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вплив стрУктУрного р-білкА вірУсУ кУчерявоЇ 
кАрликовості кАртоплі нА реплікАЗнУ Активність 

мрнп-комплексів інфіковАних рослин
Всі представники рабдовірусів містять нуклеокапсидний фосфопротеїн – P-білок, який є субо-

диницею вірусного РНК-залежного РНК полімеразного комплексу. В результаті дослідження впливу 
нуклеокапсидного білка Р (NS) на репліказну активність в системі in vitro мРНП, ізольованих із ура-
жених вірусом кучерявої карликовості картоплі рослин різної клітинної локалізації, було встановлено, 
що нуклеокапсидний P-білок значно стимулює репліказну активність мембранозв’язаних полісомних 
мРНП. За наявності P-білка в концентрації 15 мкг/мл в системі реплікації in vitro, репліказна актив-
ність мембранозв’язаних полісомних мРНП збільшилась в 11,7 разів. Меншою мірою ця властивість 
нуклеокапсидного Р-білка при цій же концентрації проявляється для вільних цитоплазматичних мРНП, 
а найменше регуляторні функції нуклеокапсидного P-білка при тих же умовах виявились за наявності в 
системі in vitro вільних полісомних мРНП.

Отже, репліказна активність мРНП комплексів в системі реплікації in vitro залежить від наявності 
в системі нуклеокапсидного вірусного Р-білка. При збільшенні чи зменшенні його концентрації спостері-
гається зміна репліказної активності. 

Ключові слова: структурний Р-білок, вірус кучерявої карликовості картоплі (ВККК), мРНП, реплі-
казна активність.

Як відомо із літературних джерел, геномна РНК вірусів завжди існує в комплексі з білка-
ми протягом всього свого біогенезу. Мінус сенсова односпіральна РНК рабдовірусів, зокрема 
і РНК досліджуваного нами вірусу кучерявої карликовості картоплі (ВККК), завжди знахо-
диться в комплексі з N, L, P (NS) білками. Нерозривно зв’язаний N білок з РНК є матрицею 
для процесів вірусної транскрипції і реплікації в інфікованих рабдовірусом клітинах [17, 25], 
які каталізує РНК-залежна РНК полімераза [9]. У складі віріону ВККК нами була виявлена 
РНК-залежна РНК-полімераза, яка транскрибує вірусну геномну РНК з негативною полярніс-
тю в плюс-мРНК [5].
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Суттєвою субодиницею вірусного РНК-залежного РНК полімеразного комплексу являєть-
ся нуклеокапсидний фосфопротеїн або P(NS)-білок [7, 18, 21, 25]. Цей білок фосфорилюєть-
ся при двох різних доменах. Встановлено, що фосфорилювання аміно-термального домену 
І являється суттєвим для транскрипції, в той же час фосфорилювання карбокситермального 
домену ІІ необхідно для реплікації [11].

Із літературних даних відомо, що P-білок відіграє визначну роль в процесах фосфори-
лювання, які являються одним із механізмів регуляції інфекційного процесу вірусів [7]. Як 
виявилося, фосфорилюються нуклеокапсидні білки майже всіх відомих вірусів: грипу, корі, 
герпесу, гепатитів, везикулярного стоматиту, аденовірусів тощо. [1]. Поряд із іншими механіз-
мами регуляції показана залежність активності РНК-полімерази від процесів фосфорилюван-
ня [21]. Нами показано, що в системі in vitro найбільшу протеінкіназну активність проявляв 
нуклеокапсидний P-білок [6]. Ці результати узгоджуються з літературними даними в тому, що 
РНК-полімераза складається з великого L-білка тісно зв’язаного з субодиницею фосфопротеї-
ну – P-білка. Для успішного протікання процесу синтезу РНК особливо необхідна наявність 
L-, P- і N-РНК комплексу [10,14,18]. Зважаючи на значну роль, яку відіграє Р-білок в життє-
вому циклі вірусу, метою наших досліджень стало вивчення впливу нуклеокапсидного білка Р 
(NS) на репліказну активність мРНК у складі реплікативних комплексів (мРНП), ізольованих 
із уражених вірусом кучерявої карликовості картоплі рослин різної клітинної локалізації в 
системі in vitro.

матеріали і методи. У своїх дослідженнях використовували вірус кучерявої карликовості 
картоплі (ВККК), виявлений і описаний Ф.Ю. Козарем з співавторами [4]. Рослини махорки 
(Nicotiana rustica) заражали соком хворих рослин. В інших випадках рослини інфікували очи-
щеним вірусом у концентрації 1мг/мл. Виділення вірусу ВККК здійснювали за методикою, 
описаною раніше [6].

виділення вільних та мембранозв'язаних полісомних і неполісомних мрнп проводи-
ли за методикою Ogawa, детально описану в більш ранніх наших роботах [2].

спектрофотометрію вірусу, очищеного білка та мРНП різної клітинної локалізації, одер-
жаних із рослин, інфікованих ВККК, визначали на спектрофотометрі «Specord».

репліказну активність in vitro визначали в інкубаційній суміші об’ємом 50 мкл, яка міс-
тила 100 мМ Трис-НСІ рН 8.0; 2 мМ MgCl2 (Merck), 2,5 мМ дітіотреітолу, 12,5 мМ (NH4)2SO4 
(хч) та по 0,1 мМ АТФ, ЦТФ і ГТФ (Amersham), 6 мкКu 14C УТФ; 0,01 оптичних одиниць 
мРНП. Суміш витримували протягом 1,5 год при 30 0С. Активність ферменту в одержаних 
препаратах визначали за включенням 14С-уридін-5-трифосфату (УТФ) у кислотонерозчинний 
матеріал. Для визначення включення мітки проби наносили на фільтри Whatman 3ММ, вису-
шували та вносили в розчин, який містив 80 мл ацетону і 10 мл 50 % трихлоруксусної кислоти 
(ТХУ), обережно струшуючи, змішували 10 хв, потім послідовно відмивали 10 % гарячим 
розчином ТХУ, тричі 5 % ТХУ і, нарешті, 96 % етанолом. Фільтри висушували, вносили в 
флакони з сцинтилляційною рідиною і визначали включення мітки на лічильнику «Beckman 
LS-7800»[9].

ізоляція білків вккк. Виділення білків ВККК здійснювали модифікованим методом De 
та Benerjee [15]. Очищений ВККК в концентрації 4мг/мл розчиняли в буфері А, який містить 
10мМ Тріс-НСІ (рН 8.0), 5 % гліцерин, 0,4М NaCl, 1,85 % тритон Х-100 та 0,6мМ дітіотреіто-
лу. Вірусний препарат наносили на двоступінчатий градієнт гліцерину (30 % та 100 %) і цен-
трифугували в роторі SW-55 (Beckman L7-55) при 45000 об/хв протягом 2-х годин. Вірусний 
рибонуклеопротеід збирали з гліцеринової подушки і розбавляли в 5 разів буфером б, який 
містить 10мМ Тріс-НСІ (рН 8.0) і 1мМ ЕДТА. Потім добавляли рівний об’єм буфера А, який 
містить 0,8 М NaCl (без тритону Х-100) і інкубували на льоду протягом 1 год. Суміш центри-
фугували через 30 % гліцерин, як описано вище. Вірусний РНП переносили в буфер А, врахо-
вуючи, що концентрація тритону Х-100 повинна відповідати 0,1 %. Звільнені нуклеокапсидні 
білки збирали з верхньої зони центрифужної пробірки і діалізували протягом 12 год при 4 0С 
проти буферу С, який містив 20мМ Трис-НСІ (рН 7.4), 10 % гліцерин, 0,1 % тритон Х-100 та 
0,3мМ дітіотреітол. Діалізат наносили на колонку з фосфоцелюлозою, врівноваженою буфе-
ром С. Фракції, що не зв’язалися, містили NS білок, їх відмивали буфером С і концентрува-
ли. Для визначення ферментативної активності 1/2 частину білкового препарату висолювали 
(NH4)2SO4 або ж осаджували білками-носіями, в даному випадку використовувався бСА. Дру-
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гу частину білкового препарату осаджували 10 % ТХУ (кінцева концентрація), преципітат 
відмивали 10 % ТХУ та двічі ацетоном і використовували для електрофоретичного аналізу.

електрофорез білків ВККК проводили в градієнтному(8–20 %) ПААГ в умовах денату-
рації за методом Laemli, як було описано нами раніше [3]. У ролі білків-маркерів використову-
вали стандартні суміші фірми “Pharmacia”: фосфорилаза – 94 кДа, альбумін – 67, овальбумін 
– 43 кДа, карбонік-ангідраза – 30 кДа, трипсин-інгібітор – 20,1 кДа, лактоальбумін – 14 кДа. 
Після фарбування білки сканували за допомогою пристрою Chromoscan «Joice Loeble» при 
довжині хвилі 620 нм. 

результати та їх обговорення. З літературних джерел відомо, що вірусспецифічні білки 
(-)-геномного вірусу везикулярного стоматиту, (+) геномних вірусів мозаїки люцерни і віру-
су тютюнової мозаїки виконують регуляторну функцію при синтезі РНК у системі in vitro 
[8,16,22,24]. У системі in vivo показана залежність реплікації від вірусспецифічного білкового 
синтезу [19, 23, 24].

Як уже зазначалося, нами було встановлено, що мРНП різної клітинної локалізації, виді-
лені з рослин, уражених (-) геномним ВККК, містять РНК-залежну РНК-полімеразу і здат-
ні направляти синтез РНК in vitro [5]. Цікаво було вияснити вплив нуклеокапсидних білків 
ВККК, зокрема білка Р (NS) на репліказну активність у складі реплікативних комплексів 
(мРНП). Численними дослідами in vivo та in vitro підтверджено унікальність Р-білка, який 
має велике значення в життєвому циклі вірусів. Показано, що ступінь фосфорилювання цього 
білка відіграє регуляторну роль в транскрипційних процесах in vitro та головну роль у реплі-
каційному процесі рабдовірусів [11, 12,20]. Тому для подальшої роботи ми використали цей 
виділений і раніше досліджений нами білок [6].

Для проведення даної роботи були виділені вільні цитоплазматичні і мембранозв’язані 
мРНП та мРНП вільних та мембранозв’язаних полісом із рослин махорки, уражених ВККК. 
Нуклеокапсидний білок P (NS) виділяли, використовуючи градієнтне центрифугування в глі-
церині і хроматографію на фосфоцелюлозі і ДЕАЕ целюлозі. Виділений білок діалізували 
проти буфера, який використовували в системі реплікації. Спектрофотометрія виділеного 
білка показала, що він не має сторонніх домішок (рис. 1). Методом електрофорезу в ПААГ 
визначена молекулярна маса P-білка ВККК, вона відповідала 49 kDа (рис. 2).

рис. 1. Уф-спектр ізольованого р-білка вірусу кучерявої карликовості картоплі (вккк)
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рис. 2. денситограма ізольованого р-білка вірусу кучерявої карликовості картоплі 
(вккк) в градієнтному пААг

Реплікаційна суміш об’ємом 50 мкл містила мРНП в концентрації 0,01 оптичних одиниць 
(о.о.) і білка в концентраціях 5мкг/мл, 15 мкг/мл і 45 мкг/мл.

При внесенні нуклеокапсидного Р-білка в систему реплікації in vitro, що містить мРНП 
різної клітинної локалізації, виявлено вплив вірусного білка на репліказну активність залеж-
но від його концентрації (рис. 3). більшою мірою цей вплив проявився за наявності в системі 
реплікації in vitro мембранозв’язаних полісомних мРНП, тому як репліказна активність при 
концентрації P-білка 5 мкг/мл, 15 мкг/мл і 45 мкг/мл збільшилась відповідно в 2 рази, в 11,7 і 
в 6,8 разів. Отже, найбільше вплив Р-білка на репліказну активність проявляється при концен-
трації 15 мкг/мл, а при підвищенні концентрації білка до 45 мкг/мл спостерігається тенденція 
до зниження репліказної активності. 

рис. 3. вплив р-білка вккк на репліказну активність мрнп-комплексів, ізольованих 
із інфікованих рослин

а – вільні цитоплазматичні неполісомні мРНП;
б – вільні полісомні мРНП;
в – мембранозв’язані полісомні мРНП;
1 – реплікаційна система без Р-білка;
2 – 5 мкг/мл Р-білка в реплікаційній системі;
3 – 15 мкг/мл Р-білка;
4 – 45 мкг/мл Р-білка.
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В системі реплікації у присутності вільних цитоплазматичних неполісомних мРНП наяв-
ність білка в концентрації 15 мкг/мл і 45 мкг/мл стимулювала репліказну активність в 2 рази 
більше (на 110 % та 106 % відповідно), в той час як концентрація білка 5 мкг/мл зменшила 
репліказну активність майже вдвічі. 

Вміст білка в концентрації 5 мкг/мл і 15 мкг/мл в системі реплікації за наявності вільних 
полісомних мРНП стимулювало включення мітки в продукт синтезу на 26 % і 20 %, а на-
явність білка в концентрації 45 мкг/мл майже не впливала на репліказну активність, навіть 
з’являлась тенденція до зниження репліказної активності (на 5 %).

Вплив нуклеокапсидних білків на реплікацію рабдовірусів було показано давно. Так, ви-
явлено, що пригнічення білкового синтезу в інфікованих вірусом везикулярного стоматиту 
клітинах приводить до припинення реплікації in vivo [19,23]. Цей феномен відмічений і для 
системи реплікації in vitro, яка містить вірусоспецифічні білки [15]. В експериментах з білка-
ми вірусу везикулярного стоматиту доведено, що вплив білка на синтез РНК залежав від його 
концентрації [24]. 

Як показано для (+) геномного вірусу мозаїки люцерни, додавання екзогенного білка обо-
лонки ВМЛ до реплікативного комплексу приводило до різкого збільшення синтезу висо-
комолекулярної РНК. І як вважають дослідники [16], ця дія білка оболонки не зводилась до 
захисту РНК, які реплікуються, від дії нуклеаз. Передбачається, що наявність білка оболонки 
необхідна для звільнення синтезованих молекул матричних РНК ВМЛ із складу реплікатив-
ного комплексу. За відсутності білка оболонки вивільнення синтезованих мРНК із репліказ-
ного комплексу не здійснюється і реплікація вірусу зупиняється. Крім того показана роль 
білка оболонки ВМЛ в регуляції балансу між вірусними плюс і мінус ланцюгами РНК, що 
синтезується [22]. У наших дослідженнях збільшення концентрації білка не завжди спри-
яло підвищенню рівня реплікації. Мабуть тільки оптимальне співвідношення білка в системі 
in vitro здатне стимулювати реплікацію мРНК у складі мРНП залежно від їх субклітинної 
локалізації.

Таким чином, при проведенні досліджень щодо виявлення впливу нуклеокапсидного біл-
ка P (NS) на репліказну активність мРНП комплексів нами встановлено, що значна стимуляція 
репліказної активності під дією білка спостерігається за наявності мембранозв’язаних полі-
сомних мРНП в системі реплікації in vitro. 

Н.И. Пархоменко, Л.Ф. Диденко, Л.А. Максименко, Н.С. Дяченко

Институт микробиологии и вирусологии им. Д.К. Заболотного НАН Украины, 
ул. Академика Д.К. Заболотного, 154, Киев, 03143, Украина

влияние стрУктУрного р-белкА вирУсА кУрчАвоЙ 
кАрликовости кАртофеля нА репликАЗнУЮ Активность 

мрнп-комплексов инфицировАнных рАстениЙ
Р е з ю м е

Все представители рабдовирусов содержат нуклеокапсидный фосфопротеин – P-белок, который яв-
ляется существенной субъединицей вирусного РНК-зависимого РНК полимеразного комплекса. В резуль-
тате исследования влияния нуклеокапсидного белка Р (NS) на репликазную активность мРНП, изолиро-
ванных из пораженных вирусом курчавой карликовости картофеля растений различной клеточной лока-
лизации в системе in vitro, было установлено, что нуклеокапсидный P-белок значительно стимулирует 
репликазную активность мембраносвязанных полисомных мРНП. При наличии P-белка в концентрации 
15 мкг/мл в системе репликации in vitro мембраносвязанных полисомных мРНП, репликазная активность 
увеличилась в 11,7 раз. В меньшей мере это свойство нуклеокапсидного Р-белка в тех же условиях прояв-
ляется для свободных цитоплазматических неполисомных мРНП, а в наименьшей степени регуляторные 
функции нуклеокапсидного P-белка проявились при наличии в системе in vitro свободных полисомных 
мРНП. 

Таким образом, репликазная активность в системе репликации in vitro зависит от концентрации в 
системе нуклеокапсидного вирусного P-белка.

Ключевые слова: структурный Р-белок, вирус курчавой карликовости картофеля (ВККК), мРНП, 
репликазная активность.
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effect of strUctUrAl p-proteIN of potAto cUrly dWArf VIrUs 
oN replIcAse ActIVIty of mrNp-coMpleXes of INfected plANts  

S u m m a r y 
All representatives of rhabdoviruses contain a nucleocapside phosphoprotein - P-protein which is an 

essential subunit of the viral RNA-dependent RNA polymerase complex. As a result of studying the effect of 
nucleocapside protein P(NS) on replicase activity of mRNP isolated from plants infected by potato curly dwarf 
virus in the system in vitro, it was established that nucleocapside P-protein stimulates considerably the replicase 
activity of membrane-bound polysomal m-RNP. P-protein being available in concentration of 15µg/ml in the 
replication system in vitro of membrane-bound polysomal mRNP, the replicase activity increased 11.7 times. This 
property of nucleocapside P-protein at the same concentration was displayed to a less extent with the presence 
of free polysomal mRNP, in the system in vitro. Thus the replicase activity mRNP-complexes in the replication 
system in vitro depends on the presence of nucleocapside viral P-protein in the system. Its concentration being 
increased or decreased, one can observe the change of the replicase activity. 

The paper is presented in Ukrainian. 
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