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ПОЛУЧЕНИЕ РЕКОМБИНАНТНОГО АНТИГЕНА ДЛЯ
СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ ВИРУСА БОЛЕЗНИ НЬЮКАСЛА

Балтин К.К., Іңірбай Б.Қ., Тохтарова Л.А., Шустов А.В.

В настоящем исследовании представлены результаты по получению
рекомбинантного нуклеокапсидного белка NP вируса болезни Ньюкасла для
использования в диагностике. Открытая рамка считывания, кодирующая NP
белок, была синтезирована в трех частях de novo. Полученный ПЦР продукт был
клонирован в промежуточный затем экспрессионный вектор. Очищенный
методом металохелатной хроматографии NP белок был протестирован в ИФА.

Болезнь Ньюкасла – высококонтагиозная болезнь птиц, вызываемая
вирусом. Болезнь Ньюкасла поражает, прежде всего, куриных (куры, индейки,
фазаны, перепела), иногда эту болезнь выявляют у птиц из других отрядов.
Симптоматика болезни Ньюкасла проявляется в пневмонии, энцефалите и
множественных внутренних кровоизлияниях. Возбудитель присутствует в
фекалиях больных птиц, в секреторных выделениях из носа, рта и глаз. Передача
возбудителя происходит преимущественно аэрогенным путём, поскольку вирус
устойчив в каплях аэрозоля. Иногда вирус передаётся человеку, вызывая
респираторную инфекцию. В Казахстане и сопредельном Кыргызстане вспышки
болезни Ньюкасла отмечают, регулярно начиная с 1998 г.

Возбудитель инфекции - вирус болезни Ньюкасла, ВБН. ВБН относится к
роду Avulavirus семейства Paramyxoviridae. В русскоязычной литературе этот же
вирус известен под названием парамиксовирус птиц 1 типа (ПМВ-1). В
англоязычной литературе этот вирус называется Newcastle disease virus (NDV),
или avian parainfluenza virus type 1, или avian paramyxovirus type 1 (APMV1).
Филогенетический анализ последовательностей вирусного гена F позволил
выделить девять генотипов ВБН. Генотип I включает авирулентные штаммы
ВБН, из которых по всей вероятности эволюционировали другие генотипы ВБН.
Генотипы II, III и IV были вовлечены в первую зарегистрированную панорнитию
болезни Ньюкасла (1920-1950 гг.). Генотипы VI и V вызывали локальные
вспышки в ходе второй панорнитии – в 1960-1970 гг. Подтип VIb вызвал третью
панорнитию, начавшуюся в 1980 г. Генотипы VII и VIII циркулируют в
Восточной Азии Европе и Южной Африке с 1980-1990 гг. До настоящего
времени генотип IX выявляли только в Китае. Вспышки болезни Ньюкасла,
зафиксированные на территориях Казахстана и Кыргызстана в 1998, 2000, 2001,
2003, 2004, и 2005 гг. были вызваны вирусом генотипов VIIb и VIId.

При проведении выравнивания аминокислотных последовательностей
нуклеокапсидного белка ВБН были использованы генетические данные,
представленные в базе данных Genbank. Аминокислотные последовательности
белка NP для изолятов China_VII_ABG561, Sweden_VIIb_ADM4,



Pakistan_VII_AEX, China_VII_AEY801, China_VII_AEY850, Netherlands_VIIa,
SA_VIId_AEZ00714, China_IX_ACK5749, China_IX_ACK5750,
China_VI_2376877 были выровнены с использованием программы AlignX.

На основе полученного элайнмента была выбрана оптимальная
аминокислотная последовательность для проведения дизайна гена NP.
Консенсусная аминокислотная последовательность белка NP представлена ниже.

MSSVFDEYEQLLAAQTRPNGTHGGGEKGSTLKVEVPVFTLNSDDPEDR
WNFAVFCLRIAVSEDANKPLRQGALISLLCSHSQVMRNHVALAGKQNEATLA
VLEIDGFTNSVPQFNNRSGVSEERAQRFMVIAGSLPRACSNGTPFVTAGVEDD
APEDITDTLERILSIQAQVWVTVAKAMTAYETADESETRRINKYMQQGRVQK
KYILHPVCRSAIQLTIRHSLAVRIFLVSELKRGRNTAGGSSTYYNLVGDVDSYI
RNTGLTAFFLTLKYGINTKTSALALSSLTGDIQKMKQLMRLYRMKGENAPYM
TLLGDSDQMSFAPAEYAQLYSFAMGMASVLDKGTGKYQFARDFMSTSFWRL
GVEYAQAQGSSINEDMAAELKLTPAARRGLAAAAQRVSEEIGSMDIPTQQAG
VLTGLSDEGPRAPQGGSNKSQGQPDAGDGETQFLDLMRAVANSMREAPNPA
QSTTHPEPPPTPGPSQDNDTDWGY.

Дизайн гена, кодирующего выбранную аминокислотную
последовательность, был выполнен с помощью обратной трансляции. При этом,
была проведена оптимизация кодонов для экспрессии антигена NP ВБН в
бактериальных клетках.

Для получения рекомбинантного антигена вируса болезни Ньюкасла его
ген был синтезирован de novo. Ген был собран в основном из
шестидесятимерных олигонуклеотидов за исключением первого и последних
пяти, длина которых составляла от 31 до 40 нуклеотидов.

Размер гена NP составляет более полутора тысяч пар оснований, что
обусловило необходимость собирать целевой ген из нескольких частей. В связи с
этим синтез гена NP проводили из трех частей, каждую из которых
синтезировали de novo в отдельной реакции. После этого для синтеза
полноразмерного гена NP его части были соединены в лигазной реакции.

Сборку каждой части гена NP проводили в двухраундовой полимеразой
цепной реакции с использованием высокоточной термофильной полимеразы
Phusion Hot Start DNA Polymerase и буферной системы от производителя
фермента. На первом раунде использовали смесь 60-мерных олигонуклеотидов,
совокупность которых накрывает данную часть. Продукт ПЦР первого раунда
был использован в качестве матрицы для проведения ПЦР второго раунда. ПЦР
второго раунда проводили с использованием пары фланкирующих праймеров,
нацеленных на концы фрагмента ДНК, амплифицируемого на первом раунде.

Полученные фрагменты были клонированы в составе бактериальных
плазмид на основе вектора для промежуточного клонирования pGEM-T. Данная
процедура была проведена с использованием набора pGEM-T Cloning Kit
(Promega). Для обеспечения возможности прямого клонирования с вектором из
набора амплификатов, полученных с помощью полимеразы Phusion, перед
клонированием полученные фрагменты ДНК были 3’-аденилированы. Достройку
3’-концевых нуклеотидов осуществляли Taq-полимеразой.

Полученными промежуточными плазмидами были трансформированы
компетентные клетки E. coli штамма DH5α. Трансформанты культивировали на



селективной агаризованной среде. Скрининг клонов для определения наличия
вставки проводили ПЦР анализом с применением рекомендованных компанией
Promega праймеров М13 Forward и М13 Reverse.

Отобранные клоны засевали в жидкую среду LB с целью наработки
плазмидной ДНК. Выделенные плазмидные ДНК секвенировали для
определения последовательностей вставок. С помощью сиквенса было
подтверждено соответствие последовательностей частей гена NP расчётным
структурам.

На следующем шаге целевой ген NP был переклонирован в вектор для
бактериальной экспрессии pET22b(+). Для этого были использованы уникальные
сайты рестрикции HindІІІ и NcoІ. Полученная конструкция предназначена для
получения рекомбинантного белка NP в бактериальных системах экспрессии. В
конструкции pET22_NP(NDV) ген антигена NP находится под контролем
промотора РНК-полимеразы фага Т7. Кроме целевого гена NP, плазмида
pET22_NP(NDV) имеет ген устойчивости к ампицилину и ген lacI, который
кодирует репрессор лактозного оперона. Рекомбинантный антиген NP вируса
болезни Ньюкасла несёт на С-конце последовательность из шести остатков
гистидина, которая может быть использована для очистки рекомбинантного
белка.

Созданная генно-инженерная конструкция pET22_NP(NDV) использована
для получения экспрессионного штамма бактерий. Для этого, методом
электропорации плазмидой pET22_NP(NDV) трансформировали клетки E.coli
штамма BL21(DE3) pLysS.

В последующем рекомбинантный белок NP был очищен методом
металохелатной хроматографии. Полученные белковые фракции показали
удовлетворительные результаты в твердофазном иммуноферментном анализе с
использованием заранее протестированных сывороток на контрольных
коммерческих тестах.


