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Была изучена активность РНК�зависимой РНК�полимеразы вируса менго (RdRP) дикого типа и ее мутант�
ных вариантов, в которых С�концевой остаток триптофана был заменен на остатки аланина (W460A), фени�
лаланина (W460F) или тирозина (W460Y). Эти белки были экспрессированы в E. coli и очищены c исполь�
зованием технологии IMPACT. Выделенные рекомбинантные белки исследованы в системе in vitro при
элонгации праймера олиго(U) на матрице РНК, соответствующей 366�звенному 3'�концевому участку РНК
вируса менго. Активность мутантных полимераз была сопоставима с активностью фермента дикого типа. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: РНК�зависимая РНК�полимераза, вирус менго, IMPACT�система.

Геном вируса менго, являющегося предста�
вителем семейства пикорнавирусов, представ�
ляет собой молекулу РНК («+»�цепь) длиной
около 7600 нуклеотидов, имеющую на 3'�конце
поли(А)�участок [1]. 5'�конец РНК ковалентно
связан с небольшим вирусным белком VPg [2].
Несколько сотен нуклеотидов на 5'�конце и нес�
колько десятков нуклеотидов на 3'�конце вирус�
ной РНК, так называемые нетранслируемые об�
ласти генома (5'�НТО и 3'�НТО), играют важную
роль в регуляции трансляции и репликации ви�
русной РНК. РНК имеет одну открытую рамку
считывания, кодирующую единый полипроте�
ин, посттрансляционно расщепляемый вирус�
специфическими протеазами [3, 4]. Появление в
клетке вирусных белков дает возможность на�
чать репликацию вирусной РНК. Геномная «+»�
цепь РНК служит матрицей для синтеза «–»�це�
пей РНК, в результате чего образуется реплика�
тивная форма РНК, на которой асимметрично
синтезируются дочерние молекулы «+»�РНК [5,
6]. 3'�НТО РНК вируса содержит нуклеотидные
последовательности, необходимые для «посад�
ки» РНК полимеразы, а также клеточных и ви�

русных факторов, участвующих в инициации и
элонгации синтеза РНК [7–11]. Механизмы
инициации синтеза «+»� и «–»�цепей РНК до
конца не изучены, однако известно, что элонга�
ция как «+»�, так и «–»�цепей осуществляется
вирусной РНК�зависимой РНК�полимеразой
(RdRP), состоящей у вируса менго из 460 ами�
нокислотных остатков [12]. In vitro очищенная
RdRP катализирует достройку с 3'�конца олиго�
нуклеотидного РНК� или ДНК�праймера на
любой одноцепочечной РНК�матрице. In vivo
роль праймера выполняет уридилированный бе�
лок VPg или его предшественник. Непосред�
ственно участвуя в процессе инициации репли�
кации, он ковалентно присоединяется к 5'�кон�
цам как «+»�, так и «–»�цепей РНК. Полный
цикл вирусной репликации осуществляется в
достаточно сложных репликативных комплек�
сах, в состав которых входят индуцированные
вирусом мембранные везикулы и связанные с
ними рибонуклеопротеидные комплексы, со�
держащие РНК�матрицу, вновь синтезируемые
молекулы РНК и, помимо вирусной РНК�поли�
меразы, набор вирусных и клеточных белков
[13, 14]. Специфичность РНК�белковых и бе�
лок�белковых взаимодействий в значительной
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степени определяет эффективность репликации
вирусного генома, поэтому важную роль играет
структурная организация каждого из компонен�
тов репликативного комплекса. 

Молекула полимеразы RdRP состоит из трех
доменов: «пальцы», «ладонь» и «большой палец»
[15–19]. Взаиморасположение доменов, опреде�
ляя структурную организацию фермента, играет
важную роль в функционировании полимеразы.
На основании результатов моделирования струк�
туры РНК�полимеразы вируса менго с исполь�
зованием данных рентгеноструктурного анализа
полимераз ряда пикорнавирусов, а также других
РНК�содержащих вирусов, было высказано
предположение о том, что С�концевой остаток
триптофана W460 RdRP обеспечивает взаимо�
действие с несколькими аминокислотными ос�
татками домена «ладонь» [20]. Эти взаимодей�
ствия, сопровождающиеся фиксацией опреде�
ленных структур с участием этих остатков на
каждой стадии полимеразной реакции, возмож�
но, обеспечивают запуск различных этапов син�
теза РНК (инициация – элонгация – термина�
ция). Ранее нами было показано, что мутации в
триплете, кодирующем С�концевой остаток
триптофана W460 полимеразы RdRP вируса
менго, приводящие к замене триптофана на не�
полярные аминокислотные остатки (аланин и
фенилаланин) или к его удалению, приводят к
потере инфекционности вирусной РНК, тогда
как при замене на большие полярные остатки
(тирозин и гистидин) инфекционность сохраня�
ется[20]. 

В настоящей работе была получена рекомби�
нантная RdRP и ее мутантные варианты, у кото�
рых С�концевой остаток триптофана заменен на
остатки аланина (W460А), фенилаланина (W460F)
или тирозина (W460Y), и изучено влияние этих
замен на активность полимеразы in vitro.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Реактивы. В работе использованы Tris, ЭДTA
(«Merck», Германия), HEPES («Sigma», США),
IPTG («MP Biomedicals Inc.», Германия), дитиот�
риэтол, фенил�метил�сульфанилфторид (PMSF),
ампициллин («Serva», США), АТР («Sigma»,
США), [α�32P]UTP (4000 Ки/моль) и [3H]ATP
(15 Ки/ммоль) (ЦКП «Фосфор» ИБХ РАН, Рос�
сия) рибонуклеозидтрифосфаты АТР, GTP, CTP
и UTP («Boehringer», Германия), дезоксирибо�
нуклеозидтрифосфаты dАТР, dGTP, dCTP и dTTP
(«СибЭнзим», Россия), триптон, агар и дрожже�
вой экстракт («Difco», США), БСА («СибЭн�
зим», Россия), хитинсодержащий носитель
(«NEB», США), RNasin («Promega», США). 

Препараты ферментов: РНК�полимераза Т7,
ДНКаза, полинуклеотидкиназа и ДНК�лигаза
фага Т4 («Fermentas», Литва), ДНК�полимераза
Thermus aquaticus, TaqSE полимераза («СибЭнзим»,
Россия), эндонуклеазы рестрикции («Fermentas»,
Литва и «СибЭнзим», Россия). Все энзимати�
ческие реакции проводили по прописям фирм�
производителей ферментов. 

Генно�инженерные операции проводили по
стандартным методикам [21].

Олигодезоксирибонуклеотиды производства
«Синтол», Россия: p23�lal – pAACCTATTTGTT�
TATTTTTCTAA; p26�laNr – pCGCTAGCGAG�
ATTATCAAAAAGGATC; 21�orSl – CTGTCGA�
CGGCCGCGTTGCTG; 17�orr – ACCCCGTAG�
AAAAGATC; p16�vpl – pGGTGCACTTGAGC�
GGC; p19�vpWr – pTTACCAGAACAGGCTCCTC;
p23�vpAr – pTTACGCGAACAGGCTCCTCCATG;
p22�vpYr – pTTAATAGAACAGGCTCCTCCAT;
p22�vpFr – pTTAGAAGAACAGGCTCCTCCAT;
18�lhvb – GTTCTGTACAACAACCTG; 19�poTr –
GGCAAAAAACCCCTCAAGA; 16�sqtl – GCGG�
AGCCTATGGAAA. 

Полимеразные цепные реакции (ПЦР) прово�
дили в программируемом термостате «Цикло�
Темп�107» («Циклотемп», Обнинск, Россия).
Оптимальные условия для ПЦР подбирали эм�
пирически для каждого эксперимента.

Исходные плазмиды. Плазмида pTYB21
(«NEB», США). Плазмида pM16, производная
плазмиды pBlueskribe M13+ со встроенной пол�
ной копией геномной РНК вируса менго [22] ,
была любезно предоставлена А. Палменберг
(Институт молекулярной вирусологии, универ�
ситет Висконсин�Мэдисон, США). 

Плазмида pEL – производная плазмиды
pGEM – 7Zf(+) со встроенным после промото�
ра T7 по сайтам ApaI и BamHI 366�звенным
фрагментом кДНК, соответствующим 3'�конце�
вой области генома менговируса [20]. 

Вспомогательные плазмиды. Для конструиро�
вания вспомогательной плазмиды pBH1 (орид�
жин репликации; оперон β�лактамазы; поли�
линкер Nhe1/Sal1) получали ПЦР�копии оперо�
на β�лактамазы (матрица pUC18; фосфорилиро�
ванные праймеры p23�lal и p26�laNr) и ориджи�
на репликации (матрица pUC18; праймеры 21�
orSl и 17�orr). После соединения полученных
фрагментов ДНК�лигазой и трансформации
клеток E. coli ER1821 целевой клон отбирали с
помощью рестриктного анализа по критерию
наличия в его плазмиде близко расположенных
сайтов рестрикции NheI и SalI. Далее в плазми�
де pBH1 по сайтам NheI и SalI клонировали вы�
деленный NheI/SalI�фрагмент плазмиды pTYB21
с получением второй вспомогательной плазми�
ды pBH2.
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На следующем этапе с использованием плаз�
миды pM16 в качестве матрицы получали четы�
ре фосфорилированные ПЦР�копии гена РНК�
полимеразы, содержащие на 5'�конце кодон
GGT и на 3'�конце стоп�кодон TAA и различаю�
щиеся структурой последнего 3'�концевого ко�
дона: gRdRP(W460) (фосфорилированные прай�
меры p16�vpl и p19�vpWr, природная структура);
gRdRP(А460) (фосфорилированные праймеры
p16�vpl и p23�vpAr); gRdRP(Y460) (фосфорили�
рованные праймеры p16�vpl и p22�vpYr);
gRdRP(F460) (фосфорилированные праймеры
p16�vpl и p22�vpFr). 

Далее с использованием плазмиды pBH2 в
качестве матрицы и праймеров 21�orSl и 18�lhvb
получали линейную плазмиду lpBH3, которую
после электрофоретического выделения в ага�
розном геле соединяли Т4 ДНК�лигазой с гена�
ми gRdRP(W460), gRdRP(А460), gRdRP(Y460) и
gRdRP(F460). Полученные конструкции клони�
ровали в E. coli ER1821. Предварительный поиск
клонов с плазмидами, содержащими ген в нуж�
ной ориентации, проводили методом ПЦР «на
колониях» (праймеры p16�vpl и 19�poTr). Клет�
ки отобранных клонов наращивали, выделяли
из них плазмидные ДНК и секвенировали их в
области встроенного гена (праймеры p16�vpl,
19�poTr и 16�sqtl). Полученные вспомогатель�
ные плазмиды содержали природный ген белка
RdRP или его мутантные варианты, встроенные
точно за последним кодоном гена интеина «тех�
нологического модуля».

Экспрессионные плазмиды. Nhe1/Sal1�фраг�
менты из вспомогательных плазмид, содержа�
щих природный и мутантные варианты гена
RdRP, клонировали в векторе pTYB21 и получали
конечные экспрессионные плазмиды pTYB21�
gRdRP(W460), pTYB21�gRdRP(А460) и pTYB21�
gRdRP(Y460) и pTYB21�gRdRP(F460), позволяю�
щие по IMPACT�технологии нарабатывать пре�
параты белков RdRP(W460), RdRP(А460),
RdRP(Y460) и RdRP(F460), имеющие на N�кон�
цах полипептидных цепей аминокислотные ос�
татки Gly, а на C�концах – аминокислотные ос�
татки Trp, Ala, Tyr или Phe соответственно. 

Выделение и очистка RdRP. Полученными
экспрессионными плазмидами трансформиро�
вали клетки E. coli штамма BL21 DE3. Колонии
трансформированных клеток переносили в сре�
ду dyt (200 мл) с ампициллином (100 мкг/мл) и
растили до плотности 0,5 (D550) при 37°. Затем
температуру снижали до 22°, добавляли IPTG до
конечной концентрации 0,4 мМ. Через 6 ч клет�
ки отделяли центрифугированием, заморажива�
ли и хранили при –80°. 

После размораживания клетки ресуспенди�
ровали в 10 мл буфера А (50 мМ Tris�HCl, pH 8,0,

500 мМ NaCl, 10% глицерин) в присутствии
PMSF (1 мМ), разрушали ультразвуком, отделя�
ли дебрис центрифугированием и супернатант
пропускали через хитинсодержащую колонку
(1 мл). Колонку промывали 4 раза буфером А, а
затем – буфером Б (50 мМ Tris�HCl, pH 8,0,
100 мМ NaCl, 10% глицерин). Отщепление це�
левых белков проводили в 1,5 мл буфера Б, со�
держащего 50 мМ DTT, в течение 18 ч при 4°.
Процедуру отщепления повторяли два раза.
Растворы белков концентрировали ультрафильт�
рацией и в виде аликвот хранили в буфере Б, со�
держащем 20% глицерина, при –80°. Из 200 мл
клеточной культуры получали 0,5–1 мг белка.
Полученные препараты ферментов анализиро�
вали методом электрофореза в 10%�ном Ds�Na�
ПААГ. После окрашивания кумасси R�250 гель
сканировали. Чистоту и концентрацию полу�
ченных белков оценивали при помощи прог�
раммы Jel�ProAnalyzer 3.1 Sofware. Содержание
основного продукта в полученных препаратах
ферментов составляло около 90%. Белковые зо�
ны вырезали, обрабатывали трипсином и про�
дукты гидролиза анализировали с помощью
MALDI�TOF�масс�спектрометра Ultraflex II
(Bruker). 

Получение РНК�матриц. РНК менговируса
была получена из клеток асцитной карциномы
Кребс II, зараженных менговирусом, как описа�
но в работе Дмитриевой и соавторов [23].

Для получения РНК�транскрипта TM�366
(соответствующего 366�звенному фрагменту
менговирусной РНК и содержащий на 3'�конце
участок поли(А)23), плазмиду pEL (1,5 мкг) ли�
неаризовали рестриктазой BamHI и использова�
ли в качестве матрицы в реакции транскрипции,
катализируемой Т7�РНК�полимеразой. Реак�
цию проводили в 50 мкл в течение 3 ч при 37°.
Затем в реакционную смесь добавляли ДНКазу,
свободную от РНКаз, и продолжали инкубацию
еще 15 мин. После экстракции смесью фенол�
хлороформ полученный РНК�транскрипт осаж�
дали этанолом и растворяли в воде.

Препараты РНК менговируса и ТМ�366 ана�
лизировали электрофорезом в агарозном геле в
ТАЕ�буфере и определяли концентрацию РНК
по поглощению в УФ�области при длине волны
260 нм.

Определение активности РНК�полимераз in vitro.
Активность препаратов рекомбинантных РНК�
полимераз определяли на матрице TM�366. Ре�
акционную смесь (25 мкл), содержащую препа�
раты РНК�полимераз (0,2, 0,4, 0,6, 0,8 пмоль),
РНК�матрицу (8,0 пмоль) и олигоU12 (50 пмоль),
инкубировали в буфере (50 мМ Hepes, pH 8,0,
4 мМ DTT, 50 мкМ ZnCl2, 3 мМ ацетата магния)
в присутствии ингибитора рибонуклеаз (RNasin,
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20 ед.) и смеси трифосфатов UTP, GTP, CTP
(концентрация 250 мкМ), 10 мкМ ATP и 5 мкКи
[3H]ATP. Продукты реакции осаждали 5% ТХУ в
0,05 М растворе пирофосфата натрия в присут�
ствии 100 мкг белка�носителя, фильтровали че�
рез бумажные фильтры (Whatman 3MM) и после
промывки 5% ТХУ измеряли их радиоактив�
ность.

Для электрофоретического анализа РНК�
продуктов, синтезируемых RdRP, реакцию про�
водили с использованием 5 мкКи α�[32P]UTP,
25 пмоль олигоU12, 10 мкМ UTP и 250 мкМ ATP,
GTP, CTP на матрице ТМ�366 (8,0 пмоль) или
полноразмерной РНК менговируса (0,4 пмоль).
Реакционную смесь инкубировали в течение
60 мин при 30°, экстрагировали смесью фенол�
хлороформ и после очистки на Bio�Spin колонке
(удаление не включенных в РНК нуклеозидтри�
фосфатов) осаждали этанолом и осадок раство�
ряли в 2,5 мкл воды. После глиоксилирования
(2,5 мкл РНК, 5,5 мкл DMSO, 1,9 мкл 40% де�
ионизированного глиоксаля и 1,1 мкл 0,1 М
натрий�фосфатного буфера, pH 7,0) анализ про�
водили электрофорезом в 1% или 1,5% агароз�
ном геле в 10 мМ натрий�фосфатном буфере,
pH 7,0. Затем гель высушивали и радиоавтогра�
фировали с использованием фосфоримиджера
Fla�300 (Германия). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее было показано, что С�концевой ами�
нокислотный остаток РНК полимеразы менго�
вируса важен для инфекционности вируса [20].
В связи с этим в настоящей работе предполага�
лось получение и исследование свойств ряда му�
тантных вариантов фермента, содержащих за�
мену С�концевого триптофанового остатка. 

В настоящем исследовании при проведении
клонирования, экспрессии и выделения поли�
меразы для нас важно было, чтобы полученная
рекомбинантная полимераза не несла на N� и
С�концах каких�либо дополнительных «довес�
ков», часто используемых для удобства быстрого
выделения белка. Это связано с тем, что в лите�
ратуре имеются примеры зависимости полиме�
разной активности от пространственного распо�
ложения N� и C�концов молекулы фермента [16,
24]. Например, в предшественнике полиовирус�
ной полимеразы, вирусной протеазе 3CD, ее
N�конец не обращен внутрь молекулы, как в
собственно полиовирусной полимеразе, что мо�
жет являться причиной того, что предшествен�
ник не обладает полимеразной функцией. 

Поэтому для получения РНК�полимеразы
менговируса использовали технологию IMPACT

(«New England Biolabs», США) [25]. По этой тех�
нологии целевой белок экспрессируют в E. coli в
составе протяженного полипептида, содержа�
щего домен CBD для аффинного выделения
(прочно связывается с хитином или специаль�
ным хроматографическим носителем на основе
агарозы с хитиноподобным лигандом) и моди�
фицированный дрожжевой белок интеин, спо�
собный под действием нуклеофильных агентов
(тиолов) обеспечивать саморасщепление сос�
тавного полипептида. Поскольку в данной рабо�
те предполагалось получить и исследовать мута�
нтные формы RdRP с заменами С�концевого
аминокислотного остатка, была выбрана
IMPACT�система на основе плазмиды pTYB21,
позволяющая экспрессировать составной поли�
пептид с технологическим модулем CBD�Int на
N�конце целевого белка. Конструирование про�
изводных плазмиды pTYB21 проводили так,
чтобы отщепляемые от технологического моду�
ля молекулы строго соответствовали по первич�
ной структуре RdRP дикого типа или заплани�
рованным ее мутантным формам. Получить та�
кие плазмиды удалось путем создания серии
промежуточных плазмид, одна из которых pBH2
содержала небольшой участок плазмиды
pTYB21 между сайтами рестрикции NheI и SalI,
в который с помощью ПЦР�технологии точно
встраивали гены полимераз (природной или му�
тантных). После перенесения модифицирован�
ного фрагмента NheI/SalI в pTYB21 удалось по�
лучить экспрессионные плазмиды для получе�
нии природной и мутантных РНК�полимераз.

На рис. 1, а представлены результаты выде�
ления RdRP(W460) из клеток E. coli, трансфор�
мированных плазмидой pTYB21�gRdRP(W460).
Полимераза была экспрессирована в составе
протяженного полипептида, содержащего до�
мен CBD (дорожка 1). Наличие в этом полипеп�
тиде интеина, за которым следует полимераза,
способствует высвобождению RdRP под действи�
ем нуклеофильного агента (DTT, дорожки 3, 4).

Препараты мутантных полимераз были по�
лучены тем же способом, что и белок RdRP(W460).
На рис. 1, б приведены результаты электрофоре�
тического анализа RdRP(W460) (6), RdRP(Y460)
(7), RdRP(A460) (8) и RdRP(F460) (9) в 10% ПААГ. 

Электрофоретическая подвижность всех по�
лимераз одинакова и соответствует положению
белка с молекулярной массой 52 кДа. Первич�
ная структура белков была подтверждена масс�
спектрометрически. 

Для исследования влияния произведенных
замен на активность RdRP были проведены се�
рии экспериментов по транскрипции in vitro на
матрице 3'�концевого фрагмента менговирусной
РНК в присутствии олиго(U) затравки. На рис. 2
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Рис. 1. а – Анализ белков в 10% ПААГ в процессе очистки рекомбинантной RdRP дикого типа (RdRP(W460): лизат клеток
Е. coli, трансформированных плазмидой pTYB�21�RdRP(W460), до (1) и после (2) нанесения («проскок») на
хитинсодержащую колонку; препараты белков после первой (3) и второй (4) элюций с колонки под действием DTT;
белки, элюированные с колонки 1% раствором Ds�Na после двух предыдущих элюций (5). Стрелками указано положение
составного белка (CBD�Int�RdRP), CBD�интеина (CBD�Int) и полимеразы (RdRP); б – анализ в 10% ПААГ препаратов
RdRP(W460) (6), RdRP(Y460) (7), RdRP(A460) (8) и RdRP(F460) (9). Маркеры молекулярной массы (М), мажорная полоса
соответствует 50 кДа

а

1               2               3 М          4            5                                                           6        7      8       9        М

← CBD�Int�RdRp

← CBD�Int
← RdRp           →

б

— 120
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—   50
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—   30

Рис. 2. Зависимость активности RdRP(W460) и ее мутант�
ных вариантов от концентрации фермента. Активность
препаратов РНК�полимеразы определяли по включению
[3H]AMP в кислотонерастворимую фракцию. Различные
количества полимеразы (0,2, 0,4, 0,6, 0,8 пмоль) инкубиро�
вали с 8 пмоль ТМ�366 и 50 пмоль олиго(U)12. Полимераз�
ную активность RdRP(W460) (1) RdRP(A460) (2), RdRP(F460)
(3) и RdRP(Y460) (4) измеряли после 1 ч инкубации при 30°
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Рис. 3. Зависимость активности RdRP и ее мутантов от вре�
мени инкубации. 0,4 пмоль каждой из полимераз RdRP(W460)
(1) RdRP(A460) (2), RdRP(F460) (3) и RdRP(Y460) (4) 8 пмоль
ТМ�366, 50 пмоль олиго(U)12 инкубировали в 25 мкл инку�
бационной смеси при 30°. После инкубации в течение 0, 30,
60, 120, 180 и 240 мин было измерено включение [3H]AMP
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приведены результаты зависимости активности
RdRP(W460) и ее мутантов от концентрации их
в реакционной смеси. Характер кривых накоп�
ления продуктов транскрипции не выявляет за�
метных различий в активности полимераз. На
рис. 3 приведена кинетика накопления продук�
тов катализируемой РНК�полимеразами тран�
скрипции на матрице ТМ�366. Во всех случаях
включение [3H]AMP носит линейный характер
на отрезке времени 0–120 мин, дальнейшая ин�
кубация приводит к снижению скорости накоп�
ления продуктов. Поскольку продукт реакции
представляет собой двуцепочечную РНК, этот
эффект может быть связан с исчерпанием мат�
рицы. В этих экспериментах также не наблюда�
ется существенной разницы в активности иссле�
дуемых полимераз. 

РНК�продукты, получаемые при участии
RdRP и ее мутантов на матрице ТМ�366 или ви�
рионной РНК менговируса в присутствии оли�
го(U) затравки, после денатурации были проа�
нализированы в агарозных гелях. Результаты
анализа представлены на рис. 4. Электрофоре�
тическая подвижность РНК�продуктов, синте�
зируемых на этих матрицах при участии RdRP
дикого типа и ее мутантов, соответствовали под�
вижности матричных РНК. Таким образом, со�
вокупность приведенных данных позволяет ут�
верждать, что замена в RdRP С�концевого трип�
тофана на аланин, фенилаланин или тирозин не
влияет на активность полимеразы in vitro.

Следует отметить, что репликация вирусных
РНК в клетке, происходящая в вирус�индуциру�
емых мембранных везикулах, является сложным
многоступенчатым процессом, протекающим с
участием множества вирусных и клеточных
компонентов. Ранее было показано, что замена
в РНК менговируса 3'�концевого кодона трип�
тофана в гене полимеразы, на кодоны аланина и
фенилаланина, приводит к утрате инфекцион�
ности [20]. Тем не менее, в инфицированных
этими РНК клетках наблюдался синтез вирус�
ных РНК. В частности, в клеточном экстракте
через 6 и 16 суток после трансфекции были об�
наружены молекулы «–» РНК, комплементар�
ные вирионной, в составе репликативной фор�
мы, причем количество «–» РНК даже через 16
суток было меньше, чем в контроле (РНК виру�
са дикого типа) через 3 суток. Следовательно,
RdRP(A460) и RdRP(F460), как и RdRP(W460) и
RdRP(Y460) способны осуществлять элонгацию

цепи РНК не только в системе in vitro, но и in
vivo. Низкий уровень синтеза вирусной РНК in
vivo при участии RdRP(A460) и RdRP(F460),
возможно, объясняется уменьшением способ�
ности РНК�полимеразы эффективно взаимо�
действовать с другими белковыми компонента�
ми репликативного комплекса в клетке. 

Таким образом, замена С�концевого остатка
RdRP, которая может приводить к изменению
конформации белка, не влияет на функциональ�
ную активность РНК�полимеразы, но может
влиять на эффективность взаимодействия поли�
меразы с другими компонентами репликативно�
го комплекса в процессе его формирования. 
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Рис. 4. Анализ [32Р]�меченых РНК, синтезируемых в при�
сутствии препаратов RdRP(W460) (1), RdRP(A460) (2),
RdRP(F460) (3) RdRP(Y460) (4) на матрице ТМ�366 (а) и
вирионной РНК менговируса (б). Электрофоретическое
разделение продуктов синтеза после глиоксилирования
проводили в 1,5% (а) или 1% (б) агарозных гелях. Стрелкой
показано положение матричной РНК
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The activity of wild type mengovirus RNA polymerase (RdRP) and its three mutants with C�terminal tryptophan
residue replaced by alanine (W460A), phenylalanine (W460F), or tyrosine (W460Y) was studied. These proteins were
expressed in E. coli and purified by affinity chromatography using IMPACT technology. The isolated recombinant
proteins were studied in a cell�free replication system containing oligo(U) primer and RNA template corresponding
to either viral genome RNA or 3'�terminal 366�mer fragment of the mengovirus RNA. The activity of the mutant
enzymes was comparable to that of wild�type polymerase.
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