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У науковій літературі описано фосфорилювання структурних білків у вірусу мозаїки цвіт-
ної капусти, А-вірусу картоплі (АВК), вірусу шарки сливи та ін. [1—3]. Оскільки фосфо-
рильовані білки беруть участь у регуляції більшості процесів усередині клітин, слід чекати, 
що вірусні білки здатні фосфорилюватись і дефосфорилюватись у ході розвитку інфекції.

Великий інтерес становить вивчення молекулярних механізмів регуляції процесів 
трансляції і реплікації вірусних РНК рослин. Показано, що білок оболонки вірусу шарки 
сливи у складі вірусної частки не здатен піддаватися фосфорилюванню, а виділений віль-
ний білок — здатний [1]. Фосфорилювання вільного білка оболонки регулює кількість 

https://doi.org/10.15407/dopovidi2021.05.107

УДК  577.112:66.094.533]:581.16:632.38

Л.О. Максименко 
Н.Й. Пархоменко
Інститут мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України, Київ
E-mail: : maksymenko.l.a@gmail.com

Фосфорилювання вірусних білків — 
важлива умова репродукції рослинних вірусів
Представлено членом-кореспондентом НАН України Б.П. Мацелюхом

Фосфорилювання білків характерно для структурних білків у вірусу мозаїки цвітної капусти, А-вірусу кар-
топлі (АВК), вірусу шарки сливи та ін. Цей процес необхідний для розвитку вірусної інфекції в рос лині. Х-ві-
рус картоплі (ХВК) — типовий представник роду Potexvirus. Встановлено, що капсидний білок ХВК здат-
ний фосфорилюватися в стандартному інкубаційному середовищі in vitro, яке містило (гамма-32Р)АТФ. 
На відміну від цього білок ХВК у стандартному інкубаційному середовищі за наявності (альфа-32Р)АТФ не 
фосфорилюється. Таким чином, кінцевий фосфат АТФ відіграє головну роль у фосфорилюванні білка ХВК. 
Фосфорильований білок ХВК у системі in vivo був виявлений шляхом експонування нітроцелюлозного 
фільтра з імуноблотом на рентгенівській плівці РМ-1. У результаті був одержаний автограф фосфори-
льованого in vivo структурного білка ХВК. Концентрація іонів Са2+ та ЕДТА у системі фосфорилювання 
in vitro впливає на процес фосфорилювання структурного білка ХВК. За наявності в системі фосфори-
лювання in vitro 10 мМ ЕДТА та 10 мМ СаCl2  процес фосфорилювання структурного білка ХВК пригнічу -
є ться. Явище фосфорилювання структурного білка ХВК використовується в процесах репродукції вірусу в 
інфікованій клітині.
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білка, здатного взаємодіяти з РНК [2]. На пізніх ста діях 
інфекції він дефосфорилюється і активує процес утворення 
вірусних часток [3].

РНК Х-вірусу картоплі (ХВК) у складі вірусних часток 
недоступна для трансляції in vitro, але набуває здатності 
транслюватися в результаті фосфорилюван ня білка обо-
лонки [4 ]. У зв’язку з цим метою нашого дослідження було 
вивчити умови фосфорилювання капсидного білка ХВК у 
системах in vitro і in vivo, а також впливу ЕДТА та СаCl2 на 
фос форилювання вірусного білка в системі in vitro.

Матеріали і методи. ХВК одержували з листя Da tura 
stramonium з характерними симптомами інфекції. До го-
могенату листя додавали до 3 об’ємів натрій-фос фатного 
буфера, рН 8,0, який містив 0,2 % меркапто етанолу. Фільтрат 
центрифугували при 3000 g протя гом 10 хв. Супернатант 
центрифугували ще 10 хв при 10000 g. Далі до рідини дода-
вали тритон Х-100 до 0,5 % і інкубували суміш 30 хв. Вірус 
осаджували за допомогою ПЕГ 6000, дово дячи його до кін-
цевої концентрації 4,5 % і NaCl до 2 %. Осад вірусу одер-

жували після цент рифугування при 10000 g протягом 15 хв і розчиняли у фосфатному бу-
фері, рН 7,0. Кон центрацію вірусу визначали на спектрофотометрі Specord при довжині 
хвилі 260 нм в УФ-світлі за формулою: c  (пік ⋅ розведення)/2,7 [5]. Білок оболонки ХВК 
одержували за методом [6]. Кролячу антисироватку до білка ХВК одержували, імунізуючи 
кроля внут рішньовенно через кожні 7 діб протягом місяця. Потім через 10 діб відбирали 
кров і від діляли сироватку. Титр си роватки визначали методом подвійної дифузії в 1 %-му 
агарі [7]. Фосфорилювання білка ХВК in vivo визначали таким чином. Зрізані листя дур-
ману, ура жені ХВК зі специфіч ними симптомами, занурювали в дистильовану воду, що 
містила 375 мКі ортофосфату 32Р, накривали склом і інкубували протягом 5 діб, поки листя 
пов ністю всмоктало воду з міткою. Після цього з листя виділяли ХВК, фракціонували 
білок методом електрофорезу в ПААГ, білки з гелю переносили контактним чином на нітро-
целюлозний фільтр і проводили імуноблот за методом Towbin [8]. Для цього використо-
вували сироватку, одержану до білка оболонки ХВК, і антикролячі антитіла, мічені пе-
роксидазою.

Кіназну активність досліджуваних білків in vitro визначали за методом Menissier-De 
Murcia [9]. Готували таку реакційну суміш: 20 мМ трис-НСl, pH 7,4; 10 мM MnCl2, 0,8 мM 
EDTA і 2 мкКі 32Р АТФ (ємність 3000 Кі/мM). Для фракціонування білків у ПААГ до 
зразків додавали ТХО, кінцева концентрація якої становила 10 %. До осаду білка дода-
вали дисоціюючий буфер, нагрівали при 100 °С 5 хв і наносили на 8—20 %-й градієнтний 
ПААГ. Проводили електрофорез за методом Laemmli [10]. Фосфорильовані in vitro і in vivo 
білки виявляли методом радіоавтографії на плівці РМ-1. З цією метою висушений гель, 
або нітроцелюлозний фільтр експонували на плівці протягом 12 год.

Результати. Одержаний нами розчин білка оболонки ХВК вимірювали на спектро-
фотометрі. На рис. 1 зображено спектр поглинання білка в УФ-світлі при 280 нм. Методом 

Рис. 1. УФ-спектр структурного 
білка ХВК при 280 нм
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електрофорезу в 10 %-му ПААГ було визначено молекулярну масу білка ХВК, що від по-
відала 29 кД.

20 мкл розчину білка ХВК вносили в стандартне реакційне середовище, яке містило  
(гамма-32Р)АТФ і (альфа-32Р)АТФ. Продукти фосфорилювання ретельно відмивали від 
мітки, фракціонували в ПААГ, гель висушували і експонували на рентгенівській плівці. Як 
випливає з аналізу автографа, білок ХВК фосфорилювався в системі in vitro, що містила 
(гамма-32Р)АТФ (рис. 2, 1), і не фосфорилювався в системі, яка містила (альфа-32Р)АТФ 
(рис. 2, 2). Таким чином, білок ХВК здатний фосфорилюватися в системі in vitro, що містить 
(гамма-32Р)АТФ. Маючи такі властивості, білок оболонки ХВК, мабуть, бере участь у регу-
ляції синтезу білків у інфікованій клітині. На рис. 3 наведено автограф фосфорилювання 
білка ХВК у системі in vivo. Автограф одержували після експонування на рентгенівській 
плівці нітроцелюлозного фільтра після проведеного імуноблоту із застосуванням сироват-
ки, одержаної до покровного білка ХВК. Таким чином, білок ХВК здатний фосфорилювати-
ся в інфікованих ХВК листях дурману. Треба зазначити, що поряд з фосфорилюванням ві-
русного білка, фосфорилюються і продукти його протеолізу, який здійснюється в клітинах 
рослин протеазами.

Вірусні білки, потрапляючи в клітину, можуть піддаватися фосфорилюванню—дефос-
форилюванню клітинними кіназами та фосфатазами, і віруси можуть використовувати ці 
процеси в ході розвитку інфекції. Геноми більшості рослинних вірусів не кодують власних 
протеїнкіназ. У рослинній клітині існують кальцієзалежні протеїнкінази, циклінзалежні 
протеїнкінази. Циклінзалежні кінази беруть участь у регуляції клітинного циклу. Крім того, 
їх активність регулюється шляхом фосфорилювання—дефосфорилювання. У зв’язку з цим 

Рис. 2. Фосфорилювання білка ХВК in vitro (ра-
діоавтографія): 1 — фосфорильований білок ХВК 
у стандартному інкубаційному середовищі з до-
даванням (гамма-32Р)АТФ; 2 — нефосфорильова-
ний білок ХВК з додаванням (альфа-32Р)АТФ

Рис. 3. Фосфорилювання білка ХВК in vivo: а — 
імуноблот з використанням сироватки, одержа-
ної до білка ХВК; б — радіоавтографія фосфори-
льованного вірусного білка (стрілками вказано 
білок ХВК та продукти протеолізу)
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наступним нашим завданням було дослідити вплив хела-
туючих агентів (ЕДТА), а також іонів Ca2+ на процес фос-
форилювання структурного білка ХВК. З цією метою в 
стандартну інкубаційну суміш, яка містила (гамма-32Р)АТФ 
вносили в одному випадку ЕДТА до кінцевої концентрації 
10 мМ, а в іншому — 10 мМ СаCl2. Потім до проб додавали 
по 20 мкл розчину вірусного білка в концентрації 1 мг/мл, 
інкубували як зазначено вище, проводили електрофорез в 
10 %-му ПААГ, гель висушували і експонували на рентге-
нівській плівці РМ-1. Одержаний автограф вірусного біл-
ка в стандартному середовищі (рис. 4, доріжка 1) і відсут-
ність фосфорилювання білка ХВК свідчать про те, що за 
наявності в системі in vitro 10 мМ ЕДТА (рис. 4, доріжка 2) 
та 10 мМ СаCl2 (рис. 4, доріжка 3) пригнічується процес 
фосфорилювання білка оболонки ХВК. 

Обговорення результатів. Фосфорилювання — процес 
перенесення кінцевої фосфатної групи від АТФ на відповідний залишок серину або трео-
ніну. Цей процес здійснюють протеїнкінази. Ці ферменти різні за субстратною специфіч-
ністю і за механізмами регуляції їх активності. Існує цілий ряд активаторів протеїнкіназ — 
цик лічний аденозинмонофосфат (цАМФ), іони кальцію, магнію, марганцю, двоспіральна 
РНК та ін. [3 ].

На сучасному етапі розвитку вірусології рослин великий інтерес становить вивчення 
молекулярних механізмів регуляції процесів трансляції і реплікації вірусних РНК. Авто-
рами роботи [11] була запропонована модель, згідно з якою в інфікованій клітині білок 
оболонки фосфорилюється кіназами рослини-хазяїна і вірусна РНК стає доступною для 
трансляції. В подальшому циклі розмноження вірусу РНК “одягається” білком оболонки і 
тимчасово виключається з процесів трансляції, реплікації і проходить по плазмодесмах у 
сусідні клітини. Можливо, саме фосфорилювання відповідає за руйнування реплікативно-
го комплексу.

Можна припустити, що на середніх і пізніх стадіях інфекції наступає пригнічення про-
теїнкіназної активності в ХВК заражених клітинах, що сприяє формуванню зрілих віріонів. 
Відомо, що протеїнкінази тотального екстракту листя тютюну здатні фосфорилювати білок 
оболонки АВК, а також транспортний білок ВТМ. Обидві кіназні реакції не залежали від 
іонів Са2+ і активувались іонами Mn2+ ефективніше, ніж іонами Mg2+ [1, 4]. Можливий ме-
ханізм стимуляції протеїнкіназ двовалентними катіонами металів полягає в утворенні 
комплексу цих катіонів з АТФ і подальшому використанні ферментом цього комплексу [1].

Автори роботи [12] показали, що зв’язування РНК ВТМ з транспортним білком приз-
водить до пригнічення її трансляції in vitro. Було зроблено припущення, що in vivo акти-

Рис. 4. Вплив ЕДТА і СаСl2 на фосфорилювання білка ХВК у системі 
in vitro: 1 — білок ХВК фосфорилюється; 2 — білок ХВК +10 мМ 
ЕДТА – не фосфорилюється; 3 — білок ХВК+10 мМ СаСl2  — не фос-
форилюється
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вація комплексу транспортний білок—РНК відбувається в ході його проходження через 
плазмодесми і здійснюється шляхом фосфорилювання транспортного білка.

Раніше нами у складі мРНП (інформосом) виявлені фосфорильовані in vitro білки, ін-
дуковані ХВК у рослинах дурману. У вірусспецифічних інформосомах був виявлений бі-
лок із цАМФ-залежною протеїнкіназною активністю. Цей білок є РНК-залежною РНК-
полімеразою і здатний направляти в системі реплікації in vitro синтез дволанцюгової РНК 
[13]. Є відомості про роль фосфорильованого капсидного білка АВК в ініціації трансляції 
вірусної РНК, а також його взаємозв’язок з РНК-залежною РНК-полімеразою [14]. Для 
трьох груп вірусів показано фосфорилювання білків-компонентів РНК-залежної РНК-по-
лімерази [2, 13, 14,]. Є також дані про фосфорилювання in vivo капсидного білка ВТМ [15].

Таким чином, у різних вірусів рослин структурні білки можуть бути поліфункціональ-
ними і використовувати для цього процеси фосфорилювання—дефосфорилювання. Фос-
форилювання вірусних білків є важливою умовою репродукції рослинних вірусів. Ми по-
казали, що білок оболонки ХВК також здатний фосфорилюватися в системах in vitro і in 
vivo. Отримані нами результати підтверджують дані літератури.

Висновки. 1. Білок оболонки ХВК здатний фосфорилюватися в стандартному інку-
баційному середовищі in vitro, яке містить (гамма-32Р)АТФ. На відміну від цього, білок ХВК 
у стандартному інкубаційному середовищі за наявності (альфа-32Р)АТФ не фосфори-
люється. Таким чином, кінцевий фосфат АТФ відіграє головну роль у фосфорилюванні 
білка ХВК.

2. Білок ХВК здатний фосфорилюватись в інфікованих листях дурману.
3. За наявності в системі фосфорилювання in vitro 10 мМ ЕДТА та 10 мМ СаCl2 процес 

фосфорилювання капсидного білка ХВК пригнічується.
Отже, явище фосфорилювання  білка оболонки ХВК, безумовно, використовується в 

процесах репродукції вірусу в інфікованій клітині.
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PHOSPHORYLATION OF STRUCTURAL VIRAL PROTEINS — 
ESSENTIAL CONDITION FOR PLANT VIRUSES REPRODUCTION

Phosphorylation of  proteins is characteristic for structural proteins of cauliflower mosaic virus, potato virus A 
(PVA), plum beetle virus, and others. This process is necessary for the development of viral infection in the 
plant. Potato virus X (PVX) is a typical member of the genus Potexvirus. It was found that the structural viral 
protein of potato virus X is able to phosphorylation in a standard incubation medium in vitro, which contained 
(gamma-32P)ATP. In contrast, PVX protein in a standard incubation medium in the presence of (alpha-32P)ATP 
is not phosphorylated. Thus, the final ATP phosphate plays a major role in the phosphorylation of the struc-
tural PVX protein. Phosphorylated PVX protein in the system in vivo was detected by exposing nitrocellulose 
with immunoblot on X-ray film PM-1. As a result, an autograph of the phosphorylated in vivo structural protein 
PVX was obtained. The concentration of Ca and EDTA ions in the in vitro phosphorylation system affects 
the process of phosphorylation of the structural protein of PVX .

The presence of 10 mM EDTA and 10 mM CaCl2 in the in vitro phosphorylation system inhibited the 
phosphorylation process of the PVX structural protein. The phenomenon of phosphorylation of the structural 
protein of PVX is probably used in the processes of virus reproduction in an infected cell.

Keywords: potato X-virus, structural protein of PVX, phosphorylation, protein kinases.


