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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність проблеми. Регуляція проліферації і дифе­

ренціації клітин під час початкових стадій ембріонального розвит­

ку має ряд особливостей у порівнянні э регуляцією цих процесів .у 

дорослих органівмів. У цей період розвитку, коли ще не сформована 

нейро-ендокринна система тварин, важливу роль відіграють поліпеп- 

тидні фактори росту (ПФР) [Стойка, Кусень, 1988; Грунц, 1990].

Вперше думку про те, що фактор росту фібробластів (ФРФ) може 

приймати участь в індукції утворення мезодерми під час ембріоге­

незу в амфібій, висловив Слек та співавтори [Slack et al., 19873. 

Згодом, аналогічний висновок про роль ФРФ було зроблено в резуль­

таті досліджень процесів ембріонального розвитку у птахів і ссав­

ців CLui, Nicoll, 1988; Olwin et al., 19913.

Невідомо, чи міотиться ФРФ в зародках костистих риб і чи 

клітини цих зародків є компетентними до його дії. Невивченим за-
‘ІБф

лишається питання і про особливості біологічної дії ФРФ холоднок­

ровних хребетних тварин. Такі дані в важливими, оскільки зародки 

деяких видів риб, поряд із зародками амфібій, використовуються як 

модель для з’ясування закономірностей регуляції проліферації та 

диференціації клітин під чао ембріонального розвитку [Костомаро­

ва, 1974, 1975].

Мета та завдання дослідження. Головною метою роботи було 

встановити, чи може фактор росту фібробластів виконувати регуля­

торну роль у клітинах ранніх зародків костистих риб. Для досяг­

нення поставленої мети у роботі ставилися такі основні завдання:

1. виявити у клітинах зародків в'юна, ізольованих нз стадії 

пізньої бластули, поліпептидний фактор росту з ФРФ-подібною біо­

логічною активністю та очистити його;

2. вивчити фізико-хімічні та біологічні властивості ФРФ а 

клітин зародків в'юна і порівняти їх з такими властивостями ос­

новного ФРЇ бика;

3. виявити та охарактеризувати специфічні рецептори SP® у 

клітинах зародка в в'юна.

Наукова новизна роботи. Показано, що клітини зародків кос­

тистої риби в'юна, ізольовані на стадії пізньої бластули, містять



фактори росту, які за фізико-хімічними (молекулярна маса, спорід­

неність до гепарину, поведінка під час іонообмінної хроматографії 

на колонці, заповненій КМ-сефадексом), імунологічними властивос­

тями і за біологічною активністю відносятьоя до родини ФРФ.

З клітин ранніх зародків риб виділений і частково очищений 

ФРФ-подібний фактор росту в кількості, достатній для дослідження 

його влзотивостей. Виявлено значну подібність біологічних власти­

востей ФРФ з клітин зародків в'юна і оФРФ з мозку бика, який ви­

користовувався .іншими дослідниками під час вивчення механізмів 

індукції розвитку мезодерми [Slack et al., 1987, 1989; Ruiz 1

Altaba, Melton, 19893.

В клітинах зародків в'юна на стадії пізньої бластули виявле­

ні високоафінні специфічні рецептори ФРФ та вивчені їх властивос­

ті.

Науково-практичне значення роботи. Виявлення ФРФ-подібних 

факторів рооту і специфічних рецепторів цих ПФР у клітинах зарод­

ків костиотої риби в’юна дозволяє запропонувати цей об'єкт як 

альтернативну експериментальну модель для вивчення молекулярних 

механізмів індукції розвитку мезодерми у тварин.

Отримані результати дозволяють поширити на представників 

класу риб раніше зроблені висновки щодо ролі окремих ПФР як емб­

ріональних індукторів під час процесів розвитку у тварин. Врахо­

вуючи ці результати, доцільно поширити на інших хребетних, а мож­

ливо і на безхребетних, дослідження, скеровані на з'ясування біо­

логічної ролі цих ISSP.

Основні положення, що виносяться на захист.

1. Клітини зародків в'юна, ізольовані на стадії пізньої 

бластули, піддаються регуляторному впливу ФРФ-подібних факторів 

росту, оскільки вони містять ці біорегулятори і мають їх специ­

фічні рецептори.

2. ФРФ-подІСні фактори росту з клітин ранніх зародків в'юна 

за своїми фізико-хімічними, імунологічними властивостями та біо­

логічною активністю відповідають оФРФ бика.

Апробація роботи та публікації. Матеріали дисертації допові­

далися та обговорювалися на радянсько-фінському симпозіумі з біо-
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логі5 розвитку (Суздаль, 1991), VI Українському біохімічному 

в'їзді (Київ, 1992), нараді "Біологія клітини у культурі" 

(Санкт-Петербург, 1992), конференціях молодих вчених, семінарах і 

засіданні Вченої ради Відділення регуляторних систем клітини Інс­

титуту біохімії АН України.

За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано три статті 

та трое тез доповідей.

Структура та об'єм роботи. Дисертація складається зі вступу,
* . * і 

огляду літератури, опису матеріалів і методів, викладу результа­

тів дослідження та їх обговорення, висновків і описку цитованої 

літератури (235 джерел). Робота викладена на 147 сторінках друко­

ваного тексту, ілюстрована 23 малюнками та 1 таблицею.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ

Зародки в’юна (Misgurnus fossilis L.) на стадії пізньої 

бластули (9 годин розвитку при 21°С) отримували за допомогою ме­

тоду, запропонованого Костомаровою та Нейфахом (1964). Клітини 

зародків виділяли використовуючи рекомендації Луцика і співавто­

рів ІЛуцик та ін., 19833.

Для виявлення ФРФ під час його очистки з клітин зародків 

в'юна та дослідження біологічних властивостей цього фактора рос­

ту у роботі використовували ембріональні фібробласти ліній 

NIH-3T3 і Swlss-ЗТЗ миші та клітини лінії СН0-719, отримані з 

яєчників китайського хомячка. Воі лінії клітин отримували а Все­

російської колекції клітинних культур (Інститут цитології‘РАН, 

Санкт-Петербург, Рооія). Культуру фібробластів ембріонів людини 

отримували згідно до загальновизнаної методики ІАдамс, 19833. 

Клітини вирощували у середовищі Іґла, модифікованому Дульбекко 

(середовище DME, Flow Lab., Великобританія), доповненому 10 X (за 

об’ємом) сироватки крові плодів ВРХ (Діадек, Білорусія).

ФРФ з клітин зародків в'юна виділяли згідно до методу, зап­

ропонованого Ґосподаровйчем [Gospodarcwicz, 19873. Клітини гомо­

генізували при 4°С у 20 мл лізисного розчину (0.01 м буфер 

тріс-НСІ, pH 7.2; 1 мМ динатріева сіль етилввдиамінгетраацетату

(Serva, ФРН); 0.5 мМ фенілметилсульфонілфторид (Serva,•ФРН)і 1 Ш



бензамідин (Serve, ФРН); 25 мкг/мл апротиніну (Sigma, США); 25 

мкг/мл лейпептину (Serva, ФРН)) у присутності 1 м NaCl. Гомогенат 

центрифугували протягом 40 хв зі швидкістю 20 000 об/хв на цент­

рифузі К-24 (Janetzky, Німеччина). Надосадову рідину діалізували 

через мембрану (Serva, ФРН), яка затримує речовини з м.м. понад 

3-5 кДа, проти 0.1 М Na-фосфатного буферу (pH 7.0) протягом 12 

год. Ці та всі подальші операції виконували при 4°С.

Отриманий екстракт клітин наносили на колонку, заповнену 

КМ-сефадексом CS50 (Pharmacia, Швеція) і зрівноважену 0.1 М 

Na-фосфзтним буфером (pH 7.0). Незв'язаний матеріал вимивали з 

колонки 0.15 М NaCl. Зв’язані з катіонообмінником речовини, елюю- 

вали за допомогою градієнту концентрації NaCl від 0.15 до 0.6 М. 

Отримані фракції діалізували через мембрану (3-5 кДа) проти 0.1 М 

NaCl в 0.01 М тріс-НСІ буфері (pH 7.2). Аліквоти кожної фракції 

.перевіряли на здатніоть посилювати інтенсивність включення 

Е3Н)-тимідину в ДНК клітин лінії NIH-3T3 за умов їх субстратза- 

лежного росту.

Фракції, отримані під час промивання колонки з катіонообмін­

ником 0.6 М NaCl, об'єднували і наносили на колонку, заповнену 

гепарин-сефарозою CL-6B (Pharmacia, Швеція) і зрівноважену в 0.01 

М буфері тріо-НСІ (pH 7.2). Елюцію речовин, щр сорбувалися на ко­

лонці, здійснювали за допомогою аростаючого від 0.1 М до 3.0 М 

градієнту концентрації NaCl. Отримані фракції діалізували проти

0.1 М NaCl в 0.01 М тріс-НСІ буфері (pH 7.2) і визначали в них 

концентрацію білку за допомогою методу Лоурі CLowry et al., 

1951]. Біологічну активність кожної фракції перевіряли, викорис­

товуючи як теот-систему клітини лінії NIH-3T3.

Фракції а ФРФ-подібною активністю повторно наносили на ко­

лонку з гепарин-сефарозою CL-6B. Речовини, що зв'язувалися при 

цьому, вимивали за допомогою отупінчатого підвищення концентрації 

NaCl в елиоючому буфері (0.1, 0.6, 1.1, 1.6 і З М NaCl в 0.01 М

буфері тріо-НСІ, pH 7.2). Отримані фракції діалізували проти 0.1 

U NaCl в 0.С1 М тріо-НСІ буфері (pH 7.2) і визначали в них кон­

центрацію білку 8а допомогою методу Лоурі. Вихід речовин, ар во­

лодіють ріотстимулюючою активністю, контролювали, як описано ви-
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ще.

Електрофоретичне доолідження отриманого препарату ФРФ в'юна 

проводили на пластинах поліакриламідного гелю (ПААГ, градієнт 

концентрації акрилам іду 10-18 7.) у присутності додецилсульфату 

натрію (ДДС-Na) згідно до методу, запропонованого Леммлі 

CLaemmli, 1970]. Білкові фракції виявляли шляхом їх фарбування 

Кумассі яскраво-блакитним R-250 (Serva, ФРН) згідно до методу 

[Zehr et al., 19893.

Рістстимулюючу активність препарату ФРФ в'юна досліджували, 

використовуючи псевдонормадьні фіброблаоти ліній Swlss-ЗТЗ, 

NIH-3T3 та фібробласти ембріонів людини за умов моношарової куль­

тури CBrig-stock et al., 1990; Kaplow et al., 1990]. Інтенсивність 

субстратнегалежної проліферації клітин лінії СН0-719 з яєчників 

китайського хом'ячка, стимульованої досліджуваним фактором росту, 

визначали за кількістю утворених ними колоній у напіврідкому 

культуральному середовищі, що містило 0.33 X агару [Rizzino, 

19871.

Імуно-дот-реакції і Western-blot-аналіз препарату ФРФ в'юна 

здійснювали, як описано ЕТсаиг и др., 1988]. Препарат основного 

ФРФ з мозку бика і поліклональкі антитіла проти цього фактора 

росту люб'язно надані О.О.Раряввим і І.А.Філатовим (НПЦ медичної 

біотехнології МОЗР, Росія).

Отримання цитозолю клітин лінії Swlss-ЗТЗ та визначення ак­

тивності Se-кінази здійснювали, як описано CPeleoh et al., 1986, 

Дробот та ін., 19893.

Вплив досліджуваних факторів на транспорт Са2г у клітини 

вивчали за допомогою загальновизнаного методу CGcnsales et al., 

19893.

Доолідження здатності ФРФ з клітин зародків в’юна конкурува­

ти з [125ІЗ-оФРФ за зв'язування з високоафінними мембранними ре­

цепторами здійснювали, використовуючи клітини лінії SW1S3-3T3 

CLee et al., 19893.

Для визначення специфічного зв’язування £ігсІЗ-оФРФ клітют 

(2x10® на пробу) з&родків в'юна, ізольовані на стадії пізньої 

бластули, інкубували у присутності зростаючих концентрацій
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{12бИ-оФРФ протягом 4-х год при 4°С у розчині Стейнберга, який 

містив О.Б % БСА. Після закінчення інкубації клітини промивали 

БОО мкл розчину Стейнберга в О.Б X БСА. Ліганд, зв'язаний неспе­

цифічними гепариноподібними центрами, видаляли інкубуванням клі­

тин протягом 1 хв у розчині Стейнберга з додаванням гепарину (250 

мкг/мл) і промиванням у двох амінах розчину Стейнберга з БСА. Ра­

діоактивність в отриманих пробах вимірювали на т-лічильнику 

"Compu Gamma" (LKB, Швеція). Неспецифічне зв’язування визначали 

як кількість С ^Н’ОФР®, екстрагованого піоля гепаринової екс­

тракції 1 X розчином Тритону Х-100 з клітин, що інкубувалися у 

присутності 100-кратного надлишку неміченого оФРФ. Розрахунок 

кідькооті центрів вв'язування ФРФ 1 Kj для рецепторів цього фак­

тора росту здіАонювали згідно до методу Скетчарда [Scatohard, 

19491.

Всі досліди повторювали не менше 2-4 разів а 3-4 паралельни­

ми експериментами у кожному варіанті. Кожна точка графіків, наве­

дених на риоунках, та ордината гіотограм відповідав середньому 

значенню м. Середню похибку т отриманого результату вираховували 

аа величиною середньої квадратичної похибки б. Порівняння двох 

мінливих величин здійснювали на підставі показника вірогідності 

рівниці t (критерій Ст'юдента). .Відмінніоть між величинами вважа­

ли достовірною, коли Р<0.05.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Результати досліджень, проведених а використанням ранніх за­

родків амфібій, свідчать про. можливу учаоть ФРФ у регуляції про­

цесів ембріонального розвитку, зокрема в індукції утворення 

третього зародкового лиотка - мезодерми CKimelman, Klrschner, 

1987, 1988} Slack et al., 1087, 1989} Woodland, Jones, 1988;

Uusci et al., 19903. В яйцеклітинах та ембріонах амфібій 1 птахів 

аа допомогою антитіл до ооновиого ФРФ були виявлені поліпептиди, 

подібні до ФРФ UUmelnan et al., 1988; Joseph-Silverstein et al., 

1089}. У літературі в такси дані про енопреоію мРНК рецепторів 

ФРФ у клітинах ембріонів тварин цих класів [Musol et al., 1990; 

Amaya et al., 1991; Olwin et al., 19913. Однак, ми не знайшли ро­



біт, у яких вивчалася присутність ФРФ-подібних факторів росту та 

5х рецепторів у ембріонах риб. Крім того, біологічні властивості 

цих факторів росту та характеристики їхніх рецепторів не дослід­

жувалися і у зародках амфібій.

1. Виявлення та очистка вР* а клітин зародків я'яна

Встановлено, що 1 М NaCl в 0.01 М Тріо-НСІ буфері (pH 7.2) 

екстрагує з клітин зародків в'юна речовини, що стимулюють оинтев 

ДНК у фіброблаотах ліній NIH-3T3 і Swiss-ЗТЗ, а також в ембріо-' 

нальних фіброблаотах людини у первинній культурі (рис. 1). Ці 

клітинні лінії використовувалися багатьма дослідниками як теот- 

оиотема для виявлення біологічної активності ФРФ CRudland et al., 

1974; Kaibuchl et al., 1980; Presta et al., 1988; Shipley et al., 

1989; Bripstock et al., 1990; Story, 19913. Оскільки в наших умо­

вах надчутливішими до дії ФРФ виявилися клітини лінії NIH-3T3 

(рис. 1), то ми використовували саме їх як тест-систему для вияв­

лення ФРФ в’юна під час його очистки а екстракту клітин зародків 

в ’ юна.

Фракціонування згаданого екстракту на колонці, заповненій 

катіонообмінником КМ-сефадекс, виявило два піки елюції речовин, 

здатних посилювати інтенсивність біосинтезу ДНК у клітинах лінії 

NIH-3T3 (рио. 2). Перший пік спостерігається при низьких концент­

раціях NaCl (0.2 М), коли з колонки вимивається більшість білків 

екстракту. Речовини другого піку володіють більш ніж у 2 рази ви­

щою мітогенною активністю і вимиваються з колонки при 0.6 М NaCl. 

Необхідно відзначити, щр подібні за характером профілі елюції бу­

ли отримані іншими дослідниками, які використовували катіонооб- 

мінну хроматографію під час очистки факторів росту, ар належать 

до родини ФРФ CGospodarowioz, 1987; Thomas, 1987; Brigrstock et 

al., 1990J. Згідно до їх даних, ФРФ елююєгьоя при 0.6 М NaCl. Ви­

ходячи в цих результатів, ми відібрали для подальшої очистки ре­

човини, вр володіли найвищою спорідненістю до гранул КМ-сефадек- 

оу.

Однією а характерних особливостей факторів росту, ар нале­

жать до родини ФРФ, е' їх висока спорідненість до гепарину CShlng- 

et al., 1984; Ylodavsky et al., 1987). Тому загальновизнаним ме-
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Ри о . 1. Вплив речовин, що екстрагуються з  клітин зародків 
в’юна і М розчином NaCl у 0.01 М Тріо-НСІ буфері (pH 7.1), на 

■ включення [3Н]-тимідину в ДНК клітин ліній NIH-3T3 (о), Swiss-ЗТЗ 
(•) і ембріональних фібробластів людини (а).

Рис.' 2. Хроматографічне фракціонування білків, екстрагованих 
а клітин зародків в’юна 1 М NaCl, на колонці, заповненій катіоно- 
обмінником КМ-сефадекоом (заштрихована область відповідав фракці­
ям, відібраним для подальшої очистки)



тодом виділеная та очистки цих факторів в афінна хроматографія на 

нооіях, що містять ковалентно зв’язаний гепарин CGospodarowioz et 

al., 1984; Qospodarowioz, 19873. Для очистки ФРВ в'юна ми вико­

ристовували хроматографію на колонці, заповненій гепарин-оефаро- 

зою CL-6B (рис. 3). Встановлено, щр певною біологічною активніотв 

володіють речовини, які не опоріднені до гепарину або слабо зв’я­

зуються ним. Однак, більшість речовин, здатних посилювати інтен­

сивність включення С3Н]-тимідину в ДНК клітин лінії NIH-3T3; 

зв’язувтьоя Гранулами гепарин-сефарози і вимивається з колонки 

під час елюції розчином 1-2 М NaCl (рис. 3).

З метою кращої очистки та концентрування препарату ФРФ в’юна 

здійснювали повторну хроматографію фракцій, які були відібрані э 

колонки, заповненої гепарин-оефарозою (рис. 4). Елюцію речовин, 

зв’язаних з гепарином,.проводили за допомогою ступінчатого підви­

щення концентрації NaCl. Більшість речовин, здатних посилювати 

інтенсивність включення С3НЗ-тимідину в ДНК клітин лінії NIH-3T3, 

вимивається з колонки елгнючим буфером при концентрації NaCl 

більшій за 1 М. .Оскільки найвищою мітогенною активністю володіли 

речовини, щр вимивалися при 1.1 М NaCl, то ми вибрали саме цю 

хроматографічну фракцію для наступного вивчення біологічних влас­

тивостей ФРФ з клітин зародків в’юна.

Електрофоретичне доолідження отриманого нами препарату ФРФ 

в’юна в ПААГ у присутнооті ДДС-Na показало, щр переважна біль­

шість білків, присутніх у препараті, мігрують у зоні білків в 

м.м. 1Б-16 кДа (рис. Б). Використовуючи Westem-blot-анадіз, ми 

встановили, що саме а цими білками специфічно взаємодіють антиті­

ла проти основного ФРФ з мозку бика (рис. б). За даними літерату-. 

ри м.м. ФРФ осавців коливається в межах від 14 до 18.6 кДа 

[Gospodarowioz et al., 1978, 1984, 1987; Esch et al., 1986b;

Gimenez-Gallego et al., 1985; Klagsbrun et al., 1987a].

Щоб перевірити, чи в отриманому нами препараті ФРФ в'юна 

містяться речовини з біологічною активністю, відмінною від актив­

ності ФРФ, ми використали поліклональні антитіла проти оФРС з 

моэку бика. Встановлено, щр ці антитіла в концентрації 200 мкг/мл 

повністю пригнічують оинтез ДНК, Індукований сФРФ з мозку бика, у
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об'єм буферу елюції, мл

Рио. 3. Хроматографічна очистка ФРФ э клітин зародків в'юна 
на колонці, заповненій гепарин-оефарозою (заштрихована область 
відповідає фракціям, відібраним для подальшої очистки)

Рис. 4. Вплив на включення [3Н]-тимідину в ДНК клітин лінії 
N1H-3T3 білків, ар еляпоться при рівних концентраціях NaCl s ко­
лонки, наповненої гегзрин-еефарозою.



клітинах лінії NIH-3T3 (рис. 7,а). Такий самий ефект викликало 

додавання 300 мкг/мл антитіл проти оФРФ з мозку бика до середови­

ща, в якому інкубувалися клітини цієї лінії, стимульовані ФРФ 

в’юна (рио. 7,6). Ці результати дозволяють стверджувати, що отри­

маний нами препарат ФРФ в'юна виявляє лише ФРФ-подібну рістстиму- 

люючу. активність, а присутні в ньому домішки інших білків не 

впливають на цю активність.

Щоб підтвердити- поліпептидну природу ФРФ в'юна, досліджена 

чутливість цього фактора рооту до нагрівання і дії трипсину. Як 

видно з даних., наведених на рио. 8, оФРФ з мозку бика і ФРФ в'юна 

втрачають свою рістстимулюючу активність щодо клітин лінії 

NIH-3T3 після обробки препаратів цих факторів росту трипсином 

(0.5 мкг/мл) чи інкубації протягом 10 хв при 70°С. Ці дані свід­

чать про те, що ФРФ в’юна, так само як і ФРВ ссавців, в термола­

більним поліпептидом.

Цікаво відзначити, щр гепарин, до якого фактори росту з ро­

дини ФРФ виявляють високу спорідненість, практично не ВПЛИВЗБ на 

мітогенну активність оФРФ з мозку бика, але майже у 8 разів поси­

лює таку активність ФРФ в’юна (рис. 9). Крім того, у присутності 

гепарину зростає стійкіоть ФРФ в'юна та оФРФ а мозку бика до наг­

рівання. Так, нагрівання препаратів цих факторів росту протягом 

10 хв при 70°С у присутності гепарину майже не зменшує їх біоло­

гічної активності (рис. 9).

Таким чином, нами вперше показано, що клітини зародків в’юна 

містять біорегулятори з ФРФ-подібною біологічною активністю. За 

імунологічними та деякими фізико-хімічними властивостями ці фак­

тори росту подібні до основного ФРФ ссавців.

2. Вивчення біологічних властивостей ®>Ф з клітин зародків

в'юна

У наступній серії експериментів ми дослідили деякі біологіч­

ні властивості ФРФ в’юна і порівняли їх з такими властивостями 

оФРФ а мозку бика. З даних, Заведених на рис. Ю, видно, яи'фрф 

в'юна має дещо нижчу, ніж оФРФ з мозку бика, мітогенну активність 

шрдо клітин ліній ШН-ЗТЗ, Swiss-ЗТЗ та фібробластів ембріоні» 

людини. Максимальне стимулювання включення І3#]-тимідийу s ДИК
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Рио. б. Електрофоретичне розділення на пластинах ПААТ у при- 
оутності ДЦС-Na білків фракцій, отриманих під час елюції колонки, 
заповненої гапарин-сєфарозою, 1.1 М NaCl (доріжка N 1), 1.6 М 
NaCl (доріжка N 2) і препарату оФРФ а мозку бика (доріжка N 3) 
Доріжка N 4 - набір білків-маркерів

Рио, В. Westem-blot-анадіз білків фракцій, отриманих під 
час елюції колонки, єаповненої гапарин-оефаровою, 1.1 М NaCl (до­
ріжка N 1), 1.6 М NaCl (доріжка N 2) і препарату оФРФ а мозку би­
ка (доріжка N 3). .



- із-  -

Рис. 7. Вплив поліклональних антитіл до оФРФ 8 мозку бика иа 
інтенсивність включення [3НЬтимідину в ДНК клітин лінії NIH-3T3, 
щр стимулювалиоя: А) оФРФ з мозку бика; В) ФРФ в'она

• - у приоутнооті специфічних антитіл до оФРФ; о - у присут­
ності Iff G не імунізованого кролика

Рио. 8. Вплив трипоину і нагрівання (70°С, 10 хв) на здат-
ніоть оФРФ (10 нг/мл) і ФРФ в'юна (Б мкг/мл) підвищувати інтен­
сивність включення [3НЗ-тимідину в ДНК клітин лінії NIH-3T3 
1 - нативні фактори росту; 2 - фактори росту, оброблені трипои- 
ном; 3 - фактори рооту після прогрівання;
ЕШ5 - оФРФ з мозку бика; G52 - ФРФ в'юна; і— і - у відоутнооті 
факторів рооту
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клітин під дією ФРФ в’юна було у 2.Б-3 рази нижчим від того, що 

спостерігалося під час дії оФРФ. У той самий час дія ФРФ в’юна, 

як і оФРФ, є дозозалежною і досягав насичення при концентрації 

препарату 5 мкг/мл у випадку використання клітин ліній N1H-3T3 і 

Swiss-ЗТЗ і 1 мкг/мл під час його дії на фібробласти ембріонів 

людини.

У літературі б дані, що крім стимуляції синтезу ДНК у кліти- 

нах-мішенях, оФРФ також може посилювати суботратнезалежну пролі­

ферацію псевдонормальних клітин ліній AKR-2B, NR-6-R і диференці­

йованих хондроцитів [Rizzino, Ruff, 1986; Kato et al., 1987; 

Takahashi et al., 1991]. Ми виявили, щр оФРФ з мозку бика і ФРФ 

в'юна індукують утворення колоній клітинами лінії СНО-719 під час 

інкубування цих клітин за умов напіврідкого культурального сере­

довища, щр містило 0.337. агару. Максимальна кількість колоній, 

утворених цими клітинами, спостерігалася у присутності 5 нг/мл 

оФРФ і б мкг/мл препарату ФРФ в’юна (рио. 11). Таким чином, крім 

мітогенної дії на клітини-мішені, ФРФ в'юна викликає ще й феноти- 

пічну трансформацію таких клітин.

Важливі докази подібності, біологічних властивостей оФРФ і 

ФРФ в’юна були отримані під чао вивчення впливу цих факторів рос­

ту на перебіг деяких метаболічних процесів у клітинах. Відомо, що 

крім впливу на проліферацію клітин-мішеней, фактори росту з роди­

ни ФРФ індукують ряд змін у метаболізмі клітин EKaibuchi et al., 

1886; Bouche et al., 1987; Gospodarowicz et al., 1987; Whice et 

al., 1887; Burgess, Maciae, 1989; Rifkin, Moscatelli, 1989]. Ці 

ефекти об’єднують терміном множиннз (плейотропна) відповідь клі­

тини [Rudland et al., 1974; Cross, Dexter, 1991].

Важливим регуляторним механізмом, який запускає швидкий син­

тез нових клітинних білків, індукований ПФР, є фосфориловання ри- 

босоиального білку S6 CPelech et al., 1986; Дробот и др., 1989]. 

Як видно з рис. 12, у цитозольній фракції клітин лінії Swiss-ЗТЗ, 

що перебували у фазі Go, практично не виявляється активність кі­

нази білку S6. Однак, після обробки цих клітин оФРЭ з мозку бикз, 

ФРФ в’юна, епідермальним фактором росту та, особливо, 10 Я сиро­

ваткою крові ВРХ активність 36-кінази значно.зростав. Слід від-
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Рио. 9. Вплив гепарину на біологічну активність оФРФ (10 
нг/мл) і ФРФ в’ша (5 мкг/мл)
1 - нативні фактори росту; 2-у  присутності гепарину; 3 - піоля 
прогрівання у приоутнооті гепарину
ESSSS- оФРФ з мозку бика; ия - ФРї в'юна; СЗ. - у відоутності 
факторів росту

Рис. 10. Вплив ФРФ в'юна (•) і оФРФ з мозку бика (о) на ін­
тенсивність включення . С3Н)-тимідину у ДНК клітин: А)лінія
NIH-3T3; Б) лінія Swiss-ЗТЗ; В) фібробласти ембріона людини



значити, що активність цього ферменту у клітинах, стимульованих 

ФРФ в'юна і оФРФ а мозку бика, б майже однаково», і отановить 

приблизно БО X від активності, пр спостерігається під час дії си­

роватки крові. Наведені результати вказують на те, що ФРФ в'юна і 

оФРФ з мозку бика можуть подібно регулювати активність білок-син- 

тезуючого апарату клітин-мішеней.

Важливими внутрішньоклітинними посередниками у передачі ре­

гуляторного сигналу від рецепторів, зайнятих гормоном або полі- 

пептидним фактором росту, до внутрішньоклітинних ефекторних сис­

тем в іони кальцію СТеппермен, Теппермен, 19893. Ми дослідили 

вплив оФРФ і ФРФ в'юна на швидкіоть транспорту Саг+ у клітини. 

Встановлено, щр ФРФ в'юна викликає значне посилення транспорту 

[45Саг+3 у фібробласти лінії NIH-3T3 (рисг 13). Цей ефект, так 

само як і ефект, викликаний дією оФРЗ>, характеризується дозозалеж- 

ніотю ’ і насичуваністю. Динаміка проникнення Caz+ у клітини, на 

які діяли ФРФ в’юна, s подібною до динаміки проникнення цих 

іонів, щр спостерігалася при використанні оФРФ з мозку бика (рио. 

14). Проте максимальний̂ефект під час дії ФРФ в’юна виявляється 

дещо пізніше, ніж при дії оФРФ - через 60 хв у першому випадку і 

через ЗО хв у другому.

На підставі результатів цього фрагменту досліджень ми зроби­

ли вионовок, щр за біологічною активністю ФРФ з клітин зародків 

в’юна подібний до оФРФ з мозку бика. Цей висновок є важливим, ос­

кільки у більшості робіт по дослідженню індукції розвитку мезо­

дерми використовували саме оФРФ ссавців [Slack et al., 1987; Ruiz 

і Altaba, Melton, 1989; Slack et al., 19893.

3. Виявлення та дослідження специфічних рецепторів СР* у 

клітинах зародків в’юна 

Мета наступного етапу нашої роботи полягала у виявленні спе­

цифічних рецепторів ФРФ у клітинах зародків в’юна, ізольованих на 

стадії пізньої бластули. З даних, наведених на рио. 15, видно, щр 

ФРФ з клітин зародків в'юна конкурує з С125ІЗ-оФРФ за зв'язування 

з рецепторами останнього на поверхні клітин лінії Swiss-ЗТЗ. Це 

передбачав подібність будови рецептор-зв’язуючих доменів обох 

факторів росту і можливість використання ними спільних високосне-

- 16 -
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ОФРФ, НГ/МЛ о — о

ФРФ в'юна, мкг/мл

Рио. 11. Валив ФРФ в'юна (•) і оФРФ з мозку бика (о) на Ін­
тенсивність субстратнезалежної проліферації клітин лінії СНО-719

Рио. 12. Вплив 10 нг/мл оФРФ (2), 5 мкг/мл ФРФ в'юна (3), 10 
нг/мл ЕФР (4) і 10 X сироватки крові плодів ВРХ (5) на активність 
кінази білку S6 в клітинах лінії Sw ISS-ЗТЗ 
1 - при відаутності факторів росту
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ОФРФ,' нг/ия

Рно, 14_ час, хвилини;:• .0.2 1.0 ю.о 100.0 
• Рис. 13. ФРФ в’юна, мкг/мл

Рис. 13. Вплив оФРФ (•) і ФРФ в’юна (о) на інтенсивність
транспорту 4CCaz+ у клітини лінії NIH-3T3 
M B -  при відоутності факторів росту

Рис. 14. Вплив тривалості інкубації клітин лінії NIH-3T3 а
оФРФ (10 нг/мл, ) і ФРФ в'юна (5 мкг/мл, ) на інтенсивність 
транспорту 4ССа2+ у ці клітини.

нг/мл

Рио. 16. Зв'язування С125І]-оФРФ з мозку бика зі специфічни­
ми рецепторами клітин Лінії Swiss-ЗТЗ у присутності неміченого 
оФРФ з мозку бика (•) і ФРФ в’юна (о)



- 19 -

цифічних рецепторів клітин-мішеней.

Встановлено, щр клітини зародків в'юна також здатні специ­

фічно зв'язувати [ігсІ]-оФР© (рио. 16). Насичення центрів зв'язу­

вання ФРВ цих клітин досягається при концентрації радіоактивно 

міченого фактора рооту, рівній 15 нМ у розрахунку на 10е клітин. 

Це відповідає даним, які були отримані при подібному дослідженні 

клітин зародків амфібій X.laevis [Slack et al., 1989]. У приоут- 

нооті 100-кратного надлишку неміченого оФРФ вв'язування

[izeІ3-оФРФ клітинами зародків в'юна практично відсутнє, що свід­

чить про високу специфічність центрів зв'язування ФРФ.

Графік, побудований у координатах Скетчарда на підставі цих 

даних, вказує аа існування на поверхні клітин зародків в'юна од­

ного класу виоокоафінних центрів вв'язуваная (рио. 17). Кількість 

таких центрів становить приблизно 83 тио. у розрахунку на одну 

клітину зародка. Це відповідав кількості рецепторів ФРФ у плазма­

тичних мембранах нормальних клітин еоавців, де у залежності від 

типу клітини нараховується 20-100 тио. рецепторів ФРФ на клітину 

[Gospodarowicz et al., 1987; Burgess, Maolag, 1980].

Уявна константа дисоціації (Kd) для взаємодії цих рецепторів 

а оФРФ становить 1.2 нМ. Ця величина дещр перевищує значення Kd, 

розраховане для виоокоафінних рецепторів ФРФ кгіітин ссавців. Тої, 

показано, щр під чао взаємодії таких рецепторів в кислим ФРФ їх 

Kd становить 50-500 пМ, а під чао взаємодії а ОФРФ - 20-200 пМ 

[Schreiber at al., 1985; Kan et al., 1988; Kurokaira et al.,1989; 

Mansson et al., 10891. Відносно низьку спорідненість до ліганду 

рецепторів ФРФ клітин зародків в'юна можна полонити структурними 

особливостями цих рецепторів у порівнянні в рецепторами ФРФ у 

клітинах ссавців. Ці особливості можуть зумовлювати вищу спорід­

неність відповідних рецепторів клітин зародків в'юна по відношен­

ню до ендогенних ФРФ-подібних факторів росту, як це було показано 

раніше для ЕФР-подібних поліпептидів [Мезіапо et al., 1985].

На підставі отриманих результатів можна зробити висновок, щр 

клітини аародків в'юна на отадії пізньої бластули міотять ФРФ-по­

дібні фактори рооту, та виоокоафінні рецептори, здатні зв'язувати 

ці фактори. Отже, у клітинах зародків в'юна існує регуляторна



Рио. 16. С125ІЗ-оФРФ, нМоль ОФРФ Рис. 17. ®М°ль/2х10 к л іти н

Рис. 16. А. Специфічне зв’язування [125И-оФРФ клітинами зародків в’юна;

В. Інгібування зв’язування [125ІЬоФРФ клітинами зародків в’юна у присутності 

(+) 100-кратного надлишку неміченого оФРФ

Рис. 17. Графік Скетчарда для даних, отриманих під час дослідження специфіч­

ного зв'язування С125ІІ-оФРФ едітилами зародків в'юна

•»

І

0
1



система, у якій аадіяний ФРФ, і ця система може приймати участь у 

контролі процесів, що відбуваються під час ембріонального розвит­

ку риб.

Ключова роль факторів рооту в родини ФРФ у процесах індукції 

утворення мезодерми була вперше виявлена під чао вивчення молеку­

лярних механізмів регуляції ембріонального розвитку амфібій 

X.laevia [Slack et al., 19873. Згідно до трисигнальної моделі ін­

дукції утворення мезодерми, ці фактори росту забезпечують виник­

нення вентрального оигналу CKimelman, Kirsohner, 1988; Woodland, 

Jones, 19881. Можна припуотити, щр ФРФ виконує подібну роль 1 в 

процесах індукції утворення мезодерми в ембріонів риб. На користь 

такого припущення овідчать також дані про виявлення у зародках 

в'юна на ранніх стадіях роввитку факторів рооту 8 властивостями 

ТФР-в СФедишин та ін., -1990]. Встановлено, щр ТФР-В2 приймає 

участь у формуванні дорзального сигналу під чао індукції утворен­

ня мезодерми в ембріонах X.laevis CKimelman, Kirsohner, 19873. 

Отже, отримані нами результати овідчать про те, щр ФРФ-подібні 

фактори рооту можуть відігравати важливу роль у регуляції проце­

сів розвитку ембріонів не лише амфібій, птахів і ссавців, але й 

коотиотих риб.
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ВИСНОВКИ

1. Клітини зародків костистої риби в'юна (Misgumus fossills 

L.), ізольовані насталії пізньої бластули, містять фактор(и) 

росту, подібний до ФРФ Цей фактор(и) виділено та частково очище­

но. Його біологічна активність інгібується специфічними антитіла­

ми проти оФРФ з мозку бика.

2. За мітогенною активністю ФРФ в’юна подібний до оФРФ а 

мозку бика. Він дозозалежно стимулює включення С3НЗ-тимідину в 

ДНК фібробластів ліній NIH-3T3, Swiss-ЗТЗ та фібробластів ембріо­

нів людини.

3. ФРФ в’юна і оС№Ф викликають подібні зміни у метаболізмі 

клітин-мігаеней: стимулюють транспорт іонів Caz+ у клітини, поси­

люють поглинання клітинами глюкози, індукують зростання активнос­

ті Se-кінази у клітинах.

4. ТФР-в інгібує суботратнезадежний' ріст клітин лінії 

СНО-719, індукований ФРФ з клітин зародків в’юна або оФРФ з мозку 

бика. Інсулін, навпаки, посилює такий ріст клітин лінії СНО-719, 

індукований ФРФ в’юна, або оФРФ бика.

5. Гепарин не лише підвищує здатність ФРФ в’юна стимулювати 

біооинтез ДНК у клітинах-мішенях, але й захищає цей фактор росту 

від теплової інактивації.

0. ФРФ з клітин зародків в’юна використовує спільні з оФРФ 

ссавців специфічні рецептори клітин осавців.

7. Клітини зародків в’юна, ізольовані на стадії пізньої 

бластули, специфічно зв'язують С125П-оФРФ. Аналіз, проведений з 

використанням координат Скетчарда, вказує на існування одного 

класу центрів зв'язування ФРФ у кількості 8.3х104 на клітину при 

Kd 1 .2  нМ.

8. ФРФ здійснює регуляторні функції під час ембріонального 

розвитку костистих риб, оскільки клітини їхніх зародків містять 

цей фактор росту та його специфічні рецептори.
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ВЫЯВЛЕНИЕ, ОЧИСТКА И БИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 
ФАКТОРА РОСТА ФИБРОБЛАСТОВ ИЗ КЛЕТОК ЗАРОДШЕЙ ВЬЮНА 

MISGURNUS FOSSILIS L.
Резюме

Показано, что полипетидные вещества, экстрагированные и очи­
щенные из клеток зародышей вьюна, изолированных на отадии поздней 
бластулы, обладают свойствами, характерными для фактора роста 
фибробластов (ФРФ). Их молекулярная маса, определенная с помощью 
электрофореза в полиакриламидном геле в присутствии додецилсуль- 
фата натрия, составляет 15-16 кДа. Эти вещества связываются гепа- 
рин-сефарозой и инактивируются антителами против основного ФРФ 
быка. Они индуцируют синтез ДНК в мышиных фиброблзстах линий 
NIH-3T3 и Swiss-ЗТЗ, а также в фиброблаотах эмбрионов человека в 
условиях их роста в монослойной культуре. ФРФ-подобные факторы 
роста из клеток зародышей вьюна стимулируют субстратнезавиоимую 
пролиферацию клеток линии СНО-719 ив яичника китайского хомячка в 
полужидкой культуральной среде, содержащей 0.33 X агара. Обнару­
жено, что клетки зародышей вьюна имеют центры специфического свя­
зывания С12вП-оФРФ. Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что ФР&-подобные факторы роста могут выполнять важные регулятор­
ные функции не только в эмбрионах млекопитающих и амфибий, но 
также и в эмбрионах костистых рыб.

THE DETECTION, PURIFICATION, AND BIOLOGICAL PROPERTIES 
OF FIBROBLAST GROWTH FACTOR FROM THE EMRYONIC CELLS OF THE 

LOACH MISGURNVS FOSSILIS L.
Summary

The polypeptide substances whioh had been exstracted and 
purified from the cells of the loach embryos at the late blastula 
stage were shown to possess the properties characteristic for the 
fibroblast growth factor (FGF). Their molecular weight is 15-16 
kDa (according to SDS-PAAG electrophoresis). They bind with 
heparin-sspharose and are inactivated with the antibodies against 
bovine basic FGF. They induce DNA synthesis in NIH-3T3 and 
Swiss-ЗТЗ lines of mouse fibroblasts and in human embryonic 
fibroblasts grown in monolayer culture. The anchorage-independent 
proliferation of Chinese hamster ovary cells of CHO-719 line 
grown in the semisolid culture medium which contained 0.33 7. agar 
is also stimulated by FGF-like growth factors from the loach 
embryonic cells. The sites which can specifically bind 
[125Il-basic FGF were detected in these cells. The obtained 
results allow to consider that FGF-like growth factors can play 
an important regulatory role not only in the mammalian and 
amphibian embryos but also in the embryos of the teleost fishes.
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