос­
ліджень, при свячених вивченню клітинних регуляторних систем, які 
опосередковують різний за скерованістю вплив ТФР-^ на проліфвра- 
тивну активність клітин тварин і людини.
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З- Вплив ЕФР та інсуліну на специЕічне зв"язування ТФР-fi

Враховуючи дані про відмінності між клітинами в їх  проліфера- 
тивній в ідповід і на дію ТФР-і» та про модуляцію ЕФР і /ч и /  інсуліном 
йбго рістрегулюючої д і ї ,  ми вивчили вплив названих факторів росту 
на функціонування окремих регуляторних систем у різних типах к л і-  
тин-мішеней. Відомо, що біологічна д ія  ТФР- jj, як , до р еч і, й д ія  
будь-якого іншого поліпептидного фактора росту, починається в ід  
його зв"язування специфічними рецепторами плазматичної мембрани 
клітин-мішеней. Ми дослідили зв"язування ТФР-р клітинами ліній 
КНК-49? та А-549, між якими виявлено суттєві відмінності в їх  

проліферативній в ід п о в ід і на дію цього фактора росту.
З т а б л .ї видно, що клітини л ін ії HHK-49F масть приблизно в

5 раз ів  більше рецепторів ТФР-£ у порівнянні з клітинами л ін ії  
А-549. В клітинах першої л ін ії  інсулін  збільшує к ільк ість  центрів 
зв"язування TJP-/J , а суміш інсуліну з ЕФР зменшує ї ї .  У той же 
час у клітинах другої л ін ії  закономірності зміни цього показника 
є зовсім  іншими. Тут ЕФР збільшує к іл ьк ість  рецепторів ТФР-/ї,'а 
р ізн і поєднання досліджуваних факторів росту достовірно не вплива­
ють на нього. В усіх  цих випадках Kd рецепторів ТФР-/1 суттєво не 
змінюється. Таким чином, наведені дані свідчать про існування в ід ­
мінностей між клітинами л ін ій  т к - 4 9 ?  та А-549 в характері транс- 
модудяції рецепторів ТФР-* п ід впливом ЕФР і /ч и /  інсуліну.

В клітинах л ін ії  HRK-49? нами також виявлено знижуючу регуля­
цію (do«n re g u la tio n )  к ількості рецепторів ТФР-*. Встановлено, 
чо преінкубація цих клітин протягом 2 годин при 37° С в присутнос­
т і неміченого ТФР-ji викликає зниження на 47* рівня специфічного 
« "я зу ван н я  ^ І - Т Ф Р -р .  Цікаво відзначити, що приблизно таке ж за 
величиною зниження рівня ?вмязування цього фактора росту спостері­
гається при д і ї  холерного токсину /ЇО  н г /м л /..

Використовуючи метод, що заснований на визначенні кінетики ди­
со ц іац ії зв"язаного міченого ліганда в присутності та у відсутнос­
т і  неміченого ліганда в середовищі (Согш , Donner, 1902) ,  ми ви- 
яьили, що звільнення '^ І-Т 4 -Р -|»  в ід  зв мязку з рецепторами клітин 
л ін ії  ЮТ-49У відбувається Сілья інтенсивно у першому випадку, ніж 
у другому. Максимальна різниця досягає Ї5 $  і  спостерігається в пе- 
рві 5-5С хвилин інкубац ії клі ш. Ці дані вказують на зниження 
спорідненості рецепторів до ТФР-/ь за умов їх  насичення лігандом, 
що дозволяє припускати існування явица негативної кооперативності 
рецепторів даного фактора росту.
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Таблиця 1 .

Вплив ЕФР і /ч и /  інсуліну на к іл ьк ість  центрів зв"язування 
*2^І-ТФР-р та Kd рецепторів ТФР-р в клітинах ліній nrk - 49? і  А-51©

Клітини : Додані фактори росту
: К ількість цент­
р і в  зв"язування
: І 25І-Т*Р-|» в
:клітині

; Kd[, пМ

НЯК-49Р і 25І-ТФР-й 49300 і  3000 27,3 1+ О

І 25І-ТФР-р + ЕФР 40900 -  6000 24,3 і  5 ,0
ї 25І-ТФР-і» + інсулін 81200 -  9000* 28,7 * и . о
ї 25І-ТФР-<> ♦ ЕФР + інсулін ЗІЗОО і  4000“ 23,6 і  6.0

А-549 і й І-ТФР-і* 9700 і  700 27 ,0 * 6.0
Ї 25І-ТФР-, + ЕФР 21600 ± .900 * 32,7 і  8.0
Ї 25І-ТФР-^ + інсулін 13200 і  800 31 .4 -  6.0
ї 25І-ТФР-/> + ЕФР інсулін 1 4400 -  ІІСО 27,2 і  5 .0

4. Вплив ТФР-^ та ЕФР на транспорт Са2+ в клітинах

Відомо, що Са2+ грає важливу роль у забезпеченні нормального 
функціонування багатьох життєво важливих процесів у клітинах тва­
рин і людини (Raauuasen, 1969). Тому було доцільним вивчити ьплив 
ТФР-/1  та ЕФР на швидкість проникнення Са2+ в клітини та швидкість 
екструзії  цього катіона в позаклітинне середовище з використанням 
клітин, що характеризуються різною проліфервтивною відповіддю на 
дію ТФР-р.

Як об"єкт для досліджень ми використали псевдонормальні кліти­
ни ліній НШ-ЗТЗ та .так-40Р, а також карциномні клітини ліній 
А-549 та ССІ-64. Для клітин усіх цих ліній виявлено однакову зако­
номірність. яка полягає у підвищенні швидкості проникнення Са2 + в 
клітини при д і ї  на них ТФР-^ чи ЕФР. При спільній д і ї  ці два фак­
тори росту, як правило, викликають більше зростання Швидкості тра­
нспорту Са , ніж при д і ї  кожного з них окремо.

Вплив ТФР-£ та ЕФР на екструзію Са2+ в позаклітинне середо; лїє 
вивчали після попереднього "навангажьння" клітин “̂ Са2 *. Показано, 

-що для клітин ліній яін-ЗТЗ, КИК-49Р і А-549 характерне зниження 
швидкості екструзії Са2+ під впливом суміаі ТФР-А та ЕФР , тоді як 
клітини л ін ії  ССІ-64 не проявляють такої закономірності.

5. Вплив ТФР-». ЕФР, і нсуліну та сироватки крові 
на вміст сА.МР та г.в::.р в клітинах

Результати Визначення впливу ТФР-f, і різних Яіго поєднань з 
ЕФР та інсуліном., а також сиролатки крові на имі*,т сАМ? та c-GHP
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в карциномних клітинах л ін ії  А-549 і  в псевдонормальних клітинах 
л ін ій  НІН-ЗТЗ і ЯЕК-49У наведені у вигляді відношення внутріш­
ньоклітинних концентрацій [ oampJ / [ cgiip]  /т а б л .2 / .  Такий аналіз 
дозволив виявити деякі ц ікав і закономірності. З табл .2  видно, що 
величина [cAAn>j/[oGittj е значно більшою у псевдонормальних к л і­
тинах ліній  "ін-ЗТЗ та nrk -49? , ніж у карциномних клітинах л ін і!  
A-5W. Ця відм інн ість  головним чином зумовлена суттєво вищим вм іс­
том осмр в пухлинних клітинах у порівнянні з псевдонормальними 
клітинами. В цілому, такий стан зберігається і  після д і ї  на кліти ­
ни різними факторами росту, хоч типи клітин в ідр ізн яється  між со­
бою за виражені сто впливу факторів росту на вказане відношення. 
Так, при дослідженні карциномних клітин л ін ії  А-549 нами не вияле- 
HO ВПЛИВу ТФР-Р на величину відношення [ d l H P j / [ o Q H P ] ,  тоді як 
ЕФР та інсулін , а також р ізн і поєднання названих факторів росту з 
ТіР -р  викликають зменшення даного показника. В той ке час 20К си­
роватка крові індукує в цих клітинах збільшення відношення 
[cAHP]/[cGMPj.

Інша картина спостерігається для фібробластів л ін і ї  НШ-ЗХЗ: 
Тут в с і фактори росту, цо використовувалися поодинці чи в різних 
поєднаннях, за винятком тих, до складу яких входив ін сул ін , вик­
ликали збільшення відношення.[ oamp] / [ cOHfJ і  лише д ія  сироватки 
крові вела до його зменшення.

Діючи на клітини л ін і ї  ялк-49*. сам ТФР-р та сан ЕФР виклика­
ли збільшення величини [ciJtP]/[oGM Pj, тоді як р із н і поєднання 
досліджуваних факторів росту, в першу чергу т і з них, до складу 
яких входив ін с у л ін , викликали зменшення ц іє ї  величини. Як і  у ви­
падку з клітинами л ін ії  9ХН-ЗТЗ,. 20£ сироватка крові в клітинах 
л ін і ї  NRK-49? зменшувала величину [оАІСР]/[сОИР].

Таким чином, нами виявлені суттєві відм інності між карциномни- 
ми клітинами л ін ії  А-549 та псевдонормальними клітинами ліній 
нін-ЗТЗ і  нак-49* не лише в загальному вм іеті в них сАМР та 
cGMP, але і  в характері змін внутріаньсклітинних концентрацій 

цих циклічних нуклеотидів п ід  впливом ТфР-р, ЕФР, інсуліну та фак­
торів сироватки крові плодів великої рогатої худоби.

6. Вивчення аутокринної регуляції проліферації клітин

Результати, наведені в рис.5 , свідчпть про те , що карциномні 
клітини л ін ії  А-549 кондиціюють без сироваткове середовище регуля­
торами росту клітин. Після 2-4-добового кондицію" ння в культура­
льному середовищі виявляються переважно стимулятори росту. В той 
же час після б-добового кондиціювання, коли виникають умови^ по 
несприятливі для клітинної проліферації /велика щ ільність клітин 
на субстраті-п ідкладці, зниження величини pH середовища/, в конди-



.'лнія кді тин [ cAMPj /  [ cGmp]

А-5 49 3 ,4 3.1 : 2.1 : 2 ,4 0 .7  : 1 ,3  : 1 , 6 : 1 .6  : 6 .4

NIH-3T3 34.7 81,6 : 98,0 : 237,0 : 35.5 : 37,4 : 33 ,0  •: 46.0 : 1 ,0

NRK-49F 103,7 180,0 : 250,0 : 20,9 : 43,2 : Є3,3 : 5 .7  : . 0 .3  : 21.6

TtF-f. - + : : ♦ : -  : + : - + : -

г*о - - : + : + : -  : : ♦ : + : -

інсулін - - : : + + : + : + : -

сироватка крові - - : : : -  : - : -  . : +

Таблиця 2.
Вплив ТФР-р, ЕіР. ін су л ін у  та сироватки крові плодів великої рогатої худоби на величину відношення 

концентрацій [cAMP]/[cgmi>] в клітинах р ізн ого  походження

■

Ы



-  18

Рио.5. Вплив ТФР- j  та безсироват- 
кових кондиційованих середовищ, от­
риманих за різних умов культивуван­
ня карциномних клітин л ін ії  А-549,

1 2 3  4 5 6 7 8

дану в ДНК клітин ц іє ї ж л ін ії  
/по  осі ординат -  і  в ід  контролю/
1 -  контроль /свіж е без сироваткове 

середовище/
2 -  2-до<5ове кондиційоване середо­

вище /pH 7 ,2 /
3 -  4-добове кондиційоване середо­

вище /pH 6 ,9 і
4 -  б-добове кондиційоване середо­

вище /pH 6 ,3 /
5 -  кондиційоване середовище /pH 

7 ,2 / ,  закислене до pH 4 ,0  з до­
помогою пропускання COg

6 -  кондиційоване середовище /pH 7 ,2 / ,  закислене до pH 2 ,0  з
допомогою титрування Н&

7 -  кондиційоване свредовйще /pH 7 ,2 /  з додачею ТФР-р  /2 0  нг/м л/
8 -  свіже безсироваткове середовище з додачею ТФР-/І /5  нг/мл/ 
/перед використанням'pH усіх культуральних середовищ доводили 
до 7 ,2 /

ційованому середовищі виявляються й ін г іб іто р и  росту. Деякі з 
цих ін г іб іт о р ів , очевидно, наявні в латентній формі також і в 
2-добовому кондиційованому середовищі. Адже показано, що тимча­
сове закислення цього середовища перетворює його з рістстимулю- 
ючого у р іст ін г іб ую че .'

У безсироватковому культуральному сербдовищі, кондиційова­
ному клітинами л ін і ї  ПС-ІОЗ /клон 3 8 4 /5 / з саркоми миші, також 
виявлені речовини з властивосїями факторів росту. Вони частко­
во очищені з допомогов гельф ільтрації на колонці, наповненій 
біогелем Р-30, з елюцією 1 М СН3СООН. Отримані речовини стиму­
люють субстратнезалежну гроліферацію- клітин л ін ії  nhk-49? і 
конкурують з * ^ І - Е 4 Р  за специфічні рецептори останнього на 
клітинах л ін ії  А-43І.

•У середовищі, кондиційованому псевдонормальними фіброблас­
тами л ін ії  КІН-ЗТЗ,- м істяться речовини, як і стимулюють синтез 
ДНК У цих клітинах та в карциномних клітинах л ін ії  а-549. 
Виявлено, оо тимчасове закислення цього кондиційованого сере-
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довища не змінює його рістрегулюючих властивостей по відношенню 
до клітин ліній N13-313 та А-549.

7. Вплив гіпертермічної обробки клітин на їх  аутокринні
функції

Виявлено, що гіпертермічна обробка /44°  С, ЗО хвилин/ псевдо- 
нормальних клітин л ін і ї  МШ-ЗТЗ та пухлинних клітин ліній A-54S
і  ПС-ІОЗ /клон Зсб/ по різному впливає на їх  аутокринні функції 
/секреція речовин, які регулюють біосинтез ДНК та білків у кліти­
нах/.  Найбільш .суттєві зміни у вираженості цих функцій характерні 
для клітин л ін і ї  А-549. Показано, що кондиційоване середовище, 
отримане через 48 годин після припинення д і ї  теплового шоку на 
клітини л ін і ї  А-549, в 3 ,3  раз активніше стимулює біосинтез £НК, 

'н іж  звичайне кондиційоване середовище. Після тимчасового закислен­
ня ріст стимулююча активність цього кондиційованого середовища 
втрачається. Більше того, дане середовище набуває здатності і н г і ­
бувати біосинтез ЛНК в клітинах л ін і ї  А-549.

Середовища, кондиційовані клітинами л ін і ї  А-549 протягом ї - 4  
годин після теплового шоку, інгібують синтез б іл к ів  У цих кліти­
нах, тоді як такі ж середовища, отримані протягом б ,  12 та Ї 8  го­
дин, стимулюють цей процес в 1 , 2-2 ,1  раз. Тимчасове закислення 
вище названих середовищ викликає підвищення їх  здатності стимулю­
вати синтез клітинних б ілків .

Аутокринні функції саркомних клітин л ін і ї  ПС-ЇСЗ /клон Зсб/ і 
псевдонормальних фібробластів л ін і ї  РТЧ-ЗТЗ після їх  гіпертерміч- 
ної обробки вивчали не лише в гомологічних тест-системах, але й з 
використанням гетерологічної клітинної системи, а саме карциномних 
клітин л ін і ї  А-549. Встановлено, що фібробласти л ін ії  КГЇ1-ЗТЗ вже 
у перші години після завершення теплового шоку секретусть речови­
ни, як і інгібують біосинтез ДНК та б ілків  у цих клітинах та в к л і ­
тинах л ін і ї  А-549. У гой же час саркомні клітини л ін ії  ПС-ІОЗ 
/клон Зсб / такими властивостями не володіють. Крім того, показано, 
що тимчасове закислення середовищ, кондиційованих *літ«пами л ін і ї  
1ШІ-ЗТЗ, суттєво не впливає на їх  здатність регулювати інтенсив­
ність синтезу ДНК і б ілк ів ,  тоді як така обробка середовищ, конди­
ційованих клітинами л ін ії  ПС-ІОЗ /клон Зсб / ,  знижує їх  біологічну 
активність щодо регуляції-названих процесів.

8. Вплив ТФР-». ЕФР та гіпертермічної обробки кяігян на 
активність секретованих ними'сериноаих протеїиаз

Виявлено /р и с .б / ,  що карциномні клітини л ін і ї  А-Ь*#. саркомні 
клітини л ін і ї  ПСМОЗ /клон Зсб/ та псевдонормальні фібробласти л і ­
н і ї  NIH-ЗТЗ секрегують протеїна-jи у белсироваткове культуральне



а3 
*» о  
*  

§■' О 
■< х

(Q
>» • 
•►4Ж

СО

9а
хижВ4 
«5 
£4»*■«Я
0
1 X

Р и".б . Вплив ТФР- s  і / ч и /  ЕФР J  □  /  та гіпертермічної обробки клітин /  ЕЗ /  л ін ії  А-549 / а / ,  ПС-ІОЗ 
/клон З с б / / б /  і  n ih - з т з  / в /  на активність плазміноподібних протеїназ в безсироватховому 
культуральному середовищі, кондиційованому цими клітинами
/ і  -  контроль, 2 -  ТФР-р /1 0  н г /м л /, 3 -  ЕФР /1 0  нг/м л/, 4 -  ТФР-/5 + ЕФР, 5 -  через 2 Години 
після теплового шоку, б -  через 6 годин після теплового шоку, 7 -  через 18  годин після тепло­
вого шоку кл іти н / І
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середовище. За даними проведеного нами інгіб іторного аналізу  
/інгібування активності протеїназ у присутності бензамідину, лей- 
пептину і  апротиніну та в ідсутн ість  такого ефекту при д і ї  монойод 
оцтової кислоти таЕБТА/ та за  специфічність використаного субст­
рату / z d -  ала-ала-ф ен-арг-паран ітроан іл ід / і  низькою чутливістю 
до стимуляції активності в присутності Са^+ секретовані ферменти 
можна зарахувати до плазміноподібних серинових протеїназ.

З рис.б видно, що активність серинових протеїназ .у середовищі, 
кондиційованому саркомними клітинами, майже в 4 рази вища, ніж їх  
активність У такому ж середовищі карциномних та псевдонормальних 
клітин. ТФР-|5 і особливо ЕФР викликають підвищення активності про­
те їназ У культуральному середовищікондиційованому клітинами л і­
н і ї  А-549. Подібна картина спостерігається й у випадку тестування 
фібробластів л ін і ї  яш -323 .  У той же час для саркомних'клітин 
л ін і ї  ПС-ТОЗ /клон Зсб/ саме ТФР-р є най сильнішим індуктором п ід­
вищення активності серинових протеїназ, а д ія  ЕФР у даному випад­
ку не виявляється.

Між саркомними та карциномними клітинами досліджуваних ліній 
виявлені відмінності в активності секретованих протеїназ і  після 
гіпертермічної обробки клітин. Так, показано /р и с .б / ,  що тепловий 
шок не впливає на активність цих протеїназ у саркомних клітин, 
але індукує ї ї  підвищення у.карциномних клітин.

9. Вплив ТФР-6 на синтез б ілк ів  у клітинах

Одномірний електрофорез б ілк ів  у поліакриламідному гелі в при­
сутності додецилсульфату натрію не виявив суттєвого впливу ТФР-js 
/ЇО нг/мл/ на вміст окремих білкових фракцій у фібробластах л ін і ї  
НІН-ЗТЗ. а також у пухлинних клітинах л ін і ї  А-549 з аденокарци­
номи легень людини та л ін і ї  НТ-Ї060 з фібросаркоми людини. Для 
клітин перших двох названих ліній не виявлено впливу ТФР-0 і на 
біосинтез б іл к ів ,  що визначався за включенням ними S - метионі- 
ну. Цей висновок вірний як у випадку д і ї  ТФР-Р на клітини, що ку­
льтивувалися в середовищі, яке містило ЇО? сироватки крові плодів 
великої рогатої худоби, так і  у випадку їх  інкубації в безскроват- 
ковому середовищі. До речі,  й сама сироватка крові суттєво не ' 
впливає на якісний склад б іл к ів ,  я к і  синтезуються в клітинах ліній 
NIH-3T3 та А-549.

' Діючи на клітини л ін і ї  НТ-Ї080, що культивуються в безсироват- 
ковому середовищі, ТФР-Р індукує в них синтез білка з молекулярною 
масою близько 48 кДа /р 4 8 / .  Синтез даного білка повністю інг іб ує -  ' 
ться під впливом циклогексіміду, але зберігається в присутності 
актиноміцину D. Встановлено, що синтез р48 індукується не лизе 
ТФР-(в, але й сироваткою крові. Результати вивчення субклітинної



л окал ізац ії р48 свідчать про його переважне розміщення в клітин­
ному о сад і, о м істить ядра та великі фрагменти клітин.

ЇО. Вплив ТФР-fl, ЕФР та гіпертермічної обробки клітин на 
вм іст м-РНК протоонкогенів с-тус і  c -fo e

З рис.7 видно, що ТФР-р, ЕФР, а також їх  суміш індукують 
транскрипцію протоонкогена с-тус у фібробластах л ін ії  nxh-ЗТЭ, 
хоч час досягнення максимального рівня цього процесу під впливом 
ТФР-р та ЕФР в ідр ізн яється . Тепловий шок викликає швидке /ч ерез
0 ,5  годин/ припинення синтезу м-РНК гена с -ту с , після чого спо­
стерігається його р ізк е  посилення, яке за інтенсивністю можна 
співставити з ефектами в ід  д і ї  ТФР-/ь та ЕФР.

І і я  ТФР-р та ЕФР на клітини л ін ії  КШ-ЗТЗ спочатку викликає 
у них зниження інтенсивності транскрипції протоонкогена c-fos, 
але через ї ,5 - 3 ,0  годин відбувається ї ї  підвищення, що особливо 
помітне у  випадку д і ї  на клітини ЕФР /р и с .7 / .  Подібна динаміка 
транскрипції гена c-fos виявлена також після гіпертермічної об­
робки клітин л ін ії  NXH-3T3 .

Діючи на саркомні клітини л ін ії ПС-ІОЗ /клон 3 8 4 /5 /, ТФР-Л,
ЕФР та їх  суміш індукують зростання інтенсивності транскрипції 
протоонкогена счіус /р и с .8/ .  ї ї  максимальний рівень виявляється 
через 1 , 5 -3 ,0  годин після додачі факторів росту у середовище. Теп­
лова обробка саркомних клітин також індукує цей процес, причому 
його максимум досягається вже через 0 ,5  годин.

Встановлено , що транскрипція протоонкогена c -fo s  у саркомних 
клітинах названої л ін ії  під впливом ТФР-р та ЕФР помітно знижуєть­
ся /р и с .8/ .  Лише через 3 години після додачі факторів росту вихід­
ний рівень транскрипції цього гена частково відновлюється. У той 
же час гіпертермічна обробка саркомних клітин індукує транскрипцію 
гена c -foa  і з  максимумом через 1 ,5  години, а через 3 години після 
припинення теплового иоку спостерігається р ізке  зниження інтенсив­
ності цього процесу.

При дослідженні карциномних клітин л ін ії  А-549 нами виявлена 
відм інн ість у результатах д і ї  ТФР-£ на синтез м-РНК протоонкогена 
с-тус при інкубації клітин у присутності 102  сироватки крові пло­

д ів  великої рогатої худоби та при інкубац ії клітин у ї ї  відсутнос­
т і ./р и с .9 / .  Так, у першому випадку ТФР-£ індукує транскрипцію гена 
с-яус віг.з через 0 ,5  годин після додачі, фактора росту, а в другому 

випадку вона змінюється несуттєво. Динаміка інтенсивності транскри­
пції гена с-тус у клітинах л ін ії  А-549, «о піддавалися г іп ертерм ії, 
подібна до такої ж у клітинах при д і ї  на них ТФР-И у присутності 
10% сироватки крові чи при д і ї  його суміші з ЕФР у відсутності си­
роватки крові.
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Рис.7. Вплив поліпептидних факторів росту / а /  /ТФР-£ / —о —/ ,
ESP / —* * -/, ТФР-Р+ ЕФР / - о - / /  та гіпертермічної обробки 
/ б /  /4 4 °  С, ЗО хвилин/ на рівень м-РНК протоонкогенів 
о-туо / І /  та o -foa  / I I /  у фібробластах л ін ії  ЗІН-ЗТЗ 
/п о  осі ординат -  відносна оптична густин_ радіоавтогр&фів 

при 600 нм,
по осі абсцис -  час, години/



- гч -

а б І

Рис.8. Вплив поліпептидних факторів росту / а /  /т еР -р  / - о - / ,
ЕФР / - л — / ,  ГЇР-Р + ЕФР / - ° - / /  та r i n e x термічної оброб­
ки / б /  /44° С, ЗО хвилин/ на рівень м-РНК протоонкогенів 
с-піуо / І /  та c -foa  / I I /  у саркоиних клітинах л ін і ї  
ПС-ІОЗ /клон 364/5/

/п о  осі ординат -  відносна оптичйа густина радіоавтографів 
при бСО нм, %\
по осі абсцис -  час, години/



Рио.9. Вплив поліпептидних факторів росту / а /  /Т§Р-р у безсирова- 
тковому культуральному середовищі / —в—/ ,  ТФР-/5 у присут­
ності Ї0% сироватки крові плодів велике рогатої ху„оби 
/ “♦ " / ,  Е$Г / —̂ —/ ,  ТФР-р + ЕФР /  - а - / /  та гіпертермічної 
обробки / б /  /44° С, ЗО хвилин/ на рівень м-РНК протоонко- 
ген ів  с -т у с  / І /  та o - fo s  / I I /  у карциномних клітинах 
л ін ії  А-549

/п о  осі ординат -  відносна оптична густина радіоавтографів 
при 600 нм, І ;
по осі абсцис -  час, години/
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Ик і  у випадку з саркомними клітинами л ін і ї  ПС-ІОЗ /клон 
3 8 4 /5 / ,  при. д і ї  ТФР-А та ЕФР на карциномні клітини л ін і ї  А-549 
спостерігається пвидке /через 0 ,5  годин/ зниження інтенсивності 
транскрипції гена c - fo s  /р и с .9 / .  Через 1 , 5 - 3 ,С години ця інтен­
сивність частково відновлюється. Гіпертермія викликає незначні ко­
ливання рівня транскрипції гена c - fo s  у клітинах л ін і ї  А-549 і 
лише через 6 годин він  помітно знижується.

Таким чином, нами виявлена досить складна динаміка інтенсивно­
сті транскрипції протоонкогенів с-гаус та с-foo у клітинах р і з ­
ного походження після д і ї  на них ТФР-р і / ч и /  ЕФР. У більшості ви­
падків не виявляється принципової різниці між результатами впливу 
ТФР-£' та ЕФР на вміст відповідних м-РНК. Характер змін інтенсивно­
сті транскрипції ген ів  с-тус і  c - fo s  у досліджуваних клітинах п і­
сля їх  гіпертермічної обробки часто подібний до того, що спостері­
гається під дією вище/названих факторів росту.

ї ї .  Виявлення та характеристика поліпе'птидних речовин -з 
властивостями ТФР-ft У зародках в"кна

Використовуючи традиційний метод виділення та очистки ТФР-.А 
(Roberta c t  a l . , 19 34 ) та клітинні системи, що виявилися най­
більш придатними в наших умовах для біотестування активності цього 
фактора росту, ми виділили та дослідили речовини з відповідними 
властивостями з зародків костистої риби в"юна (blisjumus Гоааіі ія  
L .)  на стадії п ізньої бластули. Показано, що ці речовини є стій­
кими до д і ї  кислоти, відносно термостійкими, але втрачають біоло­
гічну активність після д і ї  на них протеїназами -  пепсином чи трип­
сином. Вони не конкурують за специфічні рецептори ЕФР у клітинах 
л ін і ї  А-43І.

Фракціонування препарату, отриманого з зародків в"юна, на коло­
нці,  наповненій біогелем Р-ІО, виявило ТФР-/1 -подібну рістрегулюючу 
активність / інгібування субстратнезалежної проліферації карцином- 
них клітин л ін і ї  А-549 та стимуляція цього процесу в присутності 
ЕФР у фібробластів л ін і ї  КІЕ-ЗТЗ/ У зоні елюції білків з молеку­
лярное масою близько 5 та 12 кііа /р и с .ІС / .  У препараті,  отриманому 
з бластодерми /клітинна маса зародка/ виявляється лише одна біоло­
гічно активна фракція з масою Ї2  кДа, а в такому а препараті з жов­
тка- ріст регулююча активність притаманна фракції з масою 5 кДа.

Як уже згадувалося виде, молекулярна’ маса ТФР-/1 становить
25 к/,а. Тому наведені нами дані можуть свідчити про затримку елюції 
з колонки з біогелем F-Ю ТФР-р-подібних речовин, отриманих і з за­
родків в"кяй. Слід відзначити, що явище затримки в егоції ТФР-в з 
колонок, из по внених біогеляки P-типу, вважається його характерною 
фі зико-х і нічною властивістю. Воно спостерігалося іншими автореми



Рио.10. Фракціонування препарату кислото-етанольного екстракту, 
отриманого з зародків в "юна, на колонці, наповненій 
біогелем Р-ІО /елюція ї  М СН̂ СООН/
а -  біотестування ТФР-р-подібної активної"! з викорис­

танням фібробластів л ін і ї  НШ-ЗТЗ, то інкубувться 
в присутності ЕФР /5  нг/мл/

б -  біотестування ТФР-/3-подібної активності з викорис­
танням карциномних клітин л ін ії  А-549 

/по  осі ординат справа -  інтенсивність субстратнезалеж- 
ної проліферації клітин v присутності ал іквот, відібраних 

із хроматографічних фракцій; 
по осі абсцис -  номер фракцій/

(Roberta et al., I9G4), а також нами при виділенні та очистці 
ТФР-(і з тромбоцитів крові свині.

Результати.проведених досліджень дозволяють вважати, що про- 
теазочутливі речовини, отримані з зародків в"юна, належать до ро­
дини поліпептидів, як і споріднені 3 ТФР-jb. Адже нами показано, 
що ці речовини діють з тією ж скерованістю, що й ТФР-,е свині, 
в 3-х різних клітг-'них тест-системах. Так, вени стимулюють субс- 
тратнезалежну проліферацію саркомних клітин л ін ії  ПС-ІОЗ /клон 
■384/5/ та фібробластів л ін ії  а іК -З їЗ  /останній  ефект виявляєть­
ся лише в присутності ЕФР/, а також інгібують проліферацію карци­
номних клітин л ін ії А-549.

-  2 7  -
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Т2. Виявлення та характеристика специфічних рецепторів ТФР-» 
у клітинах зародків в"юна

Показано, що клітини зародків в"юна на ст ад ії п ізньої бласту­
ли специфічно зв''язувть І 25І-ТФР-<к свині. К ількість відповідних 
рецепторів становить 31300*5500 з розрахунку на одну клітину, а 
їх  Kd дорівнює 70*15 пМ. Ковалентне мічення за допомогою дисук- 
цинімідилсуберату компс іентів плазматичних мембран клітин зарод­
ків в"юна та їх  наступне фракціонування електрофорезом в поліак- 
риламідному гел і в присутності додецилсульфату натрію та 2-меркап- 
.тоетанолу показало, що _ ■’І-ТФР-р специфічно зв"язується з мемб­
ранним білком, що має молекулярну масу близько 280 кДа.

Таким чином, клітини зародків костистої риби в"вна не лише 
містять ТФР-і»-подібні речовини, але й є компетентними до д і ї  цих 
речовин, оскільки 40ни мають специфічні рецептори ТФР-р.

Обговорення результатів

Результати проведених нами досліджень та Дані інших авторів 
(Roberts et al., 1985, Gouatin et al., 1986, Maaaague, 1990) 
свідчать про те , що ТФР-р може не лише стимулювати, але й ін гіб ува­
ти проліферацію нормальних і  пухлинних клітин тварин і людини. Ха­
рактер р іст  регулюючої д і ї  цього фактора росту в значній мірі зале­
жить в ід  тканинного походження клітин-мішеней. ТФР-р стимулює Єуб- 
стратнезалежну проліферацію клітин і з  саркомних пухлин, інгібує ї ї  
у клітин ізкарциномних пухлин і  не впливає на цей процес у псевдо- 
нормальних фібробластних клітин.

Нами також встановлено, що скерованість впливу ТФР-£ на пролі­
ферацію може залежати в ід  клонального походження клітин. Серед 
саркомних клітин л ін ії  ПС-ІОЗ виявлено та к і, проліферація яких не 
стимулюється, а інгібується п ід впливом ТФР-/». Це -  клітини суб- 
клону клону 384/5 , для яких характерна висока інтенсивність субс- 
тратнезалежної проліферації. Отже при розробці рекомендацій по за­
стосуванню ТФР-р з метою інгібування пухлинного росту необхідно 
обов'язково враховувати можливість існування міжклональних відм ін­
ностей МІЖ клітинами В ЇХ чутливості до ріотрегу ІЬиЧОЇ д і ї  Т$Р-£.

Слід відзначити, що в літературі описані мутанти карциномних 
клітин л ін ії  ССІ-64, які втратили здатність інгібуватися п ід  впли­
вом ТФР-/* (Lalho et al., 1990). Таким чином, не лише саркомні, 
але й карциномні пухлини можуть містити клітини, що характеризую­
ться різко зміненою чутливістю до д і ї  даного фактора росту.

Leo і e t  a l .  (1 9 8 6 ), виходячи з результатів йивчення 
д і ї  T$P-f» на фібробласти л ін і ї  AKR-2B, вважають, що даний фактор 
росту стимулює проліферацію лише у тих випадках, коли він здатний
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індукувати в клітинах-мівенях експресів гена е - а іе ,  продуктом 
якого е сильний мітоген -  фактор росту з тромбоцитів. Якщо ТФР-j» 
не володіє таков здатн іств , то, на думку згаданих вчених, можна 
чекати його інгібувчого впливу на проліферацію клітин. Проте при 
використанні інших клітинних тест-систем ця модель не завжди зна­
ходить експериментальне підтвердження (Massague, 1990) .  Тому 
дослідження молекулярних механізмів, як і визначавть скерованість 
проліферативної в ідп ов ід і клітин на дів ТФР-/ь, продовжуються.

Ми виявили залежність впливу ТФР-/» на інтенсивність біосинте­
зу ДНК в ід  концентрації сироватки крові в середовищі, одночасної 
д і ї  на клітини інших поліпептидних факторів росту, зокрема ЕФР 
і /ч и /  інсуліну, тривалості взаєм одії факторів росту з клітинами- 
мішенями, щільності розміщення клітин на субстраті-підкладці та 
ступеня прикріплення клітин до цього субстрату. Ці дані не виклю­
чають можливості функціонування моделі, запропонованої 
beof e t  a l .  ( 1986) ,  Разом з тим вони свідчать про важливу роль 

інвих регуляторних систем клітин-мішеней та клітинного мікроото- 
чення у визначенні характеру д і ї  ТФР-f» на проліферацію.

Нами проведене порівняння функціонування деяких регуляторних 
систем, що локалізовані в головних компартментах -  у плазматичній 
мембрані, цитоплазмі та ядрі -  клітин, як і характеризуються р із -  
ною за скерованістю та виражені стю про ліфе ративною відповіддю на 
дію ТФР-£. Одночасно були вивчені деякі властивості позаклітинно­
го середовища цих клітин, зокрема наявність у ньому секретованих 
клітинами факторів росту та плазміноподібних протеїназ. Увага до 
останніх зумовлена тим, що вони можуть брати участь у процесах 
"демаскування" ТФР-^ з його латентної форми (Lyons e t  a l . , I 988) .

Результати вивчення умов та ф акторів, які можуть визначати 
характер рістрегулюючої д і ї  ТФР-А на нормальні і  пухлинні клітини 
тварин і  людини, узагальнені в таблиці 3. Врахування наведених 
даних дозволяє передбачити з великим ступенем ім овірності скеро­
ван ість  впливу ТФР-і* на клітинну проліферацію. Є підстави вважа­
ти, що ТФР-р стимулює проліфераців клітин, які походять і з  мезе- 
нхімних тканин і мають відносно низьку проліферат шну активність. 
Ці клітини характери^, вться значнов кількістю /понад 10 тисяч/ 
специфічних рецепторів ТФР-/Ч серед яких переважають їх  високомо- 
лекулярні форми. З даних клітинах повинен експресувитися протоон- 
коген с -т у с ,  а також гени мітогенних факторів і / ч и /  їх  рецепто­
р ів . Стимулюючий вплив ТФР-р на проліферація нормальних клітин 
цього типу виявляється лише за умов одночасної д і ї  на них ЕФР 
і /ч и /  інсуліну. Активність плазміноподібних протеїназ ; позаклі­
тинному середовищі цих клітин може бути досить високою, іл я  вияь-



Ігп/п: Умови, в ід  яких залежить характер впливу Т$Р-р на проліферацію : Вплив й р - р  на : Джерело
: клітин : проліферацію : цитування

І : 2 : 3 : 4

І Походження клітин-мішеней:
а /  тканинне: -  мезенхімні тканини стимуляція наші дан і,

-  еп ітеліальні тканини інгібування 2, 4, 7
б /  клональне:

-  саркомні клітини з низькою проліферативнов активні ств стимуляція наші дані
-  саркомні клітини з високою проліферативнов активні ств І Н Г І  буЕВННЯ

2 Система клітинних рецепторів ТФР-&:
а /  к ільк ість  рецепторів у клітині: >10 тисяч 

<10 тисяч
стимуляція
інгібування

наші д а н і, 8

б / переважаючі молекулярні форми рецепторів: >200 кДа 
<Ї00 кДа

стимуляція
інгібування

4

3* Функціонвльний стак :літин~мівеней:
а /  проліферативна активність: помі ркована нема впливу або 

стимуляція
наші дані

б /  експресія гена с-мус
висока інгібування
експресується стимуляція 9

/клітини л ін і ї  СЗН/Ї0ТЇ/2/ не експресується інгібування

див. продовження

І

о0
1

Таблиця 3.
Умови, що впливають на скерованість та ви ражені сть рістрегулюючої д і ї  ТФР-/* на клітини-мішені



І : 2 : 3 4
в/експресія  м-РНК факторів росту чи їх індукується стимуляція І .  3 , 4

рецепторів під впливом Т£Р-)Ь не індукується нема ефекту або 
інгібування

г/відноіабння внутрішньоклі тинних > 4 0 нема ефекту наші дані
концентрацій [cAMP] /£c^MPj < 4 0 інгібування v -

4* Властивості позаклітинного середовища:
а/концентриція ТФР-р >  ОД нг/мл стимуляція -ї

/клітини гладеньких м "язів / < ОД нг/мл нема ефекту
d/концентрація сироватки крові Ї0% інгібування наші дані

/карциноми: клітини л ін і ї  А-549/ ОДІ? стимуляція
в /наявн ість  інших факторів росту ЕФР і /ч и /  інсулін стимуляція наші д а н і,

/псевдонормальні фібробласти/ нема нема ефекту 6
г /наквність  поліненасичених жирних кислот е 90-100^ інгібуван­ 5

/карциномні клітини л ін і ї  А-549/
нема

ня
£5-33#  інгібування

д/активність секретованих клітинами висока стимуляція наші дані
плазміноподібних протеїназ низька інгібування або 

нема ефекту
е/властивості субстрату-підкладки колаген 

нема колагену
інгібування 
слаба стимуляція

5

і
ч*
І»

І

див. продовження



1 : 2 3 : 4
є/ступ інь  прикріплення клітин до субстрату- моношарова культура 

підкладки /карциномні клітини л ін ії  напіврідкий агар 
' А-549/
С п іл ь н ість  клітин в культурі /фібробласти 10^ клітин/2 см2 

Л І Н І Ї  S w i s s - З Т З  В середовищі з 0,1% • 40** клігин/2 см2 
сироватки крові та ЕФР/

5* Тривалість взаєм одії ТФР-/і клітинами 24 години 
/фібробласти л ін ії  n ih - зтз в середовищі 72 години 
з б£ сироватки крові та ЕФР/

15% інгібування 
90# інгібування

нема ефекту 
ін гіб уван н я

нема ефекту 
ін гіб уван н я

наші

наші

наші

дані

дані

дані

* -  можливе виявлення інших прикладів неоднозначності рістрегулввчої д і ї  ТФР-^
/джерела цитування: І  -  B a t t e g a y  e t  a l . ,  1 9 9 0 ,  2 -  G o u s t i n  e t  a l . , 1 9 8 6 ,  3 -  Leof e t  a l . . 1 9 8 6 ,

4 -  Kassague, 1 9 9 0 ,  5 -  Newman, 1 9 9 0 ,  6 -  R o b e r t s ,

7 -  S p o r n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ,  8 -  W a k e f i e l d  e t  a l V ,  1 9 8 7 ,

S p o r n ,  1 9 8 5 ,

W e n n e r  e t  a l . ,  1 9 9 0 )

Vjtf
го
і



-  33 -
лення залежності впливу ТФР-р на проліферації) клітин в ід  властиво­
стей підкладки, ступеня прикріплення до неї клітин-мішеней, їх  щі­
льності з розрахунку на одиницю площі поверхні підкладки та в ід  
тривалості д і ї  ТФР-/4 на клітини, очевидно, необхідні додаткові до­
слідження.

Проведений нами анал із дозволив також визначити клітини, про­
ліферація яких ін гіб ується  п ід  впливом ТФР-р. Це -  нормальні та 
пухлинні клітини епітеліального походження, а також саркомні кл і­
тини, як і характеризується високою інтенсивністю субстратнезалеж- 
ної проліферації. Дані клітини повинні мати відносно малу к іль­
к ість /м ен ш е , ніж 10 тисяч/ специфічних рецепторів ТФР-р, серед 
яких переважають їх  низькомолекулярні форми. Під дією ТФР-Р екс­
пресія протоонкогена с-юуо у цих клітинах може ін гіб увати ся , а 
експресія м-РНК мітогенних факторів і / ч и /  їх  рецепторів не індуку­
ється . Відношення внутрішньоклітинних концентрацій [oAMP]/[oGHP] 
не досягає тут великих значень через високий вміст cGMP. Ін гіб у ­
ючий ефект ТФР-р спостерігається за умов хорошої забезпеченості 
клітин сироватковими факторами росту, причому наявність в середо­
вищі поліненасичених жирних кислот суттєво підсилює його вираке- 
н ість . Активність плазміноподібних протеїназ, що се<сретуються цими 
клітинами, є відносно низькою. Не можна повністю виключити значен­
ня й інших умов у визначенні скерованості впливу ТФР-р на проліфе- 
ративну активність клітин даного типу.

Виходячи з результатів проведених нами досліджень, можна також 
вважати, що біологічн і особливості ТФР- f  дозволяють йому в залеж­
ності в ід  обставин його д і ї  змінюг ги скерованість впливу на пролі- 
феративну активність тих самих клітин-мішеней. Наприклад, показано, 
що за умов високої проліферативної активності клітин ТФР-р, як пра­
вило, ін гіб ує р іс т . У той самий час за умов, несприятливих для про­
ліф ерації /карциномні клітини л ін ії  А-549, поміщені в середовище 
з дефіцитом сироватки к р о в і/, цей фактор стимулює біосинтез ДНК.
Ці властивості ТФР-р слід також враховувати при розробці рекоменда­
цій по створенню фармакологічних препаратів, в яких ТФР-р у поєд­
нанні з деякими іншими факторами росту пропонується для використан­
ня в медицині.

Ми виявили поліпептидні речовини з властивостями ТФР— у зарод­
ках костистої риби -  в"юна. Крім того, в клітинах Цлх зародків зна-- 
йдені специфічні рецептори ТФР-р. Раніше у представників класу риб 
ТФР-А не виявлявся. Слід також відзначити, що наша робота є першою, 
в як ій  ТФР-)і-подібні речовини були знайдені в зародках на такій 
ранній стад ії розвитку, як бластула. '



В останні роки отримані дан і про наявність ген ів  ТФР-р та ге­
нів подібних до нього речовин у птахів (Roberts e t  a l . ,  І99Х). 
амфібій (neboert  e t  a l . ,  1990) та комах /дрозоф іла/ (Padgett 
e t  a l . ,  1937). Показано, що ТФР-Р2 може в ід ігравати  центральну 
роль у процесах індукції мезодерми та тканин, як і виникають з неї 
у амфібій (Roaa e t  a l . , 1968). Вважається, що морфогенетична 
активність притаманна і полі пептидному продукту гена, що виявлений 
у дрозофіли і  гомологі .лий гену ТФР-P j людини (Masaague, 1990).

Отже ТФР-Р чи подібні до нього поліпептиди можуть викону­
вати важливі регуляторні функції п ід час усіх  етап ів онтогенезу 
не лише у ссавців та нижчих хребетних, але й 'у  безхребетних тварин.

Висновки

1. ТФР-р стик, юе субстратнезалежну проліферацію клітин з і  са­
ркомних пухлин, ін гіб ує  ї ї  у клітин з карциномних пухлин та не 
впливає на неї у псевдонормальних фібробластних клітин. Виявлений 
субклон саркоми л ін ії  ПС-ІОЗ, рроліферація клітин якого ін г іб у єть ­
ся п ід  впливом ТФР-р.

2. Не тільки ЕФР, але й інсулін модулює вплив ТФР-р на пролі- 
феративну активність клітин. Проліферація псевдонормальних клітин 
л ін ії  СН0-7І9, що не мають специфічних рецепторів ЕФР, стимулюєть­
ся лише п ід час спільної д і ї  ТФР-р та інсуліну.

3. За умов моношарової культури характер впливу ТФР-р на інтен­
сивність біосинтезу JSHK залежить не лише в ід  типу клітин-мішеней, 
але й в ід  концентрацій ТФР-і» та сироватки крові в середовищі на­
явності в ньому ЕФР І /ч и /  інсуліну , тривалості д і ї  вказаних факто­
рів росту та щільності клітин на субстраті-п ідкладці. Зміна навіть 
однієї з перерахованих умов може впливати не лише на вираженість,
але й на скерованість рістрегулюючої д і ї  ТФР-р на клітини-мішені. '

4. Псевдонормальні клітини л ін і ї  NRK-49F та карциномні кліти ­
ни л ін ії  А-549 суттєво відрізняються між собою не лише за к іл ь к іс ­
тю специфічних рецепторів ТФР-Р. еле й за характером трансмодуляції 
цих рецепторів п ід  впливом ЕФР і /ч и /  інсуліну. В клітинах першої з 
названих ліній  інсулін підвищує рівень специфічної^ зв"язування 
ТФР-Р, а інсулін  разом з £ФР знижує його. В клітинах другої л ін ії  
ЕФР збільйує рівень зв"язування ТФР-р. Kd рецепторів ТФР-р при цьо­
му не змінюється.

5. Відношення внутрішньоклітинних концентрацій [camp]/ [cGM?3 
можна використовувати для прогнозування проліферативної активності 
нормальних та (іухлинних клітин. У карциномних клітин л ін ії  А-549 
цей показник дорівнює 3 ,4 ,  тоді як у псевдонормальних клітин ліній 
яхн-зтз та іткк-49?  -  відповідно 34,7 та 103 ,Є. ТФР-р несуттєво
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впливає на відношення [ campJ / ^ cGMp]  у клітин л ін ії  А-549, але

значно підвищує його у клітин ліній  NIH-3T3 та NRK-49P.
6 . Клітини з різним характером проліферативної в ід п о в ід і на 

д ів  ТФР-р /карцинома л ін ії  А-549, саркома л ін ії  ПС-ЇОЗ /клон Зсб/ 
та псевдонормальні фібробласти л ін ії  НІК-ЗТЗ/ відрізняю ться між 
собою за активностями секретованих ними факторів росту та плазмі­
ноподібних протеїназ. Активність останніх є найвищою в середови­
щі , кондиційованому саркомними клітинами. ТФР-£, ЕФР та г іп ер ­
термія можуть впливати на що активність.

7 . Гіпертермічна обробка клітин модулює їх  здатн ість секрету 
вати речовини з властивостями факторів росту. У пухлинних клітин 
ця аутокринна функція виражена сильніше, ніж у псевдонормальних 
клітин.

8 . Гіпертермія впливає на вм іст м-РНК протоонкогенів с-тус і 
c - fo s  . Зміни, що виявляються при цьому, подібні на т і ,  як і ін ­
дукуються в клітинах ТФР-р і /ч и /  ЕФР. Характер цих змін п ід  впли­
вом ТФР-р не відображає їх  прямої кореляції з дією даного фактора 
росту на проліферацію клітин.

9 .  Проведене комплексне вивчення впливу ТФР-/» на функціонуван­
ня регуляторних систем, що локалізовані в плазматичній мембрані, 
цитоплазмі та ядрі псевдонормальних фібробластів, саркомних та ка- 
рциномних клітин. Отримані результати дозволяють вважати, що про- 
ліферативна відповідь клітин на дію ТФР-р залежить в ід  їх  мор$о- 
функціонального стану, особливостей мікрооточення та умов застосу­
вання даного фактора росту.

10. Функції клітин ранніх з а р о к і в  риб можуть регулюватися 
ТФР-£ або гомологічними факторами росту. На це вказує виявлення 
поліпептидних речовин з властивостями ТФР-£ та специфічних рецеп­
торів даного фактора росту в зародках костистої риби в"юна.
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