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СРАВНЕНИЕ ДИАГНОСТИЧЕСКОЙ ЗНАЧИМОСТИ РЕКОМБИНАНТНЫХ АНТИГЕНОВ И СИНТЕТИЧЕСКИХ ПЕПТИДОВ, МОДЕЛИРУЮЩИХ ИММУНОГЕННЫЕ ЭПИТОПЫ ОБОЛОЧЕЧНОГО БЕЛКА gp41 ПРИ ИММУНОФЕРМЕНТНОЙ ДЕТЕКЦИИ АНТИТЕЛ К ВИЧ-1

Проведено сравнительное изучение эффективности использования в иммуноферментной диагностике ВИЧ-1 рекомбинантных антигенов и синтетических пептидов, содержащих наиболее иммунодоминантный регион оболочечного белка вируса иммунодефицита человека gp41 – CTL эпитоп (Cytotoxic T-lymphocyte epitope). Показано, что применение синтетических пептидов, моделирующих этот регион, недостаточно эффективно. Полученные данные демонстрируют, что рекомбинантные белки, содержащие CTL эпитоп, могут успешно применяться для иммунофермнетной диагностики ВИЧ-1, т.к. показывают более высокую чувствительность при детекции антител, чем синтетические пептиды.
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The study was undertaken to comparatively examine the efficiency of HIV antibody detection by

enzyme immunoassay using recombinant antigens and synthetic peptides containing the most

immunodominant region of the human immunodeficiency virus envelop protein gp41 – Cytotoxic Tlimphocytic (CTL) epitope. The application of the synthetic peptides that mimic this region has been to be inadequately effective. The recombinant proteins that contain the CTL epitope may be successfully used for diagnosis of HIV-1, by using enzyme immunoassay as they show a higher sensitivity in detecting antibodies than do the synthetic peptises.
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immunoassay
    Наиболее изученной, удобной с практической точки зрения и наиболее экономичной в настоящее время в мире остается диагностика ВИЧ-инфекции с помощью выявления специфических антител иммуноферментным анализом. Требования к чувствительности и специфичности этих тестов постоянно растут. Выполнить эти требования возможно благодаря достижениям молекулярной генетики, вирусологии, биотехнологии. Одной из основных задач является поиск высокореактивных антигенных детерминант и определение факторов, влияющих на степень иммунореактивности эпитопов вирусных белков.

    Белки внешней оболочки ВИЧ-1 (gp160, gp41, gp120) обладают высокой иммуногенностью и антитела к ним определяют у всех больных ВИЧ-1 на разных стадиях заболевания, за исключением серологического окна [1]. Большинство серологических тестов основано на детекции антител к поверхностным белкам ВИЧ. Поэтому выбор наиболее эффективных вариантов рекомбинантных или синтетических антигенов, моделирующих эпитопы этих белков, имеет очень большое значение для создания высокочувствительных и высокоспецифичных диагностических тестов. 

    Одним из универсальных серологических маркеров ВИЧ инфекции являются антитела к поверхностному белку gp41 в связи с их ранним появлением, продолжительной циркуляцией в крови и высокой диагностической значимостью [1]. На сегодняшний день хорошо изучены аминокислотная последовательность gp41 и его наиболее иммунореактивные эпитопы. Однако, неизвестно, отличается ли реактивность эпитопа, моделируемого рекомбинантными белками или синтетическими пептидами различной длины. Целью данной работы явилось сравнительное изучение эффективности использования в иммуноферментной диагностике ВИЧ-1 рекомбинантных антигенов и синтетических пептидов, содержащих наиболее иммунореактивный CTL эпитоп (Cytotoxic T-lymphocyte epitope) оболочечного белка gp41, расположенный в пределах с 593 по 602 аминокислоту [2].

Материалы и методы. 
Рекомбинантные белки и синтетические пептиды. В работе сравнивались рекомбинантные белки – аналоги оболочечного белка gp41 – HIV1gp41L , HIV1gp41-55B (производство НПО «Диагностические системы», Нижний Новгород), HIV1gp41 AS1001 (производство фирмы «Devatal», США) и синтетические пептиды – HIV-tau1,  HIV-tau2 и HIV-tau3.  Все рекомбинантные белки и синтетические пептиды содержат CTL эпитоп, но имеют разную протяженность в С- и N-концевых областях от эпитопа (рис.1). 

Положительные сыворотки. Исследования проводились на 55 сыворотках больных с подтвержденным диагнозом ВИЧ-инфекция. Предварительно сыворотки протестированы с помощью тест-системы «Дженскрин ВИЧ 1/2» (фирма Bio-Rad, Франция), где все образцы показали положительную реакцию на антитела к ВИЧ. 

Постановка иммуноферментного анализа. Для сравнения рекомбинантных белков и синтетических пептидов использовали непрямой иммуноферментный метод. Растворы рекомбинантных белков или синтетических пептидов в карбонатном буфере (рН 9,6) сорбировали на полистироловом планшете Nunc Maxi в концентрации 1,7 мкг/мл в течение 16-18 часов при 22-25 ºС. В качестве конъюгата использовали моноклональные антитела мыши против IgG человека, меченые пероксидазой хрена (производство ООО «Сорбент-Сервис», г. Москва).

В планшеты, сорбированные отдельными рекомбинантными белками или синтетическими пептидами, вносили двукратные разведения сывороток больных от 1:100 до 1:32 тыс. на фосфатно-солевом растворе с твином (рН 7,5). Инкубировали 1 ч при 37 ºС. После инкубирования планшеты промывали фосфатно-солевым раствором с твином (рН 7,5) 4 раза. Затем конъюгат в разведении 1:15 тыс. вносили в лунки и инкубировали 30 мин при 37 ºС. После инкубирования планшеты промывали фосфатно-солевым раствором с твином (рН 7,5) 4 раза. Затем вносили субстратный раствор, содержащий Н2О2 и ТМБ, инкубировали 20 мин. при комнатной температуре. Реакцию останавливали 2М серной кислотой, учет результатов производили спектрофотометрически при двух длинах волн - 450 нм и 620-680 нм. Положительными считали образцы, превышающие значение оптической плотности 0,2.

Результаты и обсуждение. 
Результаты исследования эффективности применения в иммуноферментной диагностике ВИЧ-1 рекомбинантных антигенов и синтетических пептидов, моделирующих иммуногенные эпитопы оболочечного белка gp41 показали, что рекомбинантные белки и синтетические пептиды демонстрируют разный уровень иммунореактивности, хотя в тех и других содержится эпитоп, обладающий высокой антигенной активностью и локализованный в пределах 593-602 аминокислот. Эпитоп имеет 100% гомологию аминокислотной последовательности во всех использованных нами вариантах рекомбинантных антигенов и синтетических пептидов. Все рекомбинантные белки демонстрировали 100% иммунореактивность с исследуемыми сыворотками, тогда как синтетические пептиды  детектировали антитела только у 88,9 % положительных сывороток при использовании HIV-tau1; 79,6 % - HIV-tau2; 11 % - HIV-tau3. Кроме того, используя рекомбинантные белки, удается выявлять антитела в разведениях сывороток, в 10-20 раз превышающие таковые при использовании синтетических пептидов (рис. 2).

    Наши данные свидетельствуют о том, что применение синтетических пептидов, моделирующих наиболее иммуногенный эпитоп CTL оболочечного белка gp41 в качестве компонента твердой фазы при иммуноферментной детекции антител к ВИЧ-1, недостаточно эффективно. Различная иммунореактивность эпитопа, расположенного в пределах одной аминокислотной последовательности, но моделируемая рекомбинантными белками или синтетическими пептидами разных размеров, возможно, связана с необходимостью воспроизведения определенной конформации этой последовательности. Необходимую конформационную структуру эпитопа не удается сделать достаточно эффективной с помощью коротких (20-30 аминокислот) пептидов, что ограничивает их использование при иммуноферментной детекции антител к ВИЧ-1 [3]. Нами было отмечено, что удлинение рекомбинантного белка в С-концевой области приводит к повышению его иммунореактивности. Возможно, это связано с влиянием на конформационное состояние CTL эпитопа либо с появлением дополнительных иммунореактивных эпитопов. 

    Учитывая постоянно растущие требования к чувствительности и специфичности тест-систем на ВИЧ-инфекцию, целесообразно использование рекомбинантных белков, содержащих высокореактивные антигенные детерминанты при соблюдении оптимальных условий, позволяющих добиться высокой степени иммуногенности.
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Рис.1 Схематичное изображение рекомбинантных антигенов и синтетических пептидов относительно CTL эпитопа

В качестве компонента твердой фазы при иммуноферментной детекции антител к ВИЧ-1 сравнивали синтетические пептиды: 1 - HIV-tau1; 2 - HIV-tau2; 3 - HIV-tau3 и рекомбинантные белки:  4 - HIV1gp41 AS1001; 5 - HIV1gp41-55B; 6 - HIV1gp41L. Пунктиром обозначено расположение CTL эпитопа. 
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Рис.2. Средние разведения ВИЧ-позитивных сывороток, выявляемых при использовании рекомбинантных антигенов и синтетических пептидов в качестве компонента твердой фазы в ИФА

Выявляли ВИЧ-позитивные сыворотки в двукратных разведениях от 1:100 до 1:32 тыс. с помощью твердофазного иммуноферментного анализа, где в качестве иммуносорбента использовали рекомбинантные белки или синтетические пептиды, сорбированные на полистироловом планшете. На рис. по оси ординат – среднее разведение сывороток, которое выявляется в ИФА для каждого из иммуносорбентов. 
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		13		0.2		0.1		0.8		0.8		0		0.8								800		800		800		100		100		0

		14		16		8		8		8		1.6		8								8000		8000		8000		1600		1600		200

		15		0.4		0.1		8		8		3.2		8								8000		8000		8000		3200		1600		0

		16		4		2		4		4		0.8		2								4000		4000		2000		800		100		0

		17		2				2		4		0.2		1								4000		2000		1000		200		200		0

		18		0.4		0.2		2		2		0.4		2								2000		2000		2000		400		0		0

		19		2				2		2		0.4		2								2000		2000		2000		400		200		0

		20		0.4		0.4		4		4		0.2		1								4000		4000		1000		200		0		0

		21		0.8		0.4		8		8		0.8		4								8000		8000		4000		800		1600		0

		22		0.4		0.2		0.8		0.8		0.2		0.8								800		800		800		200		200		0

		23		8		4		4		4		0.4		4								4000		4000		4000		400		800		100

		24		32		16		8		8		1.6		8								8000		8000		8000		1600		1600		0

		25		4		2		4		8		0.4		2								8000		4000		2000		400		200		0

		26						0.4		0.4		0		0.1								400		400		100		0		0		0

		27		2		1		2		2		0		2								2000		2000		2000		100		200		0

		28						8		16		0.8		4								16000		8000		4000		800		1600		0

		29		0.4		0.4		2		2		0.2		1								2000		2000		1000		200		200		0

		30		0.1				0.2		0.2		0		0.1								200		200		100		0		0		0

		31		0.4		0.2		4		8		0.4		4								8000		4000		4000		400		800		0

		32		8		2		16		32		3.2		8								32000		16000		8000		3200		800		400

		33		16		4		8		8		1.6		2								8000		8000		2000		1600		0		0

		34		0.4		0.2		4		4		0.4		4								4000		4000		4000		400		800		0

		35		4		2		8		16		1.6		8								16000		8000		8000		1600		1600		400

		36		16		8		4		4		0.8		4								4000		4000		4000		800		100		100

		37		8		4		2		2		0.2		2								2000		2000		2000		200		200		0

		38		0.1				0.4		0.4		0		0.2								400		400		200		0		0		0

		39		2		1		0.4		0.8		0		0.2								800		400		200		100		100		0

		40						8		8		1.6		4								8000		8000		4000		1600		800		0

		41		0.2		0.1		16		16		1.6		8								16000		16000		8000		1600		200		0

		42		1.6		0.8		2		2		0.2		2								2000		2000		2000		200		400		0

		44		0.1		0.1		2		2		0.2		1								2000		2000		1000		200		200		0

		45		16		8		4		4		0.8		4								4000		4000		4000		800		800		0

		46						0.2		0.2		0		0								200		200		0		0		0		0

		47		0.8		0.2		2		2		0.2		1								2000		2000		1000		200		200		0

		48		0.2		0.2		0.4		0.4		0		0.2								400		400		200		100		0		0

		49						2		2		0.2		1								2000		2000		1000		100		100		0

		50		2		2		2		2		0.2		1								2000		2000		1000		200		200		0

		51		4		4		16		16		0.8		8								16000		16000		8000		800		800		0

		52						2		4		0.2		2								4000		2000		2000		200		200		0

		53		0.4		0.2		4		8		0.4		4								8000		4000		4000		400		100		0

		54		0.1				8		8		0.8		4								8000		8000		4000		800		400		0

		55		0.2		0.2		16		32		1.6		8								32000		16000		8000		1600		1600		200

		56						16		32		0.8		8								32000		16000		8000		800		200		0

																				мин		200		200		0		0		0		0

																				сигма		8322		4712		2758		711		521		85

																				макс		32000		16000		8000		3200		1600		400

																				сред.		6800		4941		3178		628		457		26

																				ср-сигма		-1522		229		420		-83		-63		-59

																				ср+сигма		15122		9652		5936		1339		978		111





Лист2

				p24		1725		As		pex41		long		пептид HXB2R

		1		4		4		0.8		0.4		0.8		0

		2		32		32		8		4		8		0

		3		0.8		0.4		4		4		4		0

		4						0		0		0		0

		5		0.4		0.2		4		1		4		0

		6						0.4		0.1		0.4		0

		7		1.6		0.8		8		4		8		0

		8		0.4		0.4		2		1		2		0

		9		0.2		0.1		4		4		8		0.8

		10						16		16		32		0.8

		11		2				2		0.8		2		0.2

		12		2		2		2		2		2		0.2

		13		0.2		0.1		0.8		0.4		0.8		0

		14		16		8		8		8		8		1.6

		15		0.4		0.1		8		8		8		3.2

		16		4		2		4		2		4		0.8

		17		2				2		4		4		0.2

		18		0.4		0.2		2		2		2		0.4

		19		2				2		2		2		0.4

		20		0.4		0.4		4		2		4		0.2

		21		0.8		0.4		8		8		8		0.8

		22		0.4		0.2		0.8		0.4		0.8		0.2

		23		8		4		4		2		4		0.4

		24		32		16		8		8		8		1.6

		25		4		2		4		4		8		0.4

		26						0.4		0		0.4		0

		27		2		1		2		0.4		2		0

		28						8		8		16		0.8

		29		0.4		0.4		2		1		2		0.2

		30		0.1				0.2		0.1		0.2		0

		31		0.4		0.2		4		4		8		0.4

		32		8		2		16		16		32		3.2

		33		16		4		8		8		8		1.6

		34		0.4		0.2		4		4		4		0.4

		35		4		2		8		8		16		1.6

		36		16		8		4		4		4		0.8

		37		8		4		2		2		2		0.2

		38		0.1				0.4		0.2		0.4		0

		39		2		1		0.4		0.2		0.8		0

		40						8		8		8		1.6

		41		0.2		0.1		16		8		16		1.6

		42		1.6		0.8		2		0.4		2		0.2

		43						0		0		0		0

		44		0.1		0.1		2		0.8		2		0.2

		45		16		8		4		4		4		0.8

		46						0.2		0.1		0.2		0

		47		0.8		0.2		2		0.8		2		0.2

		48		0.2		0.2		0.4		0.2		0.4		0

		49						2		2		2		0.2

		50		2		2		2		0.4		2		0.2

		51		4		4		16		16		16		0.8

		52						2		4		4		0.2

		53		0.4		0.2		4		2		8		0.4

		54		0.1				8		4		8		0.8

		55		0.2		0.2		16		16		32		1.6

		56						16		32		32		0.8





Лист3

		






