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Встановлено, що синтез вiрусних бiлкiв у безклiтиннiй системi in vitro в основному
здiйснюється на вiльних та мембранозв’язаних полiсомних мРНП. Але найбiльше вклю-
чення мiтки вiдмiчається в мембранозв’язаних неполiсомних мРНП iз рослин, iнфiко-
ваних вiрусом кучерявої карликовостi картоплi, та з рослин, iнфiкованих Х-вiрусом кар-
топлi. Припускається, що цi асоцiйованi з мембраною структури мiстять полiмеразу
i здатнi активно in vitro синтезувати РНК та направляти синтез запрограмованих
в РНК бiлкiв. Ця тенденцiя вiдмiчається для мРНП, iзольованих iз рослин, уражених
як мiнус-геномним вiрусом кучерявої карликовостi картоплi, так i плюс-геномним Х-вi-
русом картоплi. В системi реплiкацiї in vitro реплiказна активнiсть мРНП-структур
також бiльшою мiрою виявлялася в мембранозв’язаних структурах.

Важливе значення при дослiдженнi вiрусiв, у тому числi i вiрусiв рослин, придiляється
реалiзацiї iнформацiї, закодованої в геномах вiрусiв, де ключову роль вiдiграють процеси
синтезу РНК i бiлка. Бiлковий синтез є складовою частиною експресiї генiв.

Вiдомо, що РНК бiльшостi вiрусiв рослин мають матричну активнiсть i в клiтинах еука-
рiот перебувають в асоцiацiї з бiлками протягом всiєї своєї життєдiяльностi, утворюючи ри-
бонуклеопротеїновi комплекси (РНП), якi беруть участь в реалiзацiї генетичної iнформацiї.
Певна частина РНК в комплексi з бiлками бере участь у процесi трансляцiї i iснує у виглядi
мРНП в асоцiацiї з рибосомами, утворюючи полiсоми або полiсомнi мРНП, а iнша частина
в основному не транслюється i представлена вiльними цитоплазматичними мРНП. У хо-
дi реплiкацiї можливий синтез субгеномних РНК, транспорт яких вiдбувається у виглядi
вiльних цитоплазматичних мРНП.

При виявленнi РНК-залежної РНК-полiмерази у складi вiрусоспецифiчних мРНП, iнфi-
кованих Х-вiрусом картоплi (ХВК), нами було встановлено, що активнiсть цього ферменту
значно перевищувала активнiсть РНК-реплiкази iз здорових рослин. Тому можна припу-
стити, що мРНП можуть функцiонувати як реплiкативнi структури i брати участь у синтезi
вiрусспецифiчних РНК. Розподiл мРНП-структур рiзної клiтинної локалiзацiї, визначення
в їх складi РНК-реплiказної та матричної активностi i стало предметом наших дослiджень.

Для вирiшення поставленого завдання видiляли мРНП рiзної клiтинної локалiзацiї iз
рослин дурману, уражених ХВК (Київський штам), та iз рослин махорки, уражених вiрусом
кучерявої карликовостi картоплi (ВККК), за описаною ранiше методикою [1, 2].

РНК-полiмеразну активнiсть визначали в iнкубацiйнiй сумiшi, яка мiстила 0,1 М трис-
НСl, pH 8,0; 0,002 М MgCl2, 0,0025 М дитiотреiтолу, 0,0125 М (NH4)2SO4 та по 0,0001 М
АТФ, ЦТФ i ГТФ, 6 мкКi 14C УТФ; 30 мкг мРНП [1].

Для визначення матричної активностi мРНП-структур in vitro використовували безклi-
тинну бiлоксинтезуючу систему з лiзату ретикулоцитiв кролика. Кiлькiсть iмпульсiв за 1 хв
пiдраховували на лiчильнику “Beckman LS-7800” [2].
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ХВК є типовим представником роду Potexvirus, родини Flexviridae [3]. Цей рiд характе-
ризується тим, що має плюс-сенсову геномну односпiральну РНК, яка є iнфекцiйною та мат-
рично активною в бiлоксинтезуючiй системi in vitro, i кодує п’ять вiдкритих рамок зчитуван-
ня. Геномна РНК ХВК безпосередньо транслюється як моноцистронна, має 5′-кеп-структу-
ру i 3′-полi-А-послiдовнiсть. Цикл реплiкацiї/транскрипцiї РНК ХВК включає утворення не
тiльки плюс- i мiнус-повнорозмiрних ланцюгiв, а також i субгеномних мРНК. Так, друга–
п’ята рамки зчитування експресуються шляхом синтезу i трансляцiї субгеномної мРНК.
Отже, геном ХВК кодує чотири неструктурних бiлка i один структурний бiлок оболонки [4].

ВККК належить до родини рабдовiрусiв, до якої входить широке коло патогенiв люди-
ни, тварин i рослин. Вони не тiльки морфологiчно схожi, а й генетично спорiдненi. Геном
рабдовiрусiв має односпiральну мiнус-сенсову геномну РНК, яка не iнфекцiйна i не має мат-
ричної активностi. Вона сформована у сферичний нуклеопротеїновий РНК-комплекс, так
званий нуклеокапсид, який упаковується у вiрiони i служить матрицею для РНК-залежного
РНК-полiмеразного синтезу [5]. Пiсля проникнення вiрусу в клiтину комплекс активiзуєть-
ся i на мiнус-спiральнiй РНК, як на матрицi, за допомогою ферменту транскриптази, що
входить до складу вiрусного нуклеокапсиду, синтезуються плюс-сенсовi РНК. Новосинте-
зованi плюс-РНК виконують роль мРНК для синтезу нових або допомiжних реплiкацiйних
бiлкiв, а також вiдiграють роль матрицi для синтезу нових мiнус-сенсових РНК [6, 7]. На
вiдмiну вiд плюс-геномних вiрусiв мiнус-геномнi рабдовiруси мають декiлька типiв бiлкiв,
якi входять до складу вiрiону i забезпечують експресiю вiрусного геному [5].

Згiдно з одержаними нами результатами дослiдження в системi in vitro, мРНП рiзної
клiтинної локалiзацiї, iзольованi iз рослин махорки, уражених мiнус-геномним фiторабдо-
вiрусом ВККК, i рослин дурману, iнфiкованих плюс-геномним ХВК, iстотно вiдрiзняють-
ся за реплiказною активнiстю. Найвищий рiвень реплiказної активностi структур iз рос-
лин, iнфiкованих ВККК, вiдмiчали в мембранозв’язаних неполiсомних (2200400 iмп/хв)
i в мембранозв’язаних полiсомних (784500 iмп/хв) мРНП (рис. 1, а). Рiвень реплiказної
активностi мРНП iз рослин, iнфiкованих ХВК, найвищим був у мембранозв’язаних полi-
сомних (760940 iмп/хв), приблизно в 2,5 раза меншим — у мембранозв’язаних неполiсомних
(270080 iмп/хв), ще меншим i приблизно однаковим — у вiльних полiсомних i вiльних не-
полiсомних мРНП (див. рис. 1, б ).

Зважаючи на те, що в мРНП комплексах виявлена РНК-реплiказна активнiсть, а це
значить, що дослiджуванi мРНП мiстять РНК-реплiказу i здатнi синтезувати РНК in vit-
ro, цiкаво було дослiдити функцiональнi можливостi мРНП структур щодо синтезу бiлкiв
in vitro. Для цього було проведено ряд експериментiв, в яких у бiлоксинтезуючiй системi
матрицею служила iнформацiйна РНК з набором бiлкiв у складi мРНП.

Виходячи з одержаних нами даних (рис. 2), всi структури рiзної клiтинної локалiзацiї,
видiленi з iнфiкованих ВККК рослин махорки, виявляли матричну активнiсть в бiлок-
синтезуючiй системi in vitro. Найбiльш вираженою матричною активнiстю характеризу-
валися мембранозв’язанi неполiсомнi мРНП — 24830 iмп/хв. Матрична активнiсть мРНП
мембранозв’язаних полiсом була нижчою порiвняно з такою мембранозв’язаних неполi-
сомних мРНП, але вищою за матричну активнiсть вiльних полiсомних мРНП i станови-
ла 5270 iмп/хв. Вiльнi цитоплазматичнi неполiсомнi мРНП iз рослин махорки, уражених
ВККК, практично нездатнi стимулювати в безклiтиннiй системi in vitro синтез запрогра-
мованих в мРНК бiлкiв — усього 1740 iмп/хв.

Особливу увагу слiд звернути на високу бiлоксинтезуючу функцiю мембранозв’язаних
неполiсомних мРНП, хоча ця структура знаходиться в мiнiмальнiй кiлькостi в рослинах,
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Рис. 1. Реплiказна активнiсть мРНП рiзної клiтинної локалiзацiї в безклiтиннiй системi in vitro:
а — iз рослин махорки, iнфiкованих ВККК; б — iз рослин дурману, iнфiкованих ХВК.
1 — вiльнi полiсомнi мРНП; 2 — мембранозв’язанi полiсомнi мРНП; 3 — вiльнi неполiсомнi мРНП; 4 —
мембранозв’язанi неполiсомнi мРНП

Рис. 2. Матрична активнiсть мРНП рiзної клiтинної локалiзацiї з iнфiкованих ВККК (iн) та здорових
рослин (зд) махорки в системi in vitro:
1 — вiльнi полiсомнi мРНП; 2 — мембранозв’язанi полiсомнi мРНП; 3 — вiльнi неполiсомнi мРНП; 4 —
мембранозв’язанi неполiсомнi мРНП; 5 — ендогенний синтез

iнфiкованих як ВККК, так i ХВК. Також i iнформацiйна РНК, видiлена з мембранозв’яза-
них неполiсомних мРНП, мала в безклiтиннiй системi in vitro найвищу матричну активнiсть
порiвняно з мРНК, видiленою з вiльних i мембранозв’язаних полiсом. Матрична активнiсть
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Рис. 3. Матрична активнiсть мРНП рiзної клiтинної локалiзацiї з iнфiкованих ХВК (iн) та здорових (зд)
рослин дурману в системi in vitro:
1 — вiльнi полiсомнi мРНП; 2 — мембранозв’язанi полiсомнi мРНП; 3 — вiльнi неполiсомнi мРНП; 4 —
мембранозв’язанi неполiсомнi мРНП; 5 — ендогенний синтез

вiльних неполiсомних мРНП була найнижчою, хоча в кiлькiсному спiввiдношеннi ця струк-
тура превалює над всiма iншими видами мРНП. Це вiдповiдає лiтературним даним вiднос-
но вiрусу везикулярного стоматиту, згiдно з якими майже вся (бiльш 90%) функцiональна
iнформацiйна РНК мiститься в цитоплазматичних неполiсомних мРНП, а iнша частина
знаходиться в полiсомних мРНП [2].

Одержанi результати свiдчать на користь того, що закономiрнiсть, характерна для бi-
локсинтезуючої активностi мРНП iз рослин, уражених ВККК, майже аналогiчна такiй для
мРНП, iзольованих з iнфiкованих ХВК рослин (рис. 3). I в тому, i в другому випадку най-
вищу матричну активнiсть мали мембранозв’язанi неполiсомнi мРНП. У всiх дослiдах для
мРНП iз здорових рослин спостерiгалася низька матрична активнiсть у бiлоксинтезуючiй
системi in vitro. Це свiдчить про те, що в iнфiкованих ХВК i ВККК клiтинах рослин пере-
важає вiрусiндукований або вiрусоспецифiчний синтез бiлкiв.

Отже, в результатi проведених дослiджень встановлено, що мембранозв’язанi мРНП
структури як полiсомнi, так i неполiсомнi iз рослин, уражених ВККК i ХВК, в безклiтинних
системах in vitro мають здатнiсть бiльш активно синтезувати вiруснi РНК i бiлки. Саме цi
структури в системах in vitro здiйснювали найбiльш ефективне включення мiтки в продукт
синтезу (РНК — в системi реплiкацiї, а бiлка — в бiлоксинтезуючiй системi).

Досягнення останнiх рокiв у вивченнi реплiкацiї потексвiрусiв показали, що реплiка-
за потексвiрусiв — це одиночний бiлок, який мiстить метилтрансферазну-РНК-хелiказну
i РНК-полiмеразну активностi. Було виявлено, що iзольованi реплiкази з iнфiкованих ХВК
рослин асоцiйованi з мембранами клiтин [8]. Згiдно з лiтературними даними, синтез G-бiлка
рабдовiрусiв здiйснюється на мембранозв’язаних полiсомних мРНП. Синтез глiкопротеїнiв
на зв’язаних з мембранами полiсомах має важливе бiологiчне значення, оскiльки посттранс-
ляцiйнi модифiкацiї цих бiлкiв вiдбуваються в процесi транспорту з жорстких мембран
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у гладенькi мембрани ендоплазматичного ретикулума, а потiм у плазматичнi мембрани, де
вiдбувається збирання вiрусних часток. Що ж стосується вiльних цитоплазматичних непо-
лiсомних мРНП, то в системi трансляцiї i реплiкацiї in vitro вони виявляють дуже низьку
активнiсть, хоча теж мають РНК-залежну РНК-полiмеразу. Їх функцiя зводиться, мабуть,
до транспорту i запасу генетичної iнформацiї в клiтинi [9].

Вiдомо, що вiльнi цитоплазматичнi мРНП являють собою заново синтезовану мРНК,
надлишок мРНК пiсля транскрипцiї, який не транслюється, а також запаснi, або так званi
маскованi мРНК, якi транслюються тiльки за певних фiзiологiчних умов. При цьому в скла-
дi вiльних цитоплазматичних мРНП виявляється бiльша кiлькiсть бiлкiв, нiж у полiсомних
мРНП. Накопиченi лiтературнi данi про комплекси мРНП, в тому числi й тi, що виявле-
нi в асоцiацiї з рибосомами, вказують на те, що структура i склад таких рибонуклеїнових
комплексiв є рухливими i динамiчними. Можливо, до складу вiльних цитоплазматичних
мРНП входять регуляторнi бiлки, якi контролюють трансляцiю мРНК [9, 10].

Отже, змiни в структурi i в складi мРНП-структур, iзольованих з iнфiкованих плюс- i мi-
нус-геномними фiтовiрусами рослин, вказують на важливу та вирiшальну роль, яку можуть
вiдiгравати цi структури на рiзних етапах метаболiзму мРНК та в процесах регуляцiї екс-
пресiї генiв.
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Ферментативная активность мРНП-структур из растений,
инфицированных плюс- и минус-геномными фитовирусами
картофеля

Установлено, что синтез вирусных белков в бесклеточной системе in vitro в основном осу-
ществляется на свободных и мембраносвязанных полисомных мРНП. Однако наибольшее
включение метки отмечается в мембраносвязанных неполисомных мРНП из растений, ин-
фицированных вирусом курчавой карликовости картофеля, и из растений, инфицирован-
ных Х-вирусом картофеля. Допускается, что эти ассоциированные с мембраной структу-
ры содержат полимеразу и способны активно синтезировать РНК и направлять синтез
запрограммированных в РНК белков in vitro. Эта тенденция отмечается для мРНП, изо-
лированных из растений, пораженных как минус-геномным вирусом курчавой карликовости
картофеля, так и плюс-геномным Х-вирусом картофеля. В системе репликации in vitro реп-
ликазная активность мРНП-структур также в большей мере выявлялась в мембраносвя-
занных структурах.

N. I. Parkhomenko, L. А. Маksimenko, L. F. Didenko

Fermentative activity of mRNP-structures from plants infected by
plus- and minus-genome phytorhabdoviruses of potato

It is shown that the synthesis of virus proteins in a free cell system is carried out mainly by free
and membrane-associated polysomal mRNP. But the most incorporation of a label has been noticed
in the membrane-associated nonpolysomal mRNP from plants infected by curly potato dwarf virus
and potato virus X. It is assumed that these membrane-associated structures have polymerase and
can actively synthesize RNA and proteins in a free cell system. This tendency is noted for mRNP
isolated from plants infected by (−)-genome curly potato dwarf virus and by (+)-genome potato
virus X. The most replicase activity of mRNP structures has been found in the replicative system
in vitro containing membrane-associated structures.
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