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Мета. Створення генетичних конструкцій 

для вивчення впливу вірусного білка-супресора 

посттранскрипційного сайленсингу генів Р19 на 

транзієнтну експресію та накопичення репорте-

рного зеленого флуоресцентного білка GFP. 

Методи. Для створення генетичних конструк-

цій використовували метод молекулярного кло-

нування Golden Gate; листкові тканини рослин 

махорки Nicotiana rustica L. інфільтрували су-

спензією Agrobacterium tumefaciens L.; рівень 

експресії гена gfp визначали за допомогою спек-

трофлуориметричного та кількісного білкового 

(метод Бредфорда) аналізів. Результати. В ре-

зультаті роботи створено генетичну конструк-

цію pSPV2324, яка містила репортерний ген зе-

леного флуоресцентного білка gfp та ген синтезу 

вірусного білка-супресора посттранскрипційно-

го сайсенсингу p19, та визначено їх вплив на 

накопичення рекомбінантного білка GFP. Порі-

вняльний аналіз рівня експресії гена gfp без та з 

геном синтезу білка-супресора в генетичному 

векторі показав, що рівень флуоресценції білка 

GFP в тканинах махорки за спектрофлуоримет-

ричним аналізом був в 1,3 раза вищий за вико-

ристання конструкції з геном супресора p19. 

Висновки. Вперше доведено позитивний ефект 

впливу вірусного супресора сайленсингу генів 

Р19 на накопичення рекомбінантного білка GFP 

у рослин махорки N. rustica L. Збільшення рівня 

флуоресценції білка GFP за використання конс-

трукції з геном білка-супресора p19 за спектро-

флуориметричним аналізом збігається зі збіль-

шенням сумарної концентрації загальних водо-

розчинних білків та рівнем флуоресценції білка 

GFP за їх нативного електрофоретичного розді-

лення. 

Ключові слова: клонування, генетичні 

конструкції, транзієнтна експресія, білок-

супресор сайленсингу P19, зелений флуоресцен-

тний білок (GFP). 

 

Для продукції гетерологічних рекомбіна-

нтних білків найчастіше використовують мікро-

організми, клітинні культури або тварини. Але 

одним із перспективних шляхів їх отримання є 

використання рослинних експресійних систем 

для накопичення цінних рекомбінантних біл-

ків [1–4]. Тому розробка методів їх гетерологіч-

ної експресії в рослинах залишається дуже акту-

альною. Рослинні системи мають ряд переваг, 

серед яких економічність, необмежене джерело 

рослин, можливість вживання у їжу, стабіль-

ність білків, можливість глікозилювання та від-

сутність бактеріальних патогенів і токсинів. Як 

продуценти білків можна використовувати тра-

нсгенні рослини, але стабільна ядерна експресія 

дозволяє накопичити тільки до 5 % рекомбінан-

тного білка [5]. Інший підхід базується на тран-

зієнтній експресії перенесених генів без їх ста-

більної інтеграції в геном [1–4]. Вона здійсню-

ється шляхом Agrobacterium-опосередкованого 

введення плазмідних векторів у клітини без їх 

інтеграції в геном. Експресія введеного гена ві-

дбувається протягом певного часу (від 3 до 7 

днів), після чого вона швидко знижується, а в 

подальшому чужорідна ДНК елімінується. Пе-

ревагами транзієнтної експресії, крім швидкого 

накопичення рекомбінантного білка, є висока 

ефективність (дозволяє накопичити до 50 % біл-

ка), та, на відміну від трансгенних рослин, вона 

не має позиційного хромосомного ефекту вбу-

довування трансгена [5]. Безперечно, що систе-

ма транзієнтної експресії в рослинах у більшості 

випадків економічно-вигідна технологія, яка 

вже почала застосовуватися в промислових ма-

сштабах. 
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Одним із обмежувальних факторів, який 

впливає на рівень експресії перенесених генів, є 

посттранскрипційне замовчування генів 

(posttranscriptional gene silencing, PTGS) [6]. 

Процес посттранскрипційної регуляції експресії 

генів, що ґрунтується на специфічному впізна-

ванні і деградації рибонуклеїнової кислоти 

(РНК), є природним захисним механізмом у ро-

слин проти вірусів [7], хоча багато вірусів ево-

люційно здобули можливість долати механізми 

захисту. Це загальна реакція рослин, яка обме-

жує ефективність транзієнтної експресії, що 

опосередковується агробактеріями [8]. Найефе-

ктивнішим супресором РНК-інтерференції вва-

жають білок p19, який було виділено з вірусу 

кущистої карликовості томатів (Tomato bushy 

stunt virus, TBSV) [9]. Було з’ясовано, що ко-

експресія цього вірусного супресора сайленсин-

гу зменшує відповідь рослин дикого типу 

Nicotiana benthamiana і спричиняє уповільнення 

замовчування генів за транзієнтної експресії, що 

в результаті призводило до різкого підвищення 

накопичення широкого спектра білків. Більше 

того, ефект супресора p19 не був інтенсивним у 

клітинах, які отримали до чотирьох окремих Т-

ДНК, і проявлявся лише до старіння листків [9]. 

Ці дані свідчать, що транзієнтна експресія в 

присутності супресорів замовчування експресії 

генів може мати значення не тільки як інстру-

мент дослідження функціональної характерис-

тики білків, але й в промисловому виробництві. 

Серед видів роду Nicotiana модельним ви-

дом є N. benthamiana Domin, який найчастіше 

використовують у дослідженнях із транзієнтної 

експресії генів у рослин [1–4]. Дослідники та-

кож намагаються долучити й інші види, зокрема 

такі, як N. excelsior J.M. Black, N. tabacum L., 

N.×excelsiana тощо (особливо під час викорис-

тання вакуумної інфільтрації рослин) [10, 11]. 

Наступним видом після N. benthamiana щодо 

використання є тютюн N. tabacum L. – важлива 

сільськогосподарська культура, яка також хара-

ктеризується досить високим рівенем накопи-

чення рекомбінантних білків [12]. 

Махорка (N. rustica L.) порівняно з інши-

ми видами роду Nicotiana, має великий потенці-

ал експресії гетерологічних білків, велику веге-

тативну біомасу, легко інфільтрується (як за ва-

куумнох інфільтрації, так і за допомогою шпри-

ца) і при цьому є невибагливою у вирощуванні. 

Тому вона є перспективним видом-хазяїном для 

накопичення цінних рекомбінантних білків. 

Матеріали і методи 

Генетичні конструкції створювали за до-

помогою методу модульного молекулярного 

клонування Golden Gate (MoClo) [13]. В роботі 

було використано репортерний ген gfp, виділе-

ний з A.victoria, що кодує зелений флуоресцент-

ний білок (Green Fluorescent Protein, GFP) [14]. 

Для дослідження впливу білка-супресора сайле-

нсингу P19 на експресію гена gfp використову-

вали дві генетичні конструкції (рис. 1): 

1) pSPV2313 (раніше створена нами), яка місти-

ла кодуючу послідовність гена gfp за контролю 

подвійного 35S промотора вірусу мозаїки цвіт-

ної капусти CaMV (Cauliflower Mosaic Virus), 

5’ послідовностей, що не транслюється, гена 2В 

сімейства генів малої субодиниці рибулозобіс-

фосфаткарбоксилази (Rubisco) (5’UTR RbcS2b) 

з Різушки Таля (A. thaliana (L.) Heynh.) і термі-

наторну послідовність транскрипта 7 гена  

A. tumefaciens разом із сигналом поліаденюлю-

вання та 3'-послідовністю, що не транслюється 

(Atug7); 2) pSPV2324, яка містила дві транскри-

пційні одиниці: перша – містила Т-ДНК конс-

трукції pSPV2313, а друга складалася з таких 

елементів: 35S промотора вірусу мозаїки цвітної 

капусти CaMV, 5’UTR з вірусу мозаїки тютюну 

(Tobacco mosaic virus, TMV), послідовності гена 

Р19 та термінаторної послідовності разом із си-

гналом поліаденюлювання та 3'-послідовністю, 

що не транслюється, гена ocs октопінсинтази з 

A. tumefaciens (рис. 1). 

Базові генетичні модулі були люб’язно 

надані Dr. Nicola Patron з MoClo Plant Parts Kit 

(Addgene kit # 1000000047) та Dr. Sylvestre 

Marillonnet з MoClo Toolkit (Addgene kit # 

1000000044)" [15-17]. Клонування (збірку) всіх 

модульних елементів у вектори-акцептори L1 та 

L2 рівня проводили відповідно до статті Weber 

et al. (2011). 

Усі елементи клонували у вектор для збі-

рки першого рівня L1, що містить ген lacZ, який 

кодує фермент β-галактозидазу, що розщеплює 

дисахарид лактозу на глюкозу та галактозу, для 

біло-голубого скринінгу бактерій. Для збірки 

кінцевої конструкції проводили клонування 

транскрипційних одиниць у вектор другого рів-

ня L2 за стандартною методикою із Cred селек-

цією [15]. Таким чином, конструкції відрізняли-

ся наявністю транскрипційної одиниці із геном 

синтезу білка-супресора p19. 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%B5%D1%82%D0%B0-%D0%B3%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D0%B7%D0%B8%D0%B4%D0%B0%D0%B7%D0%B0
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Рис. 1. Схематичне зображення T-ДНК створених генетичних конструкцій. 

 

Продукти клонування трансформували в 

компетентні клітини Escherichia coli штаму XL-

blue [18]. Для відбору колоній з імовірно прави-

льно склонованими елементами використовува-

ли біло-голубий скринінг [19], колонії відбира-

ли за додавання 100 mg/L ампіциліну для векто-

рів першого рівня та 100 mg/L канаміцину для 

векторів другого рівня. Відібрані колонії після 

скринінгу нарощували, виділяли плазмідну ДНК 

за допомогою NID буфера [20], проводили рест-

рикційний та ПЛР аналіз. Продукти рестрикції 

та ампліфікації розділяли в агарозному гелі [21]. 

Комп’ютерне моделювання in silico проводили в 

програмі SerialCloner. Для рестрикційного ана-

лізу використовували рестриктази FastDigestTM: 

Bgl II. ПЛР аналіз проводили для виявлення ге-

на gfp в генетичних векторах (розмір продукту 

ампліфікації 717 bp); для цього використовува-

ли специфічні праймери: F: GTG AGC AAG 

GGC GAG GA; R: TTA CTT GTA CAG CTC 

GTC. Перевіреними плазмідами трансформува-

ли компетентні клітини Agrobacterium 

tumefaciens, штам GV3101 – методом freeze/thaw 

[22]. Далі на отриманих колоніях проводили 

ПЛР аналіз із праймерами до гена gfp. 

У роботі використовували рослини махо-

рки Nicotiana rustica L., які вирощували в умо-

вах теплиці за 25/18o C та 16/8 годинного фото-

періоду (день/ніч відповідно). Насіння махорки 

було люб’язно надано к. б. н. Белокуровою В. Б. 

з Колекції зародкової плазми рослин флори 

України та світової флори (ІКБГІ НАН Украї-

ни). Для вивчення впливу білка-супресора сай-

ленсингу генів Р19 на експресію гена gfp росли-

ни махорки N.rustica L. трансформували транзі-

єнтно. Для цього нічну культуру агробактерій 

дорощували до оптичної щільності суспензії, 

що дорівнювала одиниці, та ресуспендували у 

буфері для інфільтрації (10 мM MgSO4, рН 5,6–

5,8) з кінцевою оптичною щільністю OD600 = 1. 

Інфільтрацію рослин проводили за допомогою 

шприца [23]. Експресію гена gfp детектували на 

7 день після інфільтрації візуально та проводили 

спектрофлуориметричний аналіз на флуоресце-

нтному спектрофлуориметрі «Флюорат-02-

Панорама» (збудження за довжини хвилі 395 

нм, емісія за 509 нм). 

Водорозчинні білки виділяли в буфері для 

екстракції (PBS), що складався з таких елемен-

тів: 80 мM Na2HPO4, 20 мM NaH2PO4 та 100 мM 

NaCl, pH 7–7,5 [21]. Тканини рослин махорки N. 

rustica L., у яких детектували експресію гена 

gfp, розтирали з буфером для екстракції в попе-

редньо охолодженій ступці (+4оС) в концентра-

ції 3:1 (300 мкл буфера на 100 мг тканини), піс-

ля чого суспензію осаджували (+4оС, 14000 rpm, 

30 хвилин). Надосад використовували для ви-

значення сумарної кількісної концентрації біл-

ків за Бредфордом [24], розділення білків здійс-

нювали методом електрофорезу в поліакриламі-

дному гелі. 

 

Результати та обговорення 

Усі генетичні конструкції було створено 

за допомогою методу модульного молекулярно-

го клонування Golden Gate (MoClo), що ґрунту-

ються на використанні рестриктаз ІІS типу та Т4 

ДНК-лігази [13, 15]. Для збирання транскрип-

ційних одиниць L1 рівня використовували стан-

дартизовані генетичні модулі L0 рівня. Кілька 

транскрипційних одиниць з векторів L1 рівня 

потім бути клоновані в кінцевий вектор L2 рів-

ня. 

Спочатку була склонована проміжна 

конструкція pSPV2323, яка містила послідов-

ність гена p19 за контролю 35S промотора віру-

су мозаїки цвітної капусти CaMV, 5’UTR з віру-

су тютюнової мозаїки (TMV) та термінатора 

гена ocs октопінсинтази з A. tumefaciens. На 

другому етапі дві транскрипційні одиниці 

(pSPV2313 та pSPV2323) були зібрані в кінце-

вий вектор pSPV2324 (рис. 1). Таким чином, у 

результаті роботи було створено генетичну 

конструкцію pSPV2324, що містить гени синте-

http://germplasm.icbge.org.ua/
http://germplasm.icbge.org.ua/
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зу gfp та білка-супресора p19. Створену конс-

трукцію перевіряли ПЛР та рестрикційним ана-

лізом, який підтвердив правильність збірки всіх 

фрагментів (рис. 2). Довжини фрагментів рест-

рикції та продуктів ампліфікації збігалися із 

очікуваними in silico. Перевіреною плазмідою 

трансформували компетентні клітини Agrobac-

terium tumefaciens, штам GV3101. 

Далі проводили транзієнтну генетичну 

трансформацію листків рослин махорки 

N. rustica L. суспензією агробактерій. Махорка є 

одним із модельних видів роду Nicotiana, серед 

видів якого для експериментів за транзієнтнлю 

експресією генів найчастіше використовують N. 

benthamiana Domin [1–4]. На 7 день після інфі-

льтрації було проведено візуальний та спектро-

флуориметричний аналіз експресії гена gfp, 

який показав істотне збільшення (табл. 1) рівня 

експресії за використання в генетичному векто-

рі гена синтезу білка-супресора p19. 

Водночас сумарна концентрація загальних 

водорозчинних білків (табл. 1) також підвищу-

валася в 1,2 раза за використання в конструкції 

супресора сайленсингу p19, а електрофоретичне 

розділення білків в ПААГ в нативних умовах 

теж показало збільшення флуоресценції білка 

GFP в екстрактах тканин, інфільтрованих конс-

трукцією pSPV2324 (рис. 3). Це свідчить про 

позитивний ефект використання білка супресо-

ра сайленсингу Р19 на накопичення гетерологі-

чних білків, а саме рекомбінантного білка GFP. 

Використання рослинних систем є перс-

пективним шляхом для отримання рекомбінант-

них білків. Але актуальним завданням для дос-

лідників залишається пошук факторів, які могли 

б підвищити вміст рекомбінантних білків за 

транзієнтної експресії. Voinnet O. зі спів. (2003) 

у своїй роботі з’ясували, що експресія перене-

сених генів, опосередкована Agrobacterium, об-

межена постранскрипційним замовчуванням 

генів (PTGS), а також те, що обмеження може 

бути подолане за використання вірусних білків-

супресорів. Одним із найбільш ефективних суп-

ресорів посттранскрипційного сайленсингу ге-

нів у рослинах вважається білок р19 вірусу ку-

щистої карликовості томату. Ефективність дії 

цього супресора характерна для трансгенів, що 

знаходилися за контролю 35S промотора вірусу 

мозаїки цвітної капусти [9]. 

 

 
Рис. 2. Електрофореграми розділення продуктів рестрикції та ампліфікації плазмідної ДНК створеної 

конструкції pSPV2324: а) рестрикційний аналіз (рестриктаза FastDigestTM: Bgl II); б) ПЛР аналіз зі специфічни-

ми праймерами до гена gfp. 

 

Таблиця 1. Аналіз рівня флуоресценції білка GFP та визначення сумарної концентрації загаль-

них водорозчинних білків у інфільтрованих тканинах махорки N. rustica 

 Конструкція Середній показник рівня 

флуоресценції 

Середній показник концентрації 

загальних водорозчинних білків 

1 pSPV2313 1,68±0,08 2621±2,54 

2 pSPV2324 2,20±0,10 3145±4,25 

3 K GV3101 0,08±0,01 568±3,22 

4 K тканини листка 0,06±0,02 570±5,25 
Примітки: K GV3101 – інфільтровані тканини листка махорки пустим штамом Agrobacterium tumefaciens GV3101;  

K – тканини листа – неінфільтровані тканини листка махорки. 
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Рис. 3. Електрофоретичне розділення білків у поліакриламідному гелі в неденатуруючих умовах (детек-

ція білка GFP в ультрафіолетовому світлі): pSPV2313, pSPV2324 – білкові екстракти з листкових тканин махор-

ки N.rustica, в яких транзієнтно експресували ген gfp; K GV3101 та K – тканини листа – екстракти котрольних 

рослин махорки, інфільтрованих пустим штамом A. tumefaciens GV3101, та неінфільтрованих відповідно. 

 

Це також підтверджується в наших дослі-

дженнях, де спектрофлуориметричний аналіз 

засвідчив збільшення рівня флуоресценції інфі-

льтрованих тканин махорки в 1,3 раза за вико-

ристання конструкції pSPV2324, що містить ген 

синтезу білка-супресора PTGS р19, порівняно з 

використанням конструкції pSPV2313, де не 

було гена супресора. Таке збільшення експресії 

гетерологічних генів прослідковується і на ін-

ших видах роду Nicotiana, наприклад,  

N. benthamiana Domin [25, 26] та N. tabacum L. 

[26]. Крім цього, ми вперше показали можли-

вість підсилення експресії введеного гена шля-

хом одночасного введення супресора сайленси-

нгу чужорідних генів на прикладі збільшення 

експресії гена gfp за використання гена білка-

супресора р19 у махорки N. rustica L., що є пер-

спективним хазяїном для транзієнтної експресії 

гетерологічних генів. 

 

Висновки 

У результаті роботи створено генетичну 

конструкцію pSPV2324, яка містила репортер-

ний ген зеленого флуоресцентного білка gfp та 

ген синтезу білка-супресора посттранскрипцій-

ного сайсенсингу p19 та встановлено позитив-

ний вплив вірусного супресора сайленсингу ге-

нів Р19 на накопичення рекомбінантного білка 

GFP. Порівняльний аналіз рівня експресії гена 

gfp без та з геном синтезу білка-супресора в ге-

нетичному векторі показав, що рівень флуорес-

ценції білка GFP в тканинах махорки за спект-

рофлуориметричним аналізом був в 1,3 раза 

вищий за використання конструкції з геном су-

пресора p19, а сумарна концентрація загальних 

водорозчинних білків збільшувалася у 1,2 раза. 

Під час електрофоретичного розділення білків у 

неденатуруючих умовах спостерігалось анало-

гічне збільшення флуоресценції нативного білка 

GFP в екстрактах тканин, інфільтрованих конс-

трукцією pSPV2324 порівняно з pSPV2313. При 

цьому нами вперше доведено позитивний ефект 

впливу гена білка-супресора p19 на збільшення 

рівня експресії гена gfp у рослин махорки N. 

rustica L. Отримані дані можуть бути викорис-

тані для підвищення рівня накопичення інших 

цінних фармацевтичних рекомбінантних білків 

та швидкого отримання їх значної кількості. 
Робота виконувалася в рамках наукових прое-

ктів ІКБГІ НАН України: III-5-16 «Розробка біотех-

нологій отримання природних та гетерологічних 

сполук в рослинних системах» та 1230/3 «Вивчення 

впливу стресових факторів біотичного і абіотично-

го походження на накопичення вторинних метабо-

літів та рекомбінантних сполук в генетично зміне-

них та нативних рослинних системах». 
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THE INFLUENCE OF POSTTRANSCRIPTION SILENSING PROTEIN-SUPPRESSOR P19 ON THE 

TRANSIENT GFP GENE EXPRESSION LEVEL IN AZTEC TOBACCO PLANTS (NICOTIANA RUSTICA L.) 

Aim. Genetic constructs creation for studying the influence effect of the viral posttranscriptional silencing protein 

suppressor p19 on transient reporter green fluorescent protein (GFP) expression and accumulation. Methods. The 

Golden Gate molecular cloning method was used to create the genetic constructs; the leafy tissues of the Aztec tobacco 

plants (Nicotiana rustica L.) were infiltrated with a suspension of Agrobacterium tumefaciens L.; the gfp gene 

expression level was determined by spectrofluorometric and quantitative protein (Bradford method) assays. Results. As 

a result of the work, the pSPV2324 genetic construct was created, which contained the reporter gene for the green 

fluorescent protein gfp and the gene for the synthesis of the viral posttranscriptional silencing protein suppressor p19 

and its effect on the accumulation of the recombinant GFP protein was determined. A comparative analysis of the gfp 

gene expression level without and with the suppressor protein synthesis gene in the genetic vector showed that the 

fluorescence level of GFP protein in Aztec tobacco tissues was 1.3 times higher during spectrofluorimetric analysis 

using the p19 suppressor gene construct. Conclusions. The positive effect of the viral suppressor silencing P19 gene on 

the accumulation of recombinant GFP protein in tissues plants of N. rustica L. was shown for the first time. The 

increase in GFP protein fluorescence when using the p19 suppressor protein construct in spectrofluorimetric analysis 

coincides with an increase in the total concentration of total water-soluble proteins and the level fluorescence of GFP 

protein in their native electrophoretic separation. 

Keywords: cloning, genetic constructs, transient expression, silencing protein suppressor p19, green fluorescent protein 

(GFP). 
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