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ВЛИЯНИЕ ИНГИБИТОРОВ ФОСФАТАЗ ПА СКОРОСТЬ 
РОСТА РАЗЛИЧНЫХ КУЛЬТУР Е. соЧ

II. Г. НАЛБАНДЯН. И. ,М ЗАР АФИН, И. С. АМБАРЦУМЯН 

Институт молекулярной биологии АН Армении, Ереван

В метках Е coli/psrcC. несущих плазмиду psrcC с онкогеном v-srs. 
обил ру жени :ироз։|цспецифи'1еская фосфолротеннкиназная активность, 
характерна* для онкобелка ррбО^гс Показано, что NaE ::-лзеля21 ско­
рость роста и члсдованных культур, и то время как ортозанадат Х’л 
оказывает ингибирующее влияние на рост культуры Е. coh7pBR322 и 
среднем на IS- 20% глубже, чем культуры Е. colt/psrcC. Экспрессия 
оикобслкл тс с клетках Б coli плнкет на филологическое состояние 
клеток.

Հետ՛ս զոօէվաձ f, ֆոսֆատագների անօրգանական ինհիբի՚ոորների (N1F) 
սրթովանադաքէթվի ա գգե$ո՛թյունր pBR322 և pSfC C պ/ադմիղներ կրոՂ E. COlt 
բջիջների աճի Հրաւ V $ГС օնկոգեն ունեցող E COli/pSCC C բջիջներում-Հայտ­
նաբերված Լ pp 60 " օնկոսպիս՚ին բնորոշ թիրոգին հատուկ ֆոսֆոարոտեին- 
կինազորյին ակտիվուի/յրրՀն՛ finijg V արված, up XaF-f» միանման Լ ազղամ рп- 
(որ Հետազոտված բջիջների աճի վրա, մինչղեո Na օրթովանաղաքՏթուն միջին 
հաշվով էճ — 20% ավեյի խորն Լ ճնշում E < O'։, pBR322 րջիջների աճր րան 
Г-. COll/pSrcC; Ստարված արգշունրներր ՏՈ,]Տ տայիս, որ SFC օնկոսւգիտի 
արտահայտջությոէնր F. coli րքիչներո՚մ որոշակի ա գգեր ո՛ fl յ Ուն Լ թողնում վեր­
ջիններիս ֆիգիոյոգիական վիճակի '[րաւ

Two siraiiis of u. io:i carrying pBR322 and psrcC plasmid։, were 
Investigated In terms of Influence on thetr growth properties ol two type։ 
of phosphatase Inhibitors Nai- and Na onbovanada e. Na orthov^nacate 
Inhibits the grow 3 e of E. colt/pBR322 on 15 -20% deeper ihau E. co- 
IrpsrcC The results Indicate that, expression of sre oncoprotein tn E. coli 
change, the physioiogtcal sia e pi the cells.

'|\։к-</и},7,г.1г։у5(7г?гзнс.-.- no тирозину -онкоген Ծ-src.

Онкоген v-sre. кодируемь;й геномом вируса RSV*, кодирует белок 
pp60 ։t, который обладает специфической протеннкнназиой активно- 
тью и фосфорилирует белки-мишени по остаткам тирозина [5J

Ранее нами было показано, что клонированный в клетках I՝. coli 
онкогеи v-src способен спонтанно экспрессироваться за счет наличии 
в участке генома, прилегающем к кодирующей части гена v-src. по­
следовательностей прокариотического промотора и сайта узнаванна

Сокоащсннн: RS\ инрус саркомы Рауса. 
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рибосом [1]. Проявление этой активности в клетках со И приводит 
к ускорению синтеза ДЯК и пролиферативной активности клеток. 
Видимо, это явление связано с фосфорилированием по тирозину до 
полннтельных белков в клетки Е. coli [2].

1юлучеиные данные указывают на возможную роль тирозилового 
фосфорилирования в регуляции активности -снов прокариотических 
клеток. Вопрос о роли фосфорилирования белков в регуляции актив­
ности прокариотических клеток до сих пор еще не нашел адекватно­
го решения [4]. Изучение имеющейся модельной системы позволит 
продвинуть решение этого вопроса.

Материал и методики, В работе использовали культуры клеток Е. colt, содер­
жащие онкоген (Е. colt psrcC) и нс содержащие зтот онкоген (Е. coJi/pBR322) 
Била проведена оценке скоростей роста культур при длительных инкубациях и при 
добавлении в культуральную среду ингибиторов фоефзгзз- NaF (ингибитор сери­
новых н треониновых фосфотаз) и оргопанадатз Na (Na^V^ ингибитор тнрзино- 
sux фосфотаз) [6].

Скорость [֊оста культур оценивали по величине к (к = ։1о.'цх. где ц0—удельная 
скорость роста культуры, выращиваемой п среде без добавок, gx—удельна.։ ско 
рость роста культур, выращиваемых при наличии ингибиторов различных концепт 
раций).

Результаты и обсуждение. Отношение удельной скорости поста 
культуры Е. СОВ/psrcC к удельной скорости роста культуры Е. соН/ 
pBR322 составляло при выращивании до конца экспоненциальной 
стадии роста р<>..г.-,/цорвв^ 1,074-0,27. Наблюдаемое различие невели­
ко и статистически недостоверно. Видимо, ограничения, накладывае­
мые метолом спектрофотометрического определения скорости роста 
культур, не позволяют выявить статистически достоверные различия 
между культурам։: при длительных инкубациях, тогда как использо 
ванне изотопной метки выявляет существенную разницу. К сожале 

.ннк>, этот метод нс приемлем для длительных инкубаций
Исследовано также поведение этих культур при добавлении в 

среду ингибиторов фосфатаз. Ингибиторы подбирались исходя из пред­
положения. что изменение физиологического состояния культуры 
Е. coli/psrcC связано с фосфорилированием дополнительных белков 
клетки по тирозину. В этом случае ингибирование тирозиновых фос­
фатаз должно было бы привести к увеличению времени жизни допол 
нательных фосфорилированных белков и, как следствие, к различной 
реакции культур Е. coli/psrc и Е. coii/pBR322 на ингибирование.

В табл. 1 (а) приведены данные о степени ингибирования (к) 
культур Е. coli/рьгсС и Е. colj/pBR322 при добавлении .в среду раз 
личных концентраций NaF. Видно, что NaF подавляет рост культур, 
причем степень ингибирования одинакова как я случае с Е. coli/pBR322. 
так и с Е. coli/psrcC.

Добавление р культуральную среду ортованадата Na приводит к 
совершенно иным эффектам (табл. 16). Увеличение концентрации 
орюванадата Na практически не приводило к изменению величины 
ц, как в случае с культурой Е. coli/pBR322, так и с Е. coli/psrcC. Чы 
предположили, что отсутствие влияния ортованадата на клетки

27



Таблица I {а). Степень ингибирования (к) культур Е. со1Цр$гсС и 
Е. соН!рНН322 при добавлена:: ; Е-срсду различных концентраций Л'аг.

к для различных к шцеятраций NaF. ыМ
К у л i. r у р ы ----------------------- - ------- ------------------------------

,гю 109 150 2t0

psrcC 1.05+0.1
PHR322 1.10+0.1

1.2+0.2 1.22+0.1 2.0+0.3
1.1B4.0.2 1,22+o.og 2.03:0 4

id 0.25 0.212 «.0121 0.1.36

(6; Степень 1.пги6иу«иания (4) культур Е соИ;р.чгсС и Е соН/рВК322 
при добавлении г ! -среду различных концентраций ортованадата \га.

к для различных концентраций Na3VOt. мМ
К у д ьт у ы----------------------------------------------------------------

0.25 0 5 1.0

psrcG 
pBR3.2

0.9T+0.I 0.9 +0.06 0.98+0.05
I.O1+0O2 0.94+0.1 l.04xO.<»4

td 0.625 0.663 1.296
('1) Степень ингибиратания (к) культур Е соЩрхгсС и
Е со1ирВЕ322 паи д< давлении ■< I.-среду СаС1? н различных 
концентраций орювичадата Л'и.

Культуры
k для различных консе։пра։ ил Na;lVO։, мМ

0.5 1.0

р*гсС 0.98+0,07
рвкз;2 1.17+0.1

1.01+0.Об
1.23+0.2

id J 4

Е со И связано с плохой проницаемостью этих вецесч н внутрь клеток.
Поэтому в дальнейших экспериментах в среду добавляли СаС։2, ко-
торый. как известно, повышает проницаемость момбра>. клеток Е. со

В табл. 1в приведен!..’ данные об изменении величины к в зависи­
мости от изменения концентрации ортованадатэ в среде при добавле 
нни СаС12. Наблюдается зависящее от концентрации ингибитора из­
менение величины к в случае с культурой Е. соШрВЦ322 и практиче 
ски полное отсутствие ингибирования культуры Е. соН/рзгсС. Разлн 
чия, наблюдаемые между двумя культурами, достоверны по крнте
рию Стьюдеша. Сходная картина наблюдается и при использовании
для игкубании бактерий минимальной солевой среды М9 (табл.
б).
Таким образом, из полученных данных видно. что оба соединения
\аЕ и а-ортов ан адат в условиях in vivo приводят ингибнров а ниюк
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Тиблицп 2. (а) Стгнснь иксабировсния (k) E. colilpsrcC и 
E.collipliR.322 при добавлении а минимальную среди (М9) 
раллийных i;oni:eHj{i'i'{tiii ортовинадата Ха.

k дда ра.’л oihux концентраций Na3VO4. м M

0.23 0.5 1.0 2.0 5 0

psrcC 
pBR322

1.1 -км
1.16+«.2

։.l +0.
1 12т0

1 1 l?±0,i«5 l.'5+O 1
1 1 1 -0 1 1 12+П.05

1.244-0 13-
1.0,4 0 03

id 0.314 0. 77 0.441 0.821 2.06

(6) Степень ингаби;овония (k) ! 
k’.<:nfliflPRli22 t.t-b: ()(.։'«{'.c 
Cch ;>aнь x ганг. нтрищц1

< aii pxr<C и
Multi.ми.И/пию rpcd'i (M9) 
ергопанадата Na.

Кул луры
k -л . । а л ։ч ibix i. и те» pm:։.i Xa ,V(>։. mM

0.25 0.5 1.0 2 0 5 0

psrcC 
pBR322

1.324-0.3
1.53+0 4

1.36+0
1.49 • 0

.2 1.36±0U4 1 37+0.01
2 1.3:+0 02 1410 05

1.5+0.06
1 72+0 03

id 1 35 3 182 1.582 2 52 4.518

роста культур ь юЧ. Однако, если \'аГ ՛.։ одинаковой степени инги 
бирует обе нсслсдсзанмые культуры Е еоН, то Ма-ортовинида г по- 
разному влияет на них. Величина к н случае с культурой Е. соН/- 
рВ1?322 существенно больше, чем в случае с Е. соН/рягсС. 
Полученные данные указывают на то. что проявление т и рози нс пени - 
фичсскои нротеинкиназной активности в клетках Е. соЕ/рлгсС приво­
дит к изменению физиологического состояния клеток, выражаюш.с- 
муся я аномальной реакции «клеток на ортованадат ЭДа Неодинако­
ва^ реакция культур на ортованадат \!а указывает также на го, что 
изменение физиологического состояния идёт,ок Е. соН/рзгсС связано с 
фосфорилированием по тирозину белков’и клетке, что стимулирует 
их пролиферативную активность. Другим возможным, объяснением 
•того явления может быть изменение под действием онкобелка >>с 
мембраны клеток Е. соИ/р$’гсС таким образом, что она практически 
становится непроницаемой для ортованадата \’а.
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