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Резюме
Целью работы явилось картирование м ут аций, связанны х с адаптацией вируса ECHOll, 
полученного на культ уре клет ок RD (рабдомиосаркома человека) к культ уре обезьяньих 
клеток BGM, в результат е которой субвариант 111/ BGM не ут рат ил аффинность к 
рецептору DAF человеческого происхож дения. Проведено секвенирование ст рукт урной  
части генома исходного клона и адаптированного к BGM субварианта. Сравнительный  
анализ нуклеот идны х последовательностей показал наличие у адаптированного субвари
анта двух м ут аций, приводящ их к аминокислот ным заменам К88Е и Q129R в белке VP1. 
Обе аминокислотные замены локализованы за пределами области вирусного ант ирецепт о
ра для DAF,na поверхности северной стены каньона и её продолжения в сторону выступов 
вокруг осей симмет рии 5-го порядка. Это позволило предполож ить, что альт ернат ивный  
по от нош ению к DAF клет очны й рецепт ор взаимодействует  с поверхност ью  вируса 
ЕСН011 в области каньона.
К лю чевы е слова: вирус EC H O ll, DAF, м ут ации при адаптации к клетксин BGM.

Введение
Идентификация клеточных рецепторов для 

вирусов и исследование особенностей их взаи
модействия с антирецепторами на поверхности 
вирионов представляют собой важнейшие за 
дачи фундаментальной вирусологии, от реш е
ния которых зависит прогресс в понимании мо
л ек у л я р н ы х  основ вирусного  тр о п и зм а  и 
патогенеза вирусных инфекций.

Многие энтеровирусы человека, относящи
еся к внутриродовым группам В, С и D, спо
собны специфически связываться с клеточным 
рецептором DAF (CD55) [1, 2, 3], который уча
ствует в проникновении вирусов внутрь клеток 
[4]. Для молекулярного анализа взаимодействия 
антирецептора вирусов ECHO с рецептором 
DAF использовалась как генетическая измен-
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чивость вирусного антирецептора у селекцио
нированных мутантов [5, 6], так и естествен
ная генетическая вариабельность рецептора 
DAF на культурах клеток, имеющих различ
ное видовое происхождение. В частности, ме
тодом проточной цитометрии с поликлональной 
сы вороткой ан ти -D A F было показано , что 
культуры клеток человека (RD), африканской 
зеленой мартышки (COS7), павиана (26СВ1) и 
орангутанга (ЕВ185) экспрессирую т DAF [7]. 
Межвидовые различия рецептора DAF выяв
лялись с помощью моноклональных антител к 
отдельным эпитопам DAF, сравнением амино
кислотных последовательностей, кодируемых 
геном этого гликопротеина у приматов, а так
же с помощью количественной оценки специ
фической адсорбции вирусов Коксаки А21, 
ECHO б, 7, 11-13 и 29 типа на перечисленных 
культурах клеток [7]. Использованные автора
ми штаммы вирусов ECHO 6, 11 и 13 типа свя
зывались только с рецептором DAF человечес
кого происхождения на клетках RD и репро
дуцировались в этих клетках. Вирусы ЕСН07 
и 29 типа связывались с рецептором DAF как 
на клетках RD, так и на клетках COS7 аф ри
канской зеленой мартышки, но адсорбция ви
русов на последних не приводила к эффектив-



ной репродукции. Вирус ЕСН012 типа связы
вался со всеми перечисленными клеточными 
линиями приматов, но эффективно размно
жался только на культуре клеток RD. Невоз
можность эффективной репродукции вирусов 
ECHO в клетках приматов, экспрессировавших 
рецептор DAF, предполагала наличие других 
поверхностных и(или) внутриклеточных детер
минант (рецепторов), обеспечивавших репро
дукцию вирусов в клетках человеческого про
исхож дения, но отсутствовавш их в клетках 
приматов.

Ранее нами было установлено, что анти
рецептор на поверхности вируса ECH O ll, от
ветственный за связывание с эритроцитарным 
рецептором (DAF), не идентичен антирецеп
тору, ответственному за взаимодействие с чув
ствительными клетками [8], что было подтвер
ж дено и другими исследователям и [9 , 10]. 
В настоящей работе представляло интерес как 
уточнение роли рецептора DAF различного 
видового происхождения, так и значение аль
тернативного клеточного рецептора для про
цесса адаптации вируса ECH O ll к другой кле
точной культуре.

Ц елью настоящей работы был анализ из
менения рецепторной специфичности вируса 
EC H O ll при адаптации с перевиваемой куль
туры клеток RD человеческого происхождения 
(рабдомиосаркома человека) на перевиваемую 
культуру клеток BGM обезьяньего происхож
дения (почки зеленой мартышки).

Материалы и методы
В работе использовали daf+  клон 111/RD 

вируса EC H O ll, выделенный из клинического 
изолята (штамм 7611) на клеточной культуре 
RD (клетки рабдомиосаркомы человека) и оха
рактеризованный ранее [8].

Адаптацию вируса к клеточной культуре 
BGM проводили методом неразведенных пасса
жей. Клеточный монослой в культуральном ф ла
коне заражали 200 мкл вируссодержащей жид
кости, после чего клетки инкубировали при 
37°С до полной дегенерации. Последующие пас
сажи проводили по той же схеме: инокуляцией 
материала предыдущего пассажа в новый ф ла
кон с клеточным монослоем. Свойства субвари
анта клона 111, адаптированного к клеткам BGM 
(далее— 111/BGM), изучали после проведения 
10 последовательных пассажей.

Р ец еп то р н у ю  сп ец и ф и ч н о сть  ви руса  
ECHOll к рецептору DAF на эритроцитах че
ловека определяли в реакции гемагглютинации. 
Постановку реакции осуществляли микромето
дом [11]. Титр реакции выражали в гемагглю- 
тинирующих единицах (ГАЕ), обратных мак
симальному разведению  вируссодерж ащ ей 
жидкости, при котором наблюдалась гемагглю- 
тинация.

Для сравнения степени адсорбции вирусов 
на клетках RD и BGM, определяли остаточ
ный уровень гемагглютинирующей активности 
в вируссодержащей жидкости после инкуба
ции с монослоем клеток RD и BGM при одина
ковых условиях. В культуральные флаконы с 
клеточным монослоем площадью 25 см2 вноси
ли по 0,5 мл вируссодержащей жидкости, ин
кубировали вирус с клетками в течение 60 ми
нут при температуре 200С, затем  измеряли 
гемагглютинирующую активность, оставшую
ся в вируссодержащей жидкости.

Инфекционную активность вируса оцени
вали методом конечных разведений, опреде
ляя величину 50% тканевой цитопатогенной 
дозы (ТЦД50) по методу Рида-Менча [11].

Выделение вирусной РНК проводили ме
тодом сорбции на силикагеле с помощью комп

Таблица 1. Праймеры для амплификации структурной части генома вируса ECH O ll

Пары праймеров Последовательность Область амплификации *

1 пара I 1S AGCTATTGGATTGGCCATCC
6 0 3 -1 1 8 5

! 1А GCATCAGGAAATTTCCACCA

2 пара
I 2S AAAGACTCTCCGGGTTGGTG

! 1 1 4 8 -1 6 9 3
2А GCCATTGTACTCTGCACACA

3 пара
! 3S CGTCACGGTCGCGCCAATGT

i 1 6 5 7 -2 2 0 2
ЗА GACTGCAGA CCCACGTCCCA

4 пара ! 4S GGTACGCATGTCGTATGGGA
2 1 6 8 -2 6 1 7

; 4А GGACTCTGACCTCGAGTGGT

5 пара
| 5S GGACAATTAACGCAAGACGTATGGT

2582 -  3166
5А GGGTTGGTTGATGTTTGCCAT

6 пара
6S AGCACAGTGAGAGTGTACTT

3131 -  3422
! 6А CCCTGTTATAATCTTCCCACA !

Примечание. * — область амплификации указана по позициям нуклеотидов в геноме вируса ECH Oll (AY167103 NCBI 
GenBank)



Таблица 2. Инфекционная активность клона 111 до и после адаптации к клеткам BGM

Вирус
Инфекционная активность вируса (ТЦД5С/м л) 

на культуре клеток RD на культуре клеток BGM

Исходный клон 111/RD 1089 10 35

Субвариант 111/BGM (после 10 пассажей на BGM) 10 78 1061

Таблица 3. Гемагглютинирующая (ГА) активность клона 111/RD и субварианта 111/BGM вируса
ЕСНОП до и после инкубации с клетками RD и BGM

Вирус Исходная ГА активность вируса [ГАЕ]
I ГА активность вируса [ГАЕ] после инкубации с культурами клеток 

RD BGM

111/RD 32 <2 8
111/BGM 64 з 16

лекта реагентов «РИБО-сорб» (ЦНИИ Эпиде
миологии, Москва). Для проведения обратной 
транскрипции использовали набор «РЕВЕРТА- 
L-100» того же производителя.

Структурную часть генома (около 3 тысяч 
оснований, кодирующих белки вирусного кап- 
сида VP1-VP4) амплифицировали методом по
лимеразной цепной реакции (ПЦР) в виде ш е
сти перекрывающихся сегментов. Праймерные 
последовательности были подобраны с исполь
зованием полных нуклеотидных последователь
ностей генома вируса ЕСН О П  из G enB ank 
(AY167103, AY167104, AY167105, AY167106, 
A J276224, A J577589, A J577590, A J577594, 
Х80059, DQ092796) с учетом высококонсерва
тивных участков (табл. 1).

Для проведения полимеразной цепной ре
акции (ПЦР) готовили реакционную  смесь, 
включавш ую следую щ ие компоненты: 2 Ед 
ДНК-полимеразы («ДиаТак», ЦНИИ эпидеми
ологии, Москва), 0,2 шМ смеси dNTP, по 15 рМ 
каждого из двух праймеров, реакционный бу
фер (67 шМ Трис-НС1, pH 8,3, 2,5 mM MgC12). 
ПЦР проводили в следую щ ем реж име: 1-й 
цикл — 95 С — 3 минуты; 42 цикла — 95 С — 
10 секунд, 48 С — 10 секунд, 72 С — 40 се
кунд; заключительный цикл — 72 С — 5 ми
нут.

Анализ продуктов амплификации осуще
ствляли методом электрофореза в 2% агароз
ном геле с последующим окрашиванием бро
мистым этидием (0,5 м г/м л) и детекцией в 
ультрафиолетовом трансиллюминаторе.

Секвенирование ДНК проводили на авто
матическом генетическом ан али заторе ABI 
Prism 310 (Applied Biosystems, США) с исполь
зованием реакционной смеси ABI Prism  BigDye 
T erm inator Cycle Sequencing Kit v.3.0 (Applied 
Biosystems, США) по прямой (праймеры IS, 
2S, 3S, 4S, 5S, 6S) и обратной (праймеры 1A, 
2A, ЗА, 4A, 5A, 6A) последовательностям.

Д ля подбора праймеров, сопоставления 
сегментов, выравнивания и сравнения после

довательностей нуклеотидов и аминокислот ис
пользовали компьютерную программу MEGA, 
версия 3.1 [12].

Достоверность различий инфекционной и 
гемагглютинирующей активности вируса оце
нивали с использованием непараметрического 
критерия Манна-Уитни [13].

Результаты исследования
Оценка инфекционной активности клона 

111/R D  п оказала, что его титр  на клетках 
BGM на 5 порядков величины ниже, чем на 
клетках RD. Первые признаки цитопатическо- 
го действия вируса проявлялись через 72 часа, 
тогда как полная дегенерация клеточного мо
нослоя наблюдалась на 5-й день.

После 10 последовательных пассажей кло
на 111/RD на клетках BGM, полученный суб
вариант 111/BGM вызывал лизис клеток уже 
через 48 часов, а инфекционная активность 
вируса на культуре клеток BGM увеличилась 
на 3 порядка величины при сохранении высо
кой инфекционной активности для исходной 
культуры клеток RD (табл. 2).

Для сравнения уровня адсорбции клона 
111/RD и субварианта 111/BGM на клетках RD 
и BGM, была исследована остаточная гемаг
глютинирующая активность вируссодержащей 
ж идкости после инкубации при одинаковых 
условиях с монослоем клеток RD и BGM. Ин
кубация вируссодержащей жидкости с исполь
зованными клеточными культурами сопровож
далась достоверным снижением ГА активности 
обоих вирусных вариантов (табл. 3). В резуль
тате адаптации к культуре клеток BGM, суб
вариант 111/BGM не утратил аффинность к 
рецептору DAF человеческого происхождения 
(по крайней мере, на эритроцитах). Инкуба
ция исходного клона 111/R D  и его субвариан
та 111/BGM с клетками BGM в обоих случаях 
приводила к снижению гемагглютинирующей 
активности на 75%, что указы вало на неиз
менность структуры  популяции по признаку



специфичности к рецептору DAF до и после 
адаптации к культуре клеток BGM.

Таким образом, ограничение репродукции 
клона 111/R D  при адаптации к культуре кле
ток BGM (на первых пассажах) не было связа
но с селекцией субварианта 111/BGM исклю
ч и тельн о  но п р и зн а к у  взаи м о д ей стви я  с 
рецептором DAF обезьяньего происхождения. 
Следовательно, адаптация клона 111/RD  к 
культуре BGM могла быть обусловлена отбо
ром мутантов по признаку аффинности к дру
гому клеточному рецептору и(или) отбором за 
счет действия внутриклеточных факторов.

Д ля проверки  данного предполож ения 
было проведено секвенирование структурной

части генома (2583 основания) клона 111/RD и 
субварианта 111/BGM. Полученные нуклеотид
ные п оследовательн ости  депонированы  в 
GenBank под номерами EU518467 и EU518470.

Сравнение нуклеотидных последователь
ностей показало наличие в геноме субвари
анта 111/BGM двух транзиций: А —» G в пози
циях 1969 и 2093, которые привели к двум 
аминокислотным заменам в белке VP1: лизи
на на глутаминовую  кислоту в 88 остатке 
(К88Е) и глутамина на аргинин в 129 остатке 
(Q129R). Обе аминокислотные замены были ло
кализованы за пределами области вирусного 
антирецептора для DAF у вируса ECHO 11 
(рисунок).

Рисунок Локализация аминокислотных замен у субварианта 111/BGM

Примечание. А. Схема  строени я  вириона. Проекция прот омера выделена жирнъши линиями. Оси симмет рии 2-го  

( ) , 3-го ( А ) и 5-го ( Ф  ) порядков.
Б Взаимное расположение капсидных белков в протомере. Символы миш ени соот вет ст вуют  локализа
ции аминокислот ны х замен в белке VP1: 1 -  Q129R. 2 -  К88Е. Область каньона обозначена ш триховой  
линией. О бласть вирусного ант ирецепт ора к DAF обозначена белой линией.
В. Расположение аминокислотны х замен на сагиттальном срезе прот омера, проходящ ем через ребро

^ я  создания  рисунка использована программа NCBI Cn3D v.4.1 SD -structure viewer  и к р и стал л огр аф - 
ческие координат ы моделей PDB код 1UPN и PDB код 1Н8Т.



Аминокислотная замена К88Е в белке VP1 
ранее такж е наблюдалась при адаптации ви
руса ECHO 11, исходно полученного на куль
туре клеток НТ29 человеческого происхож
дения, к культуре клеток Vero обезьяньего 
происхождения [6]. Исследованный авторами 
клон EV11-207C отличался тремя аминокис
лотными заменами от исходного штамма EV11- 
207 (VP1 К 88Е, VP1 Q132K и VP1 F240L), 
причем методика получения клона включала 
две процедуры адаптации к другой клеточной 
культуре (НТ29 — Vero — НТ29), что затруд
няло однозначную интерпретацию результа
тов.

Результаты  секвенирования субштаммов 
вируса ECHO б [14], полученных методом па
раллельной адаптации общего клинического 
и золята , выделенного на ку л ь ту р е  клеток 
MRC5, к двум другим культурам клеток (PLC 
и HeLa), такж е выявили различие в белке VP1 
по 88 аминокислоте (Е88/К 88), наряду с че
тырьмя другими аминокислотными заменами (в 
белке VP1: V139/A139, V157/A157; в белке 
VP2: Т163/А163; в белке VP3: V62/I62). К со
жалению, общий предшественник, выделенный 
на культуре клеток MRC5, не был секвениро- 
ван, поэтому невозможно определить после
довательность возникновения аминокислотных 
замен при адаптации вируса к использованным 
культурам клеток.

Аминокислотная позиция 88 локализована 
в петле ВС капсидного белка VP1 в области 
северной стены каньона, окружающего высту
пы вокруг осей симметрии 5-го порядка [6]. 
Известно, что мутации в петле ВС VP1 обес
печивали адаптацию вирусов полиомиелита к 
мышиным L-клеткам, экспрессировавшим му
тантны е формы полиовирусного рецептора, 
причем мутанты полиовируса обладали способ
ностью распознавать как нормальный рецеп
тор, так и его мутантные формы [15]. Замена 
всей петли ВС V P 1 у патогенного для человека 
штамма Mahoney на петлю ВС V P 1 от патоген
ного для мышей штамма Lansing обеспечивала 
штамму M ahoney возможность распознавать 
мышиный рецептор для полиовируса. Предпо
лагалось, что мутации в петле ВС VP1 поли
овируса модулируют гибкость капсида и его 
способность приспосабливаться к мутантным 
рецепторам.

Вторая выявленная нами аминокислотная 
замена Q129R в белке VP1 находилась вблизи 
от наблюдавшейся ранее замены Q132K, об
щей у всех клонов вируса ECHO 11, получен
ных из штамма EV11-207 в результате адап
тации с культуры клеток НТ29 человеческого 
происхождения к культуре клеток обезьяны 
Vero [6]. Общим признаком всех клонов с заме
ной Q132K было использование альтернатив

ного по отношению к DAF клеточного рецеп
тора, как на культуре клеток Vero, так и на 
культуре НТ29. Исходный штамм EV11-207 в 
присутствии сыворотки anti-D A F не адсорби
ровался и не размнож ался на клетках НТ29, 
что свидетельствовало в пользу его моноре- 
цепторной специфичности к рецептору DAF. 
У трата сродства к рецептору DAF у клона 
EV11-207R после адаптации к культуре Vero, 
наряду с устойчивостью данного клона к по
давлению репродукции сывороткой anti-DAF, 
свидетельствовала в пользу его монорецептор- 
ной специфичности к альтернативному рецеп
тору. Клон EV11-207C, несмотря на двойную 
рецепторную специфичность (к рецептору DAF 
и к альтернативному рецептору), для репро
дукции на культуре клеток НТ29 использо
вал альтернативны й рецептор, так  как его 
репродукция не подавлялась сывороткой anti- 
DAF.

Аминокислотная позиция 129 локализована 
в петле DE капсидного белка V P 1, расположен
ной по продолжению северной стены каньона в 
сторону выступов вокруг осей симметрии 5-го 
порядка. Показано, что взаимодействие клеточ
ного рецептора для вирусов полиомиелита с 
северной стеной каньона на поверхности поли- 
овирусов более важно для освобождения по- 
к ет -ф ак то р а , а взаим одействие клеточного 
рецептора с южной стеной каньона полиовиру
са более важно для первичного распознава
ния клеточного рецептора [16].

Таким образом, обнаруженные нами повер
хностные аминокислотные замены были рас
положены в области северной стены каньона и 
её продолжения в сторону выступов вокруг осей 
симметрии 5-го порядка. Локализация выявлен
ных аминокислотных замен позволяет заклю
чить, что они находятся за пределами участ
ков поверхности вириона, определенных ранее 
в качестве антирецепторов для клеточного ре
цептора DAF у вирусов ECHO 7, 11 и 12 серо
типов [17]. У читы вая данные литературы  о 
биологической роли аминокислотных замен в 
аналогичных позициях у родственных полиови- 
русов, можно предполож ить, что адаптация 
вируса E C H O ll с культуры клеток RD челове
ческого происхож дения к ку льту р е  клеток 
BGM обезьяньего происхождения была обус
ловлена отбором мутантов, имевших в области 
каньона измененный антирецептор для клеточ
ного рецептора другого видового происхожде
ния.

Сохранение сродства к рецептору DAF че
ловеческого происхождения у субварианта 111/  
BGM, адаптированного  к к у л ь ту р е  клеток 
BGM, по-видимому, следует рассматривать как 
проявление двойной рецепторной специфично
сти. Роль DAF обезьяньего происхождения в



адаптации исходного клона 111/RD к культу
ре BGM могла заключаться в первичном свя
зывании вируса на клеточной мембране с пос
ледующим транспортом к месту локализации 
альтернативного (вторичного по отношению к 
DAF) рецептора. Такое связывание возможно 
за счет структурного сходства DAF у человека 
и африканской зеленой мартышки, что было 
показано на модели вирусов ECHO и культу
ры клеток COS7 [7].

Существование альтернативного по отно
шению к DAF клеточного рецептора представ
ляется очевидным, как по причине существо
вания внутритиповых мутантов, утративших 
сродство к DAF, но сохранивших способность 
к эффективной репродукции в той же культу
ре клеток [5], так и по причине устойчивости 
таких мутантов к подавлению репродукции 
сывороткой anti-DA F [6]. Тем не менее, аль
тернативный клеточный рецептор, взаимодей
ствующий с каньоном на поверхности вириона 
в качестве антирецептора, для вирусов ECHO 
до сих пор не идентифицирован.

На видовую специфичность клеточного 
рецептора, отличающегося от DAF, указы ва
ют такж е данные, полученные с помощью мо
ноклональных антител МаЬ143 к поверхност
ному гликопротеину gp44, который считается 
компонентом клеточного рецептора для виру
са ЕС Н О П  [18]. М оноклональные антитела 
М аЫ43 выявляли gp44 методом иммуноблот- 
тинга в культурах клеток человека (КВ, Р2002, 
Wish) и приматов (BGM, Vero), но не в куль
турах клеток быка (MDBK), собаки (MDCK) 
или кролика (RK13).

Выводы
1. А д а п тац и я  клонированного  ви руса 

ЕСНОП с культуры клеток RD человеческого 
происхождения на культуру клеток BGM обе
зьяньего происхождения приводит к селекции 
мутантов с расширенным диапазоном клеток- 
хозяев.

2. С труктура популяции вируса ЕСНОП 
по признаку специфичности к человеческо
му рецептору DAF до и после адаптации к 
культуре клеток BGM существенно не меня
ется.

3. Исходный клон и его субвариант, адап
тированный к культуре клеток BGM, отлича
ются двумя аминокислотными заменами в кап- 
сидном белке VP1 (К88Е и Q129R), которые 
локализуются за пределами области вирусно
го антирецептора для DAF.

4. Локализация выявленных аминокислот
ных замен позволяет предположить, что аль
тернативный по отношению к DAF клеточный 
рецептор взаимодействует с областью каньона 
на поверхности вируса ЕСНОП.
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