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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность проблемы. В настоящее» время ведутся 

многочисленные исследования вирусов высших растений и их 

компонентов. 90% вирусов высших растений имеет ОДНОЦЄПОЧЄЧШІЙ 

РНК - геном и интерес к ним вызван, с одной стороны, значительным 

влиянием на экономику народного хозяйства, а с другой - разнооб­

разием структурно - функциональной организации бежов и геномных 

РНК.

Последние годы ознаменовались значительными успехами в 

изучении антигенных свойств белков, в частности вирусных. 

Установлено, что антитела и рецепторы иммунокомпетентных клеток 

узнают не всю молекулу белка, а определенный ее участок - анти­

генную детерминанту или эпитоп. Изучение тонкого химического 

строения антигенных детерминант - одна из ключевых проблем биоор- 

ганической химии и иммунологии. ' Знание антигенной структуры 

капсидных белков дает информацию об их. топографии в капсиде, что 

важно для установления молекулярной организации их вирионов, 

изучения белок - белкового и белок - нуклеинового взаимодействия 

и понимания таких процессов, как самосборка вирусов и 

освобождение РНК от бежа.

Объектом наших исследований явился капсидный белок Х-вируса - 

картофеля. ХВК относится к груше потексвирусов, которая ьключает 

около 30 представителей. Нуклеотидная последовательность струк­

турного гена бежа оболечкті ХВК была установлена в 3.983 году.

Цель и задачи исследования. Целью работы являлось изучение 

антигенной структуры бежа оболочки ХВК и сравнение этого белка с 

капейдными белками других потексвирусов, первичная структура 

которых установлена. Для достижения этой цели необходимо было 

решить следующие задачи:

- определить антигенные детерминанты, локализованные на поверх­

ности вириона;

- охарактеризовать тонкое химическое, строение участка полипеп- 

тидной цепи капсидного белка ХВК, включающего антигенные 

детерминанты;

- рассчитать потенциальные антигенные детерминанты капсидного 

белка ХВК и семи капсидных белков потексвирусов с известкой 

первичной структурой;
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провости сравнение первичной и высших структур капсидных белков 

вирусов потексгруппи.

Научная новизна.

• Впервые, с помощь») моноклональных антител проведено зпитопное 

картирование капсидного белка ХВК. С помощью методов химии белка 

выделен фрагмент капсидного бежа, ' который взаимодействует с 

двумя моноклональными антителами, полученными на цельные вирусные 

частицы.

- Установлено, что в антигенные детерминанты, взаимодействующие с 

двумя МКА, входит остаток лизина в позиции 19 полипептядной цепи 

белка. При модификации этого остатка лизина цитраконовым ангид­

ридом, узнавания МКА не происходит.

- Показано, что N - концевой участок капсидного белка ХВК

экспонирован на поверхности вириона. ■

- Впервые проведено сравнение первичной, вторичной и антигенной 

структур всех капсидных белков вирусов потексгрупгш о известной 

первичной структурой и высказано предположение об общности 

молекулярной организации их вирионов.

С помощью расчетных методов доказана принадлежность PAMV- к 

потексгруппе, что ранее дискутировалось.

Практическое значение работы. Разработан способ выделения 

w-ксндевого фрагмента капсидного белка ХВК, включающего иммуно- 

доминянтную область. Получение синтетических пептидов, входящих в 

эту область позволит усовершенствовать диагностические 

тест-системы идентификации ХЕК в растениях.

Получены ПКА к ХВК, которые являются важным инструментом для 

иммунодиагностики вируса в посадочном материале. Метод ИФА с 

использованием этих ПКА, который апробирован в данной диссертации 

может быть внедрен в НИИ и хозяйствах Украины, которые 

заинтересованы в диагностике ХВК.

Апробация работы. Материалы диссертационной работы были 

представлены на v Украинском биохимическом съезде ( Ивано-Фран­

ковск , 198? ); VII Всесоюзном симпозиуме по химии белков и пепти­

дов .( Таллинн, 1987 ); VII  съезде Украинского ягеробиологического 

общества ( Черновцы, 1969 ); I Всесоюзном симпозиуме по химии 

белков ( Тбилиси, 1990 ); I I  Международном симпозиуме "Шнос-

цепочечные РНК вирусы” ( Австрия, Вена, 1989 ); VII СССР - ФРГ 

симпозиум "Химий пептидов и белков" ( Дилижан, 1989 ); Междуна-



рОДНЫЙ симпозиум "Вирусология, иммунология И общество" ( КивВ, 

1991 ).

Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 130 

страницах машинописного текста и состоит из введения, двух глав 

обзора литературы, описания материэлов и методов исследования, 

раздела результатов и обсуждения собственных исследований, выво­

дов и списка цитированной литературы ( 179 источнтксв ). 

Диссертация содержит 13 таблиц и 20 рисунков.

Публикации. По материалам диссертации опубликовано И ' 

научных работ.

СОДЕР/КАШЕ РАБОТЫ

Материалы и методы. В работе использовал}! сре.цневирулентный 

штамм ХВК ( Р7Х ). Вирус размножали на растениях дурмана и для 

выделения использовали листья на 12 сутки после заражения. Белок 

оболочки выделяли из очищенного вируса солевым методом [ Franokt, 

1968 ь Критерием оценки чистоты и целостности белковых препара­

тов слузииш результаты электрофореза в ПААТ с ДОК I Laemmli, 

1970 ], N-концевой аминокислотный анализ [ Gray, 1972 ] и амино­

кислотный состав.

Кроличью антисыворотку к ХВК получали методом чередования 

внутривенных и внутримышечных инъекций, причем последние проведа­

ли смешивая вирус с полным адъювантом Фрейнда. Титр сыворотки 

определяли капельным методом. МКА к ХВК - 21XD2, 23ХА5 и 21ХВ4 

были любезно предоставлены М.Саарма ( Институт химической и био­

логической физики .АН Эстонии ).

Капсидный белок ХВК расщепляли бромцианом [серебряный, 19723. 

трипсином [Desoalsi-Canoedda, 1984 ] И протеазой V8 из S t .  (мгеиз 
[ AltVen, 1964 ]. Для разделения полученных Фрагментов применяли 

гель-фильтрацию на сефадексе Q-50 (Pharmacia, Швеция), ионообмен­

ную хроматографию на колонке Di5AE-Toyopearl-650 (Toyо Soda, Япо­

ния) и 8ЭЖХ в обращенной фазе на колонке "Uitrasphera ootyi" с 

использованием хроматографической и.отемы фирмы "Beckman" (США).

Гомогенность выделенных пептидов определяли с помощью элек­

трофореза в ПААГ с ДОН [ Laemmli., 1970 ], N-концевого анализа и 

аминокислотного состава. Аминокислотную последовательность пепти­

дов определяли вручную [ EcJman, 19?6, Gray, 1963 ] И на микросек-
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вензторє 893 М (Beckman, США).

Ммкунохимическое изучение ХВК, его капсидного бежа и выде­

ленных фрагментов проводили методом "непрямого" иммуноферментного 

анализа ( ИФА ) ( Clark, 1977 3. иммуноэлектроблоттинга [ Towbin, 

1979 ) и радисиммувоанализа [ Purcell. 1973 ] с помощью поли- и 

моноклональных антк.тел к Х-ьирусу. Для проведения "непрямого" ИФА 

использовали платы из полистирола (Dynateoh. Швейцария). Оптичес­

кое поглощение измеряли при длине волны 414 нм на фотометре 

Titertek Multisoan (Великобритания).

В радиоиммунологическом анализе использовали платы из поли­

винилхлорида (Titertek Flow Laboratories, Голландия). Реакцию 

взаимодействия антиген-антитело определяли количественно при по­

мою связывания белка А меченного изотопом 1251. Результат радио- 

иммуноаиализа измеряли яа счетчике "Ракгамма" (LKB, Швеция).

Модификацию остатков лизина, содержащихся в N-хонцевом фраг­

менте капсидного белка ХВК проводили с помощью цитраконового 

ангидрида і Hospattakkar, 1984 ).

Расчет вторичной структуры белков оболочек ХВК и вируса ау­

куба мозаики картофеля (ВАМК, P A W )  проводили вручную по методу 

Chou и Paeman, 1978 г, а расчет1 вторичных структур зтих и еще 

шеста капсидных белков потекозирусов с помощью компьютерной 

программы PCGer.e по методу Gamier, 1978.

Для теоретических расчетов по локализации антигенных детер­

минант в бежал применяли шкалу акрофильности [ Норр. 1985 ], 

гидрофильностк [ Норр к woods, 1981 1 и гидропатии [ Kyte и

Doolittle, 1982 ].

Результаты исследований и йх обсуждение

3. Электрофорез и N-концевой анализ белка оболочки PVX

Анализ капсидного бежа PvX электрофорезом в ПААГ в присутс­

твии ДСК показал наличие одной полосы, соответствующей бежу с 

М. м. 2? кДа ( рис. 1 ). Молекулярная масса белке ' PvX,

исходя кз первичной структуры гена, составляет 2" .ю,

что белок PvX при проведении электрофореза б  денатурирующих усло­
виях ведет себя аномально.Такое поведение- бежа связано с большим 

содержанием остатков серина и треонина в N-коьцевом участке, что
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приводит к меньшему связыванию с ДСК и определению завышенного 

значения М.м. белка. N-кснцевой анализ показал отсутствие сво­

бодной а - аминогруппы в исследуемом Оэлке.

2, Расщепление Оелка оболочки ЬтХ. бромцианом, фракционирова­

ние полученных фрагментов и N - концевой анализ

С целью локализации антигеннйх детерминант в капсидном белке 

PYX последний расщепляли бромцианом.

Аминокислотная последовательность белка оболчки PvX пред­

ставлена на рисунке 1. Как видно из рисунка, белок PVX содержит 

всего семь остатков метионина и, таким образом, в результате рас­

щепления его бромцианом можно получить ограниченное число крупных 

фрагментов, что крайне вэжно для локализации в них антигенных 

детерминант.

После расщепления бромцианом в смеси полученных Фрагментов 

дансилхлоридным методом были, идентифицированы следующие N ~ 

концевые аминокислотное остатки: Leu, Не, Ala, Аєр, Lys и Pro, 

что соответствовало последовательностям Met - X первичной 

структуры гена белка оболочки PvX.

смесь бромциановых фрагментов фракционировали ка сефадеков 

G-50 в 20% уксусной кислоте ( рис. 2 ). В'результате гель-филь­

трации были получены четыре фракции пептидной природы, в-которых 

были определены -следующие- N-концевые аминокислотные остатки:

I фракция - Asp, Leu, lie;

II фракция —  Ala, .Leu, lie;

III фракция - Pro;

IV фракция - Lys.

"Непрямой" иммуноферментвнй анализ показал, что только 

фракция і дает специфическую реакцию с ПКА и МКА, и, 

следовательно, содержит антигенные детерминанты нативного 'белка. 

Так как основная цель настоящей работы - изучение антигенной 

структуры белка оболочки PVX. в дальнейшем мы исследовали именно 

эту фракцию.

Для дальнейшей очистки фракцию I хроматографировали на ионо- 

обменнике DKA.E-Toyopearl-6?0 ( рис. 3 ). В результате

хроматографического разделения были получены три фракции 

содержащие пептидный материал в гомогенном состоянии. Во фракции

_ Г ,  _  v
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Рис. 1 Аминокислотная последовательность капсидного оелка ХВК 

[ Морозов, 1983 ]

Стрелками показаны атакуемые Оромцианом, трипсином ( Т ) и проте­

азой из S t .  aureus ( 78 ) пептидные связи. Пр)....1ми линиями отме­
чены выделенные пептиды. В рамке остаток лизина, входящий 

в антигенную детерминанту.
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Рис. 2 Фракционирование смеси фрагментов бромцианового расщепле­

ний капсидного белка PVX на сефадексе G-60 в 20* СНдСООН 

Колонка 2,8x45 см, скорость элюции 30 мл/ч, Объем фракции - 3 мл

Нв*ф фрлхций

Рас. 3 Хроматограмм фракции I ( рис. 2 ) на колонке с 

DEAE-Toyop<?arl~650 

Колонка 1,6x12 см. Линейный градиент ( —  ) O.Oi-0,5 моль ш4нсо3 

pH 9,0, Объем фракции 3 мл. і - оптическая плотность при 220 км,

2 - оптическая плотность при 280 нм

-7-



А в качестве N-концевой была идентифицирована аспарагиновая 

кислота, а во фракции Б не было обнаружено свободной 

a-NHp-группы Исходя из данных о нуклеотидной последовательности 

гена белка оболочки F/X, С-концевой бромциановый фрагмент должен 

иметь N -концевую аспарагиновую кислоту. Таким обрасом, фракция 

А, по-видимому, содержи? С -концевой бромциановый фрагмент белка 

оболочки PVX, а фракция Б. с учетом данных об отсутствии 

свободной a~NH2-группы в белке, соответствует N -концевому фраг­

менту, обозначаемому нами ВгСМ-1. Последующий анализ показал пра­

вильность этого предположения. Фракция В - негомогенна я в даль­

нейшем не исследовалась»

3. Характеристика ряда бромциановых фрагментов

3.1. Электрофорез в ПААГ с ДСН

Смесь бромциановых фрагментов и отдельных фракций и пепти­

дов, полученных, после разделения анализировали электрофорезом в 

ПААГ с ДСН ( рис. 4 ).

Рис. 4. Электрофорез в ПААГ’ с ДСН и иммуноблоттинг капсидного 

белка РУХ и его Ороицвановых фрагментов 

а - капсиднай белск PvX: 0 - смесь бромциановых фрагментові
а - фракция I ( ркс. 2 )г г - Фракция А ( рис. 3 ); 

д - фракция 3 ( рис, 3 )г е - иммуноблоттинг смеси бромциановых 

фрагментов я капсигдаого белка РУХ.

- 8-



Как видно из рисунка фракция X содержит, в основном, два 

крупных фрагмента М.м. около 7 и Б кДа, соответственно. Это также 

свидетельствует о том, что указанная фракция содержит N- и 

С-концевае крупные фрагменты. Данные, представленные на рисунке 

4 (гид), свидетельствуют также о том, что в результате 

ионообменной хроматографии быте получены два гомогенных 

бромциановых пептида.

3 .2 .  Аминокислотный состав и первичная структура

Аминокислотный состав полученных пептидов был близок к 

аминокислотному составу этих участков полипеятидной цепи белка, в 

пептиде (. фракция А ) но обнаружен С- концевой гочосерин, что 

говорит о С - концевом расположении данного фрагмента в белке.

Фракция III ( рис 2 ) по данным дэнсилирования имеет 

к~концевой пролин и представляет собой гомогенный пептид. Однако, 

сравнение его аминокислотного состава с этим же участком 

структурного тема белкз оболочки PVX ( рис. 1 ). свидетельствует 

о некотором различии. Это обстоятельство побудило нас отделить 

аминокислотную последовательность данного пептида. Ниже 

приведена первичная структура, установленная нами методом Эдмана 

в дансильной модификации и предсказанная по нуклеотидной 

последовательности этого участка структурного гена:

Р - К - Е - G - I, - Ґ  - R - Р - А - S - Е - ( А, Е ) - гор

P - K - E - G - L - I - R - P - P - S - E - A  - Е ~ Ы 

Вместо остатка пролина ( позиция 9 ) был идентифицирован аланин.

С- коплевой бромиианоаий фрагмент ( ВгСК-2 ) содержит 48 

аминокислотных остатков. Ниже приведена его N - концевая 

последовательность* определенная нами на- автоматическом 

секвекаторе аминокислот:

N ' - A - A - G - T - A - A  - F ■* 7 - К -

N - A - A - G - T - A - A - F - V - K  

Эта первичная структура гомологична последовательности, выведенной 

из структурного гена капсидного белка pvx ( рис. 1 ).
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I. И ММ.'/ H 0  X ИМИ 40 С КИЙ МНЯ,пиз белка оболочки PVX и его 

бромциановых Фрагментов

Результати иммунохимического анализа PVX, его белка 

оболочки, N и О-конце вых. фрагментов методом! "непрямого" ИФА с 

ПКА и с МКА 21ХВ4, 21ХЛ2 и 23ХА5 предстазлеш в таЛиице 1. Как 

иидно приведенных данных, N-концевой бромциановый фрагмент

содержит антигенную детерминанту ( детерминанты >. Все три МКА 

взаимодействуют с FVX и его капсидным белком. Более того, МКА 

2ГХВ2 и 23ХА5 специфически взаимодействуют также с N-концевым 

бромциановым фрагментом и со смесью N- и С-концевых Фрагментов. 

МКА 21ХП4 узнает белок оболочки PVX, но не дает специфической 

реакции со смесью бромциановых фрвшшов, Возможно, что 

шгигенная детерми- нанта узнаваемая МКА 2IXB4 локализована на 

рвсщрилеином участке белка оболочки.

Результаты "непрямого" радиоиммуноаиализа подтверждают тот 

Jwrr, что N - концевой бромциановый фрагмент белка оболочки PvX 

узнается МКА 21ХП2 ( Табл. 2 ). Таким образом, можно утверждать, 

п о  один или два эпитопа, узнаваемые этими МКА, локализованы в 

s -концевом участке белка обсло'й<и PvX. Необходимо отметить, что 

С- концевой бромциановый фрагмент также взаимодействует с ПКА, но 

слабее чем N-концевой .фрагмент.
Для локализации антигенных детерминант юг применяли также 

аммуноэлектроблоттинг, е котором были использованы только МКА 

21XD2. Согласно данным по иммунобдоттингу ( рис. 4 ) три полосы с 

электрофоретической подвижностью 27, 7 , и 6,5 кДа далії реакцию с 

антителами. Известно, что помимо интактного белка только 

N-концевой бромциановый фрагмент ( 68 аминокислотных остатков ) 

может находиться в этой зоне. Второй по величине, С-концевой 

бромциановый фрагмент ( 48 аминокислотных остатков ) обладает 

большей подвижностью ( рис. 4.5, г ).

Данные, полученные "непрямым" ИФА и иммуноблоттингом с 

применением ПКА и МКА, свидетельствуют о наличии в N-концевом 

участке белка оболочки PvX по крайней мере одного эпитопа. Этот 

участок содержит большое число гидрофильных аминокислотных 

остатков. Известно, что антигенные детерминанты белков очень 

часто содержат именно гидрофильные остатки [ Lemer, 1981 ].
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Таблица 1

Оравнеаш аюпигедао* активности PVX, белка ооолочки Pvx, 

N- и С-«оннееых бромциавювых фрагментов оелка оболочки 

м̂етодой Ш&

Антитело

* •м т и г е н

PVX Белок
оболочки

Смесь N- и С- 
концевых 

фрагментов

N-KOH-
цевой

фрагмент

0- кон­
цевой 
фрагмент

21ХВ4 0,63 о.за _+ _+ _+

21XD2 0,54 0,46 0,35 0,4?, 0,19
23ХА5 0,75 0,45 0,3п 0,42 0,2.1
ПКА 0,97 0,79 0,69 0,75 0,41

Результаты представлены в единицах поглощения при длине 

волны 414 нм. В̂заимодействие МКА 21ХВ4 с* N- и С-концевыми 

фрагментами белка оболочки PVX не являлось специфическим ( наблю­

далась лишь высокая фоновая реакция, 0,2 ед. оптической плотнос­

ти , при разных концетрациях антигена ), поэтому цифровые значения 

этих данных в таблице не приведены.

Таблица 2

Сравнение антигенной активности PVX, белка оболочки PVX,

. N- ife О-чконцевых бромцияновых фрагментов белка оболочки 

методом радиоиммуноанализа

А Н т и г е Н

PVX Белок Смесь N-- и С- N- кон­ С-кон-
оболочки концевых цевой цевой

фрагментов фрагмент фрагмент-

21XD2 3199 699 433 647 252
23ХА5 3356 1106 304 863 139
ПКА 4820 1897 454 1254 392

Реакцию взаимодействия антиген - антитело определяли количествен­

но при номе, щи белка А. В лунки плат вносили по 3,75 нкюри

( 8000 ими/мин ) меченного иодом белка А. Результаты радиошмуно- 

анализа представлены в имп/мин с вычитанием фонового значения 

( 550 шип/мин ), полученного при взаимодействии исследуемых 

АТ к Рух с серологически не родственным вирусом - ВТМ.
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5. Триптический гидролиз и модификация й-концевогс 

бромцианового фрагмента

• N-концевой бромциановый фрагмент ( BrCN-l ) содержит два 

остатка лизина в позицях 19 и Вб и остаток аргинина в позиции 44 

( рис. і ). С целью получения пептидов, возможно включавших 

антигенные детерминанты, фрагмент расщепляли трипсином. Одаако, 

при анализа смеси триптических петидов дот - блоттингом и ИФА 

( Тебл. 3 ) с помощью MICA г;е было отмечено положительной .реакции. 

Это свидетельствовало о том, что остатки лизина или аргинина 

входят ь антигенную детерминнанту или детерминанта, для которых 

специфичны используемые антитела. Для доказательства важности 

участия остатков лизина во фрагменте. BrCN-l при взаимодействии с 

МКА проводили его модификацию цитраконовым ангидридом. Известно, 

что цитраконовый ангидрид модифицирует а-ш2-грушы лизина и 

остаток приобретает отрицательный заряд. Цитракокилированннй 

пептид не давал специфической реакции с МКА ( Табл. 3 ), одаако, 

при снятии цитраконовой защиты была отмечена положительная 

реакций. Полученные результаты свидетельствовали о том, что в 

антигенную детерминанту или детерминанты, -взаимодействующие с 

обоими МКА входит остаток лизина.

Таблица 3

Сравнение антигенной активности белка оболочки PVX и ого 

фрагментов методом "непрямого" ИФА
1i
l

l
АНТИГЕН

Белок

болон­

ки

. . . .  N
Триптичес­
кий гидро­

лиз»! 

BrCN-l

Фрагмент

BrCN-l

Модифи­

цирован­

ный

BrCN-l

Пептид
V8-1

Пептид

V8-2

втм

[гіга?.

j?3XA5

0.4?

0,46

'0,04

0,04

0.43

0,44

0,05

0,06

0,52

0,50

0,04

0,03

0,02

0,03

Результаты представлены в единицах поглощения при длине волны 

•Ц4 :ол. в качестве контроля использовался белок ободочки ВТМ.
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З. йммунохимический анализ пептидов, подученных в результа­

те расщепления белка Pvx протеазой V8 из S t .  aureus

Так как фрагмент ВгСй-1 содержит дьа остатка лизина, 

необходимо было установить, какой из этих остатков специфичен для 

?"КА 21XD2, а какой для 23ХАЬ, или оба МКА специфичны для одного и 

того же остатка лизина, С этой целью капсидный белок PVX 

расщепляли протеазой V8 из S t .  ачгеиа. Известно, что данный 

фермент, расщепляет пептидную связь, образованную карбоксильной 

группой глутаминовой кислоты. В результате расщепления протеьзой 

V8 можно было ожидать получения двух крупных фрагментов, 

включающих остатки 1 - 56 и 64-96 ( рис. 1 ). Первый из этих 

фрагментов включает остаток лизина в позиции 19, а второй в 

позиции 66 последовательности белка оболочки pvx .
Продукт расщепления белка протеазой V8, фракцконир' вали ВЭИГЛ 

в обращенной фазе ( рис 4 ) и полученные фракции анализировали 

"непрямым" методом ИФА. Из всех пептидных (фракций, представленных 

на рисунке, только материал фракции 15 взаимодействовал с обоими 

МКА.

Ы-концевым анализом н« было обнаружено свободной а-амино- 

группы .в материале данной фракции. Анализируя вышеизложенное, а 

также данные по аминокислотному составу полученного фрагмента, 

можі’о утверждать, что фракция 16 представляет собой гомогенный 

ії-йонцевой пептид ( V8 -■ І ) белка оболочки Р/Х, включающий 56 

аминокислотных остатков. Результаты иммуноана.пиза этого пептида 

представлені) в таблице 3. Пептид V8--2 не взаимодействует ни с 

одним из используемых. МКА ( табл. 3 ), следовательно, не входит в 

состав соответствующих детерминант.

Таким образом, МКА 21XD2 и 23ХА5 взаимодействуют с участком

полипегггадной .цепи каискдкого белка PVX, включающим остаток

лизина в позиций 1'9. Можно• предположить, что:

8) этим МКА соответствует одна общая детерминанта;

б) имеются две перекрывающиеся антигенные детерминанты., в которые

входит один и тот же остаток лизина.

По-видимому, для взаимодействия с МКА помимо ио.г жктельного

заряда . на остатке, лизина' существенно также наличие большого

числа гидроксиамшюкислотннх остатков в последовательности 
19

-S-T-'f-T-K-T-.A-tS-A-d1-,
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которые могут образовывать водородные связи s активном центре 

антител.

Рис. 4 Разделение пептидов, полученных в результате 

гидролиза белка оболочки РУХ протеазой V8 «г 

St. aureus с помощью ВЭЖХ в обращенной фазе 
Состав подвижной фазы; А - 3% изспроішловвй ощрт., ОДХ №.. 

О,IX N-зтилморІіолин; В - 60% изопропиловый спирт, 0,1ft ШУ'.. 

О,IX Ы-атилморфол1Ш. ( —  ) - изменение'концентрации буфера'R.

7. Сравнение первичных и высших структур капсидных

В настоящее время установлена полная нуклеотидная последова­

тельность структурных генов семи представителей потековирусов; 

PVK, рам? [ Бунаин, 1986 ], woxmv - вируса мозаики белого клевера 

f Forster, 1988 3, QIYKY - вкрусЕ «аятой мозатш клевера Е АЪои 
Haidar, 15QS ], PMV- вируса мозаики папайи t Abou Kaidar, 1983 ], 

Ntfv - вируса мозаикк нарцисса і 2uidema, 1969 J, vrs. -  X- вирус 
лилии [ KsmeilnK, г$«ю] и аы̂ВУ-вирусв ассоциированного со слабым 

пояюлтею-ем краев листьев земляники [ Jelkman, 1991 J расоматри-

белков восьми представителей потексвирусов



вченого ранее, как лптеовирус, но, по-видимому, также относящего­

ся к потексвирусам. Кроме значительного сходства в организации 

генома у донных потековирусов обнаруживается также существенная 

гомология в аминокислотных последовательностях их капсидных бел­

ков ( рис. 5 ).

Используя компьютерную программу GENTIBEE, мы сравнили амино­

кислотные последовательности белков оболочек восьми представите­

лей потексвирусов и обнаружили, что N-концевые области белков 

оболочек вариабельны по длине ( по отношению к высококонсерватив- 

ной последовательности kfufdffdgy ) и характеризуются отсутстви­

ем гомологичных участков аминоштелот. Основная часть гомологичных 

последовательностей аминокислот расположена в центральной части 

белковых молекул. Сохранение высококонсервативных последователь­

ностей аминокислот в белках оболочек указывает на их важную роль 

в определении вторичной и третичной структуры и обеспечении 

белок - белковых и РНК - белковых взаимодействий в процессе 

самосборки вирусных частиц.

С помощью компьютерной программы PCGene, мы предсказали ( по 

методу G a m ie r  ) и сравнили вторичные структуры восьми капсидных 

белков потексвирусов ( рис. 6 ). Предсказанное число а-спиралей, 

р-поворотов, вытянутых участков и клубков' для белков оболочек

составилоследующиезначения:

Белок

оболочки

а-опираль неупорядоченный

вытянутый

участок

р-поворот неупорядоченный

клубок

PVX 48,3%  _ 3167% 5,0% "4.8%
WC1KV 49,4.* ' 28,9% 11,5% 10,0%
C1YMV 31,1%  - 41,5% 8,4% 18,8%
PMV 41.0% 32,5% 9,2%  - 16.9%  •
PAMV 57,?% 22,9% 6,4% 13,3%
LVX 47,7% 25,8% 12.9% 13,4%
NMV . 32,4% 44,7% 9,2% 13,5%
SMYEV 27,?% 45,4% Н , 4 12,8%

Расчеты , проведенные нами, свидетельствуют о том, что 

доминирующим элементом вторичной структуры капсидных белков
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Рис. 5 Сравнение аминокислотных последовательностей капсидных белког 

вирусов потексгруппы.

I
ННо>
I



Iьч
I

Рис. 6 Сравнение вторичных структур капсидных белков потексвирусов, 

Н - оС-епираль; Т - £ -поворот;

Е - неупорядоченный вытянутый участок;

С - неупорядоченный клубок.



потексвирусов является а-спираль.

Распределение предсказанных а-спиральных участков вдоль 

полипептидной цепи белков оболочек потексвирусов указывает на 

существование некоей двойной симметрии между N- и с-кокцевыми 

областями. Такое распределение свидетельствует о том, что 

a-сшрали могут взаимодействовать друг с другом образуя третичную 

структуру. Аналогичная упаковка капсидного бедка имеет место в 

ВЇМ, где вторичная структура N- и о-концевых участков подобна и 

распределение элементов вторичной структуры вдоль полипептидной 

цепи ДОВОЛЬНО симметрично ( MoLachlan, 1980 ].

Tollin с сбавт. в 1980 году высказали предположение, что 

положительно заряженные группы аминокислотных остатков белков 

оболочек РУХ и p m v способны взаимодействовать с отрицательно 

заряженными фосфатными группами FHK, а пять нуклеотидов 

ассоциированы с каждой белковой субъединицей. При сравнении 

сиквенсов белков оболочек изучаемых вирусов, в основном, 

идентичны пять положительно заряженных амшсжислотных остатков 

( рис. 5 ):

рта - К(70), R(124), К(1?-8), R(182), К(199>

LVX - - R(94). R(126), R(152), К(166)

PAKV - R(SO), R(138>, K(172), R(195), K(209)

01YMV - K(42). R(93), R (132>> R(156), K(170)

PMV - К(50), RO03). K(136). R (160), K(174)

■ WC1KV - K(45), Ж99). K(133). R(157). K(171)

NMV - К (^7), R(114), K(14S)t R (172 ), K(106)

SlfYEV - - R033), К(167). R(199). K(213)

8. Расчет и сравнеще_профйлей гидрофильности, екрофилькос- 

ти и гидропатии белков оболочек потексвирусов

Из литературных источников известно (Van Regenmortel, 1988], 
что весьма полезными для изучения антигенной структура белков яв­

ляются теоретические предсказательные методы. Для расчета степени 

гидрофильности изучаемых белков мы использовали алгоритм, предло­

женный Норр и woods и соответствующую компьютерную програшу 

РОСэпе, где используется зтот алгоритм.

При сравнении _ профилей гидрофильности всех белков можно 

отметить следующие особенности. В подавляющем большинстве капе ид-
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ныв белки имеют гидрофильную природу N-- и С-концевых участков. 

Однако, наиболее высококонсервативная область всех восьми белков 

имеет гидрофобную природу.

Как отмечалось выше, в капсиднкх белках потексвирусов 

присутствуют пять аминокислотных остатков с положительным 

зарядом, которые, по-видимо?.іу, взаимодействуют с фосфатными 

грушами РНК. Анализ профилей гидрофилькости восьми белков 

показал, что участки полилептидной цепи, включающие эти пять 

остатков, имеют гидрофильную природу.

Так как объектом наших исследований является белок оболочки 

РУХ, а принадлежность РАМУ к потексгруппе до настоящего времени 

дискутируется в литературе, то нам: было интересно сравнить 

различные, наиболее широко используемые методы предсказания и 

расчета антигенных, детерминант применительно • к PWC и, 

одновременно, более детально сравнить вторичные' структуры и 

некоторые другие характеристики двух указанных вирусов.

Вторичную структуру определяли по метода phou и Pasman, 

акрофильностьч и гидрофильностг? рассчитывали по Норр, гидропатию - 

по K.yt.o и Doolittle. Предсказанное число а-спиралёй, |3-складок и 

{3-поворотов для белка оболочки PVX составляет соответственно 37, 

10 и 16%, а для белка оболочки РАМУ - 34, 14 и 20%.
Расчеты гидро- и акрофильности двух' белков показали, что 

гомологичный участок наибольшей длины, для двух белков, вмещающий 

8 аминокислотных-остатков ( позиция 157 - 164 белка оболочки PVX 

и позиция 173 - 180 белка бболочки PAMv ), имеет отрицательное 

значение экро- и гидрофильности. В основном профили акро- и 

гидрофильное™ в каждом белке совпадают, хотя есть и некоторое 

несоответствие. Так, в позиции 1 - 2 8  белка оболочки PVX отмечено 

положительное значение акрофильности, а значение гидрофильности 

отрицательное. N-концевой участок PvX отличается заметно большим 

индексом акрофильности по сравнению с индексом гидрофильности, 

что говорит скорее о тенденции этой области располагаться на 

поверхности белковой молекулы, чем о скоплении в данном районе 

большого числа заряженных аминокислотных остатков. Что касается 

N-концевого участка РАМУ, то для него характерен как высокий 

индекс акрофильности, так и гидрофильности.

Профили гидропатии двух исследуемых белков также 

характеризуют тенденцию N-концевых участков обоих беков
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располагаться на поверхности белковой молекулы.

Эти и вышеприведенные результаты показывают, что белки 

оболочек PAMV и PVX имеют общие структурные особенности и, как 

следствие, обладают общей организацией вирионов, что позволяет 

>тнести PAMV к группе потексвирусов.

Несмотря на то, что методы расчета антигенных детерминант 

оказались весьма полезными при сравнении структур капсидных 

белков восьми представителей вирусов аотексгрушш, ни один из 

использованных алгоритмов не указал на- иммунодоминантную область, 

экспериментально найденнуй в белке оболочки PVX.

ВЫВОДЫ

1. В результате расщепления белка оболочки РУХ бромцианом в 

гидролитзате определены следующие аминокислотные остатки: Ala, 

Leu, lie, Pro. Lys и Авр, что соответствует последовательностям 

Met - X, установленным после сиквенирювяния структурного гена 

данного белка.

2. Методами гель-фильтрации и ионного обмена выделены .в

гомогенном виде три пептида белка PvX: м - конценой ( 68

аминокислотных остатка ), С г концевой ( 45 аминокислотных 

остатка ) и внутренний ( 15 аминокислотных остатка ).

3. Установлена аминокислотная последовательность внутреннего 

пептида белка оболочка Fv,X включающего 15 аминокислотных остатков. 

Показано различие в одном аминокислотном остатке по сравнению с 

данным участком структурного гена этого белка.

4. С помощью двух МКА и ПКА к PVX проведен иммунологический 

анализ капси,иного белка и его бромциановых и триптичечких 

фрагментов, а также пептидов, полученных в результате гидролиза 

протеазой V8 из S i .  аигеиэ. Впервыеустановлено, что иммунодоми- 

нантная область локализована в N - концевом участке белка.

5. При помощи ВЭЖХ в обращенной фазе выделен пептид из 

гйдролизйта бежя оболочки RVX протеазой V9 из S t .  aureua, 
который взаимодействует с оьЮими МК<*.

6. В результате модификации крупного N - ице-вого фрагмента 

цктр&коновым ангидридом установлено, что для взаимодействия с МКА 

ьажеь остаток дизийа в позиіши 19 полипептидноЧ цепи белка 
ОбОЛОЧКИ PYX. .
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7. Проведен теоретк еский анализ антигенных детерминант 

капсидных белков Pvx и PAMv и расчет вторичной структуры Ь белков 

оболочек вирусов потексгрушты. Показано, что распределение 

гидрофильных и гидрофобных участков этих белков сходно. На 

основании этого можно утверждать принадлежность PAMv к потеке- 

группе .

3. Проведено сравнение аминокислотных последовательностей 

восьми белков оболочек вирусов иотексгрупгш л установлено ИА 

значительное структурное подобие, что свидетельствует о сходстве 

молекулярной организации их вирионов.
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