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Показано, що варіанти Лбент+ і Авент- вакцинного штаму вірусу поліомієліту III типу, які 
з'являються під час репродукції у культурі клітин, мають відмінності в нуклеотидній по
слідовності гена VP І. Визначено, що у варіанта Авент+ у положенні 2900 міститься аденін, у той 
час як у варіанта Абент- — гуанін. Відповідно в складі білка VPI відбувається заміна аспарагіну на 
аспарагінову кислоту в положенні 142, що впливає на заряд і конформацію поверхневих білків 
віріону. 

Серед відомих механізмів фено- і генотипової мін
ливості ентеровірусів (мутації, рекомбінації, транс-
капсидації [ 1 ]) феномен дисоціації займає особли
ве місце. Він зумовлює появу двох генетичних 
варіантів ентеровірусів під час репродукції їх у 
культурах клітин, які істотно різняться за цілою 
низкою біологічних і фізико-хімічних властиво
стей: вірулентністю, імуногенністю, гемаглютину-
ючою активністю, ембріотропізмом, розмірами вірі-
онів, стійкістю до чинників довкілля та ін. [2—6 ]. 

Один із варіантів, що найчастіше домінує у 
вірусних популяціях, має високий афінітет до сор
бенту бентоніту і умовно одержав назву А ^ ^ 
(«плюсовий бентонітовий варіант»). Мінорному 
компоненту популяцій притаманний низький афі
нітет до бентоніту, його позначають символом \ е н г -
[2]. 

З використанням поліклональних імунних си
роваток раніше виявлено, що обидва варіанти не 
відрізняються в реакції віруснейтралізації [2 ]. Нам 
вдалося одержати гібридоми — продуценти моно-
клональних антитіл, які здатні диференціювати 
зазначені варіанти вакцинних штамів вірусів по
ліомієліту [7, 8] . Це надало певні підстави для 
ствердження, що феномен дисоціації ентеровірусів 
має генетичну природу. Але для остаточного вис
новку необхідні прямі генетичні дослідження. 

У зв'язку з вищевикладеним мета цієї роботи 
полягала у порівняльному вивченні нуклеотидної 
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послідовності гена білка VP1 бентонітових варіан
тів \ е н г + і А ^ ^ вакцинного штаму вірусу поліоміє
літу III типу. Вибір ділянки для секвенування 
пов'язаний з тим, що саме капсидний білок VP1 
містить у собі віруснейтралізуючі епітопи. 

У роботі використано вакцинний штам вірусу 
поліомієліту НІ типу, отриманий з Інституту поліо
мієліту та вірусних енцефалітів ім. М. П. Чумакова 
АМН РФ: родина пікорнавірусів, рід ентеровірусів, 
поліовірус, тип III, штам Leonl2ab. 

Селекційні бентонітові варіанти А.зентЧ. і А.зенг_ 

одержували за раніше описаною методикою [9 ]. 
Екстракція геномної РНК. Поліовірусні РНК 

(бентонітових варіантів A.3 e H T f і А ^ ^ ) виділяли з 
культуральних середовищ, які містили вірус, за 
допомогою комерційного набору «РибоСорб» («Ам-
плиСенс», РФ) згідно з інструкцією виробника. 

Першим етапом даної процедури було руйну
вання мембран лізуючим розчином (гуанідин-тіо-
ціанатний метод). Далі вільну РНК фіксували на 
сілікагелі методом сорбції. На наступному етапі 
нуклеїнову кислоту багаторазово відмивали від до
мішок білків та інших речовин-інгібіторів. Наоста-
нок РНК елюювали з сорбенту [10]. 

Реакція зворотної транскрипції. кДНК синте
зували одразу після виділення РНК (бентонітових 
варіантів А6 е н т+ і А6ет,). ДНК, комплементарну ві
русній геномній РНК, одержували за допомогою 
ферменту ревертази (M-MLV — зворотна транс-
криптаза) з набору «Реверта-R-lOO» («Ампли-
Сенс») згідно з інструкцією виробника. Реакційна 
суміш містила ревертазу з активністю 200 од/мкл, 
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суміш випадкових гексануклеотидів і дезоксинук-
леотидтрифосфатів (з набору «Реверта-R-lOO») і 
вірусну РНК в буфері для ревертази. Час реакції 
становив ЗО хв за температури 37 °С 

Праймери. Для ампліфікації області VP1 гено
му бентонітових варіантів поліовірусів використо
вували такі праймери («Литтех», РФ): прямий 
(2430F1) — 5-CTTTAGTAATGTCCGACTGTGT-3' 
(частка GC-nap становила 40,9 %) і зворотний 
(2430R1) — 5-AGTACACCTTATCTCTGGAG-3' 
(45 % GC-nap). Очікуваний розмір продукту амп
ліфікації складав 1057 пар нуклеотидів (п. н.). 

Праймери синтезували, виходячи зі складу 
геному поліовірусу III типу вакцинного штаму 
Leonl2ab (за даними GeneBank) за допомогою 
комп'ютерних програм Omiga та Vector NTI. 

Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР). В ре
акції ампліфікації вірусної кДНК використовували 
такі реактиви: суміш № 1 — дезоксинуклеотидтри-
фосфати та прямий (2430F1) і зворотний (2430R1) 
праймери для області VP1; суміш № 2 — термо
стабільна ДНК-полімераза (Taq-полімераза, «Амп-
лиСенс») і ПЛР-буфер. 

Суміші розділяли парафіном, поверх суміші 
№ 2 наносили суміш кДНК. 

Ампліфікацію проводили на багатоканальному 
ампліфікаторі «Регкіп Еітег» (СІЛА) протягом 40 
автоматичних циклів. Перший цикл («гарячий 
старт»): 94 °С, 1 хв. Кожен з 40 циклів складався 
із денатурації при 94 °С, 10 с, відпалу при 53 °С, 
5 с, елонгації при 72 °С, 2 хв. В останньому циклі 
елонгація відбувалася упродовж 4 хв при 72 °С 
[10—12]. 

Електрофоретичний аналіз продуктів амплі
фікації здійснювали в 1,5 %-му агарозному гелі в 
одноразовому трис-боратному буфері, рН 8,5, який 
містив 0,5 мкг/мл бромистого етидію. 

Маркери розмірів були комерційними («Fer-
mentas», Литва) з відомою кількістю пар нуклео
тидів. Таким чином, розмір ПЛР-продуктів складав 
1057 п. н. Досліджувані фрагменти вирізали з гелю 
по [10, 12]. 

Очищення ПЛР-фрагментів. Вирізані з гелю 
кДНК фрагменти ПЛР-ампліфікації очищували з 
використанням реактивів комерційного набору 
(«NucleoSpin», Німеччина) згідно з інструкцією 
виробника. Процедура зводилася до лізису гелю, 
фіксування фрагментів нуклеїнової кислоти на 
мембрані, їхнього багаторазового промивання та 
елюції з мембрани [12]. 

Для проведення реакції секвенування визнача
ли концентрацію очищених фрагментів методом 
гель-електрофорезу. 

Застосовували маркери («Медбіосервіс», Ук

раїна) з відомою концентрацією (5, 10, 15, 20 нг 
нуклеїнової кислоти в 1 мкл). Концентрація дослід
них фрагментів складала 7—10 нг/мкл. 

Реакція секвенування. Для реакції секвенуван
ня використовували очищені ПЛР-фрагменти, от
римані за допомогою кДНК з відомою концент
рацією [12], і ті ж праймерами, що й для амп
ліфікації дослідного фрагмента. Компонентами 
реакції були такі реагенти: 10-разовий буфер, су
міш дезоксинуклеозидтрифосфатів, мічені дидезок-
синуклеозидтрифосфати, фермент Taq-полімераза 
(секвеназа). 

Реакцію секвенування проводили за інструк
цією виробника на багатоканальному ампліфіка
торі «Регкіп Еітег» упродовж ЗО автоматичних 
ЦИКЛІВ : денатурація при 96 °С, 20 с, відпал при 
50 °С, 20 с, елонгація при 60 °С, 4 хв, по обох 
ланцюгах з прямого та зворотного праймерів. 

Для процесу зчитування сигналів реакційну 
суміш з матрицею необхідно «визволити» від фер
менту і дидезоксинуклеозидтрифосфатів, які не 
прореагували, а також солей та інших інгібіторів. 
Матрицю очищували за інструкцією виробника 
«CEQ 2000» («Весктап», США). Процедура поля
гала у переосадженні та висушуванні продуктів 
реакції секвенування. 

Очищену і підготовлену суміш в автоматично
му режимі вносили у формаміді в секвенатор «CEQ 
2000» («Весктап»). Суміш розділяли методом капі
лярного форезу з наступним аналізом і редагуван
ням отриманих послідовностей на цьому ж секве-
наторі. 

Виведення амінокислотних послідовностей та 
їхній аналіз здійснювали за допомогою пакету про
грам Omiga та Vector NTI. Послідовності бен
тонітових варіантів вирівнювали до послідовності 
штаму з банку даних за допомогою програми Vec
tor NTI [13]. 

У результаті проведення ПЛР фрагмента VP1 
з використанням пари праймерів 2430F1 і 2430R1 
синтезовано продукт, довжина якого складала при
близно 1057 п. н. 

Нуклеотидні послідовності гена VP1 бенто
нітових варіантів вакцинного штаму Leonl2ab по
ліовірусу представлено на рис 1. 

Послідовності досліджуваних дисоціантів по
ліовірусу порівнювали з нуклеотидною послідов
ністю вакцинного штаму поліовірусу Leonl2alb, 
який проходив пасажі на культурі клітин НЕр-2. 

З рис 1 видно, що в середині фрагмента VP1 
(ділянка 2900 п. н.) бентонітового варіанта А.^^ 
відбулася заміна аденіну на гуанін. Проаналізу
вавши одержані розшифровані послідовності основ
ного поверхневого білка бентонітових варіантів, 
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з'ясувалося, що згадана заміна — єдина тонка від
мінність у цій області. 

Поряд з отриманими даними постало питання, 
чи впливає заміна аденіну на гуанін у положенні 
2900 п. н. на зміни в амінокислотному складі 
досліджуваного білка? 

За допомогою комп'ютерних програм побудо
вано і порівняно амінокислотні послідовності фраг
мента VP1 дисоціантів вакцинного штаму Leonl2ab 
поліовірусу (рис. 2). 

Таким чином, з'ясовано, що відмінності у нук-
леотидній послідовності фрагмента VP1 бентоні
тових варіантів поліовірусу III не компенсовані, 
оскільки спричинюють амінокислотні зміни, ло
калізовані в ділянці 142. Зокрема, такою відмін
ністю є заміна аспарагіну (N) на аспарагінову 
кислоту (D). 

На нашу думку, саме такі перебудови у повер
хневих структурах бентонітових варіантів поліо-
вірусів впливають на конформаційні зміни білка 
або на зміну заряду на поверхні білка, що в свою 
чергу може призвести до електростатичного зв'язу
вання з деякими речовинами. 

Висновки. 1. При порівняльному вивченні нук-
леотидних послідовностей гена, який кодує поверх
невий білок VP1 селекційних бентонітових варіан
тів А^н^ і A^eHr_ вакцинного штаму вірусу поліоміє
літу III типу, виявлено одиночну некомпенсовану 
заміну. Так, у положенні 2900 п. н. у варіанта 

знаходиться аденін, а у варіанта A.5eHT_ — 

гуанін. 
2. При виведенні амінокислотної послідовності 

білка VP1 показано, що мутація в гені змінює 
амінокислотний склад одного з дисоціантів. У ва
ріанта A 6 e H r f у положенні 142 знаходиться аспа
рагін, а у варіанта А 6 е н г_ — аспарагінова кислота. 
Оскільки амінокислоти по-різному заряджені, така 
заміна впливає на заряд і конформацію поверхне
вих білків віріонів. 

3. Наведено прямі докази того, що феномен 
дисоціації ентеровірусів під час репродукції в куль
турах клітин має генетичний характер. 

/. G. Kostenko, Е. V. Zhuravel, G. V. Panasenko, V. P. Shirobokov 

Genetic determination of dissociation process of poliovirus type III 

Summary 

The variants of a vaccine virus strain of a poliomyelitis type III 
have been proved to occur in the course of reproduction in cell 
culture, and have differences in nucleotide sequences of a gene VPL 
It has been demonstrated, that in variant A b e n t + the nucleotide 
adenine occupies position 2900, and in variant A b e n t _ guanine. 
Accordingly, in the structure of protein VP1 an aspartic acid 
replaces asparagines in position 142, the former influencing the 
charge and conformation of virion surface proteins. 

И. Г. Костенко, E. В. Журавель, Г. В. Панасенко, 
В. П. Широбоков 

Генетическая детерминированность феномена диссоциации 
полиовируса III типа 

Резюме 

Показано, что появляющиеся во время репродукции в культуре 
клеток варианты ^^>wm+ и А^^^ вакцинного штамма вируса 
полиомиелита III типа отличаются по нуклеотидной после
довательности гена VP1. Установлено, что у варианта А6ент+ 

в положении 2900 располагается аденин, в то время как у 
варианта А6ент_ — гуанин. Соответственно в составе белка 
VP1 происходит замена аспарагина на аспарагиновую кислоту 
в положении 142, влияющая на заряд и конформацию поверх
ностных белков вириона. 
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