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целью исследования явился сравнителиый биоинформационный анализ продуктов трансляции генов rtxA 
штаммов V cholerae разных серогрупп, выделенных от больных и из объектов окружающей среды. материалы 
и методы. использовано 32 штамма из коллекции Ростов^ого противочумного института. секвенирование д н к  
проводили на платформе MiSeq (Illumina), для анализа и идентифицации генов использовали программы BioEdit
7.2.5, BLASTN 2.2.29, BlasJ,, Vector NTI Advance 11. результаты и обсуждение, гены rtxA ив ченных штаммов 
представлены множеством аллелей. AlignX-анализ продугаов их трансляции позволил разделить 32 белка на три 
отдельных кластера. Первый включал близкие прототипу белки штаммов 0 1  и не01/не0139, эторой -  только 
не01/не0139, третий -  0139. Blastp-анализ показал, что белки первого кластера сохранили все харагаерные для 
MARTX домены -  ACD (актин-связывающий), RID (инактивирующий ГТФазу), CPD (цистеиновой протеазы) и 
ABH (ал>фа-бета гидролаз), что свидетельствует о вероятности проявления ими типигной активности. у  трех 
штаммов обнаружен новый домен Hia (предполагаемого фактора адаптации). в  беж ах второго кластера отсут
ствовал ACD, но сформировался дополнительный RID; в д к х  из них ответствовал и ABH, но у одного появился 
домен ١ДР2 (модификатора G-агаина), а у второго -  Hia. د  данные согласуются с предположением j. Dolores, 
K.J.F.Satchell (2013) о возможном «преображении» актимодулятора MARTX в токсины с иными механизмами 
действия. Белки вибрионов 0139 серогруппы имел! все специфигные домены, кроме ACD. Для ряда выявленных 
нами измененных белков в NCBI найдены полные гомологи, принадлежащие штаммам из других регионов мира. 
присутствие сходных детерминант в геномах штаммов различного происхождения указывает на неслучайный ха- 
рагаер их сохранения. Не исключено, что отдельные штаммы «специально» изменжот эти гены либо полностью 
выклочают синтез высокомолекулярного токсина в целях энергосбережения.
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P̂ĉ1̂̂؛ ĉ١̂-̂ ĉ r̂ -̂ Dĉn Research Anti-Pla؛Be Institute, Rostov-on-Don, RusstanFeder^atton

Abstract. Objective of the investigation was a comparative bioinformatics analysis of rtxA gene translation prod
ucts of Vibrio cholerae strains isolated from patients and environmental objects. Materials and methods. 32 Vibrio 
cholerae strains from the Rostov-on-Don Research Anti-Plague Institiite collection were used. DNA sequencing was 
conducted on the MiSeq platform (Illumina), gene identification and analysis was carried out by means of BioEdit
7.2.5, BLASTN 2.2.29, Blastp, Vector NTI Advance 11 software programs. Results and conclusions. The rtxA genes of 
the studied strains were represented by multiple alleles. AlignX-analysis o f their deduced products divided 32 proteins 
into 3 separate clusters. The first one included proteins of 0 1  and nonO1/nonO139 strains similar to the prototype, the 
second -  non01/non0139 only, the third -  0139. B lasJianalysis revealed that the proteins of the first cluster retained 
all domains characteristic of MARTX -  ACD (actin cross-linking), RID (Rho GTFase inactivation), CPD (cysteine 
protease) and ABH (alpha-beta hydrolase) which evidences the probability of manifestation of the typical activity. In 3 
strains a new Hia domain (of putative adaptation factor) was detected. The proteins of the second cluster lacked ACD 
but formed an additional RID; two of which lacked ABH too, but in one, VIP2 domain (of actin modification) appeared 
and in another -  Hia. These data are in accordance with the presumption of j. Dolores, K.J.F. Satchell (2013) on the pos
sible converting of actinomodulator MARTX into toxins with other mechanisms of action. The proteins of 0139 vibrios 
shared all specific domains except from ACD. For a number of altered proteins revealed by us ftill homologues were 
found in  NCBI gene bank, belonging to isolates from other regions of the world. The presence of similar determinants 
in  the genomes of strains of different origin points to non-occasional character of their conservation. It is possible that 
certain strains “deliberately” alter those genes or switch off the synthesis of the high-molecular toxin completely with a 
view to energy-saving.
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противочумного института. Гены rtxA иденти
фицировали с помощью программ BioEdit 7.2.5 
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit) и BLASTN 2.2.29 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) в «черновых» полных 
геномах этих штаммов, секвенированных нами на 
платформе MiSeq (Illumina) согласно прилагаемому 
протоколу. трансляцию генов осуществляли в про
грамме Vector NTI Advance 11 (Invitrogen), начиная с 
кодона ATG (40-43), а не с начального GTG, посколь
ку экспериментально доказано, что именно ATG яв
ляется истинно стартовым в rtxA [6]. для анализа бел
ков использовали программы AlignX (Vector NTI) и 
Blastp (h^://blast.ncbi.nlm.nih.g٠v). прототипом слу
жила аминокислотная последовательность MARTX 
референс-штамма N16961; в ходе анализа добавлена 
таковая штамма нАГ-вибриона нЕ-09 (EGS58021). 
список штаммов и номера (ID) нуклеотидных по
следовательностей rfcA, депонированных нами в 
NCBI GenBank, представлены в таблице.

Результаты и обсуждение

у  изученных штаммов ген rtxA представлен 
множеством аллелей, существенно отличающихся 
от прототипа. несмотря на то, что далеко не все SNP 
оказались миссенс-мутациями, продукты также раз
личались по аминокислотному составу вследствие 
наличия в генах вставок, делеций и замен целых 
групп нуклеотидов разной длины, иногда сопрово
ждающихся сдвигом рамки считывания. н а  рис. 1 
показана дендрограмма, отражающая это разнообра
зие. н а  ней 32 белка сгруппировались в три доста
точно далеко отстоящих друг от друга кластера.

в  первый попали белки всех шести штаммов о1 
серогруппы и 14 нАг-вибрионов, более или менее 
близкж прототипу (продукт^ rtxAl), из них четы
ре (три нетоксигенных штамма о1 и единственный 
токсигенный нАГ-вибрион 16150) были с ним осо
бенно сходны, отличаясь лишь отдельными замена
ми аминокислотных остатков (аа). согласно клас
сификации J.Dolores, K.J.F.Satchell [6], два штамма
01 серогруппы 13169 и 18963 -  содержали аллель 
гена rtxA8, 16150 -  rtxA6, 17920 -  отлютный от всех 
известных. при этом (таблица) у всех штаммов о1 
и девяти не01/не0139 серогрупп продукты имели 
«нормальную» длину 4545 аа, у одного содержали 
один и у трех два «лишних» аа, а еще у одного белок 
был укорочен до 4030 аа вследствие образования в 
гене «преждевременного» стоп-кодона. у  штамма 
17751 в результате делеции 16 п.н. (2015-2030) обра
зовалось две ORF -  первая (1980 п.н.) представляла 
собой усеченный из-за «преждевременного» стоп
кодона rtxA; вторая (11640 п.н.), локализованная на
2 п.н. ниже первой, начиналась с GTG и была на 
98 % идентична дистальной части прототипа.

MARTX семь штаммов нАГ-вибрионов обра
зовали значительно удаленный кластер. Из них пять 
белков (таблица) состояли из 4525 аа, два еще силь
нее укорочены (4343 и 4407 аа) за счет несколько

высокомолекулярный цитотоксин MARTX 
(multifiinctional autoprocessing repeats-in-toxin), ко
дируемый геном rtxA в составе RTX-кластера, яв
ляется одним из факторов патогенности холерных 
вибрионов, обездвиживающим макрофаги и спо
собствующим колонизации кишечника [6, 7, 11, 12]. 
Молекула MARTX содержит ряд активных доменов, 
необходимых для проявления биологической актив
ности: ACD (актин-связывающий), RID (инактиви
рующий ГТФазу), CPD (цистеиновой протеазы) и 
ABH (альфа-бета гидролаз) [5-7]. Ранее J.Dolores, 
K.J.F.Satchell [6] показали, что ген rtxA имеет не
сколько аллелей даже у токсигенных штаммов, а у 
нетоксигенных отличается крайней гетерогенно
стью, заключающейся в огромном количестве нукле
отидных полиморфизмов (SNP). Среди продуктов 
измененных генов выявлено два утративших ACD, 
но в результате генных перестроек у одного сформи
ровался домен аденилат-циклазы (ExoY), у второго -  
потенциальный домен АдФ-рибозилазы (Vip2), что 
могло привести к «преображению» актимодулятора 
MARTX в токсины с иными механизмами действия. 
известно также, что распространившиеся в послед
нее время наиболее эпидемически опасные штаммы 
(такие как гаитянские) содержат укороченный за 
счет образования преждевременного стоп-кодона ал
лель rtxA4, продукт которого лишен биологютеской 
активности по отношению к эукариотическим клет
кам [6]. напротив, у нетоскигенных штаммов он мо
жет выступать в качестве самостоятельного фактора 
патогенности [6, 11].

в  России и ряде бывших республик СССР возбу
дителями острых кишечных инфекций (ОКИ) чаще 
являются штаммы не01/не0139 серогрупп (нАГ- 
вибрионы). в  частности, на протяжении полувека 
они периодически вызывают ОКИ на территории 
Ростовской области, а в текущем столетии -  и в ре
спублике Калмыкия [2]. Реже регистрируются слу
чаи ОКИ, вызываемые нетоксигенными штаммами 
0 1 серогруппы [4], а из объектов окружающей среды 
(ООС) они выделяются постоянно на всей террито
рии страны [1, 4]. Изучение отдельных факторов па
тогенности и персистенции позволит выявить среди 
них наиболее значимые и оценить их потенциаль
ную опасность, а также способность к сохранению 
и распространению.

Целью настоящего исследования явился срав
нительный бионформационный анализ продуктов 
трансляции генов rtxA штаммов V. cholerae разных 
серогрупп, выделенных от больных и из объектов 
окружающей среды.

М атериалы и методы

Объектами исследования служили 24 клини
ческих штамма V cholerae (22 п٠п01/нє0139 и два 
О1 серогруппы); четыре штамма О1 и два -  О139 
серогрупп, выделенные из водных ООС. Их получи
ли из коллекции музея живых культур Ростовского
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Рис. 1. Д ендро^аиа, построежая по ре
зультатам AlignX-анализа продуктов гена 
rtxA холертк вибрионов 

Fig. 1. Tree diagram conshucted on the basis 
of AlignX-analysis of Vibrio cholerae rtxA 
gene products

сти как факторов адаптации к разным экологтеским 
нишам [8]. интересно, что один из этих штаммов 
(434) был представителем клонального комплекса, 
распространившегося в поверхностных водоемах 
Сочи и его окрестностей в 2015 г., а второй, практи
чески иденттный первому (19308) -  его вероятным 
предшественником, занесенным с другой террито
рии. Ранее нами показано, что оба обладают гена
ми таких факторов персистенции как Cholix-токсин 
(ChxAI) и уникальный вариант CHO-удлиняющего 
фактора Ceffi3 [3, 4]. Возможно, с их продукцией и 
связано необычно широкое распространение и до
вольно длительное существование указанного клона 
в о о с  (как и трехлетнее сохранение штамма 19308). 
обнаружение в MARTX нового домена Hia позво
ляет предположить, что токсин приобрел дополни
тельные свойства фактора персистенции, хотя это 
предположение требует экспериментальной провер
ки. Представленные в NCBI штаммы с точно таким 
же белком MARTX (OEJ09502, OFI90406, OFI95037, 
OFJ06666, OFJ11820) выделены в Гуаме и США из 
водных о о с  в 1974, 1977 и 1986 гг. Как показал 
дополнительно проведенный Blastp-поиск, все они 
обладали ChxA и Cef, высоко гомологичными либо 
идентичными таковым наших штаммов.

В молекулах белков всех семи НАГ-вибрионов 
второго кластера отсутствовал ACD и появился до
полнительный RID. Утрата ACD свидетельствует 
в пользу соответствующей потери типичной для 
MARTX активности; смысл формирования второго 
RID неясен, хотя в прототипном белке он сдвигает 
равновесие между F- и G-актином (соответственно 
полимерной и мономерной формы) в пользу послед
него, который затем ковалентно связывается за счет

протяженных делеций и вставок внутри кодирую
щих генов. При этом у штамма 19260 наблюдалась 
картина, аналогичная таковой 17751: первая ORF 
усечена до 453 п.н., вторая (13032 п.н., ниже первой 
на 183 п.н.) начиналась с GTG. Поскольку резко уко
роченные продукты первых ORF обоих штаммов не 
могли сохранить какую-либо активность, при анали
зе мы использовали продукты вторых (дистальных) 
ORF, хотя их способность к экспрессии пока неиз
вестна. И денттные белки двух штаммов 0139 серо
группы были ближе таковым НАГ-вибрионов, хотя и 
образовали на дендрограмме отдельный кластер.

Результаты Blastp-анализа показали, что белки 
всех штаммов первой группы сохранили все харак
терные для MARTX домены, хотя и не полностью 
идентичные прототипу. один из них (штамма 950) 
показан на рис. 2. Это свидетельствует в пользу воз
можности проявления ими актиномодулирующей 
активности, кроме MARTX штамма 19093, потеряв
шего 516 С-концевых аа. Это заключение следует из 
того факта, что MARTX некоторых геновариантов 
V. cholerae 01 (продукт аллеля rtxA4), укороченный 
всего на 12 аа, несмотря на сохранение интактных 
доменов полностью утрачивает биологическую ак
тивность по отношению к эукариотическим клеткам 
[6]. У одного штамма НАГ-вибриона (12250) и двух 
о1 серогруппы (434 и 19308) также сформировался 
новый домен Hia (рис. 2), ранее не выявленный у 
холерных вибрионов и характерный для поверхност
ных белков, в частности, для адгезинов иерсиний и 
моракселл (факторов патогенности) и сходных с ними 
белков множества других бактерий, выделяемых как 
из клинтеского материала, так и из о о с ,  что послу
жило основанием для предположения об их значимо
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Рис. 2. Активные дометі в MARTX не
которых штаммов холертк вибрионов. 
Дометі ACD, RID, CPD, ABH, MP2 и 
Hia описанні в тексте; Ca2+-binding и TolA, 
ф утц™  которой в MARTX не установле
ны, показаті для дополнения общей кар
тины л о катзац п  доменов 

Fig. 2. Active domains in MARTX of some 
Vibrio cholerae sttains. ACD, RID, CPD, 
ABH, MP2 and Hia domains are described in 
the text; Ca2+-binding and TolA -  which func
tions are unidentified in MARTX -  given to 
complete the overall pichire of domain local
ization

холерных вибрионов крайне вариабельны, хотя часть 
из них, вероятно, сохраняет актимодулирующую ак
тивность. Другая же часть, возможно, приобретает 
иные свойства, характерные для факторов патоген
ности либо персистенции. Полученные нами данные 
позволяю лишь сделать предположения на этот счет 
и требуют экспериментальной проверки, поскольку 
идентификация in silico потенциальных доменов в 
первичной структуре белков еще не является дока
зательством их формирования в конечном трехмер
ном продукте и проявления какой-либо связанной с 
ними активности. Однако присутствие сходных по 
своей структуре детерминант в геномах штаммов, 
выделенных в разное время на разных территориях, 
указывает на неслучайный характер их сохранения и 
налотие определенного биологического смысла. Мы 
также не исключаем, что отдельные штаммы «спе
циально» изменяю эти гены с сохранением функ
ций их продуктов или без сохранения (как это имеет 
место у геновариантов, содержащих аллель rtxA4 
[6]), либо полностью выключают синтез высокомо
лекулярного токсина в целях энергосбережения и ис
пользуют для реализации патогенетического потен
циала другие факторы, продукция которых требует 
меньших энергетических затрат.
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