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Свойства и функции вирусных белков и 
белка-супрессора РНК-интерференции Р19 вируса TBSV в 
активации иммунных механизмов растений против 
вирусной инфекции 

 

Аннотация. Развитие вирусных инфекции является одной из главных причин потери 

урожая с/х культур. В настоящее время ведутся биохимические исследования механиз- 

мов иммунного ответа растений при вторжении патогенов. Изучение молекулярных 

взаимодействий между растениями и патогенами имеет огромное значение в создании 

методологических подходов для повышения продуктивности сельскохозяйственных 

культур. Вирусы могут заражать все типы форм жизни, от животных и растений до 

микроорганизмов. Они встречаются почти в каждой экосистеме на Земле. В настоя- 

щее время известно огромное количество вирусов, поражающих большинство растений. 

Вирус кустистой карликовости томатов является удобной моделью для исследований 

взаимосвязи растений и вирусов. Научное направление относится к области молекуляр- 

ной биологии, биохимии, вирусoлoгии. 
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Введение. РНК-интерференция принимает участие в физиологических процессах живых 

существ, а молекулярные посредники – короткие РНК – по разнообразию и специфичности не 

уступают антителам крови. У простейших РНК-и обеспечивает иммунитет (защиту от виру- 

сов), а у более развитых организмов этот механизм участвует в борьбе с внешними и внутриге- 

номными паразитами, также является регулятором активности генов. 

Вирус кустистой карликовости томатов (TBSV) используется в работах по изучению молеку- 

лярных взаимодействий растений и вирусов [1]. Tomato bushy stunt virus (TBSV) представитель 

рода Tombusvirus, семейства Tombusviridae. Tombusvirus является одной из 16 групп расти- 

тельных вирусов, впервые утвержденных в 1971 [2]. Определение полной нуклеотидной после- 
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довательности РНК нескольких видов семейства предоставило информацию об организации 
генома и экспрессии генов. Белок-супрессор P19, кодируемый геномом TBSV обеспечивает за-
щиту геномной РНК вируса путем связывания коротких интерферирующих РНК дуплексов, 
тем самым блокируя РНК-интерференцию на начальном этапе инфекции [3]. 

Цель. Изучение функций вирусных белков, взаимодействия репликазных белков вируса ку-
стистой карликовости томатов (Tomato bushy stunt virus), характеристик РНК-связывающих 
доменов в белках репликазы TBSV и P19 – вирусного белка-супрессора, как инструмента для 
исследования малых РНК.

Молекулярная структура TBSV вируса. Геном tombusvirus состоит из линейной (+) одно-
цепочечной РНК-молекулы, длиной около 4700 нуклеотидов, которая содержит по меньшей 
мере пять открытых рамок считывания (ORF), кодирующих белки с молекулярной массой 33К, 
92К, 41К, 22К, и 19К [2]. Открытая рамка считывания 1, которой предшествует нетранслируемая 
последовательность, кодирует белок с молекулярной массой около 33К. Посредством трансля-
ционного считывания стоп-кодона Р33 синтезируется 92K белок (ORF 2). Р33 и Р92 транслиру-
ются непосредственно из геномной РНК. Небольшая область отделяет ORF 2 от открытой рам-
ки считывания 3, которая кодирует 41K белок оболочки вируса из субгеномной РНК1. Другая 
часть разделяет ORF 3 от ORFs 4 и 5. Открытая рамка считывания 4 кодирует белок размером 
22K, а ORF 5, перекрывающая ORF 4, кодирует полипептид около 19K. За 5 открытой рамкой 
следует 3’-некодирующая область ~ 350 нт. 3’ конец не является полиаденилированным.

Молекулярные функции вирусных белков TBSV. Роль белка р22 – в передвижении ви-
русной РНК между клетками, р19 является супрессором РНК-интерференции и патогенным 
фактором при развитии системной инфекции [3]. Синтез р92 белка осуществлялся посред-
ством трансляционного считывания стоп-кодона р33 и изучался в исследованиях трансляции 
in vitro Hayes et al. (1988) с использованием геномной мРНК TBSV. Экспрессия белка р33 необ-
ходима для репликации РНК, так как сдвиг в ORF 1 с образованием стоп-кодона в положении 
650 приводит к синтезу 16К белка, а замена стоп-кодона в положении 1048 метионином не 
продуцирует инфекцию [4]. РНК-полимеразный мотив Gly-Asp-Asp (GDD) [18] находится в 
области трансляционного считывания 92К томбусвирусов. Habili и Symons (1989) определили 
в одном и том же регионе два мотива хеликазы нуклеиновой кислоты, но их интерпретация 
несколько противоречива, поскольку другие авторы утверждают, что вирусы с геномами ме-
нее 6 кб лишены xеликазной активности [5]. СР (coat protein) – белок оболочки специфически 
реагировал с антителами против вирусных частиц, аминокислотная последовательность со-
впадает с химическим анализом СР-субъединиц TBSV-BS3 [6]. Поскольку белок оболочки име-
ет дополнительные функции помимо защиты вирусного генома от внешней среды, в разных 
лабораториях разрабатывались мутанты, которые не экспрессируют данный белок, также ис-
следовалось влияние мутации на репликацию и передвижение вируса. В целом, результаты, 
полученные с использованием CP мутантов томбусвирусов, приводят к следующим выводам: 
1. Ген CP необязателен при репликации. 2. В зависимости от хозяина и вируса, при переме-
щении на дальние расстояния необходимы вирионы. РНК томбусвируса в комплексе с белком 
22К проходит через плазмодесматы от инфицированной клетки к следующей до сосудистых 
тканей для распространения на большие расстояния. Однако движение через сосудистую си-
стему подвергает РНК-белковый комплекс воздействию нуклеазных атак, что объясняет неэ-
ффективность системной инвазии N. benthamiana мутантом с удаленной частью гена CP [2]. 
Johnston и Rochon (1990) предоставили доказательства того, что природная и синтетическая 
формы субгеномной РНК (sg 2) продуцируют два белка, соответствующие по размеру поли-
пептидам, кодируемыми ORF 4, 5 [7]. Репликация мутанта 22K в протопластах и отсутствие 
инфекции доказывают, что белок вовлечен в межклеточное распространение вируса [4]. Это 
было подтверждено компьютерным сравнением полипептида 22K томбусвирусов с белками 
передвижения других (+) ssRNA вирусов [2].
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РНК репликация и взаимодействие репликазных белков Tomato bushy stunt virus. Иде-
альной системой для исследования индивидуальных детерминант процесса репликации (+) 
РНК-вирусов является бесклеточный экстракт [8]. In vitro транслированные белки p33 и p92 
образуют вирусную репликазу. Интересным исследованием является, что в данной системе 
процессы трансляции и репликации РНК функционально не связаны, поскольку образование 
вирусной репликазы происходит и без одновременного синтеза белка. Вирусные РНК и белки 
образуют мембранно-связанные репликационные комплексы, которые катализируют транс-
крипцию (-) РНК-интермедиатов. (-) посредник действует как матрица для синтеза (+) РНК 
молекул, субгеномных (sg) мРНК, кодирующих дополнительные вирусные белки [9]. Моле-
кулярные механизмы способствуют взаимодействиям между вирусными репликационными 
белками, вирусной РНК и мембранами. Экспериментальная система - бесклеточный цито-
плазматический экстракт, воспроизводящий трансляцию белка и репликацию РНК с добав-
лением in vitro транскрибированной вирусной РНК [8]. Исследования репликации томбусви-
русов также включают в себя изучение дефектных интерферирующих (DI) вирусных РНК [10]. 
DI РНК не кодируют вирусные белки, но содержат элементы РНК (впоследствии «элементы 
репликации»), которые необходимы для процесса репликации. Эти элементы функционально 
определены в исследованиях репликации томбусвируса в растениях и протопластах [11] [12] 
[13] [14], а также in vitro данные с предварительно собранной репликазой томбусвируса [15] 
[16] [17]. Последовательность р33 перекрывается с N-концевым доменом р92, который также 
содержит мотивы РНК-зависимых РНК-полимераз (RdRps) в неперекрывающейся С-концевой 
части. Последовательность в 33К белке, участвующая в белковых взаимодействиях, картирова-
на в С-концевой области, содержащая РНК-связывающий сайт. Мутации в p33 / p92 снижали 
репликацию дефектной интерферирующей РНК TBSV в дрожжах, тем самым демонстрируя 
значение белковых взаимодействий в репликации томбусвируса. При репликации вирусной 
РНК требуется сборка репликазного комплекса в инфицированных клетках. Известно, что ре-
пликазные комплексы, находящиеся в характерных мембраносодержащих структурах (вези-
кулярные тела), содержат матрицу вирусной РНК и белки [18]. Эти факторы, вероятно, имеют 
белковые и РНК-белковые взаимодействия в комплексе репликазы. P33 участвует в реплика-
ции РНК, так как связывается с вирусной РНК in vitro [19]. РНК-связывающая область в p33 и 
перекрывающаяся (предварительно считываемая) область в p92 сопоставлена с аргинин-про-
лин мотивом (мотив RPR, рис. 1).

 

Рисунок 1. Схематическое изображение белков репликазы TBSV [20]

Мутации в RPR-мотиве 33К влияют на синтез gРНК и субгеномной (sg) РНК, рекомбинацию 
РНК [21], p33 является многофункциональным белком. Мотив RPR является значительным в 
функции p92 [22]. Кроме того, белки репликазы TBSV, вероятно, связываются с внутриклеточны-
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ми мембранами, основываясь на исследованиях близкородственных белков репликаз Carnation 
Italian ringspot virus, Cymbidium ringspot virus, которые локализуются в везикулярных телах 
[23] [24]. Прямое взаимодействие p33, p92 белкoв способствует стабильности комплекса RdRp. 
Чтобы проверить эту гипотезу, исследовалось взаимодействие p33 и p92, используя анализ 
поверхностного плазмонного резонанса (SPR) с очищенными рекомбинантными белками. P33 
взаимодействует с р92 и другими молекулами р33 (межмолекулярное взаимодействие). Были 
идентифицированы две короткие области в С-концевой части р33, способствующие вышеу-
помянутым взаимодействиям. Их значимость (p33: p33; p33: p92) подтверждена в модельной 
системе репликации tombusvirus экспрессией белков 33К и 92К с сайт-специфическими му-
тациями в области, необходимой для взаимодействия белков. Репликазные белки TBSV взаи-
модействуют друг с другом и данное взаимодействие имеет значение в их функциях во время 
инфекции томбусвирусом [20].

Характеристика РНК-связывающих доменов в белках репликазы TBSV. При проведе-
нии дополнительных исследований, используя производные делеции рекомбинантных бел-
ков, экспрессируемых в Escherichia coli, в анализах Northwestern демонстрируется, что p33 и 
перекрывающийся домен p92 содержат аргинин-пролин-РНК-связывающий мотив (последо-
вательность RPRRRP). Неперекрывающийся С-концевой домен р92 содержит дополнительные 
РНК-связывающие области [19]. Интересная особенность томбусвирусов заключается в том, 
что белок репликазы экспрессируется из геномной РНК через рибосомальный механизм тер-
минирующего кодона р33 [25]. Оба белка локализованы на мембранных структурах в инфици-
рованных клетках - предполагаемых сайтах репликации томбусвируса [23]. Вирусная геномная 
РНК комплектуется в вирусном репликазном комплексе после трансляции [26]. Кроме того, 
вирусный репликазный комплекс, который, вероятно, содержит как вирусные, так и кодируе-
мые хозяином белки, синтезирует комплементарную (-)РНК на геномной (+)РНК. Это сопро-
вождается устойчивым синтезом (+)РНК с использованием промежуточных (-)продуктов [27]. 
Томбусвирусы также синтезируют субгеномные РНК для экспрессии 3’-проксимальных генов 
[2].

P19 – вирусный белок-супрессор. TBSV и р19 белок – эффективные инструменты в мо-
лекулярных исследованиях взаимодействия растений и вирусов [28]. Данный белок является 
супрессором РНК-интерференции и участвует в системной инфекции [29]. Белок защища-
ет вирусную геномную РНК от механизма РНКи связыванием киРНК дуплексов, блокируя 
РНК-интерференцию в модельном растении Nicotiana benthamiana [3]. Супрессия РНКи – ос-
новная функция р19 белка, также является элиситором гиперсенситивного ответа [30]. Акку-
муляция 19К определяет тяжесть симптомов инфекции и стабильность вирусной РНК [31]. Две 
независимые группы провели рентгеноструктурные анализы и выявили комплекс р19-киРНК, 
конформацию с триптофановыми остатками на субъединицах димеров белка, связывающих 
21-нуклеотидные киРНК дуплексы [32]. При TBSV инфекции супрессор связывается с цирку-
лирующими Tombusvirus-киРНК, не включая в RISC-комплекс, таким образом происходит 
системное распространение вирусной РНК [3]. Функциональность белка определяется биохи-
мическими свойствами: образование димеров, структурное расположение аминокислот для 
связывания киРНК [33].

Заключение. Таким образом, связывание киРНК – ключевое свойство при системной ин-
фекции TBSV-вируса в растениях. Исследования демонстрируют, что распространение виру-
са и супрессия РНК-интерференции зависят от относительно высокой экспрессии р19-го [34]. 
Разработка мутантных белков без экспрессии Р19-го белка представляет научный интерес в 
области исследований РНК-интерференции.

Материалы подготовлены в рамках проекта №АР05135633 «Влияние детерминант вирус-
ного белка на приобретенную резистентность растений и генерацию семенного материала с 
пре-программированной устойчивостью к вирусной инфекции», программы NoBR05236574 
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Висуттық инфекцияласға қасты өтімдіктесдіо иммундық тетіктесін 

белтенділендісуге висуттық ақуыздас мен «РНК-интесфесенция» 

механизмді төндісетін P19 рсптеинніо қатиеттесі мен функцияласы 

 

Аодатра. Висуттық инфекцияласдыо дамуы ауылшасуашылық дақылдасыныо жпғалуыныо негізгі 

тебертесініо бісі бплыр табылады. Қазісгі уақытта өтімдіктесдіо қпздысғыштасдыо шабуылына иммун- 
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дық жауар бесу механизмдесіне бипхимиялық зесттеулес жүсгізілуде. Өтімдіктес мен қпздысғыштас- 

дыо асатындағы мплекулалық өзаса юсекеттетуді зесттеу ауылшасуашылық дақылдасыныо өнімділігін 

асттысудыо юдітнамалық тютілдесін жатауда үлкен маоызға ие. Висуттас жануаслас мен өтімдіктесден 

миксппсганизмдесге дейінгі баслық тісшілік фпсмаласын жұқтысуы мүмкін. Олас жес бетіндегі бас- 

лық деслік экпжүйелесде кездетеді. Қазісгі уақытта көртеген өтімдіктесді жұқтысатын көртеген вису- 

ттас белгілі. Қызанақ бұталы есгежейлі висут өтімдіктес мен висуттас асатындағы қатынатты зесттеу 

үшін қплайлы мпдель бплыр табылады. Ғылыми бағыт мплекулалық биплпгия, бипхимия, висутплпгия 

талаласына қатытты. 

Түйін төздес: TBSV, Р19 турсеттпслы ақуыз, висуттық инфекция, серликаза ақуыздасы, РНК-интес- 

фесенция. 
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Properties and functions of viral proteins and P19 protein – suppressor of RNA interference in 

activating immune mechanisms of plants against viral infection 

 

Abstract. The development of viral infections is one of the main reasons for the loss of agricultural crops. At 

present, biochemical studies of the plant’s immune response mechanisms to the invasion of pathogens are being 

in progress. The study of molecular interactions between plants and viruses has the significant importance 

in the development of methodological approaches to increase the productivity of agricultural crops. Viruses 

can infect all types of life forms, from animals and plants to microorganisms. They are found in almost every 

ecosystem on Earth. А huge number of viruses are known to affect most plants. Tomato bushy stunt virus is 

a convenient model for studying the interaction between plants and viruses. The scientific field relates to the 

molecular biology, biochemistry, virology. 

Key words: Тomato bushy stunt virus, P19 suppressor protein, viral infection, replicase proteins, RNA 

interference. 
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