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АННОТАЦИЯ

Вирусы гриппа птиц подтипов Н1 и Н5 участвовали в формировании высокопатогенных вариантов вирусов, вызвавших 
пандемии и  панзоотии в  XX–XXI  веках. С  целью оценки зоонозного потенциала вирусов этих подтипов, выделенных 
от диких уток в черте Москвы, была проведена адаптация вирусов к размножению в легких мышей, изучены их фенотипи-
ческие свойства и идентифицированы генетические изменения, возникшие при адаптации. Изначально апатогенные для 
мышей вирусы A/duck/Moscow/4970/2013 (H1N1) и A/duck/Moscow/4182‑C/2010 (H5N3) после 7–10 пассажей через легкие 
мышей изменили фенотип на патогенный. Полногеномное секвенирование выявило в адаптированных к мышам вирусах 
2 аминокислотные замены в вирусе гриппа H1N1 (Glu627Lys в белке PB2 и Asp35Asn в гемагглютинине (HA) — нумерация 
по H3) и 6 мутаций в белках вируса H5N3 (Glu627Lys в PB2, Val113Ala в PB1, Ser82Pro в PB1‑F2, Lys52Arg в HA2, Arg65Lys 
в NP и Ser59Ile в NA). Возрастание вирулентности для мышей, скорее всего, обусловлено общей для обоих вирусов за-
меной – Glu627Lys в  белке PB2. Замена Asp35Asn в  HA адаптированного к  мышам вируса гриппа H1N1  ассоциирована 
с возрастанием значения рН конформационного перехода HA с 5.0 до 5.5 относительно HA дикого вируса. Обнаруженные 
в адаптированном варианте H5N3 мутации в белках НА, NA и PB1‑F2 — уникальные. Мутации Glu627Lys в PB2, Arg65Lys 
в NP и Val113Ala в PB1, скорее всего, носят адаптационный характер.
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ABSTRACT

Avian influenza viruses of H1 and H5 subtypes were involved in the formation of highly pathogenic viruses that caused pandemics 
and panzootics in the 20th–21st centuries. In order to assess the zoonotic potential of viruses of these subtypes, two viruses of 
H1N1 and H5N3 have been isolated from wild ducks in Moscow and adapted to growth in mouse lungs. Their phenotypic properties 
were studied, and the genetic changes that occurred during adaptation were identified. The original A/duck/Moscow/4970/2013 
(H1N1) and A/duck/Moscow/4182-C/2010 (H5N3) viruses were apathogenic for mice but became pathogenic after 7–10 passages in 
mouse lungs. Complete genome sequencing revealed 2 amino acid substitutions in the proteins of the H1N1 mouse-adapted variant 
(Glu627Lys in PB2 and Asp35Asn in hemagglutinin (HA) – numbering according to H3) and 6 mutations in the proteins of H5N3 
virus (Glu627lys in PB2, Val113Ala in PB1, Ser82Pro in PB1-F2, Lys52Arg in HA2, Arg65Lys in NP, and Ser59Ile in NA). The increase 
in virulence is most likely due to a common substitution in the protein PB2 Glu627Lys as revealed in both viruses. The replacement 
of Asp35Asn in HA of the mouse-adapted H1N1 virus is associated with an increase in the pH value of the HA transition from 5.0 
for 5.5 in comparison to the HA of parent virus. The found mutations in HA, NA, and PB1-F2 proteins of the adapted H5N3 variant 
are unique. The mutations Glu627Lys in PB2, Arg65Lys in NP, and Val113Ala in PB1 are most likely host adaptive.
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ВВЕДЕНИЕ

Вирусы гриппа птиц, как правило, бессимптомно 
присутствуют в  природных первичных хозяевах, 
к  которым относятся дикие птицы околоводно-
го комплекса отрядов Гусеобразные (Anseriformes) 
и  Ржанковые (Charadriiformes). Спорадически с  раз-
ной степенью клинических проявлений они инфици-
руют другие виды диких и домашних птиц. Продол-
жительная циркуляция некоторых подтипов вируса 

(H5  и  H7) среди курообразных сопровождается на-
коплением мутаций, способствующих возрастанию 
вирулентности и возникновению высокопатогенных 
штаммов [1, 2]. Повышенное внимание к  вирусам 
гриппа птиц, которые иногда пересекают межвидо-
вой барьер и инфицируют людей и других млекопи-
тающих, вызвано тем, что они представляют угрозу 
возникновения новых штаммов с зоонозным и пан-
демическим потенциалом.

http://orcid.org/0000-0002-8991-8525
https://orcid.org/0000-0001-5000-2547
https://orcid.org/0000-0003-2638-4244
https://orcid.org/0000-0002-6673-1282
https://orcid.org/0000-0002-7352-9808
https://orcid.org/0000-0001-7301-388X
https://orcid.org/0000-0001-5714-9461
https://orcid.org/0000-0002-8518-1669
https://orcid.org/0000-0002-6338-4473
https://orcid.org/0000-0002-5268-1296
https://orcid.org/0000-0002-1375-3373
https://orcid.org/0000-0002-3215-021X
https://orcid.org/0000-0001-7425-0457
mailto:timofeeva.tatyana@inbox.ru


Адаптационные мутации в геноме вируса гриппа

mir-journal.org	 52	  Volume 8    Number 1     2021

Крупные эпидемии и  пандемии гриппа в  XX–
XXI веках не обошлись без участия вирусов «птичьего» 
происхождения, сегменты которых вошли в состав ге-
нома патогенных для людей штаммов [3–5]. Полагают, 
что геном вируса гриппа подтипа H1N1, вызвавший 
в  1918  году опустошительную пандемию под назва-
нием «испанка», полностью состоял из генов вирусов 
гриппа «птичьего» происхождения [6, 7]. Альтернатив-
ная гипотеза предполагает, что пандемический ви-
рус мог также возникнуть в результате реассортации 
между вирусами гриппа птиц и  циркулировавшими 
за несколько лет до пандемии вирусами гриппа сви-
ней и  человека, а  не  вследствие непосредственного 
перехода вируса от птиц к людям [8]. В любом случае, 
отдельные гены вируса 1918 года до сих пор присут-
ствуют в генофонде вирусов гриппа [9].

Высоковирулентные вирусы гриппа подтипа 
H5  неоднократно эволюционировали из  низкови-
рулентных предшественников, бессимптомно цир-
кулировавших среди домашней птицы, и  периоди-
чески становились виновниками опустошительных 
эпизоотий [1, 2]. Существующие ныне высоковиру-
лентные вирусы подтипа H5 появились на Евразий-
ском континенте в  конце 1990‑х годов и  принад-
лежат линии, берущей начало от  вируса подтипа 
H5N1 A/goose/Guangdong/1/1996 (GsGd). Позднее они 
были занесены перелетными птицами в  Африку 
и на Американский континент. В некоторых районах 
они стали эндемичными. В результате реассортации 
высокопатогенных вирусов гриппа H5N1 с низкопа-
тогенными возникли новые варианты вирусов под-
типов H5Nx высокопатогенного вируса гриппа, ко-
торые несут ген, кодирующий гемагглютинин (HA) 
линии GsGd (H5N2, H5N3, H5N4, H5N5, H5N6, H5N8). 
Некоторые из  этих вирусов оказались зоонозными 
для людей (H5N1, H5N8, H5N6) [10]. Так, по данным 
Всемирной организации здравоохранения, в феврале 
2021 г в назофарингеальных образцах семи сотрудни-
ков, работавших во время вспышки птичьего гриппа 
на  птицеферме в  Астраханской области Российской 
Федерации, был обнаружен вирус гриппа H5N8 [11].

На водоемах Москвы обитает много диких уток, 
которые контактируют с людьми и животными. За пе-
риод с 2006 по 2019 гг. в этих местах от крякв были вы-
делены вирусы гриппа разных подтипов, в том числе 
Н1 и Н5 [12]. Цель настоящего исследования состоит 
в изучении вероятности перехода вирусов гриппа ди-
ких уток подтипов H1  и  H5  к  млекопитающим. Для 
этого мы адаптировали вирусы гриппа птиц подти-
пов H1 и H5 к размножению в легких мышей, изучили 
их фенотипические свойства и  идентифицировали 
генетические изменения, возникшие при адаптации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Вирусы

Вирусы гриппа птиц A/duck/Moscow/4970/2013 
(H1N1) и A/duck/Moscow/4182/2010 (H5N3) были лю-
безно предоставлены д. б.н. А. С. Гамбарян (Феде-
ральный научный центр исследований и разработки 
иммунобиологических препаратов им. М. П. Чумако-
ва РАН, Россия). Вирус A/duck/Moscow/4182‑C/2010 
(H5N3) был получен в результате однократного кло-
нирования вируса A/duck/Moscow/4182/2010 (H5N3) 
в  куриных эмбрионах методом предельных раз-
ведений. Вирусы A/duck/Moscow/4970/2013 (H1N1) 
(4970/H1), A/duck/Moscow/4182/2010 (H5N3) (4182/H5) 
и  A/duck/Moscow/4182‑C/2010 (H5N3) (4182C/H5) де-
понированы в  Государственную коллекцию вирусов 
Национального исследовательского центра эпидеми-
ологии и микробиологии им. Н. Ф. Гамалеи (подразде-
ление «Институт вирусологии им. Д. И. Ивановского», 
Россия) под №№ 2848, 2849 и 2847 соответственно.

Адаптация вирусов к размножению в легких 
мышей

Группы беспородных мышей заражали интраназаль-
но вируссодержащей аллантоисной жидкостью, со-
держащей вирус 4970/H1  или 4182C/H5. Через 48  ч 
мышей усыпляли передозировкой диэтилового эфи-
ра. Легкие двух мышей гомогенизировали в  1.5  мл 
среды гидролизата лактальбумина без глутамина 
(«ПанЭко», Россия). Легочную суспензию центрифу-
гировали в течение 10 мин при 850 g, и супернатант 
использовали для следующего интраназального за-
ражения мышей, а  также для постановки реакции 
гемагглютинации (РГА) с  целью определения титра 
вируса в легких. После последовательных 9 пассажей 
вируса 4970/H1 и 10 пассажей вируса 4182C/H5 в лег-
ких мышей вирусы однократно клонировали в кури-
ных эмбрионах методом предельных разведений для 
получения однородной вирусной популяции.

Исследования выполнены согласно «Правилам 
проведения работ с использованием эксперименталь-
ных животных» (приказ № 266 МЗ РФ от 19.06.2003).

Постановка РГА

К серии двукратных разведений вируссодержащей 
жидкости в буферном растворе (0.15 М NaCl, 0.01 М 
Tris-HCl, pH 7.2) добавляли равный объем 1% кури-
ных эритроцитов. Реакцию проводили в  круглодон-
ных планшетах. Смесь вируса гриппа и эритроцитов 
инкубировали при 4°C в течение 20–30 мин. Титром 
вируса считали обратную величину последнего раз-
ведения, в  котором наблюдалась агглютинация 
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эритроцитов, и  выражали в  гемагглютинирующих 
единицах (ГАЕ) [13].

Определение инфекционности вирусов гриппа 
на куриных эмбрионах

Для определения 50%-й эмбриональной инфекци-
онной дозы (ЭИД50) вируса 10‑дневные куриные эм-
брионы заражали 10‑кратными серийными разве-
дениями вируса (в объеме 100 мкл) в аллантоисную 
полость – по 5 эмбрионов на разведение. Через 48 ч 
инкубации при 37°C зараженные куриные эмбрионы 
охлаждали в течение ночи при 4°C, после чего в ал-
лантоисной жидкости каждого эмбриона оценивали 
наличие вируса в  РГА с  1%-й суспензией куриных 
эритроцитов. Значение ЭИД50  вычисляли методом 
Рида и Менча (Reed & Muench) [14]. Титр вируса вы-
ражали в lgЭИД50.

Определение 50%-ной летальной дозы (ЛД50) 
вируса гриппа для мышей

Определение 50%-й летальной дозы (ЛД50) виру-
са гриппа для мышей проводили на  мышах линии 
BALB/c, которых заражали интраназально под легким 
эфирным наркозом вируссодержащей жидкостью 
(по 80 мкл на мышь) в разных разведениях. Для каж-
дого разведения использовали 6 животных.

В течение 14  суток оценивали изменение массы 
тела и  выживаемость животных. Значение ЛД50  вы-
числяли методом Кербера в редакции Ашмарина [15]. 
Вирулентность вирусов выражали как lgЭИД50 в еди-
нице ЛД50.

Секвенирование генома методом Сэнгера

Вирусную РНК выделяли из аллантоисной жидкости 
инфицированных куриных эмбрионов с использова-
нием коммерческого набора QIAamp Viral RNA mini 
kit («Qiagen», Германия) согласно инструкции произ-
водителя. Обратную транскрипцию проводили при 
42°C в течение 1 ч в 25 мкл реакционной смеси, со-
держащей 8  мкл РНК, 1  мкл праймера uni12  с  кон-
центрацией 50 нг/мкл (13.5 нМ), 10 мкл воды, 1 мкл 
10  мМ dNTP, 5  мкл 5х буфера и  100  ед. MMLV (ООО 
«Альфа Фермент», Москва). Полученную кДНК ис-
пользовали в  ПЦР со  специфическими концевыми 
праймерами для синтеза полноразмерных сегмен-
тов генома [16]. Амплифицированные фрагменты 
разделяли электрофорезом в  1.0–1.3% агарозном 
геле в  присутствии бромистого этидия и  элюирова-
ли из  геля набором Diatom DNA Elution (ООО «Ла-
боратория Изоген», Россия). Секвенирование про-
водили с концевыми или внутренними праймерами 
[17] с использованием набора BrightDye™ Terminator 

Cycle Sequencing Kit  v3.1 (NimaGen, Нидерланды) 
с  последующим анализом на  автоматическом ДНК-
секвенаторе ABI PRISM 3100‑Avant Genetic Analyser 
(Applied Biosystems, США). Для сборки и анализа ну-
клеотидных последовательностей использовали па-
кет программ DNASTAR Sequence Analysis Software 
Package (DNASTAR Inc., США).

Нуклеотидные последовательности полного 
генома вирусов 4970/H1 (MW897994‑MW897999,  
MF969258, MF969259) и  4970MA/H1 (MW898002-
MW898009) депонированы в  GenBank 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) под ука-
занными номерами. Для всех сегментов вирусов 
4182C/H5 и 4182C–MA/H5 нумерация дана по штам-
му дикого типа 4182/H5. Последовательности 8 ген-
ных сегментов вируса 4182/H5  депонированы 
в GenBank под номерами KF885672‑KF885679.

Анализ термостабильности HA вируса гриппа

Осветленную низкоскоростным центрифугирова-
нием вируссодержащую аллантоисную жидкость 
разводили фосфатным буферным раствором (PBS) 
до  128  ГАЕ и  разливали по  120  мкл в тонкостенные 
пробирки для ПЦР объемом 0.5 мл (SSI, США), которые 
инкубировали в термоциклере Master-cycler Gradient 
5331 (Eppendorf, Германия) при разных температурах 
в диапазоне от 50°C до 70°C в течение 40 мин, после 
чего немедленно переносили в  лед. Контрольные 
пробы хранили 40 мин при температуре 0°C. По ис-
течении инкубации титр вируса в  каждом образце 
определяли в РГА.

Определение рецепторсвязывающей активности 
вирусов

Определение рецепторсвязывающей активно-
сти вирусов проводили с  синтетическими ана-
логами клеточных рецепторов, представляющих 
сиалоолигосахариды, конъюгированные с  высо-
комолекулярным полиакриламидом [18]. Исполь-
зовали следующий набор сиалоолигосахаридов: 
Neu5Aсα2-3Galβ1-4Glcβ (3’SL), Neu5Acα2-3Galβ1-
4GlcNAcβ (3´SLN), Neu5Acα2-3Galβ1-4(6‑O‑su)
GlcNAcβ (6‑su‑3’SLN), Neu5Acα2-6Galβ1-4Glcβ (6’SL), 
Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAcβ (6’SLN), Neu5Acα2-
6Galβ1-4(6‑O‑su)GlcNAcβ (6‑su‑6´SLN). Рецепторс-
вязывающую активность вирусов оценивали ме-
тодом ингибирования HA активности вирусов 
сиалогликоконъюатами [19, 20]. К  последователь-
ным двукратным разведениям сиалогликоконъ-
югатов добавляли равные объемы вируссодержа-
щей аллантоисной жидкости, разведенной до 4 ГАЕ 
в  буфере 0.01  М трис-HCl (рН 7.2), содержащем 
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0.15  М NaCl и  10  мкМ ингибитора нейраминидазы 
(2,3‑дидегидро‑2,4‑дидезокси‑4‑амино-N‑ацетил-
D‑нейраминовая кислота; Sigma, США), и инкубиро-
вали в течение 30 мин при 4°C, после чего добавляли 
в каждую лунку такой же объем 0.5% суспензии ку-
риных эритроцитов и выдерживали 45 мин при 4°C. 
Реакцию проводили в  96‑луночных круглодонных 
планшетах. Результат оценивали по максимальному 
разведению сиалогликоконъюгата, при котором еще 
наблюдалось торможение гемагглютинации, и  вы-
ражали как концентрацию (мкМ) сиаловой кислоты 
в этом разведении.

Определение рН конформационного перехода 
HA методом гемолиза эритроцитов

Осветленную низкоскоростным центрифугировани-
ем вируссодержащую аллантоисную жидкость раз-
водили PBS до 128 ГАЕ. К 250 мкл полученного ви-
русного образца добавляли по 50 мкл 2.5% куриных 
эритроцитов, разведенных в том же буфере, и инку-
бировали, периодически встряхивая, при 4°C в тече-
ние 1 ч. Эритроциты с адсорбированным на них ви-
русом центрифугировали при 2800 об/мин в течение 
1  мин при 4°C, после чего супернатант осторожно 
удаляли, а  к  осадку добавляли 250  мкл 0.1  М MES-
буфера с рН в интервале от 5.0 до 7.0 и инкубирова-
ли, периодически встряхивая, в течение 1 ч при 37°C. 
Положительным контролем служил осадок эри-
троцитов без вируса с  добавлением 0.5% Tween‑20 
в  PBS, а  отрицательным  – осадок эритроцитов без 
вируса с  добавлением 250  мкл MES (рН 7.0). После 
инкубации пробы центрифугировали 1  мин при 
2800 об/мин, отбирали 170 мкл супернатанта и пере-
носили в  плоскодонный 96‑луночный планшет для 
измерения оптической плотности при длине волны 
415 нм на приборе  iMark Microplate Reader (BioRad, 
США). По  результатам измерения строили график, 
по которому определяли значение рН конформаци-
онного перехода НА [21].

Анализ моделей конформационного 
изменения HA термодинамическими 
и молекулярно‑динамическими методами

Данные банка третичных структур белков (PDB; 
https://www.rcsb.org/) для HA вируса гриппа дикой 
утки A/WDK/JX/12416/2005 (H1N1) (PDB  ID: 3HTO) 
были использованы для расчета методами моле-
кулярной динамики с  помощью пакета программ 
GROMACS [22]. Для исследования кислотно-щелоч-
ных свойств модели белка использовали программу 
PROPKA, версия 3.4.0 [23]. Для оценки потенциалов 
взаимодействий использовали модель AMBER [24].

Статистическая обработка данных

Статистический анализ полученных данных про-
водили с  помощью параметрического t‑теста Стью-
дента (pH конформационного перехода HA, стабиль-
ность HA) и непараметрических критериев Фридмана 
(ANOVA) и  Манна–Уитни (титр вирусов) при крити-
ческом уровне значимости p<0.05. Для проведения 
соответствующих расчетов использовали программы 
MS Office Excel 2016 и Statistica 8.0. Полученные ре-
зультаты представлены как среднеарифметическое 
значение ± стандартное отклонение (Mean±SD).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Адаптация вирусов к росту в легких мышей

Адаптацию вирусов гриппа птиц 4970/H1 
и  4182C/H5 к  размножению в  легких мышей про-
водили путем многократного последовательного 
пассирования. При таком экспериментальном под-
ходе происходит селекция варианта, способно-
го более активно размножаться в  легочной ткани 
лабораторных мышей, вследствие чего после се-
рии пассажей вирус вызывает у  животных леталь-
ную легочную инфекцию. После 9  пассажей вируса 
4970/H1 и 10 пассажей вируса 4182C/H5 в легких мы-
шей с  последующим однократным клонированием 
в куриных эмбрионах были получены адаптирован-
ные варианты A/duck/Moscow/4970‑MA/2013 (H1N1) 
(4970MA/H1) и  A/duck/Moscow/4182‑C–MA/2010 
(H5N3) (4182C–MA/H5), соответственно, и депониро-
ваны в Государственную коллекцию вирусов Нацио-
нального исследовательского центра эпидемиологии 
и  микробиологии им.  Н. Ф. Гамалеи (подразделение 
«Институт вирусологии им.  Д. И. Ивановского», Рос-
сия) под № 2921 и № 2922 соответственно. При адап-
тации к  мышам возросла вирулентность вирусов 
H1  и  H5, при этом вирус 4970MA/H1  оказался более 
вирулентным, чем 4182C–MA/H5 (Таблица 1). Исход-
ный вирус 4182C/H5 рос в куриных эмбрионах до ти-
тра 8.9 lgЭИД50 и не обладал патогенными свойствами 
для мышей. На 7‑м пассаже в легких мышей наблюда-
ли характерные признаки инфекции. После 10‑го пас-
сажа заражение вирусом в дозе 5.3 lgЭИД50 приводило 
к гибели 50% особей. Исходный вирус 4970/H1 также 
не  вызывал гибели мышей. После 9  пассажей через 
легкие наблюдали 50%-ю гибель мышей при интра-
назальном заражении вирусом в дозе 3.9 lgЭИД50.

pH конформационного перехода HA

Методом гемолиза эритроцитов в присутствии вируса 
при разных значениях рН определили, что значение 
рН конформационного перехода НА адаптированного 
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варианта 4970MA/H1 возросло на 0.5 единиц по срав-
нению с  исходным вирусом 4970/H1 (5.5  против 5.0), 
что характерно для вирусов с повышенной вирулент-
ностью для птиц и мышей [25]. Для вирусов подтипа Н5 
(4182 С/H5 и 4182 С–MA/H5) значение рН конформаци-
онного перехода НА (5.5) не изменилось (Таблица 1).

Термостабильность НА вирусов гриппа

При анализе термостабильности HA обнаружено раз-
личие в температуре инактивации НА между вируса-
ми разных подтипов: 57.5°C для вирусов гриппа под-
типа Н1 и 60.1°C для вирусов подтипа Н5 (Рис. 1).

Следует заметить, что в  пределах одного подтипа 
термостабильность адаптированных вариантов не от-
личалась статистически достоверно (p>0.5, Стьюдент t 
тест) от таковой родительского вируса (Таблица 1).

Рецепторная специфичность вирусов гриппа

Рецепторную специфичность вирусов оценивали 
по взаимодействию с синтетическими аналогами кле-
точных сиалированных углеводных цепей – олигоса-
харидами, терминированными звеньями Neu5Acα2–
3Gal (3`SL, 3`SLN и  6‑Su‑3`SLN), характерными для 
рецепторов вирусов гриппа птиц и  поэтому полу-
чившими название рецепторов «птичьего» типа, или 
Neu5Acα2–6Gal (6`SL, 6`SLN и  6‑Su‑6`SLN), характер-
ными для рецепторов вирусов гриппа человека (ре-
цепторы «человеческого» типа). Все изученные нами 
вирусы проявляли высокое и  приблизительно оди-
наковое сродство к  аналогам клеточных рецепторов 
«птичьего» типа: 3`SL, 3`SLN и  6‑Su‑3`SLN (Таблица 
2). Ни  один из  вариантов вирусов гриппа подтипов 
H5  и  Н1  не  взаимодействовал с  аналогами клеточ-
ных рецепторов «человеческого» типа (6’SL, 6’SLN, 
6‑Su‑6’SLN). Таким образом, все исследованные штам-
мы H1 и H5 подтипов, включая исходные авирулент-
ные для мышей и  вирулентные, полученные путем 
адаптации вирусов к росту в легких мышей, прояви-
ли сродство только к аналогам клеточных рецепторов 
«птичьего» типа – углеводным цепям, терминирован-
ным Neu5Acα2–3Gal-звеньями (Таблица 2).

Секвенирование генома исходных 
и адаптированных вариантов вирусов

Чтобы установить причины фенотипических из-
менений при адаптации вирусов диких уток к  мы-
шам, мы провели полногеномное секвенирование 
исходных и  адаптированных вариантов вирусов. 
Вариант 4182С/H5  отличался от  вируса дикого типа 
4182/H5  только двумя аминокислотными замена-
ми в НА: Ala188/200Glu и Asp264/277Asn (нумерация 
по зрелому белку H3/нумерация по H5). Эти замены 
остались неизменными в адаптированном к мышам 
варианте. Кроме того в  адаптированном варианте 
4182C–MA/H5  обнаружены мутации в  шести вирус-
ных белках: две в  поверхностных гликопротеинах – 
одна в HA (субъединица HA2, Lys52Arg) и одна в ней-
раминидазе (NA, Ser59Ile), одна в неструктурном 
белке PB1-F2 (Ser82Pro), остальные – во внутренних 
белках PB2 (Glu627Lys), PB1(Val113Ala) и нуклеопро-
теине (NP, Arg65Lys).

В вирусе гриппа подтипа H1 в процессе адаптации 
к мышам (4970MA/Н1) аминокислотные замены поя-
вились только в двух белках: HA1 (Asp35/52Asn) (в ну-
мерации Н3/H1; Таблица 3) и PB2 (Glu627Lys).

Таблица 1. Фенотипические свойства исходных 4970/H1 (H1N1) и 4182C/H5 (H5N3) вирусов и адаптированных к размножению 
в легких мышей вариантов

Вирусы Сокращенное 
название

рН 
переходаa

Вирулентность
для мышей,

lgЭИД50
b

Температура 
инактивации 

НА, °C
A/duck/Moscow/4970/2013 (H1N1) 4970/H1 5.0±0.2 > 7.5±0.2 57.5±0.2
A/duck/Moscow/4970‑MA/2013 (H1N1) 4970MA/H1 5.5±0.2 3.9±0.2 57.5±0.2
A/duck/Moscow/4182‑C/2010 (H5N3) 4182C/H5 5.5±0.2 > 8.9±0.2 60.1±0.2
A/duck/Moscow/4182‑C–MA/2010 (H5N3) 4182C–MA/H5 5.5±0.2 5.3±0.2 60.1±0.2

aЗначения рН конформационного перехода НА представлены как Mean±SD по данным трех независимых экспериментов.
bВирулентность для мышей представлена как lgЭИД50 в единице ЛД50. Меньшее значение соответствует большей вирулентности.

Рис. 1. Термостабильность HA исследуемых вариантов виру-
сов гриппа 4970/H1 (H1N1) и 4182C/H5 (H5N3). По оси ординат 
указан титр вируса после 40 мин инкубации при температурах, 
указанных на оси абсцисс.
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На основании сопоставления результатов секве-
нирования НА вирусов гриппа подтипа H1 с получен-
ными значениями рН конформационного перехода 
НА можно предположить, что изменение последне-
го вызвано заменой Asp35/52Asn в цепи HA1. Чтобы 
подтвердить это предположение, мы провели допол-
нительное исследование с использованием термоди-
намических и молекулярно-динамических методов. 

Анализ моделей конформационного 
изменения HA термодинамическими 
и молекулярно‑динамическими методами

В соответствии с  современными представления-
ми [25, 34, 38], конформационный переход HA об-
условлен изменениями в  пространственном рас-
положении электрических зарядов в  зависимости 
от pH среды. Так, закисление среды приводит к про-
тонизации оснóвных аминокислот (Lys, Arg, His) 

и  нейтрализации отрицательного заряда кислых 
аминодикарбоновых кислот (Asp, Glu), вследствие 
чего меняется конформация белка.

Математическая оценка влияния мутации 
Asp35/52Asn в  цепи НА1  на  рН конформационно-
го перехода НА  выполнена на  трехмерной модели 
НА  вируса гриппа дикой утки A/WDK/JX/12416/2005 
(H1N1) (PDB  ID: 3HTO), который наиболее близок 
по первичной структуре штамму 4970/H1. Вирусы раз-
личаются по 12 аминокислотным остаткам, которые 
расположены вне интересующего нас N‑концевого 
участка цепи HA1 (позиции 1–52/1–59). Мутация 
Asp35/52Asn, появившаяся в  адаптированном виру-
се 4970MA/H1, была внесена в  модельную молекулу 
(3HTO/52N) путем замены атома кислорода на атом 
азота с последующей коррекцией длины связи C–N.

В модели (PDB, 3HTO) отсутствуют 62 аминокисло-
ты на  C‑конце субъединицы HA2, соответствующие 

Таблица 2. Сродство вирусов 4970/H1 (H1N1) и 4182C/H5 (H5N3) и адаптированных к мышам вариантов к аналогам клеточных 
рецепторов птиц и человека

Вирусы
Сиалогликоконъюгаты ([Neu5Ac], мкМ)a

Аналог рецепторов птиц Аналог рецепторов человека
3’SL 3’SLN 6‑Su‑3’SLN 6’SL 6’SLN 6‑Su‑6’SLN

4970/H1 0.25 0.125 0.25 > 4 > 4 > 4
4970MA/H1 0.25 0.25 0.25 > 4 > 4 > 4
4182C/H5 0.25 0.063 0.5 > 4 > 4 > 4
4182C–MA/H5 0.25 0.125 0.25 > 4 > 4 > 4

aКонцентрация в пересчете на сиаловую кислоту (N‑ацетилнейраминовую кислоту), по данным одного из трех типичных экспериментов. 
Меньшее значение концентрации соответствует большему сродству вируса к сиалозиду.

Таблица 3. Мутации в вирусах гриппа 4970/H1 (H1N1) и 4182C/H5 (H5N3), возникшие при адаптации к мышам, и их предполагаемая 
роль

Вирусы, 
белки

Аминокислотный 
остаток в составе Локализация (функция) Ссылки

Подтип H1N1 4970 а 4970MAа

PB2 627Glu 627Lys
Домен 627 (возможный контакт с клеточными факторами хозяина, 
специфичность относительно вида хозяина, детерминанта патоген-
ности)

 [26] [27] 
[28]

HA1 35Aspb 35Asnb Стеблевой участок НА (конформационное изменение НА, проникно-
вение вируса в клетку)  [29]

Подтип H5N3 4182Cа 4182C–MAа

PB2 627Glu 627Lys См. выше  [26–28] 

PB1 113Val 113Ala Вне активного центра (транскрипция и репликация, точная роль 
участка 15–187 неизвестна)  [30, 31]

PB1‑F2 82Ser 82Pro

Неструктурный белок (индуцирует апоптоз в зависимости от типа 
клеток, возможно модулирует активность полимеразы PB1; 
специфичность относительно штамма вируса, вида хозяина и типа 
клеток) 

 [32] 

НА2 51Lys 51Arg Стеблевая часть НА (высококонсервативный участок, конформацион-
ное изменение НА, проникновение вируса в клетку)

 [25, 33, 
34]

NP 65Arg 65Lys 1–77 – область связывания с РНК
1–161 – домен взаимодействия с PB2  [35] [36]

NA 59Ser 59Ile Стеблевой участок  [37]
aПриведены обозначения вирусов согласно Таблице 1.
bНумерация HA по подтипу H3: позиция 35 соответствует позиции 52 в НА подтипа H1.
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трансмембранному домену, но  логично предполо-
жить, что этот фрагмент не  влияет на  способность 
белка изменять конформацию при низком значении 
рН, так как он недоступен для растворителя и, следо-
вательно, не подвержен протонированию.

Следует отметить, что в  оригинальном файле 
кристаллической структуры (PDB, 3HTO) представ-
лен один мономер НА, состоящий из  субъединиц 
HA1 и HA2, а модель тримера получена математиче-
ски – путем добавления двух копий мономера, повер-
нутых на +120° и –120° относительно оси тримера, и, 
следовательно, не полностью соответствует структу-
ре тримера в растворе. Чтобы приблизить математи-
ческие модели тримера 3HTO и мутанта 3HTO/52Asn 
к  наиболее вероятной конформационной форме 
в  естественных условиях, методами молекулярной 
динамики [22] мы минимизировали энергию моде-
лей в  водном растворе 0.15  М NaCl при рН 5.0. Так 
были получены модели НА в условиях, близких к фи-
зиологическим.

В программе PROPKA рассчитан заряд тримеров 
НА при разных значениях pH (Таблица 4). Из Табли-
цы 4 видно, что, несмотря на формальное увеличение 
электростатического заряда НА мутанта на +3 e в ре-
зультате замены Asp52Asn, его заряд при pH 5.0 ра-
вен +49.93  е, что заметно больше, чем заряд исход-
ного белка, равный +24.51 e. Логично предположить, 
что конформационный переход НА  индуцируется 
электростатическим отталкиванием, возрастающим 
по  мере увеличения заряда при закислении среды, 
поэтому ионизация мутантного HA/52Asn до заряда, 
сравнимого с зарядом исходного НА/52Asp, наступает 
при более высоком (около 6.0) рН. Таким образом, pH 
конформационного перехода НА  адаптированного 
к мышам варианта сдвинут в область более высоких 
значений относительно рН родительского вируса.
Эти расчеты согласуются с  эксперименталь-
ными данными, полученными для вирусов 
4970/Н1 и 4970MA/Н1 методом гемолиза эритроцитов 
(Таблица 1). Значения рН конформационного пере-
хода НА составили 5.0 и 5.5 соответственно. Мутация 
Asp52Asn в  НА  вируса 4970MA/Н1  привела к  сдвигу 
рН конформационного перехода HA на 0.5 единиц.

ОБСУЖДЕНИЕ

Два вируса гриппа подтипов H1N1 и H5N3, выделен-
ные от диких уток, не обладали патогенными для мы-
шей свойствами, но приобрели их после 7–10 серий-
ных пассажей через легкие мышей. В вирусе подтипа 
H1N1  в  результате адаптации мутации появились 
в  двух белках: HA (субъединица HA1, Asp35/52Asn) 

и  PB2 (Glu627Lys). В  вирусе подтипа H5N3  мутации 
были выявлены в шести вирусных белках: HA (субъе-
диница HA2, Lys52Arg), NA (Ser59Ile), PB2 (Glu627Lys), 
PB1 (Val113Ala), PB1‑F2 (Ser82Pro) и  NP (Arg65Lys). 
К  изменению вирулентности могут привести мута-
ции в любых вирусных белках, если они затрагивают 
функционально важные участки и сайты взаимодей-
ствия вирусных белков как между собой, так и с ви-
русной РНК и клеточными компонентами хозяина.

Поверхностный гликопротеин HA обеспечивает 
связь вирусной частицы с клеточными рецепторами 
и  проникновение вирусного генома в  цитоплазму 
клетки. Запуск инфекционного процесса начинает-
ся в  эндосоме клетки при закислении среды до  pH 
(pH‑перехода), при котором происходит необратимое 
изменение конформации HA (предварительно рас-
щепленного клеточной протеазой на  субъединицы 
НА1  и  НА2), которое приводит к  слиянию вирусной 
мембраны с клеточной мембраной внутри эндосомы, 
ее разрушению и  выходу вирусного генома в  цито-
плазму. Значение рН-перехода НА варьирует в зави-
симости от подтипа вируса гриппа и круга его хозяев 
[25]. Структура сайта активации (протеолитического 
расщепления) НА, расположенного на границе субъе-
диниц НА1 и НА2, считается основной детерминантой 
патогенности вирусов гриппа подтипа Н5 [33]. В ис-
следованных нами вирусах 4970/H1 и 4182/H5 в про-
цессе адаптации к  мышам в  молекуле HA не  пре-
терпели изменений ни  сайт протеолиза, ни  область 
взаимодействия с рецептором. Адаптированные ва-
рианты вирусов сохранили присущую родительским 

Таб лица 4. Влияние мутации Asp52Asn в HA вируса гриппа A/
WDK/JX/12416/2005 (H1N1) (PDB, 3HTO) на  изменение заряда 
молекулы HA при разных значениях рН

pH
Заряд молекулы, ea

HA/52Asp HA/52Asn
0.00 140.69 179.67
1.00 138.63 177.75
2.00 128.96 167.82
3.00 99.74 134.90
4.00 55.98 87.96
5.00 24.51 49.93
6.00 13.32 27.80
7.00 9.33 14.87
8.00 3.96 7.02
9.00 –6.12 –3.05

10.00 –36.84 –33.86
11.00 –86.00 –83.64
12.00 –128.94 –126.40
13.00 –159.93 –157.64
14.00 –179.60 –177.16

аe – элементарный заряд, соответствующий абсолютному значению 
заряда протона/электрона.
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вирусам специфичность к  клеточным рецепторам 
«птичьего» типа.

В адаптированном варианте 4182С–MA/H5  обна-
ружена мутация Lys51Arg в субъединице НА2, которая 
находится вблизи пептида слияния, примыкающего 
N‑концом к  сайту протеолитического расщепления. 
Аминокислота Lys51  инвариантна во  всех подтипах 
НА. Ионизируемые остатки вблизи пептида слияния 
могут быть важны для инициации конформационно-
го изменения HA, которое приводит к слиянию мем-
бран вириона и эндосомы на стадии проникновения 
вируса в клетку [25, 33, 34]. Появившаяся в НА вируса 
4182С–MA/H5 замена Lys51Arg не повлияла на значе-
ние рН конформационного перехода HA (Таблица 1), 
вероятно, вследствие того, что в данном случае поло-
жительно заряженный Lys заменен на положительно 
заряженный Arg.

Аминокислота в  позиции 35/52  в  субъединице 
НА1 вируса 4970/H1 расположена в верхней части сте-
блевого участка HA на границе с глобулярным доме-
ном HA, который находится с внешней стороны ли-
пидной оболочки вириона. По данным IRD (Influenza 
Research Database, http://www.fludb.org), в этой пози-
ции наблюдается полиморфизм. Так, в вирусах грип-
па птиц превалирует остаток Asp (95.3%), наличие 
Asn составляет 3.5%, а единичные изоляты содержат 
Gly или Ser. В  вирусах гриппа человека и  млекопи-
тающих также преобладает Asp (88.5–99.5%), зна-
чительно меньшую долю составляет Asn (0.4–11.3%) 
и крайне редко присутствуют Glu, Gly, His, Ser, Thr, Tyr 
или Val. Заметим, что в период с 2009 года по настоя-
щий момент в вирусах гриппа человека доля вирусов 
гриппа с Asn35 снизилась до 0.3%. Связь аминокисло-
ты в позиции 35 с видовой принадлежностью хозяина 
кажется маловероятной. Однако замена Asp35/52Asn 
в НА1 вируса 4970 МА/H1 приводит к изменению за-
ряда в этой позиции (понижение отрицательного за-
ряда). Учитывая, что это единственная замена в НА, 
логично предположить, что изменение значения рН 
конформационного перехода НА  в  адаптированном 
к мышам варианте по сравнению с родительским ви-
русом обусловлено именно этой мутацией.

Второй поверхностный гликопротеин NA пред-
ставляет собой фермент сиалидазу, который отще-
пляет остатки нейраминовой кислоты с  углеводных 
цепей на  поверхности клеток. Считается, что при 
выходе вирусных частиц из  клетки NA, разрушая 
рецепторы HA на поверхности клетки, облегчает от-
почковывание вирионов. Позиция 59  расположена 
в стеблевой части NA, соединяющей трансмембран-
ный домен на N‑конце с 1‑го по 29‑й аминокислот-
ный остаток (а. к. о.) и домен, называемый «головой», 

где находится каталитический центр фермента. Про-
странственная структура трансмембранного и  сте-
блевого доменов пока не  установлена [37]. Именно 
в  этой области NA подтипа N1  высокопатогенных 
вирусов гриппа H5N1  встречаются делеции разной 
длины (от  15  до  22  а. к. о.), которые ассоциирова-
ны с  повышенной вирулентностью [39]. В  позиции 
59 преобладает аминокислотный остаток Ser (94.2%), 
крайне редко встречаются Asn (1.9%), Gly и  Thr 
(0.8% и 0.4% соответственно). Идентифицированная 
нами мутация Ser59Ile, появившаяся в  NA варианта 
4182C–MA/H5, уникальна.

Белок NP покрывает все 8  сегментов вирусного 
РНК-генома, образуя с  ними рибонуклеопротеиды 
(РНП), в  каждый из  которых входят и  белки поли-
меразного комплекса: PB2, PB1  и  PA, – присутствие 
которых необходимо для репликации вирусной 
РНК. Мутация Arg65Lys в NP вируса 4182C–MA/H5 рас-
положена в  N‑концевой части молекулы  – между 
двумя доменами, образующими бороздку, где про-
исходит связывание РНК. Поверхность бороздки вы-
стлана несколькими положительно заряженными 
остатками Arg, среди которых находится и Arg65. Эти 
остатки высококонсервативны в вирусах гриппа A, B 
и C [35]. Как ранее показано Li с соавторами [36], за-
мена Arg65Ala в молекуле NP, то есть положительно 
заряженного аминокислотного остатка на нейтраль-
ный, существенно не влияла на ферментативную ак-
тивность полимеразного комплекса. Обнаруженная 
нами замена Arg65Lys (обе положительно заряжен-
ные аминокислоты) в  4182C–MA/H5, скорее всего, 
не влияет на характер взаимодействия NP с РНК. В ре-
зультате проведенного скрининга по  аминокислот-
ному остатку в позиции 65 белка NP вирусов гриппа 
по базе данных IRD мы обнаружили, что во всех виру-
сах гриппа птиц, за редким исключением, это место 
занимает Arg. В  вирусах гриппа человека подтипов 
H1, H2  и  разных подтипов вирусов млекопитающих 
также в  позиции 65  белка NP находится Arg. Заслу-
живают внимания вирусы гриппа человека подтипа 
H3N2, которые появились в 1968 году и до 1992 года 
имели только NP с Arg65. Замена Arg65Lys появилась 
в 1993 году и к 1997 году стала преобладать, а в после-
дующие годы совсем вытеснила Arg в этой позиции. 
Около 20 000 изолятов вируса гриппа содержат Lys65. 
Среди них вирусы гриппа человека исключитель-
но подтипа H3N2, несколько изолятов того  же под-
типа от  свиней и  собак; небольшая группа вирусов 
H1N1 и H1N2, выделенных от людей и собак, а также 
5  штаммов H7N7, выделенных от  лошадей в  1956–
1966  гг. Присутствие мутации Arg65Lys в  вирусах 
H3N2  человека может быть не  только связано с  их 
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адаптацией к  организму хозяина, но  и  обусловлено 
определенным сочетанием (сцепленностью) белков 
в  вирусах этого подтипа. Таким образом, мутацию 
Arg65Lys в белке NP вируса гриппа можно считать ус-
ловно адаптационной к млекопитающим.

Белки PB1, PB2 и PA образуют полимеразный ком-
плекс вируса гриппа, выполняющий транскрипцию 
и репликацию вирусной РНК в ядре хозяйской клетки 
[26, 30]. В белке PB1 находится каталитический центр 
фермента полимеразы. Роль гомологичной заме-
ны Val113Ala в PB1 варианта 4182C–MA/H5 не совсем 
понятна. Аминокислота в позиции 113 не входит в со-
став консервативных мотивов, формирующих актив-
ный центр фермента. На трехмерной структуре (PDB: 
4WSB) она расположена в  середине гетеротримера, 
где просматривается небольшая полость, экраниру-
емая выступающими частями полимеразного ком-
плекса. По данным IRD, в этой позиции наблюдается 
полиморфизм с  преобладанием трех аминокислот-
ных остатков: Val, Ile, Ala – и крайне редко встреча-
ются Phe, Thr, Leu, Ser, Met. Соотношение домини-
рующих аминокислот (Val, Ile, Ala) в вирусах гриппа, 
выделенных от  птиц, человека и  свиньи за  период 
с 1918 по 2021 гг., существенно различается в зависи-
мости от вида хозяина. В вирусах гриппа птиц чаще 
встречается Val (72.4%), затем Ile (27.2%) и Ala (0.1%), 
в вирусах человека примерно в равной степени при-
сутствуют две аминокислоты, из которых Ala (50.5%) 
ненамного превосходит Val (47.6%), а в вирусах сви-
ней преобладает  Ile (65.9%), Val (32.3%) встречается 
примерно в  два раза реже, а  Ala наблюдается лишь 
в  0.4%. Не  исключено, что в  адаптированном к  мы-
шам вирусе 4182C–MA/H5 мутация Val113Ala связана 
с адаптацией к клеточным факторам нового хозяина, 
которые вирус использует на  определенных этапах 
своего жизненного цикла.

Неструктурный белок PB1‑F2  кодируется тем  же 
сегментом, что и белок PB1, в результате сдвига рам-
ки считывания на +1 нуклеотид. По данным разных 
авторов, PB1‑F2  обладает плейотропным действи-
ем: может (1) индуцировать апоптоз в  зависимости 
от  типа клеток, (2) стимулировать воспаление и  (3) 
влиять на  активность вирусной полимеразы, взаи-
модействуя с субъединицей PB1. Эти свойства белка 
PB1‑F2 обычно рассматривают в аспекте патогенно-
сти, но  четкого понимания этой взаимосвязи пока 
нет. Некоторые эффекты PB1‑F2  являются спец-
ифичными для штамма, хозяина и типа клеток [32]. 
В этой связи роль мутации Ser82Pro в PB1‑F2 вируса 
4182C–MA/H5 неясна.

Белок PB2  также входит в  состав гетеротриме-
ра вирусной полимеразы (PB2, PB1  и  PA). Природа 

аминокислотного остатка в  позиции 627  зависит 
от  вида хозяина. В  вирусах гриппа птиц это Glu, 
а  в  вирусах человека и  других млекопитающих  – 
Lys [27]. При адаптации вирусов «птичьего» проис-
хождения к мышам и хорькам Shi с соавторами [40] 
обнаружили мутацию Glu627Lys. Остаток Lys в  по-
зиции 627 находили и в высокопатогенных вирусах 
гриппа птиц H5N1 и H7N9, изолированных от людей 
[40, 41]. Замену Glu627Lys считают адаптационной. 
Позиция 627  расположена в  С‑концевой части бел-
ка PB2  – в  домене, который так и  называют «до-
мен‑627» (538–693  а. к. о.),  – и  находится в  тесном 
контакте с соседним доменом сигнала ядерной ло-
кализации (NLS-домен, 694–741 а. к.о.), который вза-
имодействует с импортином хозяйской клетки, что-
бы транспортировать вирусные РНП из цитоплазмы 
в ядро [26]. Пока нет четких данных о том, с какими 
факторами хозяина, напрямую или опосредованно, 
связан домен‑627 и каков механизм их взаимодей-
ствия. По разным предположениям, это могут быть 
белки семейства импортинов [26], регулятор транс-
крипции ANP32A [42, 43] и другие [44].

Ранее Yamayoshi с соавторами [28] обнаружили, что 
замена Glu627Lys в  белке PB2  вирусов гриппа птиц 
приводит к усилению полимеразной активности, эф-
фективности репликации и  повышению вирулент-
ности при культивировании вирусов в  клетках мле-
копитающих и  в  опытах на  мышах. В  нашей работе 
также показано, что адаптация вирусов гриппа диких 
птиц, 4970/H1 и 4182/H5, к мышам ведет к появлению 
мутации Glu627Lys в  PB2  и  повышению вирулентно-
сти. Не  исключено, что ведущую роль в  изменении 
вирулентности исследованных нами вирусов гриппа 
H1  и  H5  играет именно эта аминокислотная замена. 
Из  анализа мутаций, обнаруженных в  других белках 
этих вирусов (см. выше), следует, что их вклад в изме-
нение вирулентности, скорее всего, менее значителен.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Подводя итог, можно заключить, что в лабораторных 
условиях удалось за 7–10 пассажей адаптировать ви-
русы гриппа подтипов H1 и H5, выделенные от диких 
уток, к  размножению в  легких мышей. Изначально 
апатогенные для мышей вирусы изменили фенотип 
на  патогенный. Адаптированный к  мышам вирус 
гриппа подтипа H1, 4970 МА/H1, оказался более ви-
рулентным, чем 4182C–MA/H5, несмотря на меньшее 
количество приобретенных мутаций. Так, в  резуль-
тате 9  пассажей изолята 4970/H1  в  легких мышей 
возникло только две мутации в  двух вирусных бел-
ках (Glu627Lys в PB2 и Asp35/52Asn в HA1), которые, 
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по-видимому, и  привели к  возрастанию вирулент-
ности. В  то  же время в  вирусе гриппа подтипа H5, 
4182C/H5, в результате 10 пассажей через легкие мы-
шей появились мутации в шести белках; из них три: 
Lys51Arg в НА2, Ser59Ile в NA и Ser82Pro в PB1‑F2 – ока-
зались уникальными, тогда как остальные: Glu627Lys 

в PB2, Arg65Lys в NP и Val113Ala в PB1, – скорее все-
го, носят адаптационный характер. Общей для обоих 
адаптированных к мышам вирусов гриппа подтипов 
H1 и H5 оказалась замена Glu627Lys в белке PB2, кото-
рая давно признана адаптационной мутацией и де-
терминантой патогенности.
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