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Метою даної роботи було конструювання плазміди, здатної експресувати глікопротеїн В вірусу хвороби 
Марека. Для цього було проведене біоінформатичне моделювання експресуючої плазміди, яка мала 
структуру: pUC19 – сайт пізнавання BamHI – промоторна ділянка гена γ-інтерферону курки – сайт 
пізнавання SalI – ген глікопротеїну В – сайт пізнавання HindIII – pUC19. Були розраховані системи 
праймерів для ампліфікації промоторної ділянки гена γ-інтерферону курки та гена глікопротеїну В. В 
результаті була сконструйована плазміда pUC_gB – компонент ДНК-вакцини проти хвороби Марека. 
Шляхом секвенування плазміди показано автентичність нуклеотидних послідовностей протективного 
антигену глікопротеїну В штаму JM-UA вірусу хвороби Марека та встановлено його ідентичність іншим 
штамам І серотипу вірусу хвороби Марека. 
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Целью данной работы было конструирование плазмиды, способной экспрессировать гликопротеин В 
вируса болезни Марека. Для этого было проведено биоинформатическое моделирование 
экспрессирующей плазмиды, которая имела структуру: pUC19 – сайт узнавания BamHI – промоторный 
участок гена γ-интерферона курицы – сайт узнавания SalI – ген гликопротеина В – сайт узнавания HindIII – 
pUC19. Были рассчитаны системы праймеров для амплификации промоторного участка гена 
γ-интерферона курицы и гена гликопротеина В. В результате была сконструирована плазмида pUC_gB – 
компонент ДНК-вакцины против болезни Марека. Путем проведенного секвенирования плазмиды была 
показана аутентичность нуклеотидных последовательностей протективного антигена гликопротеина В 
штамма JM-UA вируса болезни Марека и установлена его идентичность другим штаммам І серотипа 
вируса болезни Марека. 
 
Ключевые слова: вирус болезни Марека, ДНК-вакцина, гликопротеин В. 
 
Design of the plasmid pUC_gB – a component of DNA vaccine against Marek's 

disease virus 
O.S.Solodiankin 

 
The aim of this work was to obtain the plasmid for expression of glycoprotein B of Marek’s disease virus. This 
investigation included the bioinformatics study of expression plasmid. It has the structure: pUC19 – recognition 
site of BamHI – promoter region of chicken γ-interferon gene – recognition site of SalI – glycoprotein B gene –
recognition site of HindIII – pUC19. The primers for cloning promoter regions of chicken γ-interferon gene and 
glycoprotein B were designed. As the result the plasmid pUC_gB was constructed – as a component of DNA 
vaccine against Marek's disease. It was shown an authenticity of sequences of protective antigen glycoprotein B 
of Marek's disease virus JM-UA strain by sequencing of the obtained plasmid. The identity to the other strains of 
serotype I of Marek's disease virus was determined. 
 
Key words: Marek's disease virus, DNA vaccine, glycoprotein B. 
 
Вcтуп 
ДНК-вакцинація сьогодні займає чільне місце в системі інноваційного розвитку заходів та 

засобів превентивного спрямування при інфекційних патологіях в медицині та ветеринарії (Воробьев и 
др., 2005). 

На сьогоднішній день у якості векторів для генної терапії застосовують реовіруси, аденовіруси, 
герпесвіруси та невірусні вектори, а саме бактеріальні та дріжджові плазміди. Незважаючи на високу 
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трансдукційну ефективність вірусних векторів, вони мають такі недоліки, як високий ризик інсерційного 
мутагенезу, цитопатичну дію, ймовірну непередбачуваність створеної системи та високу економічну 
витратність щодо створення і використання в біотехнологічних регламентах (Богданенко и др., 2000; 
Black, 2003). 

Бактеріальні артефактні хромосоми з інтегрованими генами вірусів тварин і людини 
демонструють стабільну експресію в еукаріотичних клітинах впродовж тривалого періоду (до 150 діб), 
у залежності від характеру векторного промотору та локалізації трансформованих клітин. При цьому 
конструкції є біологічно безпечними, оскільки не мають інвазивних властивостей та повністю 
утилізуються ферментними системами акцептора після закінчення їх фармакобіологічного впливу 
(Black, 2003). 

Враховуючи переваги ДНК-вакцин, на теперішній час започатковані широкомасштабні розробки 
у напрямку їх створення, випробування та впровадження. Одна із сучасних проблем, яка потребує 
рішення на рівні вакцин нового покоління – це геноімунізація птиці проти хвороби Марека, одного з 
найбільш поширених необластичних захворювань птиці (Cui et al., 2009). Вона є альтернативою 
використанню вірус-вакцини, забезпечуючи надійну імунну відповідь за рахунок отримання популяції 
лімфоцитів (вони є клітинами-мішенями для вірусу), яка конкурентним типом взаємодії сигналізує про 
інфекцію та не дає змоги польовому вірусу інфікувати організм птиці. 

Серед поверхневих антигенів вірусу хвороби Марека найбільш привабливим з точки зору 
використання у генно-інженерних конструкціях вважається глікопротеїн В (gB).  

Антиген gB являє собою комплекс трьох глікопротеїнів, gp 100, gp 60 та gp 40, що локалізується 
у цитоплазмі та в мембрані інфікованих клітин. Цей антиген індукує секрецію основної маси 
специфічних антитіл, що забезпечує гуморальну імунну відповідь при хворобі Марека (Niikura et al.,  
1992). 

Враховуючи все це, у представленій роботі була визначена для вирішення задача 
конструювання плазмідного вектора, що здатний експресувати глікопротеїн В вірусу хвороби Марека у 
клітинах птиці.  

 
Матеріали та методи 
Множинне вирівнювання послідовностей та біоінформатичний аналіз нуклеїнових кислот 

проводили із застосуванням програми BіoEdіt versіon 7.0.0. Для розрахунків векторної конструкції були 
використані нуклеотидна послідовність γ-інтерферону курки, описана P.Kaiser et al., та нуклеотидна 
послідовність гена gB (Kaiser et al., 1998). Розрахунки праймерів проводили за допомогою програми 
AmplifX. Дизайн векторної конструкції здійснено за допомогою програми Clone Manager 7. Екстракцію 
геномної ДНК проводили сорбентним методом за методикою Boom et al. (1990).  

Як джерело ДНК використовували розплодку штаму JM вірусу хвороби Марека в 
первиннотрипсинізованій культурі фібробластів курячих ембріонів (Стегній та ін., 2006). 
Трансформацію клітин проводили за допомогою комерційного набору фірми Fermentas. Виділення 
плазмід проводили методом, запропонованим Lee and Rasheed (1990). 

Визначення кількісних показників ДНК проводили спектрофотометричним методом за довжини 
хвилі 260 нм (Маниатис и др., 1984). Для визначення оптичної щільності плазмідну ДНК розводили в 
100 разів дистильованою водою. Кількість ДНК визначали за формулою: С[µg/ml] = А260 × K, де С – 
концентрація ДНК, А260 – оптична щільність за довжини хвилі 260 нм, К – коефіцієнт перерахунку (К є 
константою для розчинника, для дистильованої води він складає 38,1).  

ПЛР проводили за допомогою комерційних наборів фірми Fermentas. Концентрація праймерів 
складала 100 пМ на 25 мкл реакційної суміші. Електрофоретичний аналіз проводили в 1%-ому 
агарозному гелі при напруженості 12 В/см. 

Секвенування проводили з використанням праймерів gBX F й gBX R. Хімічний сиквенс був 
проведений з використанням комерційних наборів AbіPrіsm Terminator Kit (Applied Biosystems). 
Електрофоретичний аналіз продуктів реакції був здійснений на ДНК-аналізаторі ABІ-3000 (AbіPrіsm) на 
базі центру секвенування GenoMed (Варшава, Польща). Корегування сиквенсу проводили за 
допомогою програми BіoEdіt. 

 
Результати досліджень 
Як основа для майбутньої конструкції векторної системи нами була обрана багатокопійна 

синтетична плазміда pUC19 (Yanisch-Perron et al., 1985), що несе ген резистентності до ампіциліну та 
має полілінкер із сайтами рестрикції EcoRI–SacI–KpnI–SmaI–BamHI–XbaI–SalI–PstI–SphI–HindIII в LacZ 
опероні.  
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Аналіз структур генів, вибраних для клонування, показав відсутність у їх складі сайтів пізнавання 
ендонуклеазами BamHI, SalI та HindIII, що дозволило запропонувати наступну конструкцію вектору: 
pUC19 – сайт пізнавання BamHI – промоторна ділянка гена γ-інтерферону курки – сайт пізнавання SalI 
– ген глікопротеїну В – сайт пізнавання HindIII – pUC19.  

Після аналізу послідовності синтетичної фьюжн-вставки промоторна ділянка гена γ-інтерферону 
курки – ген глікопротеїну В стосовно правильного зчитування триплетного коду відносно сайту ініціації 
транскрипції нами були розраховані праймери, до 5′-кінців яких були додані сайти пізнавання 
ферментами рестрикції (табл. 1). 

Отримана модель вектору представлена на рис. 1. 
Для ампліфікації промоторної ділянки гена γ-інтерферону курки з культури фібробластів курячих 

ембріонів нами була екстрагована сумарна ДНК сорбентним методом.  
Оптимальна температура відпалу праймерів на ДНК-матриці склала 55°С, час денатурації, 

відпалу праймерів та елонгації – 60 сек., кількість циклів – 35. 
У результаті нами був отриманий фрагмент розміром приблизно 725 п.н., що співпадав з 

попередніми теоретичними розрахунками (рис. 2). 
 

Таблиця 1. 
Олігонуклеотиди для клонування гена глікопротеїну В та промоторної ділянки гена 

інтерферону курки 
 

Назва праймера Нуклеотидна послідовність 
5'  3' 

gB F    
gB R    
promotоr F  
promotor R  

GTCGACTAAGATCATCTCACTAT 
AAGCTTGTTACACAGCATCATCTTCT 
GGATCCAACTTCAGCCATTGTCAG 
GTCGACCTCAGTGAGCTTCAGCTTCTA 

 

pUC_gB

5995 bps

1000

2000

3000

4000

5000

SapI

BseYI

AhdI
BsaI
BpmI

XmnI

AatII
ZraI

EcoO109I
BstAPI

BbeI
KasI
NarI
SfoI

EcoICRI
SacI
Acc65I
KpnI
SmaI
XmaI

Bpu10I
BsaAI

BbsI
SalI

XbaI
DraIII

ClaI
Bst1107I

MunI
MscI

BtgZI
EcoRV
PshAI

BmgBI
BsrGI
BstXI
SphI
BstBI

Tth111I
BclI

Eco47III
BsgI

BmtI
NheI

HindIII
AflII

SacII

pUC

INF-G-PROM

gB

 
Рис. 1. Карта плазміди pUC_gB, що несе ген глікопротеїну В 
 
Реакцію ампліфікації гена глікопротеїну В проводили із сумішшю Taq та Pfu полімераз, 

виробництва фірми Fermentas.  
При оптимізації режиму ампліфікації отримати продукт нам вдалося лише при поєднанні 

Touchdown-PCR та Long-PCR протоколів. В результаті нами був запропонований наступний протокол 
ампліфікації: 3 цикли з температурою відпалу праймерів 60°С, 3 цикли з температурою відпалу 
праймерів 57°С, 3 цикли з температурою відпалу праймерів 53°С, 25 циклів з температурою відпалу 
праймерів 50°С, час елонгації в усіх циклах складав 180 сек., температура 70°С. 

Результати ампліфікації представлені на рис. 3. 
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Як видно з рис. 3, при проведенні ПЛР згідно з даним протоколом утворюється специфічний 
амплікон довжиною 2626 п.н. 

Після накопичення фрагментів для утворення липких кінців була проведена реакція рестрикції з 
відповідними до сайтів впізнавання ендонуклеазами.  

 

 
                                                     1                      2            3            4 
Рис. 2. Результати гель-електрофорезу амплікону γ-інтерферону курки 
Примітки: 1 – еталон електрофорезу маркеру, 2 – позитивний  результат ПЛР, 3 – 

негативний контроль, 4 – маркер молекулярної ваги. 
 
Отримані фрагменти були очищені на силикогелевій колонці та ліговані за допомогою лігази 

фагу Т4 в плазміду pUC19, що несе ген резистентності до ампіциліну.  
З отриманою конструкцією було проведено трансформування клітин Escherichia coli штаму JM 

109 з метою подальшого клонування. 
Після накопичення плазміди pUC_gB за умов хлорамфенікольної ампліфікації нами була 

проведена її екстракція лужним методом з подальшим переосадженням ізопропанолом. 
Середній показник оптичної густини за довжини хвилі 260 нм для розчину плазміди pUC_gB при 

розведенні в 100 разів складав 0,180 (N=5). Виходячи з цього, був розрахований середній кількісний 
показник виходу плазмідної ДНК з 4,5 мл добової культури рекомбінантних штамів Escherichia coli, 
який складав 0,68 мкг/мкл. 

Ступінь забрудненості сторонніми речовинами визначали, виходячи зі значення співвідношення 
D260/D280=1,56, це свідчило про наявність невеликої кількості баластних речовин в розчині ДНК. 

 

 
    1                      2     3    4 

Рис. 3. Результати гель-електрофорезу ПЛР із системою праймерів gB F та gB R 
Примітки: 1 – еталон електрофорезу маркера, 2 – позитивний результат ПЛР, 3 – 

негативний контроль ПЛР, 4 – маркер молекулярної ваги. 
 
Після проведення нативного електрофорезу в 1% агарозному гелі екстрагованої плазміди 

pUC_gB була виявлена ділянка розміром близько 6 тис. п.н. за електрофоретичною рухливістю (за 
маркером), що співпадало з теоретичним розміром плазміди pUC_gB (5995 п.н.). Постановка ПЛР 
показала наявність у екстрагованій плазміді клонованого гена глікопротеїну В (рис. 4).  
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З метою виявлення інсерцій та делецій у клонованому гені нами було проведено його 
секвенування. 

У результаті секвенування гена глікопротеїну В було встановлено первинну структуру ділянки 
довжиною 1025 п.н., що відповідає 4–1028 позиції відкритої рамки зчитування гена (рис. 5). 

 

 
Рис. 4. Результати гель-електрофорезу плазміди pUC_gB та ПЛР з системою праймерів 

gB F та gB R 
Примітки: 1 – еталон електрофорезу маркера, 2 – маркер молекулярної ваги, 3 – плазміда 

pUC_gB, 4 – позитивний результат ПЛР,  5 – негативний контроль ПЛР. 
 
Аналіз ділянки гена, проведений за допомогою програми BLAST в режимі on-line, показав, щo 

його послідовність відповідала послідовностям гена вірусу хвороби Марека І серотипу, v-патотипу. По 
відношенню до високовірулентних штамів вірусу хвороби Марека (N=15) ідентичність отриманої 
послідовності становила 99–100 %. 

Отримані результати свідчать про відсутність інсерцій і делецій в накопичених плазмідах. 
Послідовність була опублікована в базі даних GenBank під номером EU771006. 
 

Рис. 5. Нуклеотидна послідовність ділянки гена глікопротеїну В, інтегрованого в плазміду 
pUC_gB 

 
Висновки 
За проведеним аналізом нуклеотидних послідовностей ділянки гена γ-інтерферону курки та гена 

глікопротеїну В вірусу хвороби Марека сконструйовано специфічні праймери, оптимізовано протоколи 
постановки ПЛР з метою створення векторної молекули.  
 Теоретично розраховано та сконструйовано in vitro вектор pUC_gB, який має послідовність 
pUC19 – сайт пізнавання BamHI – промоторна ділянка гена γ-інтерферону курки – сайт пізнавання SalI 
– ген глікопротеїну В – сайт пізнавання HindIII – pUC19, за допомогою якого після трансформації 
клітин Escherichia coli штаму JM 109 отримано amp-резистентний клон JM-pUC_gB. 

У результаті проведеного секвенування показана автентичність нуклеотидних послідовностей 
протективного антигену глікопротеїну В штаму JM-UA вірусу хвороби Марека та встановлено його 
ідентичність іншим штамам І серотипу цього вірусу. 
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