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ВЛИЯНИЕ ГЕТЕРОГЕННОСТИ АМИНОКИСЛОТНОЙ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ДЕТЕРМИНАНТЫ а НА АНТИГЕННЫЕ СВОЙСТВА HBsAg ВИРУСА ГЕПАТИТА В 
Изучали влияние гетерогенности аминокислотной последовательности на антигенные свойства поверхностного антигена вируса гепатита В (HBsAg). Получено 11 вариантов рекомбинантных HBsAg - «диких» (adr, ayw2, adw2, adw4, aywl) и «vaccine escape» («убегающих») мутантных субтипов (adw2 T126S, adw2 Q129L, adw2 Q129R, adw2 T143K, adw2 Q145R, aywl Q145A. Все рекомбинантные антигены были протестированы на панели из 43 моноклональных антител (МКА), специфичных к различным детерминантам HBsAg. Показано, что гетерогенность аминокислотной последовательности а-детерминанты HBsAg оказывает существенное влияние на его иммунореакивность и антигенные свойства. Аминокислотные замены в разных позициях или в одной позиции, но на разные аминокислоты, могут влиять на эти свойства различным образом.
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Impact of amino sequence variation on the antigenic properties of the surface hepatitis B virus antigen HBsAg was studied. Eleven recombinant HBsAg variants (adr, ayw2, adw2, adw4, aywl, adw2) and vaccine escape (adw2 T126S, adw2 Q129L, adw2 T143K, adw2 Q145R, aywl Q145A) were obtained. All the recombinant antigens were tested on panel of 43 monoclonal antibodies (MAb) specific to different HBsAg determinants. Amino acid sequence variation of the a-determinant of HBsAg was shown to significantly affect its immunological responsiveness and antigenic properties. Amino acid substitution in different positions or in the same position, but for various amino acids may differently affect these properties.   
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    Важнейший серологический маркер, определяемый при диагностике вирусного гепатита В, поверхностный антиген (HBsAg) вируса, является антигенно гетерогенным. Все субтипы HBsAg содержат одну общую детерминанту а, локализованную в пределах 124-147 аминокислотных остатков (а.о) [15], и являющуюся основной мишенью для нейтрализующих антител [9], и одну из двух взаимно исключаемых детерминант d/y и w/r. Детерминанта q была найдена у adr субтипа HBsAg [6,10,11,13]. Сочетание детерминант позволяет идентифицировать на сегодняшний день 10 различных субтипов HBsAg: ayw 1, ayw 2, ayw 3, ayw 4, ayr, adw2, adw 4, adr, adrq+, adrq-. Наряду с субтипами, были идентифицированы другие варианты HBsAg [1-3,7,14,17]. Первоначально они были найдены у вакцинированных новорожденных, родившихся от HBV-позитивных матерей, и названы «убегающими», или «vaccine escape», мутантами. Наиболее часто встречающийся «vaccine escape» мутант, который был впервые выявлен у вакцинированного новорожденного в Италии, содержит в положении 145а.о. детерминанты а вместо аминокислоты Arg аминокислоту Gly. Позже были описаны другие «vaccine escape» мутанты.
    Целью работы явилась оценка влияния аминокислотной гетерогенности региона а на антигенные свойства HBsAg. Сравнение иммунореактивности различных вариантов HBsAg с моноклональными антителами (МКА) показало, что даже точечная мутация может существенно влиять на антигенную композицию HBsAg и вызывать изменение его реактивности.
Материалы и методы. МКА.В работе были использованы коммерческие МКА (n=43) различных фирм-производителей.

Рекомбинантные варианты HBsAg. Субтипы и варианты мутантов HBsAg были получены путем клонирования и экспрессирования соответствующих последовательностей в клетках дрожжей по стандартной методике (“Invitrogen Inc.,” США)

 Сравнение иммунореактивности разных вариантов HBsAg при помощи МКА 
Рекомбинантные варианты HBsAg в концентрации 5мкг/мл были сорбированы в фосфатно- буферном растворе - ФБР (рН 7.4) на иммунологические планшеты (“Dynex Technologies Inc.”, Chantilly, США) в течение ночи при комнатной температуре. Затем в каждую лунку иммуносорбента были добавлены МКА, разведенные 1:200 в ФБР с 0.05% твин -20 и 5% нормальной козьей сывороткой. Инкубацию проводили при 37°С в течение 2 часов. После инкубации планшеты отмывали 5 раз ФБР с 0.05% твин-20. Затем в каждую лунку добавляли по 100 мкл конъюгата (козьи анти-мышиные IgG, меченные пероксидазой хрена (“Pierce”, CША) в разведении 1: 4000 в ФБР с 0.05% твин-20 и 5% нормальной козьей сыворотки. Планшеты инкубировали в течение 1 ч при 37°С, после чего отмывали их 5 раз ФБР с 0.05% твин -20. Реакцию выявляли путем добавления в каждую лунку 100 мкл раствора тетраметилбензидина и инкубировали в течение 10 мин при комнатной температуре. Пороговое значение (cut-off) устанавливали статистически как среднее значение оптической плотности (ОП) при 492 нм известных негативных образцов плюс 3.5 стандартных отклонений.
Результаты. В иммуноферментном анализе сравнивали иммунореактивность различных вариантов HBsAg на панели, состоящей из 43 МКА, полученных от разных производителей (см. таблицу). Все варианты HBsAg оказались иммунореактивными, но в различной степени. Специфический признак реактивности отмечен не был, но некоторые МКА (10М38, 618) реагировали только с каким-либо 1или 2 вариантами HBsAg «дикого типа». Отсутствие реактивности наблюдали при использовании двух МКА - МАВ7010 и 
МАВ7008. 25,5% МКА были иммунореактивны со всеми вариантами HBsAg. Полученные данные позволяют предположить, что, несмотря на гетерогенность первичной структуры, все варианты HBsAg имеют, по крайней мере, один общий эпитоп. Наименее иммунореактивным с использованной нами панелью МКА среди «диких» субтипов был вариант HBsAg субтипа adw4. С ним реагировали только 55,8% МКА. Субтипы HBsAg adw2 и ayw2 «узнавали» 39 (91,6%) из 43 МКА. Однако субтип adw2 практически во всех случаях демонстрировал более высокий уровень позитивности. Рекомбинантные HBsAg «диких» субтипов adr, aywl реагировали с 88,3% МКА. Среди мутантов HBsAg процент реагирующих МКА варьировал от 88,3 до 34,9. Но даже при одинаковом проценте реагирующих МКА уровень позитивности достаточно сильно различался. МКА, которые распознавали «дикий» субтип HBsAg adw2 с низким показателем позитивности, переставали «узнавать» его мутантные варианты. Интересно отметить, что два мутантных варианта - adw2 Q129L и adw2 Q129R, у которых произошла замена аминокислоты глицина в одной и той же позиции, но на разные аминокислоты, очень различаются по степени иммунореактивности. Из рассмотренных нами наиболее сильно на иммунореактивность HBsAg влияла мутация в позиции 145 а- детерминанты субтипа adw2 с заменой аминокислоты Gln на Arg. Этот вариант HBsAg реагировал только с 34,9% МКА с самым низким уровнем позитивности. Мутация в этой же позиции субтипа aywl с заменой Gln на Ala не так существенно влияла на реактивность «дикого» субтипа.
Обсуждение. Общая группоспецифическая а-детерминанта HBsAg имеет структуру в виде двух гидрофильных регионов («петель») и состоит из менее консервативного (123-137 а.о.) и высококонсервативного (138-147 а.о.) районов [8].
    Раннее было сделано предположение, что мутации во 2-й петле детерминанты а оказывают большее влияние на антигенную структуру HBsAg, чем мутации в 1-й петле [4,5]. Полученные нами данные свидетельствуют о том, что мутации могут одинаково влиять на иммунореактивность HBsAg, независимо от их местоположения. Мутация в позиции 129, когда происходит замена Gln на Leu, снижает реактивность HBsAg субтипа adw2 примерно так же, как и мутация в позиции 143 с заменой Thr на Lys.
    Мутация adw2 G145R, видимо, вызывала резкие структурные изменения в антигенной композии HBsAg. Наблюдалось снижение иммунореактивности МКА с данным вариантом HBsAg, а некоторые МКА вообще не взаимодействовали с этим антигеном. Тем не менее МКА 9709 демонстрировали достаточно высокую иммунореактивность с adw2 G145R- мутантом по сравнению с субтипом «дикого» типа. Полученные данные позволяют предположить, что такая одиночная мутация вызывает структурные изменения, оказывающие сильное влияние на антигенные свойства HBsAg. При этом часть эпитопов, вероятно, оставалась неизменной, поскольку сохранялась их способность связываться с антителами. Мутация в этой же позиции у субтипа aywl с заменой Gln на Ala не оказала такого сильного влияния на иммунореактивность HBsAg.
    Можно сделать вывод о том, что аминокислотные замены в рассматриваемых позициях а- детерминанты приводят к изменению ее конформационной структуры и соответственно к изменению степени «узнавания» эпитопов МКА и потере этих вариантов при детекции HBsAg коммерческими тест-системами. В работе B. Moerman и соавт. [12] представлены результаты сравнительной оценки тест-систем Bayer ADVIA Centaur, Ortho Vitros ECi, Abbott AxSYM, Roche Elecsys и использованием панели из 13 образцов, содержащих мутантные формы HBsAg. В 3 из 4 тестов было выявлено наличие HВsAg в 10 из 13 образцов. Эта закономерность воспроизводилась как при использовании образцов, содержащих рекомбинантные антигены, так и образцов, содержащих натуральные варианты мутантных форм HВsAg.
    Всеобщая вакцинация ускорила накопление  мутантов по а-детерминанте HBsAg . Была разработана математическая модель распространения мутантных форм с течением времени [16], согласно которой увеличивается частота инфицирования мутантными вариантами вируса и в течение 50 лет с начала вакцинации они полностью вытеснят «дикий» тип. Создание диагностического теста, позволяющего с одинаковой эффективностью выявлять различные варианты как субтипов, так и мутантов HBsAg , является сегодня одной из основных задач совершенствования иммуноферментной диагностики гепатита В.

    Подбор МКА является ключевым моментом при создании диагностического теста. Рекомбинантные варианты различных «диких» субтипов и мутантных форм HBsAg могут быть использованы для оценки диагностической эффективности теста.

Таблица

Реактивность панели МКА с различными вариантами HBsAg. 

	МКА
	
Субтипы и мутанты HBsAg

	
	adr
	ayw2
	ayw1
	adw4
	adw2
	adw2*
	adw2*
	adw2*
	adw2*
	adw2*
	ayw1*

	
	
	
	
	
	
	TI26s
	Q129L
	Q129R
	T143K
	Q145R
	Q145A

	NE3
	2
	4
	3
	1
	5
	3
	2
	3
	4
	0
	2

	1316581
	0
	0
	1
	0
	2
	2
	0
	1
	1
	0
	0

	HB6
	1
	3
	2
	0
	3
	2
	1
	1
	1
	1
	1

	398557
	2
	4
	3
	2
	3
	3
	2
	3
	3
	1
	2

	NF5
	2
	2
	3
	1
	5
	3
	2
	3
	3
	1
	1

	032A
	2
	4
	1
	1
	3
	2
	2
	1
	1
	2
	2

	MAB278
	2
	4
	3
	1
	3
	2
	2
	1
	1
	0
	2

	MAB7010
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	189-1
	2
	3
	3
	0
	3
	2
	1
	1
	1
	1
	1

	74-4
	1
	2
	1
	1
	4
	2
	1
	1
	1
	1
	1

	H191024
	1
	1
	3
	0
	4
	3
	0
	3
	0
	0
	1

	9708
	1
	1
	2
	0
	0
	2
	1
	1
	1
	0
	1

	9707
	1
	1
	2
	0
	1
	2
	1
	1
	1
	0
	1

	9709
	2
	4
	3
	2
	1
	2
	2
	2
	2
	3
	2

	WIND26
	2
	4
	3
	2
	5
	3
	2
	4
	0
	0
	2

	9704
	1
	1
	2
	0
	1
	2
	1
	1
	1
	0
	1

	9703
	1
	2
	2
	0
	1
	2
	1
	1
	1
	1
	1

	M50196
	2
	3
	1
	1
	4
	2
	1
	1
	1
	1
	1

	67A
	2
	4
	3
	3
	5
	3
	2
	3
	4
	4
	2

	86C
	2
	3
	2
	1
	5
	3
	2
	3
	3
	2
	1

	131D40
	2
	4
	3
	2
	5
	3
	3
	4
	4
	0
	2

	1831
	1
	1
	1
	1
	2
	1
	1
	1
	1
	0
	0

	618
	1
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	9705
	4
	4
	3
	2
	4
	3
	2
	3
	3
	1
	2

	MAB7009
	1
	1
	1
	0
	2
	1
	0
	1
	1
	0
	0

	281
	1
	1
	0
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	HB5
	3
	3
	2
	0
	4
	3
	1
	2
	2
	0
	1

	MAB7008
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	M34142
	4
	3
	3
	2
	5
	3
	2
	3
	3
	3
	2

	10M38
	0
	0
	0
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	1831
	1
	1
	1
	0
	2
	1
	0
	1
	1
	0
	0

	9701
	2
	2
	2
	1
	2
	3
	1
	3
	3
	0
	1

	M49297
	3
	3
	3
	1
	5
	3
	2
	3
	4
	0
	2

	M701077
	4
	4
	3
	1
	5
	3
	2
	3
	4
	0
	2

	MHB22
	2
	2
	2
	1
	5
	3
	1
	3
	3
	1
	1

	MHB23
	4
	4
	2
	1
	3
	2
	2
	3
	2
	0
	2

	MHB24
	2
	2
	2
	0
	5
	3
	1
	3
	2
	0
	1

	BMDV1060
	3
	3
	2
	1
	5
	2
	2
	2
	2
	0
	2

	MHB2
	3
	3
	2
	0
	5
	2
	1
	2
	2
	1
	1

	MHB1
	2
	2
	1
	0
	4
	2
	1
	1
	1
	0
	1

	MHB3
	4
	4
	2
	1
	3
	2
	2
	1
	1
	0
	2

	044E
	4
	4
	2
	1
	4
	2
	2
	2
	0
	0
	2

	SID32
	3
	3
	2
	1
	4
	2
	1
	2
	1
	0
	2


Примечание. *- мутантные варианты HBsAg. Реактивность MКА измеряли как ОП/cut-off и выражали следующим образом: 0< =1 (отрицательные), 1=1-9,9 (слабореактивные), 2=10-49,9 (среднереактивные), 3>=50 (высокореактивные). 
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