Изучение механизмов взаимодействия белка 3CD полиовируса с регуляторным элементом генома
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[bookmark: _GoBack]Вирус полиомиелита является представителем семействаPicornaviridae, родEnterovirus. Для инициации репликации, одного из этапов цикла репродукции вируса, необходимо взаимодействие вирусного белка 3CD и регуляторного элемента генома oriL. Неизвестно, каким образом образуется комплекс и как он способствует инициации репликации. Показано, что со стороны 3CD во взаимодействие с оriL вовлечен аминокислотный триплет 154TGK156. Чтобы определить свойства триплета 154TGK156, обеспечивающие взаимодействие с оriL, получены десять мутантов с различными заменами в положениях 154 и 156.
Анализ фенотипа и удельной инфекционности был проведен методом бляшек в культуре перевиваемых клеток Vero, для оценки взаимодействия оriL и рекомбинантного 3CD использовали метод EMSA. Кинетика накопления вирусной РНК была изучена в культуре перевиваемых клеток Vero.
Варианты, содержащие гидрофобную аминокислоту в положении 154 и Lys в положении 156 (154VGK156, 154IGK156), а также вариант, содержащий Arg в положении 156 (154TGR156) 
не отличались от вируса дикого типа во всех экспериментах. Вариант, содержащий неполярную аминокислоту Cys в положении 154 (154CGK156), продемонстрировал фенотип и эффективность синтеза дочерних РНК сходные с вирусом дикого типа, но соответствующий рекомбинантный белок в наших условиях не взаимодействовал с oriL. 
Мутанты без положительно заряженной аминокислоты в исследуемом триплете (154TGM156, 154TGS156) и мутанты с аминокислотами Ser или Met в положении 154 (154SGK156, 154MGR156), оказались неспособны к эффективным репродукции и репликации, а соответствующие рекомбинантные 3CD не взаимодействовали с oriL. 
Псевдоревертанты вариантов с триплетами 154TGM156 и154TGS156 приобрели положительно заряженную аминокислоту в положении 153 (153RTGM156 и 153RTGS156). Эти последовательности были реконструированы в контексте генома дикого типа. Однако полученные геномы лишь незначительно улучшали фенотип по сравнению с вариантами без положительно заряженной аминокислоты и соответствующие рекомбинантные 3CD практически не связывались с oriL. 
Для эффективной репродукции вируса в 154 положении белка 3CD должна быть аминокислота с гамма-метильной или сульфгидрильной группой. В районе триплета 154TGK156 необходима положительно заряженная аминокислота, но ее перемещение в положение 153 недостаточно для компенсации отсутствия положительного заряда в положении 156. 



