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Изменение рецепторной специфичности вируса ЕСН011 
определяет аминокислотная замена в белке VP2
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Изучение специфичности взаимодействия 
вирусов с клеточными рецепторами играет 
важную роль в понимании молекулярных ос
нов вирусного тропизма и механизмов реали
зации патогенного потенциала вирусов в орга
низме человека и животных. Традиционно 
считалось, что каждый представитель рода 
Enterovirus для проникновения в клетку может 
использовать лишь один строго определенный 
клеточный рецептор. Вместе с тем было пока
зано, что некоторые энтеровирусы могут при
обретать способность взаимодействовать с аль
тернативным клеточным рецептором. По 
данным литературы, изменение рецепторной 
специфичности энтеровирусов обусловлено 
аминокислотными заменами в участках струк
турных белков, формирующих антирецептор. 
Показано, что для полиовируса 1-го типа, 
адаптированного к лабораторным мышам, спо
собность взаимодействовать с мышиным гомо
логом PVR (полиовирусный рецептор) была 
обусловлена аминокислотными заменами 
Thr22-»Ile в белке VP1 и Ser31-»Thr в белке 
VP2 [1]. Прототипный штамм Nancy вируса Кок- 
саки ВЗ, не обладающий сродством к клеточ
ному рецептору DAF, после ряда пассажей на 
культуре клеток RD (клетки рабдомиосаркомы 
человека) приобретал способность связываться 
с этим рецептором. При этом изменение рецеп
торной специфичности было обусловлено заме
ной Thrl51-»Ser в белке VP2 [5].

Большинство вирусов ECHO для адсорбции 
на поверхности чувствительной клетки исполь
зуют рецептор DAF (CD55) [4]. Ранее нами 
было показано, что популяция вируса ЕСН011 
гетерогенна по признаку рецепторной специ
фичности и содержит неаффинные к DAF 
(DAF") частицы с измененной структурой анти
рецептора [6]. Доля DAF" частиц в популяции 
DAF+ клона составила 3 х 10"5, что соответство
вало частоте спонтанных точковых мутаций у 
РНК-содержащих вирусов (10’4-10‘5) [2]. Полу
ченные данные позволили высказать предпо
ложение, что изменение рецепторной специ

фичности вируса ЕСН011 явилось результатом 
точковой мутации по определенной нуклеотид
ной позиции, затрагивающей вирусный анти
рецептор. Для проверки этого предположения 
было проведено секвенирование структурной 
части генома исходного DAF4 вируса, а также 
выделенного из него DAF' мутанта.

Целью работы явилось картирование нук
леотидной замены, приводящей к изменению 
рецепторной специфичности вируса ECHO 11 и 
утрате им способности взаимодействовать с ре
цептором DAF.

Материалы и методы
В работе использовали клоны 5.9.11.5 

(DAF+) и 103 (DAF') полученные из клиничес
кого изолята вируса ECHO 11 и описанные ра
нее [б]. Выделение вирусной РНК проводили 
методом сорбции на силикагеле с помощью 
комплекта реагентов «РИБО-сорб» (ЦНИИ Эпи
демиологии, Москва). Для проведения обратной 
транскрипции использовали набор «РЕВЕРТА- 
L-100» того же производителя.

Структурную часть генома (около 3 тыс. 
оснований, кодирующих белки вирусного кап- 
сида VP1-VP4) клонировали методом полиме
разной цепной реакции (ПЦР) в виде шести пе
рекрывающихся сегментов с использованием 
праймеров, представленных в табл. 1.

Для проведения ПЦР готовили смесь, вклю
чающую следующие компоненты: 4 ед. ДНК-по- 
лимеразы («ДиаТак», ЦНИИ эпидемиологии, 
Москва), 2 тМ  смесь dNTP, 10 рМ каждого из 
двух праймеров, реакционный буфер (67 тМ  
Трис-НС1 (pH 8,3), 2,5 mM MgCl2). ПЦР прово
дили по следующей схеме: 1 цикл— 95°С — 
5 минут; 42 цикла— 95°С— 10 секунд, 48°С — 
10 секунд, 72°С — 40 секунд; и заключительный 
цикл — 72°С — 5 минут.

Для анализа продуктов амплификации ис
пользовали электрофорез в 2% агарозном геле 
с последующим окрашиванием бромистым эти- 
дием (0,5 мг/мл) и детекцией в ультрафиолето
вом трансиллюминаторе.



Таблица 1. Праймеры для амплификации структурной части генома вируса ЕСН011

Пары праймеров Название Последовательность i Область амплификации *

1 пара
1S AGCTATTGGATTGGCCATCC

• 6 0 3 -1  185
1А GCATCAGGAAATTTCCACCA

2 пара
2S AAAGACTCTCCGGGTTGGTG

j 1 1 4 8 -1  693
I2А GCCATTGTACTCTGCACACA

3 пара
3S CGTCACGG TCGCGCCAATGT

-------------
I
j 1 6 5 7 -2  202
IЗА GACTGCAGACCCACG ТСССА

4 пара
4S GGTACGCATGTCGTATGGGA

2 1 6 8 -2 6 1 7
4А GGACTCTGACCTCGAGTGGT

5 пара
5S GGACAATTAACGCAAGACGTATGGT

2 5 8 2 -3  166
5А GGGnGGTTGATGTTTGCCAT

6 пара 6S AGCACAG TGAGAGTGTACTT
3 131 - 3  422

6А ; CCCTGTTAT ААТСТТСССАСА

П римечание. * — область ал!гьхификации указана по пияицьиш нуме.отидов а геноме вируса ЕСН011 
(Л'оАУ1в710,'i в GenBank)

Секвенирование ДНК проводили на авто
матическом генетическом анализаторе ABI 
Prism, 310 (Applied Biosystems, США) с исполь
зованием реакционной смеси ABI Prism BigDye 
Terminator Cycle Sequencing Kit v.3.0 (Applied 
Biosystems, США) по прямой и обратной после
довательностям (праймеры IS, 2S, 3S, 4S, 5S, 
6S для прямой, праймеры 1A, 2A, ЗА, 4A, 
5A, 6A — для обратной последовательности).

Сопоставление сегментов, выравнивание и 
сравнение последовательностей нуклеотидов и 
аминокислот проводили с использованием ком
пьютерной программы MEGA, версия 3.1 [3].

Результаты и осуждение
Проведено секвенирование структурной 

части генома (2601 основание) родительского 
DAF~ клона 5.9.11.5 и выделенного из него DAF' 
клона 103. Последовательность нуклеотидов 
структурной части генома клона 5.9.11.5 пред
ставлена в табл. 2.

Сравнение нуклеотидных последователь
ностей показало наличие в геноме мутантного 
по DAF— признаку клона 103 замены G->A 
в 746 позиции, что соответствует 162 триплету 
нуклеотидов, кодирующих белок VP2. Эта му
тация приводит к замене аминокислоты глици
на (G) на глутаминовую кислоту (Е) в белке 
VP2 (табл. 3).

Замена нейтральной аминокислоты — гли
цина на гидрофильную глутаминовую кислоту, 
очевидно, изменяет конформацию вирусного 
антирецептора в участке, ответственном за свя
зывание с клеточным рецептором DAF. Сохра
нение способности мутантов к активной репро
дукции в культуре клеток ФЭЧ (фибробласты 
эмориона человека) свидетельствует о том, что

вирионы с модифицированным антирецептором 
для адсорбции на клеточной мембране исполь
зуют какой-то иной, нежели DAF, рецептор.

Выводы
1. Изменение рецепторной специфичнос

ти у вирусов ECHO может быть обусловлено 
одной точковой мутацией в структурной части 
генома.

2. Утрата способности к взаимодействию 
с рецептором DAF у вируса ECHO 11 связана с 
мутацией, приводящей к замене глицина на 
глутаминовую кислоту в 162 позиции белка 
VP2.
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Белок Последовательность нуклеотидов

VP4 ATG GGA GCT CAA GTG TCG АСА CAA AAG ACT GGA GCG CAT GAG ACC GGT TTG AGT GCC
AGC GGG ААС TCA ATT ATA CAT TAC ACC AAC АТС AAC TAC TAT AAG GAT GCC GCG TCA
ААС ТСА GCA AAC AGG CAA GAC TTC TCC CAA GAT CCC GGG AAG П С АСА GAA CCG GTG
ААА GAT ATA ATG GTG AAA TCA СТА CCT GCT СТА AAC

VP2 ТСА ССА TCT GCC GAG GAG TGC GGT TAT AGC GAC AGA GTG CGT TCC АТС АСА С П GGT
ААТ ТСС ACC ATA АСА ACC CAG GAG AGC GCC AAC GTG GTG GTG GCA TAT GGC AGA TGG
ССС GAG TAC TTG AAG GAC GAT GAG GCC ACC GCC GAG GAC CAA CCA ACC CAG CCG GAT
GTA GCT ACT TGT AGG П С TAC АСА HG GAG TCA GTC АСА TGG GAG AAA GAC TCA CCA
GGA TGG TGG TGG AAG П Т CCA GAC GCT CTG AAG GAC ATG GGC П А П Т GGG CAG AAT
ATG ТАС TAT CAC TAC СТА GGT AGG GCT GGA TAC ACT ATA CAC GTG CAG TGC AAC GCC
ТСС ААА TTC CAC CAG GGC TGC CTG ATG G H GTC TGC GTG CCA GAG GCG GAA ATG GGC
TGT AGT CAG ATT GAT GGT АСА GTA AAT GAG CAC AGT CTG AGT GAA GGA GAG ACT GCT
AAG ААА TTT GCA GCC ACT TCC ACT AAC GGA АСА AAT АСА GTC CAA TCA АТС GTG ACG
ААТ GCA GGC ATG GGA GTG GGT GTG GGC AAC TTA ACC А П П С CCA CAT CAA TGG А П
ААС TTG CGA АСА AAC AAT TGT GCC ACT ATA GTG ATG CCA TAC АТС AAC AAT GTG CCT
ATG GAC AAC ATG TTT AGA CAC CAC AAT TTT АСА CTG ATG АТС ATA CCC TTT GTG CCA
TTG GAT TAC TCG TCA GAT TCA TCT АСА TAT GTA CCA G H АСА GTC ACG GTG GCC CCG
ATG TGC GCA GAA TAC AAT GGC TTG AGA TTG GCG ACT TCG H G CAA

VP3 GGT TTG CCT GTA ATG АТС ACC CCA GGA AGT AAC CAG П С H G ACC TCA GAC GAT Т П
САА TCA CCA TCA GCC ATG CCA CAG TTT GAT GTA АСА CCA GAG H G AAC ATA CCT GGT
GAA GTG CAG AAC CTC ATG GAG А П GCA GAG GTC GAC TCC GTG G H CCA GTA AAC AAT
GTG GAA GGG AAG CTG GAC ACG ATG GAT АТС TAT CGA А П CCT GTA CAG AGT GGC AAC
САС CAG AGT АСА CAA GTG TTT GGC TTC CAG GTG CAG CCA GGG H G GAC AAT GTG TTC
AAG CAC АСА П А TTG GGG GAA ATA CTG AAC TAC TAT GCA CAC TGG TCA GGG AGC АТС
ААА CTC ACG П С GTC П С TGC GGT TCA GCC ATG GCC ACC GGG AAG TTC СТА С П GCG
ТАТ GCA CCA CCA GGG GCG AAT GCC CCG AAG AGC AGG AAG GAT GCA ATG CTG GGC ACG
САС АТС АТС TGG GAT GTG GGG TTG CAG TCA TCA TGC GTC H G TGT ATA CCT TGG А П
AGT CAG ACG CAC TAT AGA СТА GTG CAA CAA GAT GAG TAC ACC AGT GCA GGA AAT GTC
ACT TGT TGG TAT CAG АСА GGG А П GTG GTT CCA GCA GGC ACT CCA АСА TCG TGC TCC
АТС ATG TGT ТГТ GTT TCA GCA TGC AAT GAC TTC TCG GTG CGC H G СТА AAA GAT АСА
ССА TTT ATA GAG CAA ACT GCC CTC CTG CAA

VP1 GGT GAT GTG GTG GAG GCA GTC GAA AAT GCC GTT GCA CGC GTG GCA GAC ACC А П AGC
AGT GGG CCA TCA AAT TCA CAA GCT GTG CCT GCT CTG ACC GCT GTG GAG ACG GGA CAC
ACG TCT CAA GTA ACC CCC AGT GAC АТС ATA CAG ACC AGG CAC GTG CAC AAC TAC CAC
ТСТ AGA TCA GAA TCC AGT А П GAG AAC TTT С П TGT AGG TCG GCA TGC GTC TAC ATG
GGA GAA TAC CAC АСА ACC AAT ACC GAT GCC TCC AAG H G ТГТ GCG TCA TGG ACC АТС
ААС GCA CGG CGT ATG GTA CAA ATG AGG CGC AAA CTC GAG ATG П С ACG TAC G H AGG
ТТТ GAC GTG GAA GTG АСА TTT GTG ATT ACC AGT AAA CAA GAT CAA GGG ACC AAA CTG
GGC CAA GAT ATG CCA CCA CTG АСА CAC CAA ATT ATG TAT ATA CCA CCA GGG GGC CCT
АТА CCG AAG TCA GTA ACG GAC TAC ACG TGG CAA АСА TCC ACC AAC CCG AGT АТС TTT
TGG ACT GAG GGA AAT GCA CCA CCC AGG ATG TCC АТС CCT П С ATT AGT А П GGC AAT
GCC TAC AGT AAT TTC TAT GAC GGC TGG TCA CAT П С TCT CAA AAT GGT GTG TAC GGT
ТАС AAT ACG CTC AAT CGT ATG GGC CAA ATT TAC GTC AGG CAC GTG AAC GGA TCC TCA
ССА СТА CCT ATG АСА AGC АСА GTT AGG ATG TAC TTC AAG CCA AAG CAC GTG AAA GTG
TGG GTC CCA CGC CCG CCT AGG TTG TGC CAG TAC GTG AAT GCA TCA ACT GTC AAC П С
ААА CCC ACC AAC АТС ACT GAG AAG AGA АСА AGC А П AAC TAC ATA CCA GAG АСА GTC
ААА CCT GAT GTT TCA АСА TAC

Таблица 3. Последовательность аминокислот в участке белка VP2 у DAF* и DAF' клонов 
вируса ЕСН011

Название клона Последовательность аминокислот 
(с 154 по 183)

5.9.11.5 (DAF*) KFAATSTN: Т NTVQSIVTNA GMGVGVGNLT
103 (DAP) KFAATSTN .T NTVQSIVTNA GMGVGVGNLT


