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АКТУАЛЬНІСТЬ РОБОТИ. Важливою властивістю живих органі зі;,', в 

є їх здатність пристосовуватись до екстсемальних умов навколиш­

нього середовища. Гоку широке зацікавлення виклизють досліджен­

ня біохімічних змін, що відбуваються у клітинах тварин і людини 

під впливом стресових чинників, а також з’ясування молекулярна 

механізмів, які забезпечують виживання клітин та відновлення їх 

нормальних фізіологічних функцій після припинення такого впливу̂

Встановлено» що іони важких металів, арсеніти, йодацетамід 

[Levinson et al., 1980], дефіцит гюокоаи CPouyssegur et al., 

19773, ультрафіолетове опромінювання [Williams et al., i989J, a 

також інші діючі агенти [Levinson et al.,1980, Lee et al.,19913, 

викликають у клітинах регулгторні ефекти, які за багатьма озна­

ками подібні до тих, що мають місце ііри дії гіпертермії [Welch, 

1990]. У зв'язку ь цим результати досліджень біохімічних 8МІН, 

що виникають у клітинах під впливом теплового шоку, можуть бути 

використані при вивченні молекулярних механізмів дії різноманіт­

них екстремальних умов на клітини.

До тепер залишаються недостатньо 8’ясованими молеісулярні 

механізми, що забезпечують функціонування різних регуляторних 

систем клітин під час дії гіпертермії та після її припинення. 

Проведення досліджень у цьому напрямку взклиье для розробки ре­

комендацій по забезпеченню скерованого впливу на виживання клі­

тин в умовах дії стресових чинників та поверненій клітин до нор­

мального фізіологічного стгчу. Перш за все необхідно порівняти 

протікання цих процесів у нормальних та пухлинних клітин, 

оскільки локальна гіпертермія пухлин дропонувться як один.іе за­

собів лікування онкологічних хворих [Robins et а]., 1984, а̂врид 

и др., 1987].

Оскільки багатьма дослідниками [Roberts & Spom, 1935, 

Кусень, Стойка, 1Э85, Никольский и др.. 1987, Massague, 1990] 

показано, що основними регуляторами багатьох клітинних функцій у 

нормі та прк різних патологічних'станах органі ему в гюаіпептидні 

фактори росту ;ПФР). то доцільним е дослідити роль цих факторів 

ропту у процесах відновлення функцій нормальна і пух.а/нних клі­

тин у період після припинення дії гіпертермічного шоку. У лершу 

чергу, увагу тут привертав трансформуйчий фактор росту й-т«п̂
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(ТФР-fl), який є одним з найбільш поширених факторів росту, а 

мРНК дадого фактора рс>;ту та його рецептори виявляються практич ­

но в усіх досліджених нормальних та пухлинних клітинах CDerynck 

et аі., 1985, 1987, Wakefield et al., 1987).

МЕТА ТА ЗАВДАНІМ ДОСЛІДШДИ: Головно» метою роботи було

8’ясувати роль аутсісринних механізмів у регуляції процесів біо­

синтезу ДНК та білків v період відновлення функцій нормальних і 

пухлинних клітин тварин і людини після гіиертермічно'ї обробки.

Для досяги шя цієї мети пост&ьлені так?, завдання:

1. Дослідити вплив теплового шоку на здатність їсиітин сек- 

ретуваг у культуральне середовище речовини, що регулюють синтез 

ДНК та синтез клітинних білків;

2. Вивчити вплив теплового шоку на електрофоретичні спектри 

новосинтезсваних білків у нормальних та пухлинних клітинах тв̂ 

рин і ЛіОДИГ •;

3. Вивчити дію ТФР-0 на електрофоретичні спектри білків у 

клітинах різного походження;

4. Дослідити вплив теплового шоку, ТФР- 0 та епідермального 

фасгора росту (ЕФР) на активність секрєтованих клітинами серино- 

вих проте!нал;

5. Дослідити вплив теплового шоку, ТФР-з та ЕФР на вміст 

мРНК протоонкогенів с-шус та c-fos у нормальних і пухлинних клі­

тинах.

НАУКОВА НОВИЗНА РОБОТИ. Встановлено, іцо у пухлинних клітин 

в хсді відновлення )х функцій після дії теплового шоку активу­

ється секреція факторів, які регулюють інтенсивність біосинтезу 

ДНК та білків. У нормальних .клітинах, на відміну від пухлинних, 

секреція таких регуляторів суттєво не змінюється. Серед фа”то- 

річ. що ііродукухгься пухлинними клітинами, зхдуъе кіісце займа­
ють таї;!, активність яких суттєво залежить ’ід тимчасового за- 

киелен ч середо£;іша, у якому перебувають ці фактори.

Провгдгве порівняльне дослідження спливу теплового шоку та 

окремих ГФР на ьктигніогь секрч,-говчних клітинами серинових про­

тивазі Ве?айобкж>,'вр гіпертермія, ТФі-в та ЕФР викликають по­

дібні хазактер̂м вмічи у рівні акт» лості плазміноподібних 

Протеїназ у яок«иЦі.онсівааил клітина̂ куяьтурадькйч середов.пцнх.
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Найвищій рівень активності цих протеїна? виявляється у середо­

вищі, кондиціонованому саркомними клітинами.

Результати порівняльного вивчення дії гіпертермії га ТФР-Ц. 

і ЕФР на інтенсивність транскрипції мРНК протоонкогенів с-тус та 

c-fos у нормальних і пухлинних кліткнах свідчать про те, що ці 

. чинники у багатьох ві...адках індукують подЮні за характером змі­

ни рівня мРНК згаданих протоонкогенів.

НАУКОВО-ПРАКТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ РОБОТИ. Результати роботи мо­

жуть бути використані при розробці рекомендацій для лікування 

ончологічних захворювань за допомогою лоїильної гіг ртермії. 

Перспективним є поєднання гіпертермії деяких пухлин та зниження 

рівня pH у зоні їх локалізації.

Отримані результати дозволяють краще зрозуміти суть проце­

сів, що відбуваються у клітинах тварин і людини, при дії на них 

стресових чинників та у період відновлення нормальних клітинних 

ф/нкцій після припинення такої дії.

ОСНОВНІ ПОЛОНЕННЯ, ЩО ВИНОСЯТЬСЯ НА ЗАХИСТ:

1. Здатність пухлинних клітин продукувати фактори, що сти­

мулюють синтез ДНК і регулюють синтез білків зростає після гі­

пертермії, тоді -к нормальні клітини за таких умов продукують 

лише інгібітори цих процесів.

2. активність секретованих клітинами- речовин, шо стимулюють 

синтез ДНК та регулюють синтез білків, суттєво залежить від тим­

часового закислення середовища, у якому знаходяться ці речовини.

3. Дія на клітини тепливого шоку’, а також ТФР-о та ЕФР.ви­

кликає зростання активності секретованих цими клітинами серино- 

вих протеїназ. ,

4. Тепловий шок індукує у клітинах зміни рівня мРНК прото­

онкогенів с-тус та c-fos, які подібні до змін, що їх викликають 

ТФР-В і (чи) ЕФР.

АПРОБАЦІЯ РЕЗУЛЬТАТІВ: Матеріали дисертації доповідалися

та обговорювалися на VI Українському біохімічному в'ївді (Київ, 

1992), конференції "Биология клітки в культуре" (Санкт-Петер­

бург, 1962), конференції "Мсрфогенетнческк «кт;ігиьіе .веідества" 

(Морфоген II!, Путино, 1992), конференції молодих учених та на 

засіданні Ученої Ради Відділення регуляторних -истэу клітини



Інституту біохімії ім. О.З.Палла/іна АН України (Львів, 1992).

За матеріалами -исертаційшЛ роботи опубліковано дві нау­

кові статті та трос тез доповідей.

СТРУКТУРА ТА ОБ’ЄМ РОВОТИ: Дисертаційна робота складається

зі вступу, огляду літератури (4 розділи), матеріалів та методів 

досліджень (10 розділів),- результатів досліджень (6 розділів), 

обговорення результатів, узагальнення, висновків та списку вико­

ристаної літератури, щр містить 237 джерел вітчизняних та зару­

біжних авторів. Робота викладена на 150 сторінках друкованого 

тексту та ілюстрована 26 рисунками.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛЩИЬ

В роботі використовували клітини ліній NIH-3T3 з нормальних 

ембріонів миші та НТ-1080 з саркоми миші, отримані з колекиЧ 

клітинних культур Інституту цитології РАН (Санкт-Петербург). 

.Клітини ліній А-549 8 аденокарциноми легень людини, CCL-64'з 

карциноми легень норки та ПС-103 (клони 3 сб та 384/5) з саркоми 

микіі, індукованої підшкірною імплантацією поліхлорвінілової 

пласткнгл, отримані в Інституті канцерогенезу Онкологічного нау­

кового центру РАМН (Москва) 1 доб’гзно надані д.м.н. Ставровсь- 

кою А.А.

Всі клітини, за винятком клітин лінії ПС-103, культивували 

в середовищі Ігла в модифікації Духьбекко (ОМЕ, Flow labs., Ве­

ликобританія) з додаванням 10 X сироватки крові плодіб великої 

рогатої худоби (ДиЗлек, Мінськ). Для культивування клітин лінії 

ПС-103 використовували мінімальне середовище Ігла (Flow labs.) з 

дсдаванням 10 7. сироватки крові великої рогаг Л худоби (Москов­

ський м'ясокомбінат).

Ксіщиціоновакі середовища (к-середовища) отримували за за­

гальноприйнятою методикою [Lyons et al., 1088]. Загальна трива­

лість кондкціонуваяня становила 40 год.. 8 ході кондиціонування 

(за .4 год до його завершення) у відповідні культуральні флакони 
ьностчи (̂актори росту (ТФР-3, "> нг/мл; ЕФР, 5 нг/мл аСо їх. поед- 

K'cu.ii г. пік жз концентраціях). Одну пс :овияу об'єму к-середовищ 

ьів:ирік готували дня тестування без попереднього тимчасового за- 

кі!С..днніі СГ'Н 2,‘>, год), а іншу - після нього.
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Гіпертермічну обробку i-UiTVH (44° С, ЗО хв) здійснювали у 

термостатованій водяній бані. Для цього клітин*, висівали у куль- 

туральні флакони (у випадку збирання к-середовища) аС>. у чашки 

Г-'трі (Arumbra, Чехословаччина) (у випадку проведення електрофо­

ретичних досліджень;. Клітини в одних флаконах (або чашках Пет- 

рі) відразу піддаваш гіпертермії та інкубувачи після цього про­

тягом 48 год, в інших - 24 год інкубували до початку шоку, а 

потім - 24 год після нього. Наступні варіанти дослідів включали 

інкубацію клітин протягом ЗО, 36, 42, 44, 45, 45 і 47 год до те­

плового піоку та відповідно іВ, 12, 6, 4, 3, 2 і І год п' ?ля ньо­

го.

Інтенсивр'оть синтезу ДНК та білків у клітинах визначали за 

включенням відповідно 3Н-танину та лейцину. Для цього клі­

тини висівали в 24-лункові еластикові планшета (Linbro, Flow 

labs., Великобританія). Черея певний час кул̂турадьне середоЕще 

у планшетах замінювали на досліджуване к-середовице та інкубува­

ли у ірисутності відповідного міченого посередника. Після закін­

чення досліду визначали включення радіоактивна! мітки в нероз­

чинну у трихлороцтовій кислоті фракцію клітин, використовуючи 

сцинтиляційний лічильник Mark-III (Тгасог, Нідерланди).

Вивчення чутливості до протеолізу ріст-регулюючих факторів 

у безсир. ваткових культура»ьних середовищах, кондиціонованих 

клітинами лінії А-549 аденокарциноми легень людини до та після 

гіпертермії, проводили з використанням трипсину. К-середовища 

інкубували в присутності трипсину (76 nr/мл, Boerlnger, Німеччи­

на) протягом 1 год при 37° С в іермостатоБаній водяній бані. 

Після завершення Інкубації у пробу з метою блокування да?ьаоІ 

дії ферменту вносили соєвий інгібітор трипсину (оОО нг/мл. Sigma, 

США). У паралельному досліді до середовища перед інкубацією до­

давали розчин трипсину, попередньо вмішаний зі згаданим інгібі­

тором. В контрольному варіанті інкубацію здійснювали без будь- 

яких попередніх обробок. 4

Електрофорез білків у присутності додецлдсульфату натрію 

здійснювали за методом Леммлі (Lseagiti, 19703 а іілгтстиьках лолі- 

акриламідкого ге̂ао з градієнтом концентрації аіфкламіду в І* 7 до- 

17 Z. Новоеинтезовані їм ітиниі білки виявлнлп за допомогою ауто- 

радіографії за включенням ними 35S-метіонін:/ під час інкубації
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клітин у його присутності протягом 2-х год (дія теплового шоку) 

і 4-х год (дія ПФР).

Активність серинових протеїнаа у концентрованих в 20 разів 

8а допомогою ультрафільтрації (Апіісоп, США) к-середопшцах визна­

чали спектрофотометричко при довжині хвилі 405 нм за кількістю 

розщепленого синтетичного субстрату Zd-ала-ала-фен-арг-параніт- 

роаніліду (Діагностикум, Москва). Отримані результати розрахову­

вали в нг-еквівалентах плазміну згідно калібрувального графіка.

Кількість білка в концентрованих к-середовищах визначали за 

методом Лоурі та співавторів [Lowry et al. ,1951].

Визначення рівня мРНК протоонкогенів c-tnyc 1 c-fos здійсню­

вали після отримання сумарної РНК клітин за методом, описаним 

Бірнбоймом CBlmboim, 1988]. РНК відділяли від ДНК вибірковим 

осадженням у суміші ПСІ:етанол. Отримані препарати РНК енату- 

рувши формамІдом, наносили на нейлонову підкладку 1 "пришивали" 

до неї за допомогою опромінювання ультрафіолетовим світлом. 

ДНК-ирс би с-шус і v-fos, мічені 32Р, отримували Методом випадко­

вого праймера, використовуючи набір фірми Amershan (Великобрита­

нія). Гібридизацію мічоної ДНК з РНК, 1мобілізованою на нейлоно­

вому фільтрі, здійснювали ва эагально прийнятим методом ГМаниа- 

тис та 1н., 1984]. Радіоавтографи сканували на лазерному денси­

тометрі CS-9000 (Siilmadzu, Японія).

Всі досліди повторювали не менше 2-4 разів э 3-4 паралель­

ними експериментами у кожному варіанті. Результати обробляли 

статистично. Порівнювання двох мінливих величин проводили на 

основі t-критерію Стьюдента СРокицкий, 1967]. Відмінності між 

величинами вважали достовірними лише у ти/ випадках, коли рівень 

значимості Р даного твердження не перевиггував 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ дослідам» Т* ЇХ ОБГОВОРЕНІМ

1. ВПЛИВ ТРШОЮНИПОЧОГО «АКТОРА РОСТУ 0 ТА ГІПЕРТЕРМІЇ 

НА ЕЛЕКШХОРЕЇИЗДТ С1ШКТРИ БІЛКІВ КЛІТИН РІЗНИХ ЛІНІЙ

Щ.-б перевігити, чи ва використаних нами умов проведення гі­

пертермії v клітинах досліджчзаних ліній дійсно відбуваються 

процеси, характерні для відпсиіді клітин ::а дії» цього чинника,
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ми провели електрофоретичне дослідження інтенсивності синтезу 

білків у клітинах, які зазнавали дії теплового шоку. Поіазано, 

що у клітинах лінії А-549 через 1-6 год після припинення гіпер­

термії відсутні суттєві зміни в електрофоретичному спектрі 

білків. Лише через 12 і 18 год можна відзначити вростання 

відносної кількості білкової фракції з молекулярною масою близь­

ко 76 кДа.

Значно більш вираженими є зміни в електрофоретичному спек­

трі новосинтезованих клітинних білків, що виявляються за допомо­

гою їх мічення 35Б-метіоніном. У перші години після теплового 

шоку чітко видно майже повне припинення синтезу більшості клі­

тинних білків (рис. 1). Через 2 год після припинення дії стресо­

вого чинника спостерігається посилений синтез білка з молекуляр­

ною масою 76 і'Да, який виявляється до 12 год після припинення 

гіпертермії. Згідно до даних літератури, подібна молекулярна ма­

са характерна для найбільш поширених білків теплового шоку 

(БТШ), що виявляються у еукарістичних організмів [Welch,S01. У 

той же час електрофоретичний спектр Інших новосинтезованих біл­

ків вже через 6 год відновлюється майже до того стану, що був у 

клітинах, які не зазнавали дії стресового чинника.

-  7  -

Рис. 1. Вплив теплового шоку 

на розподіл фракцій в електро­

форетичних спектрах новосинте- 

зоваких білків клітин лінії 

А-549 аденокарциноми легень

. людини, отриманих після мічен 

ня цих білків 35S-метіоніном

1 - білки клітин, що не під­
давалися дії гіпертермії
2 - 8 - білки клітин, відпо­
відно чере? 1, 2, З, 4, 6, 12

( та 18 год після припинення 
дії гіпертермії

Стрілками вказано положення на 
електрофореграмі білків-марке- 
рів з відомою молекулярною ма- 

1 2 3 4 5  6 7 8  сою (у кДа).



Нами здійснено таке ж електоофоретичне дослідження білків 

клітин ліній ПС-103 і,,слон з сб) та NlH-йТЗ за умов гіпертермії. 

Встановлено, що у клітинах цих ліній після гіпертермії також 

відбувається різке зниження інтенсивності синтезу більшості ьлі- 

тиниих білків і одночасне вростання синтезу окремих БТШ. Отри­

мані дані свідчать про те,- що якісний склад цих білків зале,-хить 

від типу досліджуваних члітик, хоча у клітинах усіх трьох вико­

ристаних нами ліній спостерігається посилений синтез саме білків 

8 молекулярною і ісою близько 70 кДа.

У наступній серії дослідів нами здійснено електрофоретичне 

дослідж :ня новоеинтезованих білків у клітинах цих трьох згада­

них вище ліній за умов дії на них Г5Р-8. При цьому не вияалено 

змін розподілу білкових фракцій, індукованих ТФР-В. Лише у клі­

тинах лінії НТ-1080 фібросаркоми людини під впливем даного фаі. 

тора росту постерігається підвищення інтенсивності синтезу біл- 

,ків з молекулярною масою 70 та .73 кДа. Лк уже відзначалося вище, 

подібна молекулярна маса характерна також і для білків, синтез 

яких індукується у клітинах під дією теплового шоку. Модна при­

пустити, що білки, синтез яких індукується ТЗР- 0 у клітинах лі­

нії Н1-1С80, також належать до родини БТШ. До речі, у 1992 році 

виявлено вдатність ТФР-3 індукувати синтез БТШ у лк ітинах ембрі­

онів курім TTakenaka and Hightower, 1992].

Є. ЗІШЕ8 КУДЬТУРАЛЬНИХ СЕРЕДОВИЩ, ииншшонрклних КЛІТИ­

НАМИ РІЗНИХ- ЛІНІЙ ПІСЛЯ ЇХ ГІПЕРТЕРИІЧЮЇ ОБРШКИ. НА 

ІНТЕНСИВНІСТЬ БІОСНИТЕЗУ ДНК

Цей .1 наступний розділи наїшх досліджеиь Зули присвячені 

, вивченню впливу теплового шоку на здатність кліти.ч ріпних л4 іій 

секретувати речовини, які рогулхють ейнтев '"НК та білків у клі­

тинах. Інтенсивність синтезу ДНК випначали з включенням 3Н-їи- 

мідину • ДНК, а інтенсивність білкового синтезу • за включенням 

5И-лейЬшу у білки. З даних, заведених на рис. 2 видно, що куль- 

тузальні середовища, кондииіоноваиі клітинами лінії А-549 через 

4-48 гол після г,1пер?ермії, стимулюють синтез ДНК значно силь­

ніша, R1.S КОНТРОЛЬНІ середовища. МаіХИкЛЬННЙ ефект (збільшення
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% від контролю

тривалість віднов>лювального періоду / год /

Рис. 2. Вплив культурельних середовищ, кондиціонованих клітинами 

лінії АтБ4в протягом різних пре іжків часу після їх гі­

пертермії, на включення Зн-тимідину в ДНК клітин цієї ж 

ЛІНІЇ

І І - бев закислення

Q  - після тимчасового закислення

(Загальна тривалість кондиціонування в усіх дослідах та всіх 

варіантах становила 48 год. Включення 3Н-тим1дину в ДНК клітин 

у присутності середовища, кондиціокованого клітинами, які не 

ьазнавали гіпертермії, становило 8706+275 імп/хв у розрахунку 

на клітини однієї лунки).

в 3,3 pas) виявило середовище, .дондиціоноване цими клітинами 

протягом 48 год після припинення теплового шоку.

Відомо, що цілий ряд клітин можуть синтезувати і секретува­

ти у позаклітинне середовище ПФР, у тому числі ТФР-fl (DeLarco 4 

Todaro, 1976, Roberts, 84). За даними літератури CPircher et al..



86, Lyons et al., 88], останній фактор росту знаходиться в куль­

туральному середовищі переважно у формі біологічно неактивного 

комплексу 81 спеціальним зв'язуючим білком. Вивільнення 7ФР-8 8 

його латентної форми за умов in vitro найкраще відбувається у 

культурально-.у середовищі, по має кисле pH. Враховуючи ці дані 

ми дослідили вплив тимчасового закислення (1 год, pH 2,0) на 

рістрегулюючу здатніс j середовищ, коидиціонованих клітинами 

лінії А-549. Виявлено, що після такої обробки вгадані середовища 

набувають вдатності інгібувати включення 3Н-тим1дину у ДНК клі­

тин цієї лінії. Максимальний інгібуючий ефект спостерігається у 

випадку, виїсористання вакислених культуральних середовищ, кон- 

диціонованих протягом 18 год після теплового шоку.

Аналогічне дослідження проведене нами з використанням сере­

довищ, коидиціонованих клітинами лінії ПС-103 (клон 3 сб) іэ 

саркоми миоі (рис. 3). При цьому лише для середовищ, як* конди- 

ціонувалися клітинами' дано! ліні! протягом 18 та 24 год після 

теплового шоку, спостерігається достовірне підвищення вдатності 

к-середовищ стимулювати включення -̂тимідину в ДНК клітин цієї 

ж лінії. Коли в якості мішеней для дії цих середовищ використо­

вували клітини лініі А-649, то було виявлено більш виражений 

рістрєгулсючий вплив. Так, Істотне підвищення рістстимулпочої 

активності виявляється вже у середовищі, кондиціокованому протя­

гом 4-х год після гіпертермії, а максимальне значення такої ак­

тивності спостерігається через 18 год.

На рис. З г.рдно, що під впливом тимчасового закислення 

к-середовища клітин лінії ПС-103 (клон 3 сб) втрачають рістсти- 

мулпочу здатність 1 набувають рістінгібуючої здатності. Цей 

ефект має місце як прк використанні в якості мішеней клітин лі­

нії ПС-103, так 1 клітин лінії А^549. .
При дослідженні впливу гіпертермії на рістрегулюючу здат­

ність культуральних середовищ, коидиціонованих псевдонормальними 

фібробластами лінії NIH-3T3 (рис. 4), ми не виявили гакої, як 

для пухлинних клітин ліній А- 19 та ПС-103 (клон 3 сб), стимулю­

ючої м'" к-сер.довинина інтенсивність синтезу ДНК. Більше того, 

середоьмда. кондиціоновані нормальними клітинами у перші 4 год 

ПІСЛЯ Гіпертермії, інгібують F JEXiUeHHH 3Н- тимідину в клітини ці-
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тривалість відновлювального періоду /год/

тривалість відновлювального періоду /год/
Рис. 3. Вплив культуральних середовищ, нондиціонованих клітина­

ми ліні! ПС-103 (клон 3 сб) саркоми миші протягом різ­

них проміжків часу після їх гіпертермії, на включення 

3Н-тимідину в ДНК клітин цієї ж лінії (а) та клітин лі­

нії А-549 (б)

□
0

- 5ев вакислення

після тимчасового»закислення

(Загальна тривалість кондиціонування в усіх дослідах та всіх 
варіантах становила 48 год. Рівень включення мітки у ДНК клі­
тин у присутності дередовмца, кондиціонованого клітинами, які 
не зазнавали гіпертермії, становив відповідно 3731*209 та 
2042+129 Імл/хв у розрахунку на клітини однієї лунки)’
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триваліоть відновлювального періоду / год /

тривалість відновловального періоду / год /

Рис. 4. Вплив культурам»них середовищ, кондиціонованих митними 

ембріональними фібробластами ліьії NIH-3T3 протягом

Р’ЗНИХ проміжків часу після їх гг'пертермії, на ключен- 

ня 3Н-тимідину в ДНК клітин ціе'1 ж лінії (а) та клітин 

лінії А-549 (б) •

П  - без 8ЛКИСЛЄНЩ

^2 - після тимчасон о закислення

(Заг.льнз тривалість кондиціонування а усіх досл. .ах та всіх 
варіа їх становила'48 год. Рівень включення мітки у ДНК клі­
тин v присутності середовища, кзндидіонованого клітинами, які
не аазнлвали гіпертермії, ст.ловив відповідно 16285+675 та
SiCo.fJ'Oi ічп/хв у розрахунку іа клітини однієї лунки).
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єї ж лінії та пухлинні клітини лінії А-549 (рис. 4).

Тимчасове закислення не виявляє помітного впливу на рістре- 

гулюючу вдатність середовищ, кондиціонованих клітинами лінії 

NIH-3T3. Ці дані свідчать про відсутність у цих середовшмх фак­

торів, подібних до ТФР-в, активність яких виявляється лише після 

тимчасового закислення сер'-довита, де вони знаходяться.

Для того, щоб встановити, чи дійсно рістрегулюючі фактори, 

що виявляються у к-середовищах, мають поліпептидну природу, нами 

проведене вивчення чутливості до дії трипсину рістрегулюючих ре­

човин, що містяться у культуральних сере.г/івицах, кондиціонованих 

клітинами лінії А-549. Отримано результати, які дозволяють вва­

жати, що не лише рістстимулюючі фактори, але й рістінгібуючі 

фактори є чутливими до протеолітичного розщеплення вказаним фер­

ментом. •

3. ВПЛИВ КУЛЬТУРАЛЬНИХ СЕРЕДОВИЩ. КОНДИЦІОНОВАНИХ КЛІТИ­

НАМИ РІЗНИХ ЛІНІЙ ПІСЛЯ ЇХ ГІПЕРТОНІЧНОЇ ОБРОБКИ, НА 

ІНТЕНСИВНІСТЬ БІОСИНТЕЗУ ВІЛКІВ

При вивченні впливу гіпертермічної обробки клітин на здат­

ність їх культуральних середовищ регулювати синтез білків у клі­

тинах лінії А-549 показано, що у перші 4 години після припинення 

теплового шоку ці середовища виявляють, здатність інгібувати да­

ний процес (рис 5). Проте, середовища; кондиціоновані протягом 

6-18 год після шоку стимулюють включення "fy-лейцину у клітинні 

білки. Тимчасове закислення посилює стимулюючий ефект даних се­

редовищ. Необхідно відзначити, що ТФР-В, активна форма якого 

звільняється під час підкислення, володіє анаболічною дією 

ETakenaka & Hightower,1992].

Аналогічне дослідження властивостей середовищ, кондиціоно­

ваних клітинами лінії ПС-103, не виявляє помітного впливу цих 

середовищ на інтенсивність синтезу білків у клітинах ліній 

ПС-103 та А-549 (рис. 6), а тимчасове закислення викликай поміт­

не інгібування цього процесу. Ці дані свідчать про певні відмін­

ності у протіканні біосинтетичних процесів у пухлинних клітинах 

епітеліального (лінія А-549) та мезенхімального (лінія ПС-103) 

походження.



Дослідження впливу середовищ, коидиціонованих псевдонор- 

мальними клітинами лінії NIH-3T3, на рівень білоксинтетичної ак­

тивності не виявляє помітного ефекту гіпертермії та тимчасового 

Зсікислення (рис. 7).
Таким чином, нами встановлено, що гіпертермія підвищує 

вдатність пухлинних клітин ліній А-549 та ПС-103 секретуьати у 

культуральне сере, тище речовини, що стимулюють біосинтез ДНК та 

регулюють синтез білків. Для псевдонормгльних клітин такі влас­

тивості не характерні. Враховуючи характер впливу тимчасового

% до контролю
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тривалість відновлюв&льного періоду /год/

Рис. б. Вплив культуральних середовищ, коидиціонованих клітина­

ми лінії А-549 протягом рівних проміжків часу після їх 

Гіпертермії, на включення ®Н-лейцину в білки клітин ці­

єї ж лінії

Q  - без закислення

£2 - після тимчасового вакислення

(Загальна тривалість койдиціонування в усіх дослідах та всіх 

варіантах становила 48 год. Включення 3Н-лейцину в білки клі­

тин у присутності середовища, кондиціонованого клітинами, які 

не зазнавали гіпертермії, становило 3981+108 Імп за хв у роз­

рахунку на клітини однієї, лунки)



is -

»

тривалість віановлювального* періоду /гол/

Рис. 6. Вплив культуральних середовищ,' кондиціонованих клітина­

ми лінії Ш-103 (клон 3 сб) саркоми миші протягом різ­

них проміжків часу після їх гіпертермії, на включення 

3Н-лейцину в білки клітин цієї ж лінії (а) та клітин 

лінії А-549 (б)

|~~[ - без закислення

- після тимчасового закислення 

(Загальна тривалість кондиціонування в усіх дослідах та всіх 
варіантах становила 48 год. Рівень включення мітки у більш 
клітин у присутності середовища, кондиціонованого ...і і тинами, 
які не зазнавали гіпертермії, становив відповідно 2105+90 та 
2210+130 імп/хв у розрахунку на клітини однієї лунки)

тривалість відновлювального періоду /год/
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тривалість відновлювальнвго періоду / год /

тривалість відновлювального періоду / год /

Рис. 7. Вплив культуральних середовищ, кондиціонованих мишиними 

ембріональними фібробластами лінії NIH-3T3 протягом 

різних проміжків часу після їх гіпертермії, на включен­

ня 3Н-лейцину в білки клітин цієї ж лінії (а) та клітин 

лінії А-549 (б)

Q  - без закислення

- після тимчасового закислення

(Загальна тривалість кондиціонування в усіх дослідах та всіх 
варіантах становила 48 год. Рівень включення мітки у білки 
клітин у присутності сереповюца, кондиціонованого клітинами, 
які не зазнавши гіпертермії, становив відповідно 3014+217 та 
844+80 імп/хв у розрахунку на клітини однієї лунки)

' « ї ї
*



закислення та чутливість рістрег> лаючих речовин до дії трипсину 

імоьірно, що такі властивості зумовлені присутністю в цих сере­

довищах ТФР-0.

4. ВПЛЗЗ ТРАНИОРМУЙЧОГО ФАКТОРА РОСТУ 8. ШДЕРИАЖЬНО- 

ГО ФАКТОРА РОСТУ ТА ГІПдРТЕИИЧИОЇ ОБРОБКИ КЛІТИН ІІА

тат- .цю >лмй сЕРиаг мх кротеїнлз
Нами проведене вивчення впливу ТФР-е. ЕФР та гіпертермії на 

рівень активності протеїназ, секретоваяих клітинами ліній А-549,

ПС-103 та NIH-3T3. Згідно до даних інгібіторного аналізу основна 

часі.*на протеолітичної активності належить сериьовим протеїна- 

зам, Відомо, щр саме протеїкази цього типу можуть активувати ла- 

тен.лу форму ТФР-В [Lyons et al.. 1968]. Тому у своїй роботі ми 

вистачали ступінь розщеплення специфічного для плазміноподібних 

протеїназ хромогенного пептидного субстрату.

Показано, що найвищий рівень активності (43,3 нгтекв плаз­

міну) зиявляеггся у середовищах, кондиціокованнх клітинами лінії 

ПС-103. Для клітин лінії A-64S характерний майже у 3,5 разів 

нижчий рівень такої активності (12,6 нг-екв плазміну). Рівзнь 

протеолітичної акти, дості в к-середовищі фібробластів лінії 

NIH-3T3 з нормальна ембріонів миші близький до рівня цієї ак­

тивності у середовищі, кондиціонованому карциномиими клітинами 

лінії А-549 і дорівнює 11,6 нг-екв плат :Іну в 1 мл середовища.

На рис. 8, а показано, що під дією ТФР-В 1 осс-іливо ЕФР і 

карцкномні клітини лінії А-549 спостерігається підвищення про- 

теїназної активності в кондиціонованих середовлщах. Поєднання 

впливу ЕФР і ТФР-3 діє ппктичко так само, як і ва відсутності 

останнього. Гіпертермічна обробка клітин лінії А-Б*9 індукує 

вростання протеїназаої активності, причому, їв продовженням три­

валості часу після припинення дії теплового -оку ця зміна поси­

люється (рис. 8, г).

Протеолітична активність у середовкаі, кондиціонованому 

саркомними клітинами лінії ПС-103 (клон 3 сб), підвищується май­

же у 2 раеи після дії щ> клітини ТФР-8 рис.8, б). ЕЮР не зми­

ває на ідо активність 1 не змінює її підвищеного рівня, індукова­

ного ЇФР-fl. Гіпертермічна обробка цих клітин не вшгликпз догстск.

; ЛНБ ім. В. Стеф^;:и,:а
А Н  України
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Рис. 8. Вплиь ТФР-В, ЕФР, їх поєднання (a-в) і гіпертермічної, 
обробки клітин і'г-е) на активність плазміноподібнин 
протеїназ у безсиросатковому культуральному середовищі, 
кондиціонованому цими клітинами 

а, г - клітини лінії А-549; б, д - клітини лінії ПС-103; 
в. е - клітини лінії NIH-3T3 •

(1 - контроль, 2 • ТФР-В (10 нг/мл), 3 - ЕФР (10 нг/мл). 4 - 
ТФР-3 + ЕФР, 5 - через 2 год після теплового шоку, 6 - через 6 
год після теплового шоку, 7 - через 18 год після теплового шоку) 

(по осі ординат: А - активність протеїназ, нг-еквіваленти
плазміну в Імл середовища)



вірних змін активності серинових протеїназ, секретованих ними 

(рис 8, д).

Активність серинових протеїназ у культуральному середовищі, 

кондиціонованому псевдонормальними фібробластами лінії "ІН-ЗТЗ, 

підвищується під впливом ЕФР 1 особливо при його поєднанні 8 

ТФР-8 (рис. 8, в). Гіпертермічна об(юбка клітин лінії NIH-3T3 

також індукує підвищення протеолітичної активності в кондиціоно­

ваних ними культуральних середовищах, причому максимальний 

рівень цієї активності спостерігається через 2 год після .припи­

нення дії теплового шоку (рис. 8, е).

Таким чином, нами виявлено, що ПФР та гіпертермія виклика­

ють подібні зміни в активності секретованих клітинами серинових 

протеїназ. Це дозволяє припустити, що описаний вище аугорегуля- 

торний процес відіграє важливу роль у відновленні клітинних 

функцій після дії теплового шоку. Крім того, встановлено, що ак­

тивність цих ферментів, секретованих оаркомними клітинами, знач­

но перевищує таку активність у випадку середовищ, кондиціонова- 

них клітинами іншого похидження.

Б. ВПЛИВ ТРАНС0ОРМУЮЧОГО «АКТОРА РОСТУ 8. ЕПІДЕРМАЛЬНО­

ГО ФАКТОРА РОСТУ ТА ГІПЕРТЕРМІЧНОЇ ОБРОБКИ КЛІТИН НА 

ВМІСТ В НИХ мРНК ПРОТООНКОПЗПВ с-иус та c-fos

Вплив на клітини різних стресових чинників викликає зміни 

їх проліферативної активності. При цьому серед швидких ефектів 

дії на клітини стресових чинників, зокрема теплового шоку, важ­

ливе місце займають зміни у рівні експресії певних генів. Відо­

мо, що у відповідь на гіпертермію одночасно зі зниженням 

інтенсивності синтезу більшості клітинних білків відбувається 

різке підвищення рівня експресії геній БТШ [Welch, 1990Ї. Вух та 

співавтори (Bukh et al. 19901 виявили зміну інтенсивності екс­

пресії деяких протоонкогенів, що відіграють важливу роль у ви­

значенні проліферативної активності клітин.

На сьогодні загальновизнаним є твердження про те, що основ­

ними регуляторами проліферативної активності клітин е ПФР. Оче­

видно, що інтеграція багатьох регуляторних сигналів, які генеру­

ються в окремих компартментах клітин Під дією факторів .x>c t v .
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відбувається у клітинному едрі [Hunter. 1991, Morelio et. al., 

19SQ].

Важливим елементом у регуляторній діТ ТФР-В є Індукована 

ним експресі,, генів, які кодують ї. анскрипційні фактори (c-jun. 

Jut. В. c-fos, с-my с), I№P, рецептори факторів росту або інші 

біорегулятори, які, у свою чергу, можуть індукувати різноманітні 

ефекти у клітинному ядрі [Massage, 19903. Є підстави вважати, 

що вплив ТФР-В на проліферацію та лиферєниізціг клітин зумовле­

ний саме каскадом вторинних ядерних ефектів, індукованих продук­

тами вказаних генів [Massague, 19901.

Нами проведене дослідження впливу ТФР-В, ЕФР та гіпертермії 

на рігень експресії мРНК протоонкогенів с-тус та c-fos у кдіїи- 

н.ах досліджуваних лівій. Показано, що динаміка викликаих дією 

цих' чинників о мін в; Лету мРНК - продукту гена с-тус у карцином- 

них клітинах лінії А-549 суттєво залежить від наявності сироват- 

кч креві у і ’льтурадьному середоьиті. Виявлено істотні відмін­

ності у зміні вмісту мРНК згаданого протоонкогена між асевдонор- 

мальними фібробластами лінії NIH-3T3 та клітинами ліній ПС-103 

(клон 384/5) 1 А-549 після їх гіпертермічної с '>робки. Проте, для 

всіх трьох ліній і елітин динаміка змін експресії гена с-тус у 

клітинах, що зазнали дії теплового «оку, залежності від їх ти­

пу нагадує таку динаміку у клітинах під дією окремих факторів 

росту або їх поєднання. Ці дані вказують на можливу роль 

експресії ген? с-шус у процесах відновлення клітинних функцій 

після гіпертермії.

У подібних дослідженнях впливу ТФР-в і ГФР та гіпертермії 

на вміст мРНК протоонкогена c-fos встановлено, що характер дії 

цих чинників суттєво залежить від типу клітин-мі эней. Проте, 

для кожної з досліджених клітинні» ліній дія теплового шоку на 

інтенсивність експресії гена c-^os в подібне» до дії одного із 

вгаданих факторів росту, або їх поєднання.

УЗАГАЛЬНЕНІМ

Порівняння результатів проведених нами досліджень з наявни­

ми у літературі даними, що стосуються вивчення наслідків гівер- 

термічного впливу нз клітини рівних організмів, дозволяв зробити
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ряд узагальнень. Ми вважаємо, що оалливу роль у відновленні нор­

мальної інтенсивності синтезу ДНК та білків відіграє здатність 

клітин секретувати бісрегулятори росту. Про це свідчить наяв­

ність у к-середовищах, отриманих від пу- чинних клітин ліній 

А-649 та ПС-103 (клон З.сб) через б і більше год після припинен­

ня гіпертермії речовин, що регулюють синтез ДНК та білків у цих 

клітинах. У той самий .іс куль турпані середовища, кондиціоно- 

Еані псевдонормальними фібробластами лінії NIH-3T3, не володіють 

вдатністю стимулювати біосинтетичну активність у клітинах. ЦІ 

дані вказують на наявність відмінностей у прояві аутокришіих 

функцій у нормальних та пухлинних клітинах, що піддавалися теп­

ловому шоку.

Встановлено, що електрофоретичні спектри БТШ, Індукованих 

гіпертермією у клітинах досліджуваних нами ліній відрізняються 

між собою. Якщо синтез БТШ з молекулярною масою бли8і.::о 70 кДа 

індукується в усіх типах клітин, то БТШ з молекулярною масою 

близько 85 кДа - у клітинах і̂ній ІІС-103 та NIH-3T3, а БТШ в мо­

лекулярно» масою близько 100 кДа - у клітинах гінії NIH-3T3. У 

клітинах лінії НТ-1080 з фібросаркоми людини під дією ТФР-Р від­

бувається зростання синтезу білків з молекулярною масою 70 та 73 

кДа, які га деякими властивостями подібні до БТШ.

Порівняльне дослідження впливу гіпертермії а одного боку та 

ТФР-Р і ЕФР з іншого боку, па активність секретованих клітинами 

сериноввч протеїназ свідчить про подібність амін у активності 

цих ферментів під впливом вгаданих чинників. Максимальний рівень 

активності серинових проте!нае спостерігається у культуральних 

середовищах, кондиціонованих сарксмними клітинами (лінія ПС-103 

(клон 3 сб)). Оскільки вважається, що деякі серинові протеїнази 

(плазмін, катепсин D) -здатні активувати л: тентну форму T$F-в, то 

не виключено, що таке підвищення протеолітичної активності у по­

заклітинному середовищі сприяє участі ТФР-Р в аутокринній регу- 

лг’Цї функцій цих клітин у період їх відновлення після дії гі- 

пертермічного стресу. Виявлено також, що еміни у вмісті мРКК 

протоонкогенів с-тус та c-fos, які викликаються гіпертерміє» та 

ТФР-6 і ЕФР в подіб ями.

. Отже, вдатність клітин до секреції ПФг“, зокрема ТФР-В, і
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функціонування у них регуляторних систем, які сприяють появі 

біологічно активної форми цього фактора росту (плазміноподібні 

протеїнази) ті опосередковують його дію (протоонкогенч с-оаус та 

c-fos), мож, л> відігравати важливу роль в аутокринній регуляції 

клітш'чих фунадій у період їх відновлення післ- гіпертермії.

ВИСНОВКИ

1. Гіпертермія підвищує здатність пухлинних клітин ліній А-549 

та ПО-103 сєкрехува?;. у культурадьне середовище речовини, що 

стимулюють біосинтез ДНК та регулюють синтез білків. Після тим­

часового закислення кондиціоновані середовища, отримані від цих 

пухлинних клітин, втрачають таку активність і набувають здатнос­

ті інгібувати біосинтеа ДНК.

2. Гіпертермія індукує у псевдонормальних фібробластів лінії 

КІН-ЗТЗ здатність секретувати інгібітори синтезу ДНК та білків. 

Через ft і більше годин після припинення теплового шоку така ак­

тивність у цих клітин не проявляється.
3. Фактори, що секретуються у культуральне середовище клітина­

ми лінії А-549 аденокарциноми легенів людини і регулюють синтез 

ДНК, мають поліиептидну будову, оскільки вони є чутливими до дії 

трипсину. .

Характер впливу тимчасового закислення ка активність ріст- 

регулюючих факторів, секретованих у культуральмз середовище пух­

линними клітинами, які зазнали гіпертермії, вказує на наявність 

серед них трачсформуючого фактора росту в-типу.

5. Трансформуачий фактор росту а та сироватка крові плодів ве­
ликої рогатої худоби володіють здатністю інтенсифікувати синтез 

білків а молекулярною масою близько 70 і 73 кДа у клітинах лінії 

КТ-1080 фібросаркоми людини. Діючи л& клітини лінії А-549, про­

ліферація яких інгібується трансфсрмуючим фактором росту в, цей 

фактор суттєво не впливає на інтенсивність синтезу згаданих біл­

ків.

6. Рівень активності плазміноподібких протеїназ у середовищі, 

кондиціокованому саркомними клітинами (лінія ПС-103), майг.е у 

3,5 разів перевищує такий рівень у середовищі, кондиціоновапому 

карциномними (Лівія А-549) та псевдснормальними (ліні* NIH-3T3)
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клітинами. Гіпертермія, трапсформуючий фактор росту В і епідер­

мальний фактор росту викликають подібні зміни в активності плаз- 

міноподібних протеїназ, що секреі-уються рівними типами клітин у 

беасироваткове культурельне середовище.

7. Гіпертермія, ірансформуючий фактор росту в і епідермальний 

фактор росту індукують тимчасове зростання вмісту1 мРНК протоон- 

когена с-тус, що вказує на можливу роль експресії гена с-тус у 

процесах відновлення клітинних функцій після гіпертермії.

8. Характер впливу трансформуючого фактора росту в і епідер­

мального фгктора росту та гіпертермії на вміст мРНК протоонкоге- 

на c-fos суттєво оалекить від типу клітин-мішеней. Для кожної 8 

досліджених клітинних ліній дія теплового шоку на інтенсивність 

експресії гена c-fos є подібною до дії одного 1э згаданих фак­

торів росту, або їх поєднання.

9. Результати проведених нами досліджень свідчать про неодна­

ковий вплив гіпертермії на процеси росту нормальних і пухлинних 

клітин. Важливу роль у відновлені функцій пухлинних клітин може 

Відігравати трансформуючий фактор росту в.
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