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СКАНИРОВАНИЕ ДИАГНОСТИЧЕСКИ ЗНАЧИМЫХ АНТИГЕННЫХ ОБЛАСТЕЙ ОСНОВНОГО БЕЛКА Chlamydia trachomatis MOMP С ПОМОЩЬЮ СЕРИИ ПЕРЕКРЫВАЮЩИХСЯ РЕКОМБИНАНТНЫХ БЕЛКОВ
Аминокислотная последовательность основного иммуногенного белка C. trachomatis MOMP (Major Outer Membrane Protein) была смоделирована серией рекомбинантных белков, содержащих фрагменты MOMP длиной порядка 100 аминокислот и перекрывающихся на 30 аминокислот. Тестирование рекомбинантных антигенов в иммуноферментном анализе показало, что наибольшую активность в реакции с анти-
C. trachomatis позитивными сыворотками имели белки, содержащие в своем составе области MOMP с 191 по 286 и с 191 по 354 аминокислоты. Полученные данные позволяют сделать вывод о возможности использования данных рекомбинантных белков при создании диагностического теста для выявления антител к C. trachomatis и разработки вакцинных препаратов. 

Ключевые слова: рекомбинантный белок
Amino acid sequence of the Chlamydia trachomatis major outer membrane protein (MOMP) was modeled using a series of the recombinant proteins containing six 100 aa fragments of MOMP overlapped in 30 aa. Testing of recombinant antigens in EIA showed that proteins containing MOMP fragments comprising 191-286 and 191-354 aa regions had the greatest activity in the reaction with anti- C. trachomatis positive serum samples. The data obtained allows the conclusion about the possibility of the use of presented recombinant proteins for development of diagnostic test for anti- C. trachomatis antibodies detection to be made
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    Chlamydia trachomatis — облигатный внутриклеточный прокариотический организм, вызывающий у человека ряд заболеваний: трахому, конъюнктивиты, инфекцию мочеполовой сферы, неонатальный пневмонит [11, 14, 25].

    Согласно данным ВОЗ, ежегодно в мире детектируется 90 млн случаев хламидийной инфекции [23]. Инфекция урогенитального тракта, вызываемая С. trachomatis, признана во всем мире наиболее распространенной бактериальной инфекцией, передающейся половым путем [4, 13, 15, 16, 31]. В США в 1996 г. было зарегистрировано около 3 млн

случаев хламидийной инфекции [15]. В ряде стран Европы ситуация остается острой в течение ряда последних лет, в связи с чем проводили выявление хламидиоза в рамках проектов скрининга населения, направленных на выявление и предупреждение заболеваний, передающихся половым путем [13, 16]. Частота выявления хламидиоза в России также имеет тенденцию к росту [3]. В связи с тем, что заболевание часто протекает бессимптомно и имеет серьезные последствия для здоровья, выявление случаев инфекции С. trachomatis является актуальной клинической проблемой.

    Возбудитель С. trachomatis относится к роду Chlamydia, представители которого определяются как облигатные внутриклеточные патогены. Хламидии представляют собой мелкие грамотрицательные бактерии от 0,2 до 0,8 мкм в диаметре, они характеризуются малым геномом, ограниченной способностью к биосинтезу и двухфазным внутриклеточным циклом — метаболически неактивные, "спороподобные" элементарные тельца сменяются метаболически активной, реплицирующейся формой — ретикулярными тельцами [4, 23].

    Иммуногенные свойства хламидий определяются липополисахаридами и так называемыми белками наружной мембраны. На основной белок наружной мембраны — Major Outer Membrane Protein (МОМР) приходится 60% общего количества белка мембраны. МОМР представляет собой цистеин-богатый структурный белок, относящийся к поринам, функциональная активность которого опосредована дисульфидными связями [27, 30]. В качестве модели вторичной укладки МОМР предложена β-складчатая структура из 16 цепей, в которой доминирующие иммуногенные области представлены в поверхностных петлях [12, 30]. В белковой последовательности МОМР выделяют 4 вариабельных сегмента VSI—IV, перемежающиеся 5 консервативными доменами [27]. Каждый из вариабельных доменов представляет собой комплекс антигенных детерминант, обеспечивающих основу для диагностического тестирования [18].

    Современные методы диагностики значительно расширили возможность распознавания хламидийной инфекции. В связи с тем, что для хламидиоза характерно малосимптомное и латентное течение, а также возможны смешанные инфекции — сочетание хламидий с другими возбудителями генитальных инфекций — ведущим при лабораторной диагностике хламидийной инфекции становится комплексный подход, включающий сочетание не менее двух методов (прямых и непрямых). Основными прямыми методами детекции хламидиоза являются микробиологическое исследование, иммуноцитологический метод (MIF), ПЦР-диагностика. К непрямым методам выявления С. trachomatis, косвенно указывающим на наличие возбудителя у пациента, относится серологическое исследование — определение иммуноферментным анализом (ИФА) специфических антител, образовавшихся в процессе иммунного ответа на микроорганизм. В основном методом ИФА определяют антитела к антигену МОМР, который часто используют в качестве твердой фазы в ИФА-тестах в виде очищенного бактериального белка [26], рекомбинантных белков [22] или синтетических пептидов [8, 19— 21].

    Задачей данной работы являлось сканирование последовательности белка МОМР серией перекрывающих друг друга рекомбинантных белков, их экспрессия в системе 
Е. coli, исследование их антигенных свойств и выявление наиболее активных в иммуноферментном анализе вариантов, определение возможности их использования в разработке диагностического ИФА-теста для выявления антител к С. trachomatis.
Материалы и методы. 

    Получение, клонирование и экспрессия фрагментов гена МОМР (ompl) Chlamydia trachomatis. Последовательности генов, кодирующие белок МОМР, 9 серотипов 
С. trachomatis были взяты из базы данных GenBank NCBI Entrez. На основании анализа, выполненного с помощью пакета программ DNAStar Lasergene (Windows версия; DNASTAR Inc., Madison, WI) было сконструировано 6 пар праймеров таким образом, чтобы получить фрагменты гена размером примерно 300 нуклеотидов с перекрытием около 100 нуклеотидов (табл. 1). Последовательности праймеров содержали сайты эндонуклеаз рестрикции BamHI и Xhol для последующего клонирования.


Таблица 1.
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1—116 aa 5’-GGATCCATGAAAAAACTCTTGA 5’-GTCGACTCATTGCATATGTTTGCCATAAGC
66—165 aa 5’-GGATCCGACTTTGTTTTCGACC 5’-GTCGACTCAATTATTTCCGAATAA
191—286 aa 5’-GGATCCACTACCTTTGCTTGGA 5’-GTCGACTCACATATTCAATCTGTAA
252—354 aa 5’-GGATCCGATCTTACAGCAGGAAC 5’-GAATTCTCACTTGTTCAATTGCAA
317—398 aa 5’-GGATCCGATGTTACTACTCTAAACC 5’-GAATTCTCATTAGAAGCGGAATTGTGC

IIpuMevaHue. PeCTpUKUMOHHEIE CAlTEI MTOMYEPKHYTHI.




    Фрагменты гена получали методом ПЦР. В качестве матрицы использовали препараты ДНК С. trachomatis, полученные из соскобов цервикальных каналов больных с подтвержденным диагнозом хламидиоза. Амплификацию ДНК проводили с описанными праймерами в следующих условиях: денатурация 94°С, 5 мин, отжиг праймеров 49°С 40 с, элонгация 72°С 1 мин, 30 циклов. Продукты ПЦР клонировали в экспрессирующий вектор рЕТ-41а ("Novagen", США). Трансформацию штаммов Е. coli BL21(DE3) ("Novagen", США) и экспрессию участков гена МОМР проводили по стандартной методике [1]. Суперэкспрессию белков детектировали с помощью электрофореза в 12% полиакриламидном геле в денатурирующих условиях.

    Очистка рекомбинантных белков. Рекомбинантные белки (гибриды с глутатион-8-трансферазой и 6His-tag) выделяли из бактериального экстракта методом аффинной металлохелатной хроматографии. Использовали протоколы, рекомендуемые производителями хроматографической смолы Ni-NTA ("QIAGEN", Германия). Биомассу штаммов-продуцентов ресуспендировали в фосфатно-солевом растворе и разрушали ультразвуком в присутствии ингибиторов протеаз. Полученные тельца включения растворяли в буфере, содержащем 6 М гуанидина гидрохлорида, и наносили на хроматографическую смолу Ni-NTA ("QIAGEN", Германия). Элюцию проводили в условиях пониженного значения рН (рН 4,5). Степень чистоты полученных фракций оценивали с помощью электрофореза белков в ПААГ в денатурирующих условиях. Концентрацию белка определяли спектрофото-метрически по методу М. Бредфорд [2].

Иммуноферментный анализ. Иммунологическую активность фрагментов белка МОМР С. trachomatis оценивали с помощью ИФА в 96-луночных планшетах (Nunc, F8 MaxiSorb, Дания).

    Панель сывороток (п = 16), содержащих антитела к С. trachomatis, была составлена с помощью тест-системы на основе коммерческого антигена МОМР ("Агробиомед", Россия). В качестве отрицательных образцов использовали 16 образцов сывороток крови здоровых доноров. Сыворотки, содержащие и не содержащие антитела к С. trachomatis, также были протестированы в тест-системе Chlamydia trachomatis — IgG-pELISA Medac (Германия). Информация о ПЦР-статусе использованных образцов была получена в Центре "Наследственность" (Нижний Новгород, Россия).

    Рекомбинантные антигены разводили до концентрации 1 мкг/мл буфером, содержащим 50 мМ Tris-HCl и 150 мМ NaCl (рН 7,5). Сорбцию проводили в течение 16—18 ч при температуре 18-200С. Перед постановкой ИФА планшеты с иммобилизованными антигенами промывали 2 раза раствором ФСР-Т (0,01 М фосфатный буфер, рН 7,5, содержащий 0,15 М NaCl и 0,05% твин-20). Затем в лунки планшетов вносили предварительно разведенные в 10 раз раствором ФСР-Т образцы сывороток крови и инкубировали в термостате 30 мин при 37°С. После 4-кратной промывки раствором 
ФСР-Т добавляли конъюгат антител мыши к IgG человека с пероксидазой хрена ("Pierce", США) и выдерживали 30 мин при температуре 37°С. После инкубации планшеты промывали 5 раз раствором ФСР-Т. Затем в лунки вносили раствор ТМБ и инкубировали 10 мин в темном месте при комнатной температуре. Далее в лунки добавляли раствор серной кислоты (2 М). Учет результатов проводили спектрофотометрически с помощью ИФА-анализатора "Multiscan EX" ("Flow", Финляндия) при длине волны 450 и 620 нм.

Результаты и обсуждение.
Нами были получены 11 рекомбинантных конструкций на основе вектора рЕТ-41а, несущих перекрывающиеся фрагменты гена, кодирующего белок МОМР, и содержащие в своем составе последовательность глутатион-8-трансферазы и 6 гистидинов (GST-6His). Шесть фрагментов кодировали белки длиной приблизительно 100 аминокислот: 
W1 (1-116 ак), W2 (66-165 ак), W3 (128-216 ак), W4 (191-286 ак), W5 (252-354 ак), 
W6 (317-398 ак). Пять конструкций кодировали более крупные фрагменты: 
W2W4 (66-286 ак), W4W5 (191-354 ак), W5W6 (252-398 ак), W3W6 (128-398 ак), W1W6 (1-398 ак) (см. схему).
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Схема соответствия полученных рекомбинантных белков и вариабельных доменов белка МОМР С. trachomatis
    Все полученные белки, согласно результатам тестирования в ИФА, специфически реагировали с сыворотками, содержащими антитела к С. trachomatis. Количество и сочетание выявляемых образцов варьировали (табл. 2).


Таблица 2
Оценка антигенных свойств рекомбинантных белков и пептида Е78, 
воспроизводящих фрагменты белка МОМР С. trachomatis
	Рекомбинантный белок/
синтетический пептид
	Процент детектируемых 
положительных сывороток 
панели (n=16)

	W1
	                         68

	W2
	                         63

	W3
	                         56

	W4
	                         69

	W5
	                         63

	W6
	                         56

	W2W4
	                         56

	W4W5
	                         75

	W5W6
	                         50

	W3W6
	                         69

	W1W6
	                         63

	Пептид 306-330 aa
	                         94


    В белковой последовательности МОМР выделяют четыре вариабельных сегмента VSI—IV [27].

    В работах J. Berry и соавт. [10] и G. Zhong и соавт. [34] в области VSI были идентифицированы серотипочувствительные пептиды. S. Bas и соавт. [7] показали, что пептиды, имитирующие последовательность второго вариабельного домена, проявляли специфическую активность с антителами в образцах сыворотки крови от больных урогенитальным хламидиозом. Также показано, что моноклональные антитела к фрагментам вариабельных участков VSI и VSII препятствовали заражению культуры клеток in vitro и в модельных системах на животных [32]. В работе R. Stephens и соавт. [28] в составе вариабельных доменов VSI и VSII охарактеризованы серотипоспецифичные эпитопы.

    Согласно данным В. Batteiger и соавт. [9], N-концевая область домена VSIII содержит два эпитопа, с которыми взаимодействовали моноклональные антитела к цельным элементарным тельцам хламидий. По данным Y. Wang и соавт. [30], эпитопы МОМР в областях VSII, VSIV и, вероятно, VSI, в нативных условиях представлены на поверхности белковой молекулы. В этой работе также показано, что МОМР содержит конформационные детерминанты; антигенные эпитопы VSIII защищены от доступа моноклональных антител к этой области в нативных условиях, а при воздействии высокой температуры становятся доступными. Использование третьего вариабельного домена для иммунизации мышей приводило к продукции антител против важных поверхностно представленных детерминант, обычно не узнаваемых иммунными сыворотками [5].
    Четвертый вариабельный домен VSIV представляет наибольший интерес, поскольку является самым большим и наиболее сложным антигенным комплексом среди четырех вариабельных доменов [29]. Он содержит субвидоспецифичный (314—328 аа) и видоспецифичный (321-329 аа, DVTTL-NPTIAG) эпитопы, а также серотипоспецифичные эпитопы (SOS-аа) [6, 9, 28, 33]. G. M. Zhong и соавт. [33] путем пептидного сканирования показали, что VSIV содержит 6 линейных эпитопов, из которых участок VSIV 288—316 аа последовательности МОМР проявил себя как наиболее иммунореактивный эпитоп.

Среди полученных нами рекомбинантных белков, относящихся к N-концевой области белка МОМР (Wl, W2, W3), рекомбинантный антиген W1 продемонстрировал наиболее выраженные антигенные свойства (выявлял 11 из 16 сывороток рабочей панели). Возможно, это связано с тем, что в белке W1 домен VSI расположен на С-конце, в отличие от W2, в котором данная вариабельная область также представлена, но приходится на первую треть последовательности. Рекомбинантный белок W2 проявил специфическую реакцию в отношении 10 положительных сывороток рабочей панели и показал несколько более высокое отношение среднего положительного сигнала к среднему отрицательному по сравнению с W3, который продемонстрировал наименьшую среди рекомбинантных белков, относящихся к области 1—216 аа, способность выявлять антитела к С. trachomatis, несмотря на присутствующий в его составе второй вариабельный сегмент VSII. Этот результат, вероятно, объясняется тем, что рекомбинантный антиген W2, в отличие от W3, включает в себя, помимо небольшого участка вариабельного домена VSII, весь первый вариабельный домен VSI.

    В целом белки, содержащие эпитопы, расположенные в пределах 191—398 аа МОМР (W4, W5, W6, W4W5), проявляли более высокую активность в ИФА по сравнению с регионом 1—216 аа. Неожиданным оказалось то, что W5, содержащий самый большой и наиболее антигенный среди четырех вариабельных доменов комплекс VSIV [31], уступил в активности W4, в котором представлен вариабельный сегмент VSIII, как по количеству выявленных сывороток, так и по соотношению среднего позитивного сигнала к среднему негативному (не приведенные данные). G. Zhong и соавт. [32] показали, что VSIV — антигенный комплекс с варьирующей топологией и иммунодоступностью. Этот регион гидрофобен и имеет низкую вероятность быть представленным на поверхности белковой молекулы.

    В нашей работе 5 белков — W5, W4W5, W5W6, W3W6, W1W6 — содержали вариабельный сегмент VSIV. Так как ни один из этих белков не детектировал все 
анти-С. trachomatis позитивные сыворотки рабочей панели, можно предположить, что в каждой из вышеперечисленных рекомбинантных конструкций эпитопы, принадлежащие антигенному комплексу VSIV, не были доступны антителам вследствие экранирования частями белковой молекулы. Согласно W. Baehr и соавт. [6], область VSIV, включающая в себя эпитоп для видоспецифичных антител, может быть уложена в частично недоступную петлю. Специфическая реакция антител с эпитопом для большинства серотипов хламидий возможна лишь после денатурации белка. Согласно результатам, полученным Е. Peterson и соавт. [24], видоспецифичный эпитоп МОМР (обозначен в составе четвертого вариабельного домена), не доступен антителам до обработки ацетоном или высокой температурой, причем для одних серотипов данный эпитоп становился доступным для распознавания антителами, для других — терял это свойство [24]. Аналогичные данные были получены в работе Y. Zhang и соавт. [32].

    Таким образом, полученные нами результаты подтверждаются данными литературы о том, что представление эпитопа(ов) МОМР, их размер и окружение играют критическую роль в проявляемых ими иммунореактивных свойствах.

    Рекомбинантные антигены W2W4 и W3W6, содержащие 3 вариабельных сегмента, и W1W6, в котором представлены все 4 домена, продемонстрировали средний уровень специфической активности, выявляя от 56 до 69% сывороток рабочей панели. W2W4, имея в своем составе удовлетворительно работающий в W4 третий домен, был менее активен, чем W4. Исходя из иммунореактивных свойств W1W6, можно предположить, что для моделирования белка МОМР в виде рекомбинантного антигена использование полноразмерного белка оказалось неэффективным.

    При обобщении полученных результатов было установлено, что одна из 16 положительных сывороток рабочей панели не детектировалась ни одним из полученных рекомбинантных белков. Однако при сканировании последовательностей вариабельных доменов с помощью перекрывающихся 25 аа пептидов (п = 300) наиболее иммунореактивным оказался пептид из области VSIV (фрагмент белка МОМР 306—
330 аа) [17]. Этот пептид был использован в нашей работе. Он успешно детектировал все сыворотки рабочей панели, за исключением одной, которая выявлялась рекомбинантными антигенами W4 и W4W5. Поскольку общим для W4 и W4W5 является наличие 3-го вариабельного домена, можно предположить, что присутствие в составе рекомбинантного антигена последовательности VSIII, доступного антителам, требуется для детекции сывороток, которые не тестируются в качестве позитивных рекомбинантными белками и синтетическим пептидом, содержащими только четвертый вариабельный домен.

    В связи с тем, что скрининг иммунодоминантных эпитопов при использовании синтетических пептидов — достаточно дорогой и не всегда доступный метод, применение для аналогичных целей "прогулки по хромосоме" (PCR-walking) может служить методом-заменой для выявления иммунореактивных областей с помощью рекомбинантных конструкций. При производстве диагностических тестов простота и безопасность получения больших количеств рекомбинантного белка в системе экспрессии Е. coli являются большим преимуществом как перед использованием синтетических пептидов, так и культурального антигена.

    В представленной работе рекомбинантные белки, воспроизводящие фрагменты 191—286 аа (W4) и 191—354 аа (W4W5) белка МОМР С. trachomatis, содержали в своем составе доступную для антител область VSIII и обладали способностью распознавать антитела к С. trachomatis в образцах сыворотки крови, которые не детектировались антигенами, имеющими в своем составе вариабельный сегмент VSIV. Полученные данные делают возможным применение указанных рекомбинантных антигенов в качестве дополнительного компонента при создании высокочувствительного диагностикума к 
С. trachomatis.
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