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Белки оболочки (БО) вирионов потивируса А-вируса картофеля (АВК) содержат на поверхности 
частично неупорядоченные N-концевые домены, необходимые для выполнения жизненно важных 
функций вируса. В данной работе на основе данных, полученных методом тритиевой планигра-
фии, проведён сравнительный анализ структур БО в интактных вирионах АВК и в частицах вируса, 
лишённых N-концевых 32  аминокислот (АВКΔ32). С использованием структуры атомного раз-
решения БО потивируса Y картофеля (YBK), который является гомологом АВК, проведён расчёт 
доступной поверхности белков вириона YВК и определены области межсубъединичных/межвит-
ковых контактов. Для этого использовали подход, основанный на обкатке сферической пробой 
поверхности белка, доступной растворителю (Lee, B., and Richards, F.  M. (1971) J.  Mol. Biol., 55, 
379-400). Сравнение профилей включения тритиевой метки в интактный и частично деградиро-
ванный вирион АВКΔ32 выявило положение ΔN-пептида, экранирующего остатки 66−73, 141−146 
и входящие в межвитковую область остатки 161−175. Было обнаружено наличие каналов/полостей 
в белковой оболочке вириона, благодаря которым он оказался частично проницаемым для атомов 
трития. При удалении ΔN-пептида наблюдалось уменьшение содержания метки внутри вириона 
(в области а.о. 184−200), что указывало на возможный структурный переход, приводящий к ком-
пактизации вириона и вследствие этого меньшей доступности для трития его внутренних регио-
нов. На основании полученных данных можно сделать вывод, что часть поверхностного ΔN-пеп-
тида расположена между витками спирали вириона, это увеличивает шаг спирали и обеспечивает 
большую гибкость вириону, что важно для межклеточного транспорта вирусов в растениях.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: потивирусы, белок оболочки, А-вирус картофеля, N-концевые неупорядоченные 
домены, структурное моделирование, тритиевая планиграфия.
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Принятые сокращения: АВК − А-вирус картофеля; АВКΔ32 − вирионы А-вируса картофеля, лишённые 32 N-кон-
цевых аминокислот; БО − белок оболочки; ЭМ – электронная микроскопия; YВК − Y-вирус картофеля.
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ВВЕДЕНИЕ

Потивирусы представляют собой важную 
группу вирусов растений, которые наносят 
значительный экономический ущерб сель-
скому хозяйству. Поэтому их структурному и 
функциональному исследованию уделяется су-
щественное внимание. Гибкие нитевидные ви-
рионы потивирусов имеют спиральную сим-
метрию со средней длиной частиц 700 нм и 

диаметром 11−14 нм. С помощью ряда струк-
турных и предсказательных методов анали-
за показано, что белки оболочки (БО) поти-
вирусов частично разупорядочены, что также 
затрудняет их исследование  [1, 2]. Существует 
широкий спектр методов определения струк-
тур вирусных частиц, включая физико-хими-
ческие исследования и методы электронной 
микроскопии (ЭМ), особенно крио-ЭМ. Не-
смотря на сложность изучения гибких частиц, 
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сочетание различных подходов, изучение 
свойств мутантных вирусов, а также дости-
жения в области вычислительных методов и 
обработки изображений  [1, 3−5] привели к 
лучшему пониманию структуры вирионов по-
тивирусов и роли фрагментов их БО в вирус-
ном цикле.

Первая модель структуры БО типичного 
представителя потивирусов, А-вируса карто-
феля (АВК), была предложена в 2001 г. [3]. 
Частицы вируса подвергали бомбардировке 
термически активированными атомами три-
тия и определяли внутримолекулярное рас-
пределение метки в аминокислотах БО, чтобы 
оценить их стерическую доступность in situ. 
Модель пространственного расположения по-
липептидной цепи БО АВК внутри вирусной 
частицы была предложена на основе экспе-
риментальных данных, полученных при бом-
бардировке тритием, в сочетании с предска-
заниями элементов вторичной структуры и 
принципов упаковки спиралей и структур в 
белках. Модель предсказывает три домена тре-
тичной структуры: (i) открытый извне N-кон-
цевой домен, включающий неструктурирован-
ный N-конец из 8  аминокислот и два β-тяжа, 
(ii) С-концевой домен, включающий две спи-
рали, а также три β-тяжа, которые образуют 
двухслойную структуру, называемую блоком 
abCd, и (iii) центральный домен, содержащий 
пучок из четырёх спиралей, подобный найден-
ному в БО вируса табачной мозаики. В тече-
ние многих лет это была единственная модель, 
которую использовали для объяснения трёх-
мерной структуры БО потивирусов.

Важным поворотным моментом в раз-
витии представлений о структуре потивирусов 
стало использование крио-ЭМ. С её помо-
щью была определена трёхмерная структура 
вирионов нескольких потивирусов − вируса 
мозаики арбуза (ВМА) [6], Y-вируса карто-
феля (YВК) [4] и вируса мозаики турнепса 
(ВМТу) [7]. Эти структуры высокого разреше-
ния подтвердили существование консерватив-
ной трёхдоменной архитектуры, общей для не-
родственных потивирусов и отличающейся от 
гипотетической модели АВК [3]. Полученные 
атомные структуры ВМА, YВК и ВМТу имели 
идентичное лево-спиральное расположение 
в вирионе субъединиц БО, которые состояли 
из центрального ядра с семью α-спиралями и 
одной или двумя β-шпильками, а также N- и 
C-концевых доменов, не имеющих выражен-
ной вторичной структуры. Структуры гибких 
разупорядоченных N-концевых пептидов, под-
верженных воздействию растворителя, не бы-
ли определены, предположительно из-за раз-

упорядоченности и подвижности, поэтому в 
атомных структурах ВМА, YВК и ВМТу от-
сутствуют первые 59, 43 или 65  аминокислот-
ных остатков соответственно. Во всех трёх 
потивирусах расположенные на поверхности 
электроположительные N-концевые домены 
взаимодействовали с электроотрицательной 
канавкой соседних молекул БО, устанавливая 
боковые контакты, а также опосредуя про-
дольную полимеризацию частиц аналогично 
потексвирусам  [8, 9]. По-видимому, гибкость 
и неструктурированность N-концевых доме-
нов в сочетании с их контактами с соседними 
субъединицами обеспечивает дополнительную 
гибкость вирионам [4, 6], необходимую, на-
пример, для облегчения межклеточного транс-
порта [10].

Важно отметить, что при выделении и 
хранении препаратов потивирусов часто на-
блюдается естественный in situ протеолиз 
трипсиноподобными протеазами клеточного 
сока, приводящий к удалению 30−50 N-кон-
цевых остатков (ΔN-пептидов)  [11, 12]. При 
этом такие частицы остаются инфекционны-
ми. Биологическая значимость этого явления 
предположительно связана с необходимостью 
высвобождения инфекционных частиц из сти-
летов тли для последующей передачи расте-
нию [13, 14].

Основной задачей данного исследова-
ния было определение точной локализации 
ΔN-пептидов на поверхности вириона АВК и 
выяснение влияния их удаления на возможное 
изменение структуры вирионов. Вследствие 
гибкости и частичной разупорядоченности БО 
АВК эффективным и информативным оказал-
ся метод тритиевой планиграфии [15]. Данный 
подход основан на неселективном замещении 
водорода в углеводородных фрагментах молекул 
на его радиоактивный изотоп − тритий. Три-
тий используется как нанозонд с эффектив-
ным радиусом 0,09 нм для определения ами-
нокислотных остатков, локализованных на 
поверхности вириона, а также в полостях, до-
ступных для атомов трития  [16−18]. В основе 
метода лежат химические реакции с участием 
горячих атомов трития; подобраны условия, 
при которых реакция, приводящая к вклю-
чению метки, происходит при однократном 
столкновении и характеризует стерическую 
доступность связи С-Н в составе вириона. 
Получаемые с помощью этого метода данные 
о стерической доступности компонентов си-
стемы характеризуют структуру всего объекта. 
Метод тритиевой планиграфии [15] успеш-
но использовали для получения информа-
ции о пространственной организации белков, 
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их комплексов и таких сложноорганизованных 
биологических объектов, как рибосома [19], 
вирусы растений и животных  [3, 20−22]. 
Бомбардировка исследуемого объекта пото-
ком атомов трития с последующим анализом 
внутримолекулярного распределения метки 
позволяет определить доступные фрагменты – 
остатки аминокислот, составляющие его «по-
верхность», тесно связанную с пространствен-
ной структурой. В настоящей работе на основе 
анализа данных бомбардировки поверхности 
тритием мы детально охарактеризовали струк-
туру трипсинизированных вирионов А-вируса 
картофеля без 32 N-концевых а.о. (АВКΔ32) и 
определили точную локализацию ΔN-пепти-
дов на поверхности вириона АВК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение препаратов интактных и частич-
но деградированных вирионов АВК. Изолят В11 
вириона АВК очищен, как описано ранее  [3]. 
Для получения деградированных вирионов 
(АВКΔ32) препарат интактного вируса обра-
батывали трипсином в соотношении фермент/
субстрат 1 : 500 (по массе), 15  мин инкубиро-
вали при комнатной температуре, для оста-
новки реакции добавляли фенилметилсульфо-
нил фторид до концентрации 1 мМ. Очистку 
препарата проводили осаждением вирионов 
при 105 000 g (100 мин, 5 °С). Концентрацию 
препарата АВК определяли, используя коэф-
фициент поглощения E0,1%

260  нм = 2,3. Спектры 
поглощения в УФ-диапазоне 240–340 нм из-
меряли на спектрофотометре Hitachi UV-2600 
(«Hitachi», Япония) в кюветах с длиной опти-
ческого пути 0,1–1,0 см. Истинные спектры 
поглощения (E) светорассеивающих суспен-
зий вычисляли по методу экстраполяции [23]. 
Во всех экспериментах использовались только 
препараты АВК с нормальным соотношением 
Е260/Е280 (~1,25), что указывало на отсутствие 
дефектных вирусных частиц. Контроль чисто-
ты образцов также осуществляли с помощью 
электрофореза с додецилсульфатом натрия по 
методу Лэммли [24], используя 15%-ный поли-
акриламидный гель (ПААГ) в электрофорез-
ной камере Мini-PROTEAN 3 Cell («Bio-Rad», 
США). Данные просвечивающей электронной 
микроскопии (ПЭМ) показывали отсутствие 
каких-либо дефектных вирионов в исходных и 
обработанных трипсином препаратах [5].

Введение трития. 1  мл суспензии вируса в 
0,05 М боратном буфере (pH 8,0) с концентра-
цией 1−2 мг/мл распыляли из пульверизатора 
на стенки цилиндрического реакционного со-

суда, предварительно охлаждённого жидким 
азотом, вакуумировали и наполняли моле-
кулярным тритием до давления 0,5 Па. При 
нагревании до 2000 К вольфрамовой спирали, 
расположенной вдоль центральной оси реак-
ционного сосуда, молекулярный тритий дис-
социировал на атомы, и образующиеся атомы 
трития бомбардировали суспензию вирионов, 
охлаждаемую жидким азотом. Спираль зажи-
гали на 15 с, затем остаточный тритий откачи-
вали и процедуру напуска трития – зажигания 
спирали повторяли ещё два раза. После введе-
ния метки препарат размораживали и вирус-
ную суспензию концентрировали центрифу -
гированием (105 000 g, 5 °C, 100 мин). Для уда-
ления лабильной тритиевой метки препара-
ты меченых вирусов подвергали 1−2  циклам 
осаждения вирионов при 105 000 g. Из очи-
щенных вирусов выделяли белки стандартным 
литиевым методом [25]. Контроль чистоты 
препаратов осуществляли с помощью электро-
фореза в ПААГ [24].

Ферментативный гидролиз белков. Получен-
ные препараты белков подвергали триптиче-
скому гидролизу. К растворам белков добавля-
ли раствор трипсина (TPCK-trypsin, «Sigma», 
США) в соотношении фермент/субстрат 1 : 50 
(по массе) и проводили гидролиз при 37 °С в 
течение 4 ч, для остановки реакции добавляли 
фенилметилсульфонил фторид до концентра-
ции 1 мМ.

Аналитические методы. Полученные в ре-
зультате ферментативного гидролиза смеси 
пептидов разделяли при помощи высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии в об-
ращённой фазе на колонке Ultrasphere ODS, 
5 мкм, 250 × 4,6 мм («Beckman», США), с ис-
пользованием хроматографической системы 
фирмы «Beckman» в градиентном режиме. Для 
разделения использовали два элюента (А и Б): 
элюент А представлял собой 0,1%-ный водный 
раствор трифторуксусной кислоты, элюент Б 
состоял из 0,1%-ного раствора трифторуксус-
ной кислоты в ацетонитриле. Использовали 
линейный градиент до 60% элюента  Б в тече-
ние 60 мин, а затем линейный градиент до 
80% элюента Б в течение 10 мин при скоро-
сти потока 1 мл/мин. Детекцию проводили по 
поглощению при длинах волн 215 и 280 нм. 
Фракции, соответствующие индивидуальным 
пептидам, собирали для дальнейшего анализа. 
Пептиды подвергали кислотному гидролизу, 
как описано ранее [26].

Кислотные гидролизаты анализировали 
на аминокислотном анализаторе Amino Acid 
Analyzer L8800 («Hitachi») с катионообменной 
колонкой и нингидриновой дериватизацией 
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Рис. 1. Распределение тритиевой метки по аминокислотным остаткам белков вирионов АВК и АВКΔ32 с учётом 
реакционной способности атомов трития при реакции с разными аминокислотами. Ai/A∑(33–36) – удельные радиоак-
тивности остатка (Ai), нормированные на сумму удельных радиоактивностей поверхностных остатков 33–36. На оси 
абсцисс указана нумерация аминокислотных остатков. Сайты расщепления трипсином показаны стрелками. Данные 
для цистеина и триптофана не показаны, поскольку они разрушаются кислотным гидролизом. Пунктиром показа-
но положение отсутствующих пептидов. График разделён на две последовательные части (верхнюю и нижнюю) для 
лучшей визуализации

c нашими модификациями [27]. Для одновре-
менного измерения радиоактивности элюата 
использовали проточный счётчик Radiomatic 
150TR Flow Scintillation Analyzer («Packard Co», 
США). Получаемые данные (оптическая плот-
ность элюата при длинах волн 570 и 440  нм и 
его радиоактивность) обрабатывались с помо-
щью программы «МультиХром для Windows» 
(ЗАО «Амперсенд», Россия). Далее, рассчиты-
вали молярную радиоактивность для каждого 
аминокислотного остатка в пептиде [28].

Расчёт доступной поверхности вириона 
проведён с использованием пакета 
GROMACS 5,1 [29]. Учитывали только часть 
доступной поверхности, занимаемую атомами 
водорода, присоединёнными к атомам угле-
рода (СН-поверхность); часть поверхности, 
занимаемую другими атомами, игнорировали. 
Радиус зонда составлял 0,09 нм. Для опреде-
ления областей межмолекулярных контактов 
аналогичным образом рассчитывали поверх-
ность для индивидуальной субъединицы, затем 

определяли долю поверхности, закрываемую 
при сборке вирусной частицы. Для визуализа-
ции белковых структур использовали програм-
му RasMol (http://www.rasmol.org/).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование вирусных частиц АВК и 
АВКΔ32 методом тритиевой планиграфии. Ранее 
мы наблюдали, что при хранении интактных 
препаратов АВК происходит расщепление мо-
лекул БО in situ протеазами клеточного сока в 
положениях аминокислот 32 и 42 [11]. Ограни-
ченный трипсинолиз препарата интактного ви-
руса (в соотношении фермент/субстрат 1 : 500, 
15 мин) также приводил к отщеплению 32 
N-концевых остатков из БО вириона, что было 
подтверждено масс-спектроскопией и элек-
трофорезом в ПААГ [11], и по данным ПЭМ 
вирионы сохраняли свою целостность  [5]. 
В  данной работе нами проведён сравнитель-
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ный анализ структур двух видов препаратов: 
интактных вирионов АВК и частично дегра-
дированных трипсином вирионов АВКΔ32 
(Материалы и методы). Распределение тритие-
вой метки вдоль полипептидной цепи после 
мечения тритием препаратов интактных АВК и 
АВКΔ32 показано на рис. 1. Результаты иссле-
дования интактного вируса АВК с помощью 
тритиевой планиграфии опубликованы нами 
ранее [3]. Для определения распределения мет-
ки вдоль полипептидной цепи интактного БО 
АВК и его укороченного варианта были выде-
лены и проанализированы все пептиды – про-
дукты гидролиза трипсином, кроме трёх корот-
ких пептидов: Т6, Т7, Т21, и части Т11 (рис. 1).

Величины удельной радиоактивности остат-
ков были скорректированы с учётом соответ-
ствующих коэффициентов [30] для пропор-
циональности их доступным площадям. По-
строение гистограммы в процентах от общей 
удельной радиоактивности (Ауд, %) или в зна-
чениях удельной радиоактивности, нормиро-
ванных на один или несколько (33–36 а.о.) 
поверхностных, находящихся рядом с сайтом 
протеолиза остатков, давало схожие резуль-

таты. Как видно из рис. 1, распределение три-
тиевой метки в интактных вирионах АВК и 
АВКΔ32 заметно отличается.

В БО АВКΔ32 по сравнению с интакт-
ным АВК значения удельной радиоактивно-
сти остатков 66–73, 141–146, 161–175, 233–247 
возрастали, а остатков 122–138, 184–191, 195–
200 – уменьшались (рис. 1). Для того чтобы 
понять, в каких областях пространственной 
структуры БО происходят эти изменения, мы 
использовали имеющуюся трехмёрную струк-
туру БО YВК, близкого гомолога АВК. Пер-
вичные структуры БО АВК и YВК имеют зна-
чительное сходство: 64% идентичных и 91% 
подобных остатков (из 237  остатков БО) [5]. 
Последовательность N-концевого домена в 
БО АВК на 2 остатка длиннее, чем в БО YВК. 
Трёхмерная структура БО YВК (PDB ID: 6HXX, 
остатки 44–267), полученная крио-ЭМ с 
разрешением 0,34 нм, включала три домена: 
N-концевой домен (I), остатки с 44 до 77; цен-
тральный домен (II), остатки с 78 по 225; и 
С-концевой домен (III), остатки с 226 до 267 
(рис. 2). Домен I выступал из центрального 
домена и в структуре, полученной с помощью 

Рис. 2. Относительное изменение радиоактивности в элементах вторичной структуры белков вирионов АВК при уда-
лении ΔN-пептида. Области со значением AАВКΔ32/AАВК > 1,8 показаны красным, < 0,5 – зелёным. а – Фрагмент, со-
стоящий из 4  субъединиц; б  –  фрагмент, состоящий из одной субъединицы (спирали представлены в виде ленты), 
С  –  С-конец БО; в, г  –  показано 4  субъединицы (приведён скелет структуры) снаружи и изнутри вириона соответ-
ственно; РНК отмечена синим цветом (г)
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Распределение тритиевой метки по элементам вторичной структуры БО вирионов АВК и АВКΔ32 и доступная 
площадь СН-поверхности, рассчитанная с помощью программы GROMACS 5,1 на модели YВК (PDB: 6HXX)

Элемент 
вторичной 
структуры 

№ 
остатков 

Число 
остатков 

Суммарная 
радиоактивность 
элемента, Аа, %

Относительное 
изменение, Аб

Доступная площадь 
СН-поверхности 
элемента, Sс, нм2

Доля 
недоступной 

СН-поверхности, 
Sб

АВКΔ32 АВК AАВКΔ32/AАВК БО YВК YВК (SБО YВК − SYВК)/
SБО YВК

l 1 33–59 33 18,7 24,8 0,8 9,2 5,2 0,43

β1,2 60–65 6 3,3 4,1 0,8 2,7 1,9 0,28

α1 68–74 7 6,1 2,0 3,0 3,3 2,2 0,31

l 2 75–87 13 4,2 5,1 0,8 4,6 2,5 0,45

α3* 119–124 5 0,8 2,4 0,3 0,8 0,5 0,42

l 4 125–132 8 2,0 4,3 0,5 2,0 1,1 0,41

β3 133–138 6 1,7 3,9 0,4 2,0 1,0 0,51

β4 141–146 6 6,8 3,4 2,0 2,0 1,4 0,30

α4 147–154 8 6,2 9,4 0,7 1,9 1,5 0,23

α5 157–163 7 3,0 1,4 2,2 0,9 0,6 0,34

α6 165–180 16 16,8 8,9 1,9 4,9 2,3 0,52

α7 184–191 8 1,8 3,3 0,5 2,3 1,1 0,50

α8 195–200 6 1,6 5,3 0,3 1,0 0,8 0,20

l 5 201–211 11 2,6 2,3 1,1 1,7 1,3 0,27

α9 212–228 17 3,5 4,4 0,8 7,5 3,3 0,56

C- 229–267 39 15,7 11,5 1,4 20,4 9,6 0,53

Примечания. а Суммарную радиоактивность элемента оценивали путём сложения радиоактивности всех аминокис-
лот, входящих в состав элемента.
б Значения AАВКΔ32/AАВК > 1,8 и (SБО YВК − SYВК)/SБО YВК > 0,43 подчёркнуты и выделены жирным шрифтом.
с Суммарную доступную площадь СН-поверхности элемента (см. ниже) рассчитывали с помощью программы 
GROMACS 5,1 путём сложения доступной площади всех аминокислот элемента.
* Данные для спирали α2 и части α3 отсутствуют.

крио-ЭМ, охватывал домен II двух сосед-
них БО. Атомные координаты остатков 1–43 
не  были определены, предположительно из-за 
разупорядоченности и подвижности. Высокая 
идентичность первичных структур БО вирусов 
АВК и YВК позволила использовать модель 
БO YВК (PDB: 6HXX) для моделирования строе -
ния белковой оболочки АВК.

Нами рассчитано включение тритиевой 
метки (в % от общей радиоактивности) в эле-
менты вторичной структуры белка  [4] для ви-
рионов АВК и АВКΔ32, которое представлено 
в таблице.

В таблице рассчитана суммарная радио-
активность элемента (А) в частицах АВКΔ32 и 
АВК, приведено относительное изменение ра-
диоактивности AАВКΔ32/AАВК. Из таблицы вид-
но, что при удалении N-концевого фрагмента 
БО в АВКΔ32 возрастает доступность тритию 
спиралей α1 (68–74 а.о.), α5 (157–163 а.о.), α6 
(165–180 а.о.) и β4-тяжа (141–146 а.о.). Одно-
временно снижается доступность тритию 
фрагмента α3-l4-β3 (119–138 а.о.) и спиралей 
α7 (184–191 а.о.), α8 (195–200  а.о.). Относи-
тельное изменение радиоактивности вирио-
на в элементах вторичной структуры белка 
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Рис. 3. Расчёт доступной СН-поверхности для БО в свободном виде, SБО YВК (серые столбики), и в составе вириона, 
SYВК (чёрные столбики), в нм2. На вставке приведена величина (SБО YВК − SYВК) / SБО YВК – доля поверхности остатков, 
относящихся к углеводородным фрагментам, которые экранированы в составе вириона (правая шкала)  –  областям 
межсубъединичных и межвитковых контактов БО в составе вириона

при удалении ΔN-пептида продемонстриро-
вано на трёхмерной модели БO YВК (PDB: 
6HXX) двумя цветами для лучшей визуализа-
ции (рис.  2). Фрагменты структуры, в кото-
рых доступность тритию возрастает, показа-
ны красным цветом; фрагменты, где доступ-
ность тритию снижается, показаны зелёным 
цветом.

Обращает на себя внимание тот факт, 
что увеличение метки при удалении ΔN-пеп-
тидов наблюдается на поверхности вириона 
(рис. 2, в). В поверхностный домен I (33–79 а.о.) 
вирионов АВКΔ32 и АВК включалось 34% и 
25% всей тритиевой метки соответственно. 
Это свидетельствует об экранировке домена I 
ΔN-пептидом. ΔN-Пептид интактного АВК 
был наиболее меченым участком БО, содер-
жал 22% всей метки и составлял 12% от длины 
БО. Тритиевая метка незначительно вклю-
чалась также во внутренние слои вириона 
(рис. 2, г), что предполагало проникновение 
атомов трития через межсубъединичные кон-
такты и/или иные каналы в вирионе. При уда-
лении ΔN-пептида наблюдалось уменьшение 
метки внутри вириона (рис. 2, г), что указыва-
ло на происходящую структурную перестрой-
ку, приводящую к компактизации вириона.

Расчёты доступной поверхности БО в вирио-
не YВК и в свободном виде. Для определения 
межсубъединичных и межвитковых элементов 

структуры БО и дополнительной оценки по-
лученных экспериментальных данных были 
проведены расчёты доступной поверхности 
аминокислотных остатков БО в вирионе и в 
свободном виде на модели YВК, исходя из дан-
ных крио-ЭМ-структуры (PDB: 6HXX). Вы-
числения проводились с помощью программы 
GROMACS 5,1 [29], использующей алгоритмы, 
основанные на подходе Ли и Ричардса [31]. 
Поверхность молекулы определяется как её 
часть, доступная растворителю, молекула ко-
торого представляется в виде сферы. Размеры 
атомов макромолекулы определяются их Ван-
дер-Ваальсовыми радиусами. В вычислениях 
использовали одну свободную субъединицу 
БО и часть вирусной частицы, состоящую из 
70  БО (8  витков). Для сравнения эксперимен-
тальных данных тритиевого мечения вириона 
АВК с расчётными данными мы использовали 
сферу с радиусом трития 0,09 нм, определён-
ным ранее [17]. Доступную поверхность опре-
деляли только у атомов углерода, связанных 
хотя бы с одним атомом водорода (СН-поверх-
ность).

Результаты расчёта доступной СН-поверх-
ности представлены на рис. 3 для БО в свобод-
ном виде, SБО YВК, и в составе вириона, SYВК.

Суммарная доступная площадь СН-поверх-
ности свободного белка составляет 81,6 нм2, 
а белка в вирионе – 44,9 нм2. Таким образом, 

13*
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Рис. 4. Относительное изменение доступной площади СН-поверхности в элементах вторичной структуры в свобод-
ном белке и во фрагменте вириона из 70 молекул БО. Участки, для которых значения (SБО YВК − SYВК)/SБО YВК > 0,43, 
показаны красным/жёлтым цветом. а – Приведён фрагмент, состоящий из 4 субъединиц, б – фрагмент, состоящий 
из одной субъединицы, С – С-конец БО; в, г – показано 4 субъединицы снаружи и изнутри вириона соответственно; 
РНК показана синим цветом (а, г)

45% (36,7 нм2) поверхности БО образуют кон-
такты между субъединицами в вирионе (без 
учёта 43 N-концевых остатков).

Относительное изменение доступной пло-
щади СН-поверхности в элементах вторич-
ной структуры в свободном белке и вирионе 
продемонстрировано на трёхмерной модели 
БO YВК (рис. 4, таблица). Фрагменты поверх-
ностного домена I и центрального домена II, 
в которых возрастает площадь СН-поверхно-
сти (рис. 4, а–в), показаны красным цветом. 
Увеличение доступности внутри вириона в 
С-домене показано жёлтым цветом (рис. 4, г). 
В таблице рассчитаны суммарные площади 
СН-поверхности элементов вторичной струк-
туры, S, в свободном белке и вирионе, а также 
доля недоступной СН-поверхности вириона, 
(SБО YВК − SYВК)/SБО YВК. Из таблицы видно, что 
в свободном белке, по сравнению с вирионом, 
почти в два раза больше доступная СН-по-
верхность петель l1 и l2, принадлежащих по-
верхностному домену I, β3-тяжа и спиралей 

α6 и α7, что подтверждает их расположение в 
месте контакта БО с соседним витком.

Обращает на себя внимание значитель-
ная доступная СН-поверхность спирали α9 и 
С-конца, расположенных в сердцевине вирио-
на (таблица), что подтверждает наличие кана-
лов/полостей в вирионе, который оказался 
частично проницаемым и для атомов трития 
(рис. 1).

Таким образом, увеличение тритиевой 
метки при удалении ΔN-пептида вируса АВК 
в элементах α1 и β4 показывает экранирование 
ΔN-пептидом поверхностного домена I и части 
центрального домена II, а мечение спирали 
α6 свидетельствует о частичном экранирова-
нии межвитковой зоны поверхности соседних 
субъединиц и расположении ΔN-пептида над 
этими участками структуры БО. Уменьшение 
метки внутри вириона при удалении ΔN-пеп-
тида вируса (рис. 2,  г) предполагает возмож-
ную структурную перестройку, приводящую к 
компактизации вириона.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее было обнаружено, что N-конце-
вые домены БО потивирусов располагались 
на поверхности вириона  [3, 4, 12] и содержали 
значительную долю неупорядоченных участ-
ков  [1, 2]. N-Концевые пептиды потивирусов 
были наиболее иммунодоминантными и гене-
рировали вирусспецифические антитела [32]. 
В процессе жизнедеятельности потивирусы 
взаимодействуют со многими различными 
белковыми и мембранными компонентами 
растительных клеток, и наличие значитель-
ной доли неупорядоченных последовательно-
стей в БО может быть одним из факторов их 
высокой биологической эффективности  [33]. 
ΔN-Домен включает большое число (~70%) 
гидрофильных (9 T/S/N/Q/G) и заряженных 
(13 E/D/K/R) остатков и относительно малое 
число гидрофобных/алифатических остатков 
(10 I/L/V/A), что и определяло склонность 
к структурным переходам и могло быть при-
чиной аномалий в КД-спектре и электрофо-
ретической подвижности [1]. Оказалось, что 
ΔN-домены БО АВК участвуют в сборке виру-
соподобных частиц (ВПЧ), и часть их неструк-
турированных сегментов приобретает β-струк-
туру [34, 35].

В нашей работе было показано, что 
ΔN-пептид (а.о. 1–32) экранировал остатки 
66–73, 141–146 и входящие в межвитковую 
область остатки 161–175 БО АВК. Уменьше-
ние метки внутри вириона при удалении 
ΔN-пептида вируса (рис. 2, г) приводило к 
образованию более компактной спирали ви-
руса. Наблюдаемое изменение мечения во 
фрагментах БО после трипсинолиза не может 
быть следствием элиминирования дефектных 
вирионов. Об этом говорит несущественное 
изменение концентрации вируса и сохране-
ние величины соотношения Е260/Е280 (~1,25) 
препаратов после трипсинолиза (см. Мате-
риалы и методы). Ранее по результатам анали-
за КД-спектров нами было показано, что при 
удалении ΔN-пептида вторичная структура 
молекул БО в составе вириона практически 
не меняется. Однако по данным синхротрон-
ного малоуглового рентгеновского рассеяния 
(МУРР) и других методов в вирионе АВК при 
удалении ΔN-пептида происходили изменения 
четвертичной структуры [5], сопровождающие-
ся уменьшением шага спирали белковой обо-
лочки, уменьшением гибкости и возрастанием 
стабильности частиц, что подтверждает наши 
данные. Известно, что спиральность струк-
туры вириона частично обусловливается спи-
ральностью расположенной внутри вириона 

РНК, так как сборка БО YВК в отсутствии 
РНК приводит к формированию неспираль-
ных ВПЧ в виде стопки дисков [4]. Кроме 
того, БО поти- и потексвирусов [7] взаимодей-
ствует с РНК в консервативных положениях 
(для АВК это S127, R159, D203). Расчёт на мо-
дели вириона YВК (рис. 3) показал низкую до-
ступность их СН-поверхности (0,02–0,09 нм2) 
для сферической пробы с радиусом трития, и 
мы также наблюдали низкую радиоактивность 
этих остатков как в интактном АВК, так и в 
АВКΔ32 (рис. 1), что дополнительно подтвер-
ждает правомерность использования модели 
вириона YВК в нашей работе.

Тритиевая метка незначительно вклю-
чалась также во внутренние слои вириона 
(рис. 2, г), что предполагало миграцию реакци-
онноспособных атомов трития через межсубъ-
единичные контакты или каналы в вирионе, 
заполненные водным раствором. Возможность 
этого явления обсуждалась ранее [16, 17]. Ато-
мы трития проникали между углеводородными 
цепями липидов в липосомах [36] или пурпур-
ных мембранах с бактериородопсином [37] без 
существенной потери их энергии.

Серия биохимических и биофизических 
исследований икосаэдрических вирусов пока-
зала, что их вирусные капсиды образуются 
путём динамической самосборки белков и 
подвергаются контролируемым конформаци-
онным переходам с изменением поверхностных 
структур для выполнения различных биологи-
ческих функций [38]. У некоторых спиральных 
вирусов также обнаружена структурная гетеро-
генность. Так, среди частиц вирионов гордеи-
вируса штриховатой мозаики ячменя [39] об-
наружены «широкие» и «узкие» частицы с 22,2 
и 21,2 субъединицами на виток. Ряд работ сви-
детельствовал о наличии нескольких функцио-
нальных и структурных состояний у вирионов 
потексвируса Х-вируса картофеля  [28, 40, 41]. 
Анализ вирионов потивируса ВМТу методом 
крио-ЭМ показал, что вирионы растягиваются 
и сжимаются с амплитудой около 0,22 нм, и 
были обнаружены частицы с шагом спирали 
3,42–3,61 нм [7]. Удаление N-концевого пеп-
тида БО АВК приводило к уменьшению шага 
спирали вириона.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе показано, что N-концевой 
пептид (ΔN-пептид) на поверхности вириона 
АВК экранирует поверхностный домен I, часть 
центрального домена II и межвитковую зону на 
поверхности соседних субъединиц. Удаление 
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ΔN-пептида вызывало снижение доступности 
внутренних областей вириона и приводило к 
образованию более компактной спирали виру-
са. Мы предполагаем, что часть поверхностно-
го ΔN-пептида располагается между витками 
спирали вириона. Это увеличивает шаг спи-
рали и обеспечивает большую гибкость вирио-
на, что важно для функционирования вируса. 
Понимание структурных особенностей гибких 
фитовирусов и роли N-концевых доменов их 
белков необходимо для создания и использова-
ния вирусных и вирусоподобных наночастиц в 
качестве платформ для презентации эпитопов 
и разработки вакцин [42].
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CHANGES IN THE STRUCTURE OF POTATO VIRUS A VIRIONS 
DURING LIMITED PROTEOLYSIS in situ ACCORDING 

TO TRITIUM LABELING DATA AND COMPUTER SIMULATION
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The coat proteins (CP) of potato virus A virions (PVA) contain partially disordered N-terminal domains, 
which are necessary for performing vital functions of the virus. A comparative analysis of the structures 
of coat proteins (CPs) in intact PVA virions and in virus particles lacking the N-terminal 32 amino acids 
(PVAΔ32) was carried out in this work based on the tritium planigraphy data. Using the atomic resolution 
structure of the potato virus Y potyvirus (PVY) protein, which is a homolog of CP PVA, the available CP 
surfaces in the PVY virion were calculated and the areas of intersubunit/ interhelix contacts were deter-
mined. For this purpose, the approach of Lee and Richards (Lee, B., and Richards, F. M. (1971) J. Mol. 
Biol., 55, 379-400) was used. Comparison of the incorporation profiles of the tritium label in intact and 
trypsin-degraded PVAΔ32 revealed the position of the ΔN-peptide shielding the surface domain (a.a. 66-73, 
141-146) and the interhelix zone (a.a. 161-175) of the PVA CP. The presence of channels/cavities was found 
in the virion, which turned out to be partially permeable to tritium atoms. Upon removal of the ΔN-pep-
tide, a decrease in the label within the virion (a.a. 184-200) was also observed, indicating a possible struc-
tural transition leading to virion compactization. Based on the data obtained, we can conclude that part 
of the surface ΔN-peptide is located between the coils of the virion helix, which increases the helix pitch 
and provides greater f lexibility of the virion, which is important for the intercellular transport of the viruses 
in the plants.

Keywords: potyviruses, coat protein, potato virus A, N-terminal disordered domains, structural modeling, tritium 
planigraphy


