
Внутридоменные перестройки 
последовательности белка: РНК-зависимые 

РНК полимеразы.



Введение 

РНК-зависимая РНК-полимераза  (RdRs) — фермент, способный синтезировать РНК на 
матрице РНК.  RdRs играют ключевую роль в жизненном цикле РНК-содержащих вирусов. 
RdRs является одним из самых консервативных вирусных ферментов и состоит из 3 доменов:
N-концевого, центрального и С-концевого (рис. 1) [1]. Центральный домен отвечает за 
полимеразную активность и состоит из 3 субдоменов: fingers, palm и thumb (рис. 1,2). 

Рисунок  1.  РНК-зависимая  РНК-полимераза  бирнавируса   Infectious  Bursal  DiseaseVirus (IBDV),  PDB  ID 
2PGG,  раскрашенная  по доменам,  согласно  [3]:  N-концевой  -  желтый,  С-концевой  —  фиолетовый, 
центральный домен размечен по субдоменам fingers - синий, palm — красный и thumb — зеленый.

В  2002  году  Gorbalenya  et  al.  [2]  обнаружили  внутридоменную  перестройку  внутри 
субдомена  palm. В субдомене  palm выделяют 3 консервативных мотива, расположенных в 
порядке A-> B->C в направлении от N- к С-концу. Мотивы А и С участвуют в связывании 
ионов  Mg2+ и   Mn2+,  необходимых для  катализа,  а  мотив  В  отвечает  за  различие  между 
нуклеотидами и дезоксинкулеотидами, т. е. определяет, что будет синтезироваться, ДНК или 
РНК.   Однако, у вирусов семейства Birnaviridae и некоторых вирусов семейства Tetraviridae, 
вместо канонической последовательности   A-> B->C эти мотивы расположенны в порядке 
C->A-> B (рис. 3). Удивительно, что перестановка ~ 22 остатков мотива С  примерно на 100 
аминокислотных остатков  ближе к  N-концу,  в  upstream мотива А,  не  приводит  в  потере 
активности.  Авторы  предположили,  что  такая  перестановка  практически  не  изменяет 



третичную  структуру.  Пример  того,  как  при  изменении  последовательности,  т. е.  при 
изменении топологии может сохраняться третичная структура, представлен на рис. 4 а и b.

Рисунок 2. Центральный домен RdRs бирнавируса  IBDV, PDB ID 2PGG,  размечен по субдоменам , согласно 
[3]:  fingers -  синий,  palm — красный и  thumb — зеленый. Белым показаны мотивы А, В и С, желтым — 
консервативная триада -ADN-  мотива С (у большинства вирусов, в том числе у  тетравирусов,   -GDD- ),  
которая участвует в связывании необходимых для катализа ионов металлов.

Как  видно  из  рисунка,  разрывы  происходят  в  трех  точках  полипептидной  цепи, 
соответствующих петлям, а элементы вторичной структуры сохраняют свою целостность.
Такая циклическая перестановка могла произойти в результате одновременной дупликации 



Рисунок 3. Выравнивание субдоменов   palm для канонических полимераз  пикорнавирусов (сверху)  и  для 
полимераз вирусов, у которых обнаружена перестановка (Thosea asigna virus (TaV),  Euprosterna elaeasa virus 
(EeV),  infectious  bursal  disease  virus (IBDV),  infectious pancreatic  necrosis  virus  strain Jasper   (IPNVJ) ).  Для 
удобства восприятия стрелкой показана обратная перестановка мотива С [2].

фрагмента А-В-С, делеции N-концевого фрагмента АВ и С-концевого фрагмента С (Рис. 5). 
Промежуточные варианты АВСАВС, АВСАВ или САВС, скорее  всего,  будут неактивны, 
поэтому эти три достаточно маловероятных события должны произойти одномоментно.

4а.

4b. 

Рисунок 4а. Cхема организации третичной структуры канонического (слева)  и неканонического (справа) 
субдоменов. Места разрывов цепи показаны стрелками. Как видно, они приходятся на петли и повороты и не 
затрагивают элементы вторичной структуры [2]. Элементы вторичной структуры размечены согласно 
канонической RdRp 1RDR из банка PDB. 
Рисунок 4b. Субдомены palm реовируса (канонический, слева) и IBDV (неканонический, справа) [3]. 

Казалось бы, такое редкое событие, вероятнее всего, произошло однажды, у общего предка 
Tetraviridae и Birnaviridae. Но Tetraviridae относятся к ss+ РНК-содержащим вирусам (т. е. в 
вирусной частице одноцепочная +РНК), а Birnaviridae —  к ds, т. е. к двуцепочым (рис. 6). 
Получается, что:
(1)  В  ходе  эволюции  организация  наследственного  аппарата  некоторых  групп  вирусов 
изменялась  несколько  раз.  Сначала  у  общего  предка  тетра-  и  бирнавирусов  возникла 
внутридоменная  перестановка  в  RdRp,  затем  организация  наследственного  аппарата 
поменялась  с  ds  на ss+ или наоборот.  В этом случае  необходимо пересмотреть  текущую 
классификацию вирусов.



(2)  Либо  такая  перестановка  все-таки  возникала  неоднократно,  тогда  нужно  оценить 
вероятность подобного события и определить вес циклической перестановки при подсчете 
веса выравнивания.

В 2002 году, когда перестановка была впервые обнаружена, Gorbalenya et al. склонялись к 
первому  варианту,  но  в  2009  году  Sabanadzovich  et  al.  [5]  обнаружили  точно  такую  же 
перестановку  в  RdRp вируса  виноградной  лозы  Grapevine  virus  Q (GVQ) и  его  близкого 
гомолога Grapevine  Syrah virus 1 (GSV1).

Рисунок 5. Предположительный механизм возникновения циклической перестановки [2].

 

Рисунок 6. Филогенентическое дерево, построенное на основе выравнивания на рис.3 методом neighbour-
joining [2]. Видно, что Tav/EeV и IBDV/IPNVJ  образуют обособленные кластеры.



В данном случае, целый ряд фактов указывает на то, что эта перестановка возникла второй 
раз независимо:

• Известно  много  очень  близких  гомологов  RdRp  внутри  семейства  Tymoviridae,  к 
которому  принадлежат  GVQ  и  GSV1.  Если  поискать  с  помощью  PSI-BLAST 
гомологов последовательности, соответствующей субдомену palm из GVO,  то будут 
обнаружены последовательности,  подобные изображенной  на  рис.  7.  Если  сделать 
аналогичный  поиск  для  TaV  или  EeV,  то  будут  найдены  TaV,  EeV,  их  близкий 
гомолог из семейства Tetravirida Drosophila melanogaster tetravirus SW-2009a (DtV)  и 
еще  один вирус, к  Tetraviridae не относящиеся - Drosophila A virus (DAV) .

Рисунок 7. Фрагмент полипротеина из  Citrus sudden death-associated virus,  близкий гомолог (64% identity) 
GVQ найденный с помощью BLAST. В этой RdRp нет перестановки ,  поэтому в выравнивании напротив 
мотивов С будут длинные серии гэпов. Однако, несмотря на это, процент identity достаточно большой и такое 
выравнивание будет иметь большой score.

• GVQ и GVS1 — ss+ РНК-содержащие вирусы растений, а бирнавирусы и тетравирусы 
заражают животных

• РНК-полимераза  Timoviridae синтезируется  в составе полипротеинового комплекса, 
содержащего также хеликазу, метилтрансферазу и энодопептидазу

• РНК-полимераза  Timoviridae, в  отличие  от  полимераз  тетра-  и  бирнавирусов  не 
способна к белковому праймингу 

Получается,  что  подобные  перестройки  случаются  гораздо  чаще,  чем  предполагалось 
изначально. Современные алгоритмы построения выравниваний такие перестановки никак 
не учитывают. Gorbalenya et al. предложили следующий алгоритм поиска перестановок [2]:



1).  По 58 последовательностям RdRp из  13 семейств  ss+ РНК-содержащих вирусов было 
построено множественное выравнивание.
2). По этому выравниванию строится HMM-профиль.
3). Подготавливается база данных для поиска с помощью профиля. Для этого в исходной 
последовательности делаются всевозможные обратные перестановки. Выбираются 3 числа i, 
j и L, такие что:

1 <= i < j < L <= N+1,

i — номер позиции начала перестановки
j — номер позиции конца перестановки
L— номер позиции вставки
N— количество аминокислотных остатков в последовательности
4).  Проводится  поиск   с  помощью профиля  и  строится  графики  зависимости  отношения 
Eo/Es  от  i   и  от  L,  где   Eo  — E-value  исходной  последовательности,  Es  -   — E-value 
последовательности с обратной перестановкой.

Рисунок 8. Поиск по базам данных, построенных по последовательностям TaV/EeV и IBDV/IPNVJ. Зеленые 
пики соответствуют распределению Eo/Es(i), а оранжевые - Eo/Es(L).



Алгоритм был проверен  на  последовательностях  полимераз  TaV,  EeV, IBDV и IPNVJ. 
Максимумы пиков соответствуют позициям i  и L перестановки (рис.  8).  Размер базы для 
поиска  перестановок  внутри  последовательности  длиной  1000  а.о.  составляет  ~108 

последовательностей, поэтому, чтобы уменьшить размер базы данных рассматривались все 
перестановки размером 9 а.о., что не повлияло на результат.

В заключение нужно сказать, что сегодня выделяют новую группу Permutotetraviridae [4], 
включающую в себя  TaV, EeV и DtV. Они отличаются от Tetraviridae не только наличием 
перестановки в RdRp, но и особенностями устройства генома [2].

Поиск неканонических RdRp среди вирусных белков

Приведенный  протокол  позволяет  найти  любую  перестановку  в  выбранной 
последовательности RdRp. Однако, он не подходит для поиска неканонических полимераз 
среди  большого  количества  вирусных белков,  т. к.  даже при  переборе  всех перестановок 
длиной 9 внутри 1 последовательности длиной ~1000, размер базы данных составляет ~105. 
Для  этого  удобно  будет  создать  профиль,  соответствующий  именно  неканоническим 
полимеразам.  (Обычный  поиск  BLAST  тоже  не  подходит,  т. к.  находятся  только  самые 
близкие  гомологи.  Например,  по  последовательности   IBDV  можно  найти  все  RdRs 
бирнавирусов,  но  не  получается  найти  GVQ.  Либо,  наоборот,  находятся  очень  близкие 
последовательности, в основном отличающиеся только отсутствием перестановки. )

На сегодняшний день известны 2 неканонические полимеразы в семействе  Tymoviridae 
(GVQ  и  GSV1),  3  —  в  семействе  Permutotetraviridae (  TaV,  Eev  и  DtV).  Кроме  того, 
предположительно  все  RdRp  из  семейства  Birnaviridae тоже  являются  неканоническими 
(поиск BLAST белков, гомологичных канонической полимеразе Human poliovirus 1 (PDB ID 
3OL7) среди белков Birnaviridae значимых находок не дал).

По  последовательностям,  соответствующим  доменам  palm из  полимераз  вирусов  TaV, 
EeV,  DtV,  DAV,  IBDV,  IPNV,  BshV  (Blotched  snakehead  virus,  Birnaviridae)  и  GVQ  с 
помощью  сервиса  COBALT   (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi)  было 
построено множетсвенное выравнивание (рис. 9).



Рисунок  9.  Множетсвенное  выравнивание  последовательностей,  соответствующих  доменам  palm из 
полимераз вирусов TaV, EeV, DtV, DAV, IBDV, IPNV, BshV (Blotched snakehead virus, Birnaviridae) и GVQ 
построенное с помощью сервиса COBALT.

По этому выравниванию с помощью pftools был построен профиль. 
Для наиболее консервативных позиций в мотивах А (-DX4-5[DE]-), В (-GX2-3TX3[DN]-) и С 

(-[GA]D[DN]-) веса были cкорректированы вручную.
Чтобы  оценить  эффективность  полученного  профиля,  проводился  поиск  по  базе, 

содержащей последовательности всех вирусных полимераз,  взятых из RNA Virus Database 
(http://tree.bio.ed.ac.uk/rnavirusdb/index.php)  и  полимераз,  использованных  для  построения 
профиля(т.к.  не  все  они присутствовали  в  этой базе).  Результаты поиска  представлены в 
таблице 1.

Таблица 1. Результаты поиска внутридоменнных перестроек с помощью профиля среди последовательностей 
вирусных полимераз. Серым выделены полимеразы, у которых обнаружена внутридоменная перестройка.

Далее,  поиск  проводился  по всем вирусным белкам из  баз  данных SwissProt/Uniprot  и 
trEMBL с порогом 2. Результаты поиска представлены в таблице 2.

Анализ  пространственных  структур  субдоменов  palm  
канонической и неканонической RdRp

1). 
Выравнивание  структур  центральных  доменов  канонической  (3OL7:A,  Picornaviridae;  
Human enterovirus C) и неканонической полимеразы (2PGG,  Birnaviridae; Infectious bursal  
disease  virus)  было  выполнено  в  Pymol  c  помощью  команд  align  и  super.  Результат 
выравнивания представлен на рисунке 10.

Как  видно  из  рисунка,  первое  выравнивание  не  очень  хорошее,  его  RMSD составляет 
15.84 Å. Второе выравнивание гораздо лучше - RMSD 3.88 Å. Это, вероятно, связано с тем,

S core длина, а. о.органи зм Семейс твоПер естановк а  2 3.120 136  TaV Tetraviri dae есть
  2 2.620 136  EeV Tetraviri dae есть  2 2.520 135  DtV Tetraviri dae есть  2 2.450 135  DAV Unclassi fied есть  2 1.330 130  IPNV Birnaviri dae есть  2 0.910 126  IBDV Birnaviri dae есть
  2 0.630 130  Marin e birnavir us Birnaviri dae есть  2 0.460 130  Parali chthys ol ivaceus bi rnavirus Birnaviri dae есть  2 0.290 128  BshV Birnaviri dae есть
  1 0.940 118  GVQ Birnaviri dae есть  1 0.230 110  Droso phila x vi rus Birnaviri dae есть   1.290 37  Broad  bean wilt virus Secoviri dae нет   1.250 37  Huma n rotavirus  G3 Reovirid ae нет   1.220 32  Rotav irus C - str uctural pro tein Reovirid ae нет
   1.150 35  Cocks foot mild m osaic viru s Sobemov irus нет….. ….. ….. ….. …..



Таблица 2. Поиск  по всем вирусным белкам из баз данных SwissProt/Uniprot и trEMBL с порогом 2. Серым 
выделены полимеразы, в которых есть перестановка. Жирным выделены полимеразы, по которым строился 
паттерн.

что  align  берет  за  основу  выравнивание  последовательностей,  построенное  без  учета 
вторичной  структуры.  Алгоритм  super  строит  пространственное  выравнивание,  никак  не 
учитывая выравнивание последовательностей.

Рисунок 10. Выравнивание структур центральных доменов канонической (3OL7:A,  Picornaviridae;  Human 
enterovirus C) и неканонической полимераз (2PGG,  Birnaviridae; Infectious bursal disease virus) с помощью 
команд align (слева) и super (справа).



2). 
Поиск  в  базе  данных  PDB  структур,  похожих  на  неканоническую  полимеразу  2PGG 
проводился  с  помощью  алгоритма  SSM,  реализованного  в  сервисе  PDBeFold 
(http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/cgi-bin/ssmserver).
Алгоритм запускался со следующими параметрами:

PDB 2PGG

Chains A

Lowest acceptable match (%)  30

Source Whole PDB archive

match individual chains  yes

match connectivity*

best matches only yes

unique matches only yes

if  no  matches  within  limits  of  acceptability 
are found, show close ones  

yes

Precision normal

Sort by RMSD
* результат поиска почему-то не зависел от того, стояла ли галочка в чекбоксе     
Таблица 3. Параметры запуска поиска структур в PDBeFold.

Всего было обнаружено 348 находок, большинство из которых были полимеразами IBDV, 
IPNV  или  полиовирусов.  Среди  первых  4  уникальных  находок  было  2  канонические 
полимеразы и 2 неканонические (Таблица 4).

Рисунок11. Выравнивение мотивов А, В и С субдомена palm. Красным выделен мотив А, фиолетовым — В, 
желтым С. Последовательность 2uut:A вместо  -GDD- содержит -GGD-, т. к.  это искусственно полученный 
мутант.



PDB ID организм перестановка RMSD Q-score

2PGG:A IBDV есть 0.0

2YI8:E IPNV есть 0.798 0.177

2UUT:A Sapporo virus нет 3.013 0.148

3OL7:E Human enterovirus C нет 3.392 0.139
Таблица 4.   Первые 4 уникальные находки PDBeFold.

Выравнивение субдоменов palm изображено на рисунке 11.

На рисунках  12 -  14  изображены структурные выравнивания,  полученные с  помощью 
PDBeFold.

Рисунок  12. Структурное  выравнивание  неканонических  (слева)  и  канонических  (справа)  центральных 
доменов. 2PGG:A — зеленый, 2YI8:E — голубой, 2UUT:A — фиолетовый, 3OL7:E — желтый.

Канонические и неканонические домены довольно похожи между собой. RMSD для пары 
2PGG:A/2YI8:E составляет  0.798 Å, а для 2UUT/3OL7 — гораздо больше, 3.194 Å.

Неканонический  домен  имеет  более  вытянутую  форму,  чем  канонический,  поэтому 
выравнивание  получается  чуть  хуже  —  RMSD  3.392 Å  (рис.  13).  Как  и  предполагали 
Gorbalenya  et  al.,  трипептиды  GDD  и  ADN  находятся  в  одинаковых  положениях  в 
пространственной структуре, хотя по последовательности, расстояние между ними больше 
100 а.о. (рис. 14).

К сожалению, структура [4] неканонической RdRp из  Permutotetraviridae  до сих пор в 
PDB не выложена. 

http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=95342


Рисунок 13. Структурное центральных доменов выравнивание неканонической (2PGG:A, отмечена зеленым) 
и канонической (3OL7:E, отмечена желтым) полимераз.

Рисунок 14. Выравнивание субдоменов palm из структур 2PGG (зеленый) и 3OL7 (желтый).
Остов представлен в модели cartoons, а трипептиды  GDD и ADN — в проволочной модели.
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