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ІНСТИТУТ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОї І КЛІНІЧНОї ВЕТЕРИНАРНОї МЕДИЦИНИ, ХАРКІВ 

ПОЛІМОРФІЗМ ГЕНІВ НЕЙРАМІНІДАЗИ ТА НУКЛЕОПРОТЕЇНУ  
ШТАМІВ ВІРУСУ ПТАШИНОГО ГРИПУ А H1N1 І H7N9

Вступ. На сьогодні вірус грипу є основною причиною захворюваності людей будь-якого віку. Грип 
щорічно призводить до смерті значної кількості населення та завдає суттєвого економічного збитку. 
Вірулентність і патогенність цього вірусу значною мірою зумовлені наявністю в нього нейрамінідази та 
нуклеопротеїну, які забезпечують вірусну адгезію на клітині-хазяїні й реплікацію. Генетичний моніторинг 
є важливим ключовим елементом епідеміологічного спостереження, яке включає в себе раннє виявлення 
та ідентифікацію сезонних (циркулюючих) вірусів грипу, а також вірусів грипу нових підтипів, які можуть 
викликати пандемію. Для запобігання пандеміям необхідна інформація про молекулярно-генетичний ана-
ліз зразків вірусів грипу, рівень колективного імунітету, чутливість до противірусних препаратів, анти-
генні характеристики вірусу. 

Мета дослідження – визначити молекулярно-генетичний поліморфізм генів нейрамінідази та нуклео-
протеїну штамів вірусу пташиного грипу А H1N1 і H7N9 та його вплив на структуру доменів кодованих 
протеїнів біоінформатичними методами.

Методи дослідження. Було проаналізовано нуклеотидні послідовності генів нейрамінідази та нуклео-
протеїну штамів вірусу грипу А Н1N1 і Н7N9, а також визначено домени продуктів цих генів за допомогою 
кластерного аналізу та програми DELTA-BLAST. 

Результати й обговорення. За результатами дослідження, визначено поліморфізм і генетичні дис-
танції між алелями генів нейрамінідази та нуклеопротеїну штамів вірусу грипу А Н1N1 і Н7N9. Показано 
тип і локалізацію мутацій. Визначено домени продуктів досліджуваних нуклеотидних послідовностей. 
Показано роль і вплив мутацій у нуклеотидних послідовностях алелів досліджуваних генів на поліморфізм 
нейрамінідази та нуклеопротеїну.

Висновки. Визначено поліморфізм генів нейрамінідази та нуклеопротеїну. Показано відсутність 
впливу поліморфізму нуклеотидних послідовностей генів нейрамінідази та нуклеопротеїну штамів вірусу 
грипу А Н1N1 і Н7N9 на доменовий склад цих протеїнів і, таким чином, на властивості даних штамів.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: вірус грипу; нейрамінідаза; нуклеопротеїн; поліморфізм; штам H1N1; штам H7N9.

ВСТУП. Грип належить до гострих респі-
раторних вірусних інфекцій та являє собою одну 
з найбільш значущих проблем, що стоять перед 
сучасною системою охорони здоров’я [1]. Епіде-
мічний характер захворюваності на грип зумов-
лює ряд проблем соціального й економічного 
значень [2, 3]. 

Віруси грипу (з родини Orthomyxoviridae) є 
однією з найбільш поширених причин виникнен-
ня респіраторних та шлунково-кишкових інфек-
цій людини. Віруси грипу поділяють на три типи – 
A, B і C [2]. Значний ризик розвитку зоонозної 
інфекції створюють віруси грипу А. Віру лентність, 
патогенність і діапазон ураження вірусами грипу 
було достатньо досліджено. Так, виявлено вплив 
різноманітних чинників на ці показники [4, 5]. 
Зокрема, вірусоспецифічні детермінанти, кодо-
вані вірусним геномом, було визначено як голов-

ні компоненти виживання вірусу та патогенезу. 
До них належать поверхневі протеїни − нейра-
мінідаза (NА), що забезпечує приєднання до 
клітини-хазяїна, а також фактор реплікації нуклео-
протеїнів (NP), які кодуються генами NA і NP 
відповідно [6–8]. Різні комбінації NA і NP зумов-
люють різні підтипи вірусів грипу А. Високий 
ступінь поліморфізму в цих РНК-вірусах спричи-
нений надзвичайно великою швидкістю мутацій, 
що оцінюють як 0,01/нуклеотидний сайт/рік [9]. 
Рівень мінливості вірусів грипу значно ускладнює 
організацію профілактичних заходів. Так, щоро-
ку розробляють десятки нових протигрипозних 
вакцин [2].

Мета дослідження – визначити молекуляр-
но-генетичний поліморфізм генів нейрамінідази 
та нуклеопротеїну штамів вірусу пташиного гри-
пу А H1N1 і H7N9 та його вплив на структуру 
доменів кодованих протеїнів.© С. В. Буряченко, Б. Т. Стегній, 2019.
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МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. Дослідження 
проводили на нуклеотидних послідовностях 
генів NA та NP штамів вірусу пташиного грипу А 
H1N1 і H7N9, отриманих з Національного центру 
біотехнологічної інформації (National Centre of 
Biotechnology Information) та Європейської мо-
лекулярно-біологічної лабораторії (European 
Molecular Biology Laboratory) [10, 11].

Кластерний аналіз та визначення генетичних 
дистанцій послідовностей досліджуваних генів 
проводили за допомогою програми MEGA 6 за 
алгоритмом ClustalW. Побудову дендрограми 
здійснювали методом максимальної правдопо-
дібності (Maximum Likelihood Method), достовір-
ність визначали методом бутстреп-аналізу, при 
якому число реплікацій дорівнювало 500 [12, 13]. 
Достовірним вважали результат, більший 70. 
Домени продуктів досліджуваних нуклеотидних 
послідовностей визначали за допомогою про-
грами DELTA-BLAST [10].

Варіабельність генів NA та NP визначали за 
допомогою програми VectorNTI-11 методом ло-
кального вирівнювання нуклеотидних сиквенсів 
за Смітом – Ватерманом [14]. Мутації визначали 
відносно найбільших нуклеотидних послідовнос-
тей відповідних досліджуваних генів. Вплив 
поліморфізму генів нейрамінідази та нуклеопро-
теїну виявляли шляхом визначення доменів 
продуктів трансляції генів NA і NP за допомогою 
програми DELTA-BLAST [10]. Доступ до DELTA-
BLAST та MEGA 6 вільний. У дослідженні вико-
ристовували демоверсію VectorNTI-11, яка не 
потребує ліцензії.

РЕЗУЛьТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. За резуль-
татом кластерного аналізу нуклеотидних послі-
довностей гена NA штамів вірусу грипу А H1N1 
та H7N9 побудовано дендрограму (рис. 1).

Побудована дендрограма містить два клас-
тери, кожен з яких складається з двох гілок. Одна 

Рис. 1. Кластерний аналіз нуклеотидних послідовностей гена нейрамінідази штамів вірусу грипу А H1N1 та H7N9. 
Цифри на вузлах гілок вказують значення бутстреп-аналізу.
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Рис. 1. Кластерний аналіз нуклеотидних послідовностей гена NA штамів вірусу грипу А H1N1 

та H7N9. Цифри на вузлах гілок вказують значення бутстреп-аналізу. 

 

Побудована дендрограма містить два кластери, кожен з яких складається з двох гілок. Одна 

гілка першого кластеру містить нуклеотидні послідовності штамів H1N1 та H7N9, інша – штаму H7N9. 

Другий кластер утворює лише послідовність штаму H7N9. 

Розташування нуклеотидних послідовностей на дендрограмі вказує на низький поліморфізм 

гена NA штаму H1N1. Більшість зразків цього штаму, за двома винятками, є ідентичними за 

послідовностями гена NA. Поліморфізм гена NA штаму H7N9 більш виражений, про що свідчить їх 

розташування в різних кластерах. Нуклеотидні послідовності штаму H7N9 утворюють три гілки у двох 

кластерах. Усередині кожної гілки відсутній генетичний поліморфізм. 

За результатом кластерного аналізу нуклеотидних послідовностей гена NP штамів вірусу грипу 

А H1N1 та H7N9 побудовано дендрограму (рис. 2). 
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гілка першого кластеру містить нуклеотидні 
послідовності штамів H1N1 та H7N9, інша – шта-
му H7N9. Другий кластер утворює лише послі-
довність штаму H7N9.

Розташування нуклеотидних послідовностей 
на дендрограмі вказує на низький поліморфізм 
гена NA штаму H1N1. Більшість зразків цього 
штаму, за двома винятками, є ідентичними за 
послідовностями гена NA. Поліморфізм гена NA 
штаму H7N9 більш виражений, про що свідчить 
їх розташування в різних кластерах. Нуклеотид-
ні послідовності штаму H7N9 утворюють три 
гілки у двох кластерах. Усередині кожної гілки 
відсутній генетичний поліморфізм.

За результатом кластерного аналізу нуклео-
тидних послідовностей гена NP штамів вірусу 
грипу А H1N1 та H7N9 побудовано дендрограму 
(рис. 2).

Побудована дендрограма містить два клас-
тери. Перший кластер складається з нуклеотид-

них послідовностей штамів вірусу грипу А H1N1 
та H7N9, другий – з послідовностей штаму H1N1.

У результаті здійсненого кластерного аналі-
зу не виявлено поліморфізму нуклеотидних 
послідовностей гена NP штаму вірусу грипу 
H7N9, які утворюють на побудованій дендрогра-
мі окрему гілку разом з однією послідовністю 
штаму H1N1. Проте виявлено високий полімор-
фізм послідовностей штаму H1N1, які утворюють 
окремий кластер з генетично ідентичних зразків, 
та спільний кластер з послідовностями штаму 
вірусу грипу H7N9.

Показники бутстреп-аналізу на побудованих 
дендрограмах – понад 70, що вказує на досто-
вірність розподілу досліджуваних нуклеотидних 
послідовностей.

Результати дослідження поліморфізму генів 
NA та NP методом локального вирівнювання за 
допомогою програми VectorNTI-11 наведено в 
таблиці.

Рис. 2. Кластерний аналіз нуклеотидних послідовностей гена нуклеопротеїну штамів вірусу грипу А H1N1 і H7N9. 
Цифри на вузлах гілок вказують значення бутстреп-аналізу.
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Ген NA у вірусу грипу є більш поліморфним, 
ніж NP, що відображено на дендрограмах. 
Найбільш розповсюдженими мутаціями є деле-
ції та однонуклеотидні заміни (індели). Останні 
являють собою найбільш поширену мутацію 
вірусів. Відсутність інсерцій у найдовшої нуклео-
тидної послідовності гена NP CY100531 вказує 
на еволюцію цього гена. Такий кількісний та 
якісний склад мутацій може бути зумовлений 
дрейфом і/або реасортацією (пересортуванням) 
генів вірусу грипу.

За результатами аналізу продуктів трансля-
ції, всі досліджувані нуклеотидні послідовності 
гена NA штамів вірусу пташиного грипу А H1N1 
та H7N9 містили один домен pfam00064, тоді як 
послідовності гена NP – домен pfam00506 
(рис. 3). Домен pfam00064 бере участь у розщеп-
ленні кінцевих залишків сіалової кислоти, а до-
мен pfam00506 зумовлює побудову капсиду 
навколо вірусної РНК [15].

За результатами аналізу за допомогою про-
грами DELTA-BLAST, не виявлено впливу полі-
морфізму генів NA та NP штамів вірусу пташи-
ного грипу А H1N1 і H7N9 на наявність доменів 
у продуктів трансляції цих генів.

З літератури відомо, що штами H1N1 і H7N9 
мають різні контагіозні, вірулентні та патогенні 
властивості. Оскільки поліморфізм доменів про-
дуктів генів NA та NP даних штамів відсутній, 
вочевидь, тут має місце різний рівень трансляції 
цих генів.

У даному дослідженні показано рівень полі-
морфізму генів NA та NP штамів вірусу пташи-
ного грипу А H1N1 і H7N9 та його вплив на 
варіа бельність нейрамінідази і нуклеопротеїну. 
Визначено локалізацію мутацій та їх тип на до-
сліджуваних нуклеотидних послідовностях. За 
результатами дослідження, ген NP більш полі-
морфний у штаму H1N1, а ген NA – у штаму 
H7N9.

Дослідження доменів продуктів трансляції 
аналізованих нуклеотидних послідовностей 
виявило відсутність поліморфізму за доменовим 
складом і, таким чином, відсутність впливу по-
ліморфізму нуклеотидних послідовностей генів 
NA та NP штамів вірусу пташиного грипу А H1N1 
і H7N9 на біохімічні властивості нейрамінідази 
та нуклеопротеїну в цих штамів.

Результати дослідження визначають еволю-
цію генів NA та NP і вказують на можливість 

Таблиця – Поліморфізм генів нейрамінідази та нуклеопротеїну штамів  
вірусу пташиного грипу А H1N1 і H7N9

Ген Нуклеотидна 
послідовність Ділянка гена (позиція нуклеотиду 3’–5’) Тип поліморфізму

NA CY123246.1 1-20, 146-148, 161-162, 241, 791, 934, 973-974, 
1022-1025, 1043-1044, 1053, 1183, 1368, 1385, 
1401, 1435, 1461-1480

Делеція

110, 183, 195-196, 210-212, 222-227, 276, 292-297, 
782, 1204, 1267-1268, 1281-1284

Інсерція

Рівномірно вздовж всієї послідовності Індел
NP CY100531 1-45,1543-1565 Делеція

Рівномірно вздовж всієї послідовності Індел

      а      b
Рис. 3. Структури доменів pfam00064 (а) і pfam00506 (b), побудовані за результатом аналізу нуклеотидних 

послідовностей генів нейрамінідази та нуклеопротеїну штамів вірусу пташиного грипу А H1N1 та H7N9 за допомогою 
програми DELTA-BLAST.
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трансляційної і посттрансляційної модифікації 
нейрамінідази та нуклеопротеїну. Всі результати 
є статистично достовірними.

ВИСНОВКИ. 1. За результатами досліджен-
ня, визначено поліморфізм генів нейрамінідази 
та нуклеопротеїну. 

2. Показано відсутність впливу поліморфізму 
нуклеотидних послідовностей генів нейраміні-
дази та нуклеопротеїну штамів вірусу грипу А 
Н1N1 і Н7N9 на доменовий склад цих протеїнів 
і, таким чином, на властивості даних штамів.
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С. В. Буряченко, Б. Т. Стегний
ИНСТИТУТ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ И КЛИНИЧЕСКОЙ ВЕТЕРИНАРНОЙ МЕДИЦИНЫ, ХАРЬКОВ

ПОЛИМОРФИЗМ ГЕНОВ НЕЙРАМИНИДАЗЫ И НУКЛЕОПРОТЕИНА ШТАММОВ 
ВИРУСА ПТИЧЬЕГО ГРИППА А H1N1 И H7N9

Резюме
Вступление. На сегодня вирус гриппа является основной причиной заболеваемости людей разного 

возраста. Грипп ежегодно приводит к смерти значительного количества населения и наносит сущест-
венный экономический ущерб. Вирулентность и патогенность этого вируса в значительной степени 
обусловлены наличием у него нейраминидазы и нуклеопротеина, которые обеспечивают вирусную адге-
зию на клетке-хозяине и репликацию. Генетический мониторинг является важным ключевым элементом 
эпидемиологического наблюдения, которое включает в себя раннее выявление и идентификацию сезон-
ных (циркулирующих) вирусов гриппа, а также вирусов гриппа новых подтипов, которые могут вызвать 
пандемию. Для предотвращения пандемий необходима информация о молекулярно-генетическом анали-
зе образцов вируса гриппа, уровне коллективного иммунитета, чувствительности к противовирусным 
препаратам, антигенных характеристиках вируса. 

Цель исследования – определить молекулярно-генетический полиморфизм генов нейраминидазы и 
нуклеопротеина штаммов вируса птичьего гриппа А H1N1 и H7N9 и его влияние на структуру доменов 
кодированных протеинов биоинформационными методами. 

Методы исследования. Были проанализированы нуклеотидные последовательности генов нейра-
минидазы и нуклеопротеина штаммов вируса гриппа А Н1N1 и Н7N9, а также определены домены про-
дуктов этих генов с помощью кластерного анализа и программы DELTA-BLAST. 

Результаты и обсуждение. По результатам исследования, определены полиморфизм и генети-
ческие дистанции между аллелями генов нейраминидазы и нуклеопротеина штаммов вируса гриппа А 
Н1N1 и Н7N9. Показаны тип и локализация мутаций. Определены домены продуктов исследуемых нуклео-
тидных последовательностей. Показаны роль и влияние мутаций в нуклеотидных последовательностях 
алеллей исследуемых генов на полиморфизм нейраминидазы и нуклеопротеина. 

Выводы. Определен полиморфизм генов нейраминидазы и нуклеопротеина. Показано отсутствие 
влияния полиморфизма нуклеотидных последовательностей генов нейраминидазы и нуклеопротеина 
штаммов вируса гриппа А Н1N1 и Н7N9 на доменовый состав этих протеинов и, таким образом, на 
свойства данных штаммов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: вирус гриппа; нейраминидаза; нуклеопротеин; полиморфизм; штамм H1N1; 
штамм H7N9.
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S. V. Buryachenko, B. t. Stegniy
INSTITUTE OF EXPERIMENTAL AND CLINICAL VETERINARY MEDICINE, KHARKIV

POLYMORPHISM OF NEURAMINIDASE AND NUCLEOPROTEIN  
ENCODING GENES OF INFLUENzA A H1N1 AND H7N9 STRAINS

Summary
Introduction. Nowadays, the influenza virus is the main cause of diseases for people of all ages, annually 

leading to death and causing significant economic damage. The virulence and pathogenicity of this virus are largely 
due to the presence of neuraminidase and a nucleoprotein that provide its adhesion to the host cell and replication. 
Genetic monitoring is an important key element of epidemiological surveillance, which includes the early detection 
and identification of seasonal (circulating) influenza viruses, as well as influenza viruses of new subtypes that may 
cause a pandemic. The precise information including molecular genetic analysis of influenza viruses, level of collective 
immunity, study of susceptibility to antiviral drugs, antigenic characteristics of the virus appears to be strongly required. 

The aim of the study – to determine the molecular genetic polymorphism of the neuraminidase and nucleoprotein 
genes of the avian influenza A H1N1 and H7N9 strains and to determine its effect on the structure of coded protein 
domains by bioinformatics methods. 

Research Methods. The nucleotide sequences of the neuraminidase and nucleoprotein genes of the influenza 
A H1N1 and H7N9 strains were analyzed, as well as the domains of the studied gene product were analyzed by 
cluster analysis and the DELTA-BLAST program. 

Results and Discussion. As a result of the accomplished study, the polymorphisms and genetic distances 
between the alleles of the neuraminidase and nucleoprotein genes of the influenza A strains A1N1 and H7N9 alleles 
were calculated. The type and localization of mutations was shown. The domains of the gene products of the studied 
nucleotide sequences were determined. The role and effect of codons in the nucleotide sequences of the alleles of 
genes, which areencoding neuraminidase and nucleoprotein, on neuraminidase and nucleoprotein was shown. 

Conclusions. In the result of the accomplished studies there was determined the polymorphism of the 
neuraminidase and nucleoprotein genes. The absence of the effect of polymorphism of the nucleotide sequences 
of the neuraminidase and nucleoprotein genes of influenza A H1N1 and H7N9 strains on the domain composition 
of the studied proteins and, thus, on the properties of the studied strains was shown.

KEY WORDS: influenza virus; neuraminidase; nucleoprotein; polymorphism; H1N1 strain; H7N9 strain.
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