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ИЗУЧЕНИЕ ДИАГНОСТИЧЕСКОГО ПОТЕНЦИАЛА РАЗЛИЧНЫХ ОБЛАСТЕЙ ГЛИКОПРОТЕИНА Е ВИРУСА КЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФАЛИТА 
Bioinformation techniques were used to analyze envelope glycoprotein of tick-borne encephalitis virus in order to determine the potential diagnostically significant antigenic clusters. Five selected regions of the amino acid sequence of protein E were retranslated to nucleic sequences, by employing the optimum code for E. coli. The resultant DNA fragments were synthesized by polymerase chain reaction from synthetic oligonucleotides and expressed in E. coli cells. The recombinant antigen replicating the region from 296 to 414 aminoacids demonstrated the most significant antigenic activity. The findings lead to the conclusion that this recombinant protein may be considered as a candidate for the development of a diagnostic assay.
    С целью определения потенциальных диагностически значимых антигенных кластеров проводили анализ белковой последовательности гликопротеина Е вируса клещевого энцефалита с использованием биоинформационных методов. Пять выбранных участков аминокислотной последовательности белка Е были ретранслированы в нуклеиновые последовательности с использованием оптимального кода для E. coli. Полученные фрагменты ДНК собирали методом ПЦР из синтетических олигонуклеотидов и экспрессировали в клетках E. coli. Рекомбинантный антиген, воспроизводящий область с 296 по 414 аминокислоты, продемонстрировал наиболее выраженную антигенную активность. Полученные данные позволяют сделать вывод о возможности использования данного рекомбинантного белка при создании диагностического теста. 
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Envelope glycoprotein of TBE virus have been analyzed for detection of potential antigenic clusters by bioinformatics methods. Five selected regions of protein E were retranslated in nucleinic acid sequences by optimal code for E. coli. DNA fragments were synthesized by PCR and expressed in E. coli as hybrid proteins with Glutathione S- transferase and Glutathione S- transferase/6-Histidine tag. Antigenic epitope(s) located within 296-414 amino acids demonstrated most strong antigenic properties. This recombinant protein may be considered as a candidate for EIA assay development. 
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    Клещевой энцефалит – вирусная инфекция, поражающая отделы головного и спинного мозга ЦНС, периферические нервы, приводящая к развитию парезов и параличей [1]. 

Показатель заболеваемости населения в России и странах ближнего зарубежья демонстрирует тенденцию к росту в течение многих лет [1, 8, 10, 11, 12, 15]. Летальность в Европейской части России в разные годы исчислялась 1-3%, а на Дальнем Востоке смертельные исходы наступали у 12-25% заболевших клещевым энцефалитом [1, 9]. Рост заболеваемости клещевым энцефалитом в России связан не только с ростом численности неиммунного населения, часто контактирующего с природой, но и с ростом показателей зараженности клещей вирусом [1]. В связи с вышеперечисленным, очевидным является развитие средств мониторинга инфекции для выявления инфицирования вирусом и установления диагноза клещевого энцефалита. 

    Вирус клещевого энцефалита (ВКЭ) является одним из наиболее патогенных представителей семейства Flaviviridae. Вирион имеет сферическую форму диаметром до 
50-60 нм. В его состав входят структурные белки С, М и Е, различающиеся по размерам, функциям и локализации [13]. Поверхностный гликопротеин Е играет центральную роль в процессах проникновения вируса в клетку и является одним из основных иммуногенов ВКЭ [16]. 

    Для выявления инфицирования вирусом и установления диагноза клещевого энцефалита повсеместно используются лабораторные методы иммуноферментного анализа антигенов ВКЭ и антител к ним в сыворотке крови пациента. Эти анализы основаны на реакции взаимодействия антиген — антитело с применением меченых ферментом антител для индикации результатов, где в качестве антигена используются вирусные частицы, полученные главным образом культуральными методами, а также белок Е, выделенный из культурального антигена [1].
    Задачей данного исследования было выявление потенциальных диагностически значимых антигенных областей гликопротеина Е, их клонирование и экспрессия в E. coli, а также оценка в ИФА. 

Материалы и методы. 

Анализ последовательностей. Анализ нуклеотидной и аминокислотной последовательностей проводили с использованием он-лайн приложения NCBI Blast и пакета программ DNAStar Lasergene (Windows версия; DNASTAR Inc., Madison, WI). 

Синтез и экспрессия фрагментов гена, кодирующего белок Е вируса клещевого энцефалита. Фрагменты гена собирали из синтетических олигонуклеотидов с помощью ПЦР. Для амплификации нуклеотидных последовательностей использовали пять пар праймеров. Продукты ПЦР клонировали по сайтам рестрикции BamH I и Xho I в экспрессирующие векторы pGEX 4T-2 (Pharmacia, USA) и pET-41a (Novagen, USA), полилинкер которых содержит аналогичные сайты. Трансформацию штаммов E. coli BL21(DE3) (Novagen,USA), JM 109 (Promega, USA) и экспрессию генов проводили по ранее описанной методике [5]. 

Очистка рекомбинантных белков. Рекомбинантные протеины (гибриды с глутатион-S-трансферазой (pGEX 4T-2) и GST/6His-tag (pET-41a)) очищали методом аффинной и металлохелатной хроматографии (глутатион-сефарозе 4В (Amersham Biosciences, USA) и Ni-NTA (QIAGEN, Germany), соответственно. Использовали протоколы, рекомендуемые производителями хроматографических смол: аффинная хроматография в нативных условиях; металлохелатная хроматография в денатурирующих условиях. Степень чистоты полученных фракций оценивали с помощью электрофореза белков в ПААГ в присутствии додецилсульфата натрия. Концентрацию протеинов определяли спектрофотометрически с использованием метода М. Бредфорд [6]. 

Иммуноферментный анализ. Иммунологическую активность фрагментов гликопротеина Е оценивали c помощью иммуноферментного анализа (ИФА). Анализ проводили в 96-луночных планшетах для ИФА (Nunc, F8 MaxiSorb, Дания). 
    Рекомбинантные антигены разводили до концентрации 5 мкг/мл карбонат-бикарбонатным буфером (0,02 М, рН 9,6). Сорбированные антигены инкубировали в течение 20 ч при температуре 20-22 °С. 

    Планшеты с иммобилизованными рекомбинантными антигенами перед проведением ИФА промывали 2 раза раствором ФСР-Т (0,01 М фосфатный буфер с рН 7,5, содержащий 0,15 М натрия хлористого и 0,05% твин-20). Затем в лунки планшетов вносили предварительно разведенные в 10 раз раствором ФСР-Т образцы сыворотки крови и инкубировали в термостате 30 мин при температуре 37 °С. 

    В качестве положительных использовали 15 образцов сывороток крови, содержащих антитела класса G к ВКЭ (рандомизированная выборка из коллекции, любезно предоставленной Екатеринбургским ОЦ ГСЭН). В качестве отрицательных использовали 15 образцов сывороток крови здоровых доноров. 

    После инкубации планшеты промывали 4 раза раствором ФСР-Т. Затем в лунки вносили конъюгат антител козы к IgG человека с пероксидазой хрена (Pierce, USA), разведенный в 20000 раз раствором ФСР-Т и снова инкубировали в термостате 30 мин при температуре 
37 °С. 

    После инкубации планшеты промывали 4 раза раствором ФСР-Т. Затем в лунки вносили раствор ТМБ и инкубировали 20 мин в темном месте при комнатной температуре. Далее в лунки добавляли раствор серной кислоты (0,7М) и через 2-3 мин проводили учет результатов ИФА. 

    Учет результатов проводили спектрофотометрически с помощью ИФА-анализатора “Multiscan EX” (Flow, Финляндия) при длине волны 450 нм. 

Результаты и обсуждение. Анализ аминокислотной последовательности белка Е (штамм Софьин) с помощью программы Protean (DNAStar) (индекс антигенности по Jameson-Wolf, гидрофильность по Kyte-Doolittle, вероятность нахождения на поверхности по Emini) показал наличие ряда потенциальных антигенных кластеров в N-концевой, центральной и С-концевой частях белковой молекулы (рис.1). 
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Рис. 1. Анализ белка Е вируса клещевого энцефалита, выполненный с помощью программы Protean (DNAStar). 

1 - Гидрофильность (Kyte-Dolllittle) 

2 - Антигенный индекс (Jameson-Wolf) 

3 - Вероятность нахождения на поверхности (Emini) 

4 - Аминокислоты
    Cогласно литературным данным, в этих областях белка Е при помощи пептидного картирования идентифицированы иммуноактивные участки (а.о.): 
1-22, 35-51, 48-74, 98-113, 204-224, 221-240, 275-302, 377-403, 394-403 [1, 2, 3, 14]. По данным Локтева А.В. и др. аминокислоты R73, C74, T76, M77, N103, C105, L107, S112 входят в состав конформационной антигенной детерминанты [4]. Присутствие ряда эпитопов показано в регионе 78-176 (а.о.). Фрагмент белка Е включает в себя часть консервативной области структуры, стабилизированной S-S–мостиками и вариабельный участок, не содержащий цистеиновых остатков [7]. 

    Для синтеза рекомбинантных протеинов нами были выбраны следующие фрагменты (в аминокислотах): 1-99, 96-230, 226-298, частично перекрывающая их область 50-250, 296-414 и 345-414. 

    Аминокислотные последовательности были ретранслированы с использованием оптимального кода для E. coli в нуклеиновые для дизайна синтетических олигонуклеотидов. 

Получение рекомбинантных белков, растворимость которых позволяла экстрагировать их в нативных условиях, проводили методом аффинной хроматографии. В качестве косольвента использовали N-лаурилсаркозин в концентрации 0,5%. Нерастворимые в нативных условиях рекомбинантные белки очищали в денатурирующих условиях металлохелатной хроматографией по протоколам, рекомендуемым производителями хроматографической смолы. 


Таблица 1.

Оценка антигенных свойств рекомбинантных антигенов, содержащих различные фрагменты последовательности белка Е вируса клещевого энцефалита. 
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* доля сывороток, для которых получен положительный результат с соответствующим антигеном в данном тесте, от общего количества позитивных сывороток; 

** доля сывороток, не содержащих антитела к TBEV, для которых получен положительный результат с соответствующим антигеном в данном тесте, от общего количества исследованных отрицательных образцов. 

    В таблице 1 представлены результаты оценки антигенных свойств пяти рекомбинантных протеинов, воспроизводящих различные участки белка Е вируса клещевого энцефалита. Рекомбинантный белок, содержащий последовательность 296-414 (а.о.) белка Е обладает наиболее выраженными антигенными свойствами. Чувствительность и специфичность определения анти-ВКЭ с помощью этого антигена в исследованных образцах сывороток крови составила 100,0%. Полученный нами результат коррелирует с литературными данными о локализации в этой области белка Е участков, проявляющих иммунохимическую активность при сохранении дисульфидного мостика [1, 17]. Интересно, что рекомбинантный антиген, содержащий последовательность 345-414 (а.о.), не проявляет какой-либо специфической активности. Это может быть связано с тем, что иммунодоминантный эпитоп(ы) локализован в области, не вошедшей в этот антиген, или составляющие его аминокислоты лишь частично представлены в фрагменте 345-414 (а.о.). 

    Для остальных четырех вариантов рекомбинантных протеинов результаты по специфичности анти-TBEV составили от 13% до 46%. Низкая специфическая активность рекомбинантных белков 1-99, 96-230, 226-298 и 50-250 (а.о.) возможно объясняется тем, что третичная структура рекомбинантного антигена может отличаться от структуры нативного, и присутствующие в данной области эпитопы недостаточно эффективно экспонируются на поверхности рекомбинантного белка. 

Высокая способность рекомбинантного протеина, воспроизводящего область с 296 по 414 аминокислоту белка Е ВКЭ, распознавать антитела к вирусу клещевого энцефалита в сыворотке крови делает возможным его применение в качестве основы для создания высокочувствительного диагностикума заболевания вирусным энцефалитом. Это является несомненным преимуществом перед использованием культурального антигена в большинстве иммуноферментных тест-систем. Простота и безопасность получения больших количеств рекомбинантного белка в системе экспрессии E. coli также является большим преимуществом для его применения в производстве диагностических тестов. 
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