
Медицинская генетика
ОригинальнОе исследОвание / original article

Analysis of domain specificity 
of the protective chimeric antibody 
ch14D5a against glycoprotein E 
of tick-borne encephalitis virus

I.K. Baykov1 , L.A. Emelyanova1, 2, L.M. Sokolova1, 
E.M. Karelina1, 2, A.L. Matveev1, 2, I.V. Babkin1, 2,  
Ya.A. Khlusevich1, 2, V.F. Podgornyy1, N.V. Tikunova1, 2 

1 Institute of Сhemical Biology аnd Fundamental Medicine SB RAS, 
Novosibirsk, Russia

2 Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia

A drug for the prevention and therapy of tick-borne ence-
phalitis virus is being developed on the basis of the pro-
tective chimeric antibody ch14D5a. At the same time, 
the epitope recognized by this antibody on the surface 
of glycoprotein E has not been localized yet. The aim of 
this work was to identify the domain of glycoprotein E, to 
which the protective antibody ch14D5a binds. As a result, 
four recombinant variants of glycoprotein E were generat-
ed using the bacterial expression system: (1) the rE protein 
containing the domains D1, D2, and D3 of glycoprotein E; 
(2) the rED1+2 protein containing domains D1 and D2; 
(3) the rED3_301 protein, which is domain D3 of glycopro-
tein E, and (4) the rED3_294 protein comprising domain 
D3 and a hinge region connecting domains D1 and D3. 
The rED3_294 and rED3_301 proteins were obtained in so-
luble monomeric form. The rE and rED1+2 proteins were 
extracted from the inclusion bodies of Escherichia coli.   
Using Western blot analysis and surface plasmon reso-
nance analysis, it was demonstrated that the protective 
chimeric antibody ch14D5a and its Fab fragment bound 
specifically to domain D3 of glycoprotein E. Since the anti-
bodies recognizing epitopes on the surface of domain D3 
do not tend to cause antibody-dependent enhancement 
of the infection as compared to antibodies directed to do-
mains D1 and D2, the data obtained confirm the promise 
of using the antibody ch14D5a in the development of a 
therapeutic preparation against the tick-borne encephali-
tis virus.  

Key words: tick-borne encephalitis virus; glycoprotein E; 
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В настоящее время на основе протективного химерного анти-
тела ch14D5a разрабатывается препарат для профилактики и 
терапии вируса клещевого энцефалита. Вместе с тем эпитоп, 
узнаваемый этим антителом на поверхности гликопротеина Е, 
не локализован. Для терапевтического использования анти-
тела ch14D5a крайне желательно знать механизм действия 
этого антитела, в том числе узнаваемый им эпитоп. Целью 
данной работы было выявить домен гликопротеина Е, с кото-
рым связывается протективное антитело ch14D5a. Для этого 
с использованием бактериальной системы экспрессии было 
получе но четыре рекомбинантных варианта гликопротеина Е: 
1) белок rE, содержащий домены D1, D2 и D3 гликопротеина Е;  
2) белок rED1+2, содержащий домены D1 и D2; 3) белок rED3_301, 
представляющий собой домен D3; 4) белок rED3_294, включа-
ющий домен D3 и шарнирный участок, соединяющий доме-
ны D1 и D3. Белки rED3_294 и rED3_301 были получены в рас-  
творимой мономерной форме, что подтверждено гель-фильт-
рационной хроматографией. Белки rE и rED1+2 экстрагиро-
ваны из телец включения. Методами вестерн-блот анализа 
и поверхностного плазмонного резонанса установлено, что 
протективное химерное антитело ch14D5a и его Fab-фрагмент 
связываются с доменом D3 и не связываются с доменами D1 и 
D2 гликопротеина Е вируса клещевого энцефалита. Поскольку 
антитела, узнающие эпитопы на поверхности домена D3, не 
склонны вызывать антителозависимое усиление инфекции по 
сравнению с антителами, направленными на домены D1 и D2, 
полученные данные подтверждают перспективность исполь-
зования антитела ch14D5a при создании терапевтического 
препарата против вируса клещевого энцефалита.
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Флавивирусы – семейство РНК-содержащих вирусов, 
включающих множество возбудителей опасных за-
болеваний человека. Актуальность получения ре-

комбинантных аналогов поверхностных белков различных 
флавивирусов определяется необходимостью разработки 
вакцин нового поколения (Chen, 2015; Rey et al., 2018), 
создания высокочувствительных тест-систем (Holbrook 
et al., 2004; Zidane et al., 2013), а также проведения струк-
турных исследований (Rey et al., 1995; Wu et al., 2003; 
Volk et al., 2009). Рекомбинантные флавивирусные белки 
используются при изучении эпитопов, узнаваемых по-
тенциально терапевтическими высоконейтрализующими 
и протективными антителами (Nybakken et al., 2005; 
Robinson et al., 2015; Barba-Spaeth et al., 2016; Zhao et al., 
2016; Wang et al., 2017).

Антигенная структура флавивирусного гликопротеи-
на Е непосредственным образом связана с простран-
ственной структурой этого белка и его ориентацией на 
поверхности вириона. Гликопротеин Е расположен на 
поверхности зрелого вириона флавивирусов в количестве 
180 молекул, организованных в виде 90 гомодимеров. Он 
состоит из доменов D1, D2 и D3 (рис. 1, а), а также двух 
трансмембранных доменов. D1 – центральный домен, 
объединяющий домены D2 и D3. Домен D2 отвечает за 
димеризацию гликопротеина Е, а также содержит гидро-
фобную петлю слияния, которая участвует в выходе вирус-
ного капсида из эндосомы в цитоплазму клетки. Домен D3 
взаимодействует с различными клеточными рецепторами 
и участвует в проникновении вируса в заражаемую клетку 
(Pierson, Kielian, 2013).

Доменная структура гликопротеина Е стабилизирована 
шестью дисульфидными связями, консервативными для 
всех флавивирусов. Известно, что эпитопы, узнаваемые 
вируснейтрализующими и протективными антителами, 
расположены во всех трех доменах гликопротеина (Dowd, 
Pierson, 2011). Эпитопы мышиных моноклональных ан-
тител, обладающих наиболее выраженными вирусней-
трализующими и протективными свойствами, находятся 
преимущественно в области домена D3 (Roehrig, 2003; 
Oliphant et al., 2005; Sánchez et al., 2005; Dai et al., 2016), 
поэтому антитела, направленные к этому домену, пред-
ставляют наибольший интерес с точки зрения профи-
лактики и терапии флавивирусных инфекций. Известно 
также, что высоконейтрализующие и протективные анти-
тела, направленные к петле слияния, вызывают антитело-  
зависимое усиление инфекции (Haslwanter et al., 2017). 
В связи с этим при разработке терапевтических препара-
тов против флавивирусов для потенциально терапевти-
ческого антитела должно быть подтверждено отсутствие 
связывания с петлей слияния гликопротеина Е.

Ранее на основе вируснейтрализующих моноклональ-
ных мышиных антител (Tsekhanovskaya et al., 1993) нами 
было сконструировано высокоаффинное химерное анти-
тело ch14D5a, обладавшее способностью эффективно 
защищать модельных животных от сотен летальных доз 
ви руса клещевого энцефалита (ВКЭ) (Baykov et al., 2014; 
Тикунова и др., 2015). Доклинические испытания этого 
антитела показали его высокую эффективность, а также 
отсутствие токсических свойств (Тикунова и др., 2015). 
Однако для терапевтического использования препарата на 

основе антитела ch14D5а необходимо детальное иссле-
дование механизма действия этого антитела, в том числе 
локализация эпитопа, с которым связывается антитело на 
поверхности гликопротеина Е.

Цель данной работы – выявить домен гликопротеина Е 
вируса клещевого энцефалита, с которым связывается про-
тективное химерное антитело ch14D5a. Для этого были 
получены рекомбинантные белки, представляющие собой 
фрагменты гликопротеина Е, и исследовано взаимодей-
ствие антитела ch14D5a с этими белками методами поверх-
ностного плазмонного резонанса и вестерн-блот анализа.

Материалы и методы
Материалы. Химерное антитело ch14D5a было наработа-
но и очищено согласно методике, опубликованной ранее 
(Baykov et al., 2014). Fab-фрагмент антитела получен с 
использованием набора Pierce™ Fab Micro Preparation Kit 
(Thermo Scientific) согласно инструкции производителя. 
Комплементарная ДНК гена Е вируса клещевого энцефа-
лита, штамм Софьин, была предоставлена С.Е. Ткачёвым, 
Институт химической биологии и фундаментальной ме-
дицины СО РАН (Новосибирск).

Создание генетических конструкций для получе
ния фрагментов гликопротеина Е. Фрагменты ДНК, 
кодирующие рекомбинантные белки rED3_294, rED3_301, 
rED1+2 и rE, были получены методом ПЦР по матрице 
кДНК гена Е вируса клещевого энцефалита, штамм 
Sofjin-Ru (GenBank: AEP20480.1), с использованием 
праймеров: rED3_301_NcoI_dir: 5′-GCGCCATGGCCG
GCGGTGGCTCGGGTCTTACATACACAATGTGCG-3′;  
rED3_294_NcoI_dir: 5′-GCGCCATGGCCGGCGGTG
GCTCGCTAGAAAAACTTAAGATGAAAGGTC-3′; 
rED3_his_NotI_rev: 5′- TTAGCGGCCGCTTAGTGATG
GTGATGATGATGACTCCCTTTTTGGAACCATTG-3′; 
rED1_SfiI_dir: 5′-ATAGGCCCAGCCGGCCATGGCCTC
ACGGTGCACACATCTGG-3′; rED2_his_NotI_rev: 5′-TTA 
GCGGCCGCTTAGTGATGGTGATGATGATGTTTCAT
CTTAAGTTTTTCTAGCCC-3′. Фрагмент, кодирующий 
белок rED3_294, получен с использованием праймеров 
rED3_294_NcoI_dir и rED3_his_NotI_rev. Фрагмент, коди-
рующий белок rED3_301, – с использованием праймеров 
rED3_301_NcoI_dir и rED3_his_NotI_rev. С помощью 
праймеров rED1_SfiI_dir и rED2_his_NotI_rev получали 
фрагмент, кодирующий белок rED1+2, а с помощью прай-
меров rED1_SfiI_dir и rED3_his_NotI_rev – фрагмент, ко-
ди рующий белок rE.

Гены рекомбинантных белков кодировали глицин-се-
риновую последовательность на N-конце для повышения 
растворимости, а также C-концевую гексагистидиновую 
последовательность для очистки белков на Ni-NTA сор-
бенте. ДНК-фрагменты, кодирующие белки rED3_294 и 
rED3_301, были встроены в плазмидную ДНК pHEN2 
по сайтам узнавания эндонуклеаз рестрикции NcoI и 
NotI. Фрагменты, кодирующие белки rED1+2 и rE, были 
встроены в ту же плазмиду по сайтам SfiI и NotI. Пра-
вильность конструкций pHEN2-rED3_294, pHEN2-
rED3_301, pHEN2-rED1+2 и pHEN2-rE подтверждали сек-
венированием. Описанные конструкции депонированы в 
базу GenBank и имеют следующие номера: MH319019, 
MH383220, MH383221 и MH383222.
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Анализ доменной специфичности химерного антитела 
против гликопротеина Е вируса клещевого энцефалита

а

Fusion  
peptide

D3

D1 D2

b c d

Получение рекомбинантных белков. Бактерии 
Esche richia coli HB2151, трансформированные соответ-
ствующей плазмидной ДНК, растили в среде LB c до-
бавлением ампициллина и 0.1 % глюкозы при скорости 
перемешивания 180 об./мин и температуре 37 °C. При 
достижении оптической плотности OD600 = 0.7−0.9 син-
тез белка индуцировали добавлением ИПТГ до конечной 
концентрации 0.5 мМ, а рост культуры продолжали при 
скорости перемешивания 180 об./мин и 30 °C. Через 4 ч 
биомассу отделяли от культуральной жидкости центрифу-
гированием 10 мин при 6 000 g, осадок ресуспендировали 
в буфере, содержащем 20 % сахарозы, 1 мМ ЭДТА и 10 мМ 
трис-HCl, pH 7.5, взятом в количестве 1/10 исходного 
объема жидкой культуры. После инкубации 5 мин при 
комнатной температуре и 5 мин при 0 °С клетки осаждали 
2 мин при 10 000 g и температуре 6 °C. После удаления 
су пернананта клеточный осадок ресуспендировали в 
5 мМ растворе MgSO4, взятом в количестве 1/10 исход-
ного объема жидкой культуры, и инкубировали 5 мин при 
0 °С. Образовавшиеся сферопласты осаждали 2 мин при 
10 000 g и температуре 6 °C, а супернатант, содержащий 
периплазматические белки, фильтровали через поли-
эфир сульфоновый фильтр с размером пор 0.22 мкм и за-
мораживали. Осадок сферопластов также замораживали.

При получении rED3_294 либо rED3_301 фракцию пе-
ри плазматических белков наносили на хроматографи-
ческую колонку, упакованную 4 мл Ni-NTA агарозы (No-
vagen) со скоростью потока 0.5 мл/мин. Для промывки 
колонки и элюции использовали фосфатно-солевой бу-
ферный раствор (ФСБР) с добавлением NaCl до 300 мМ, 
содержащий различные концентрации имидазола. После 
нанесения периплазматической фракции хроматогра-
фическую колонку промывали 5 объемами буфера, не 
содержащего имидазола. Неспецифически связавшиеся 
белки элюировали буфером с 25 мМ имидазола, после 
чего целевой белок элюировали буфером с 300 мМ ими-
дазола. С помощью фильтров Amicon ultra-4 с порогом 
отсечения 3 кДа осуществляли диафильтрацию буфера и 

концентрирование белка до 2−4 мг/мл. Белок фильтрова-
ли через фильтр с размером пор 0.22 мкм и хранили при 
4 °C в фосфатно-солевом буферном растворе, pH 7.4, с 
до бавлением 0.02 % азида натрия.

При получении белков rE и rED1+2 использовали оса-
док сферопластов, оставшийся после выделения пери-
плазматических белков. Осадок подвергали обработке 
ультразвуком в течение 3 мин, после чего суспензию 
цент рифугировали 15 мин при 12 000 g. Супернатант, 
со держащий цитоплазматические белки, заморажива-
ли. Осадок, представляющий собой клеточный дебрис, 
растворяли в ФСБР, содержащем 8 М мочевину, при 
комнатной температуре в течение 30 мин, затем центри-
фугировали 15 мин при 12 000 g. Целевой белок выделяли 
из супернатанта аффинной хроматографией аналогично 
тому, как это делали для белков rED3_294 и rED3_301, 
с тем лишь исключением, что все растворы содержали 
8 М мочевину. Белки хранили в ФСБР, содержащем 8 М 
мочевину, при –20 °C.

Вестернблот анализ рекомбинантных белков. 
Клеточные лизаты и фракции периплазматических бел-
ков фракционировали электрофорезом в 15 % денату-
рирующем полиакриламидном геле, после чего белки 
переносили на нитроцеллюлозную мембрану (Bio-Rad) 
электропереносом в буфере, содержащем 25 мМ трис, 
192 мМ глицина, 0.1 % додецилсульфат натрия и 20 % 
этанол, и окрашивали красителем «пунцовый S». После-
дующие стадии осуществляли в термостатируемом шей-
кере при 37 °C. Мембрану блокировали 5 % cуспензией 
обезжиренного сухого молока в течение 45 мин. После 
трехкратного промывания мембраны ФСБР, содержащим 
0.05 % твин-20 (ФСБР-твин), к мембране добавляли рас-
твор антитела 6x-His Tag Monoclonal Antibody (4A12E4) 
(Invitrogen), разведенного в том же буфере в соотношении 
1:10 000. После 45-минутной инкубации и трехкратного 
промывания мембраны ФСБР-твин к мембране добавляли 
раствор вторичного антитела, конъюгированного с ще-
лочной фосфатазой, Anti-Mouse IgG (Fc specific)– Alka line 

Fig. 1. Fragments of the 3D structure of glycoprotein E ectodomain: (a) protein rE, containing domains D1, D2, and D3; (b) protein 
rED1+2, containing domains D1 and D2; (c) protein rED3_294; (d) protein rED3+301.
The images were constructed with Pymol software on the base of the 1SVB structure retrieved from Protein Data Bank. 
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Phosphatase antibody produced in goat, A1418 (Sigma). Пос-
ле 45-минутной инкубации и трехкратного промы вания 
мембраны ФСБР-твин мембрану промывали AP-буфером 
(100 мМ трис-HCl, pH 9.5, 100 мМ NaCl и 10 мМ MgCl2) 
и производили окрашивание мембраны раствором хромо-
генов BCIP-T (пара-толуидиновая соль 5-бром-4-хлор-3-
индолилфосфата) (Fermentas) и NBT (nitro blue tetrazolium 
chloride) (Fermentas) в том же буфере до появления окра-
ски. Окрашенную мембрану промывали дистиллятом и 
сканировали.

В случае вестерн-блот анализа с использованием анти-
тела ch14D5a процедуру осуществляли аналогично, при 
этом антитело ch14D5a применяли в конечной концен-
трации 1 мкг/мл, а в качестве вторичного антитела ис-
пользовали Anti-Human IgG (whole molecule)−Alkaline 
Phos phatase antibody produced in goat, A1543 (Sigma). 

Исследование взаимодействия антитела ch14D5a 
и его Fabфрагмента с рекомбинантными фрагмен
тами гликопротеина Е на оптическом биосенсоре 
ProteOn XPR36. Эксперименты проводили в ФРСБ с 
добавлением 0.005 % твин-20 и 0.1 мМ этиленидиамин-
тетраацетата натрия (ЭДТА). Поверхность HTG-чипа 
активировали пропусканием 1 мМ водного раствора 
Ni(NO3)2 в течение 120 с. Рекомбинантные белки неко-
валентно иммобилизовали на поверхности HTG-чипа в 
концентрации 3 мкг/мл до достижения уровня сигнала 
50–70 ед. отклика. Последовательные трехкратные раз-
ведения Fab-фрагмента антитела ch14D5a в концентрации 
260, 87, 29, 9.6 и 3.2 нМ анализировали на связывание 
с рекомбинантными белками. В качестве референсного 
был взят сигнал, зарегистрированный для буфера, не со-
держащего Fab-фрагмента, а также сигнал, полученный 
при пропускании разведений Fab-фрагмента в той части 
чипа, где не было иммобилизовано белков. Скорректи-
рованный таким образом сигнал использовали для вы-
числения кинетических и равновесных констант методом 
глобального выравнивания на основе простой модели 
односайтового связывания с помощью программного 
обеспечения ProteOn Manager 3.1.0. В случае антитела 
ch14D5a анализировали трехкратные разведения антитела 
в концентрации 81, 27, 9, 3 и 1 нМ.

Гельфильтрационная хроматография. Хроматогра-
фический профиль образцов белков rED3_294 и rED3_301 
был проанализирован на колонке Super dex 75 10/300 GL 
(GE Healthcare) с помощью хроматографа AKTA pure 
(GE Healthcare). Профильтрованный образец белка вноси-
ли в количестве 100 мкл и фракционировали со скоростью 
потока 0.5 мл/мин. Оптическую плотность на выходе из 
колонки анализировали на длинах волн 214 и 280 нм. 
В качестве референсных белков были использованы 
РНКаза А (13.7 кДа), лизоцим куриных яиц (14.3 кДа) и 
одноцепочечное антитело 14D5 (27 кДа). Эксперименты 
проводили в буфере ФСБР.

Обработка дебриса детергентом. Клеточный дебрис, 
оставшийся в результате центрифугирования бактерий, 
предварительно обработанных ультразвуком, ресуспен-
дировали в буфере (50 мМ трис-HCl, pH 7.5, 1 мМ ЭДТА, 
150 мМ NaCl), содержащем 0.5 %, 1 % или 1.5 % детер-
гента тритон ×100. Образцы инкубировали в течение 
ночи при 4 °С. Центрифугировали 10 мин при 12 000 g, 

анализировали осадок и супернатант денатурирующим 
электрофорезом в полиакриламидном геле.

Результаты

Получение рекомбинантных фрагментов 
гликопротеина Е ВКЭ
Рекомбинантные фрагменты гликопротеина Е были на-
работаны в результате экспрессии в бактериях E. coli 
HB2151. Для этого были сконструированы плазмидные 
ДНК на основе ДНК pHEN2, содержащей сигнальную 
последовательность гена пектат-лиазы B (pelB). Эта по-
следовательность направляет синтез белка в периплаз-
матическое пространство E. coli, которое обладает более 
высоким окислительным потенциалом, а также содержит 
белки клеточной системы Dsb, способствующие образова-
нию дисульфидных связей, необходимых для стабилиза-
ции пространственной структуры белка (Berkmen, 2012), 
что способствует образованию правильной конформации 
белковой молекулы и накоплению белка в растворимой 
форме. Всего было сконструировано четыре рекомбинант-
ных фрагмента гликопротеина Е: 1) белок rE, содержащий 
домены D1, D2 и D3, аминокислотные остатки (а. к. о.) 
1−397 гликопротеина Е ВКЭ; 2) белок rED1+2, содер-
жащий домены D1 и D2 (а. к. о. 1−302 гликопротеина Е); 
3) белок rED3_301, представляющий собой домен D3 
(а. к. о. 301−397 гликопротеина Е); 4) белок rED3_294 
(а. к. о. 294−397 гликопротеина Е), включающий домен D3 
и шарнирный участок, соединяющий домены D1 и D3. Все 
рекомбинатные белки содержали гексагистидиновую по-
следовательность на С-конце и не содержали С-концевой 
трансмембранный участок (а. к. о. 398−496). На рис. 1 
представлены соответствующие фрагменты простран-
ственной структуры эктодомена гликопротеина Е (Rey et 
al., 1995, PDB_id: 1SVB).

В результате индукции бактерий, трансформированных 
соответствующими плазмидными ДНК, были получены 
клеточные лизаты, содержащие необходимые белки. Белки 
фракционировали гель-электрофорезом в восстановитель-
ных условиях (рис. 2, а) и выявляли антителом против 
гексагистидиновой последовательности в вестерн-блот 
анализе для соотнесения полос на геле целевым белкам 
(см. рис. 2, б ). Белки rED3_294 и rED3_301 находились 
в растворимом виде в периплазматическом пространстве 
клеток (см. рис. 2, а, дорожки 1 и 2). Белок rE присут-
ствовал в небольшом количестве в цитоплазме клеток в 
растворимом виде и выявлялся вестерн-блот анализом 
антителом против гексагистидиновой последовательности 
(см. рис. 2, б, дорожка 6). Вместе с тем большая часть бел-
ков rE и rED1+2 была расположена в клеточном дебрисе, 
оставшемся после выделения периплазмы и цитоплазмы 
(см. рис. 2, а, дорожки 3 и 4). Кроме того, зарегистриро-
ваны в небольшом количестве дополнительные формы 
белков rED3_294 и rE, незначительно отличающиеся по 
электрофоретической подвижности. Присутствие этих 
форм может быть вызвано неполным отщеплением ли-
дерного пептида от целевого белка.

Была проверена гипотеза о том, что белки rED1+2 
и rE находятся преимущественно в нерастворимом виде 
из- за того, что они связаны с фрагментами бактериаль-



И.К. Байков, Л.А. Емельянова, Л.М. Соколова … 
Я.А. Хлусевич, В.Ф. Подгорный, Н.В. Тикунова

2018
22 • 4

463Медицинская генетика Вавиловский журнал генетики и селекции • 2018 • 22 • 4

Анализ доменной специфичности химерного антитела 
против гликопротеина Е вируса клещевого энцефалита

ной мембраны при помощи гидрофобной петли слияния 
(а. к. о. 98−111 гликопротеина Е), расположенной в до-
мене D2. Однако после обработки клеточного дебриса 
буфером, содержащим 0.5 %, 1 % или 1.5 % тритона ×100, 
белки rED1+2 и rE по-прежнему находились в осадке и 
не переходили в супернатант.

Белки rED3_294 и rED3_301 были выделены из пери-
плазматической фракции Ni-NTA хроматографией. Ме-
тодом гель-фильтрационной хроматографии в отсут-
ствие детергентов было показано, что белки rED3_294 
и rED3_301 соответствовали по времени удержания на 
колонке белкам с молекулярной массой около 12 кДа, 
следовательно, эти белки находились в растворе в виде 
мономеров и не образовывали агрегатов.

Анализ связывания рекомбинантных белков rED3_294, 
rED3_301, rED1+2 и rE с антителом ch14D5a
Полученные белки в виде клеточных лизатов и периплаз-
матических фракций были исследованы вестерн-блот ана-
лизом на специфическое связывание с антителом ch14D5a. 
В результате обнаружено, что антитело связывается с 
белками rED3_294, rED3_301 и rE, но не связывается с 
белком rED1+2 (рис. 3). Это свидетельствует о том, что 
эпитоп, узнаваемый антителом ch14D5a, расположен на 
домене D3 гликопротеина Е ВКЭ, причем шарнирный 
участок, соединяющий домены D1 и D3, не принимает 
участия во взаимодействии с антителом ch14D5a.

Сродство антитела ch14D5а и Fab-фрагмента этого ан-
титела к белкам rED3_294 и rED3_301 было измерено с 
помощью оптического биосенсора ProteOn XPR 36 (Bio-  
Rad), использующего явление поверхностного плазмон-
ного резонанса (рис. 4). Белки rED3_294 и rED3_301 им-
мобилизовали на поверхность чипа и анализировали их 
связывание с антителом ch14D5a и его Fab-фрагментом. 
В случае взаимодействия с Fab-фрагментом измеряли 
аффинность, которая для белков rED3_294 и rED3_301 со-
ставила 53 ± 3 и 48 ± 3 нМ соответственно (см. рис. 4, а, б ). 
В случае антитела ch14D5a измеряли значение кажущейся 
(эффективной) константы диссоциации, называемой так-

же авидностью, которая характеризует взаимодействие 
полноразмерного антитела, имеющего два антигенсвязы-
вающих домена, с поверхностью, покрытой множеством 
молекул антигена. Полученное значение кажущейся (эф-
фективной) константы диссоциации составило для обоих 
вариантов домена D3 около 1.5 ± 0.2 нМ (см. рис. 4, в).

Чтобы оценить вклад доменов D1 и D2 в связывание 
антитела ch14D5a с гликопротеином Е, мы исследовали 
взаимодействие Fab-фрагмента этого антитела c бел-
ком rE, содержащим все три домена. Полученное значение 
константы диссоциации находилось на уровне сродства 
Fab-фрагмента к белкам rED3_294 и rED3_301 и составило 
45 ± 3 нМ (см. рис. 4, г), что свидетельствует об отсутствии 
значимого вклада доменов D1 и D2 в связывание антитела 
с гликопротеином Е.

Стабильность белка
Хранение белков rED3_294 и rED3_301 в течение года 
при 4 °С в концентрации 2−4 мг/мл в фосфатно-солевом 
буфере с добавлением азида натрия не приводило ни к 
выпадению осадка, ни к изменению активности белка.
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Fig. 2. Analysis of cell fractions containing recombinant proteins rED3_294, rED3_301, rED1+2, and rE: (a) electrophoresis in 15 % denaturing polyacryl-
amide gel, (b) Western blotting with antibody against the hexahistidine fragment. 
1, 2, Periplasmic fraction of bacteria transformed with plasmids pHEN2-rED3_294 and pHEN2-rED3_301, respectively; (3) cell debris of bacteria transformed with 
pHEN2-rED1+2; 4, 5, cell debris of bacteria transformed with pHEN2-rE; 6, cytoplasmic fraction of bacteria transformed with pHEN2-rE; M, protein molecular 
weight ladder. All samples were prepared with the presence of dithiothreitol.

Fig. 3. Western blotting of recombinant proteins with antibody ch14D5a.
1, rED3_294; 2, rED3_301; 3, 4, rED1+2; 5–7, rE; M, protein molecular weight 
ladder. Proteins were resolved in reducing 15 % polyacrylamide gel and trans-
ferred to a nitrocellulose membrane.
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Обсуждение
Домен D3 гликопротеина Е флавивирусов по простран-
ственной структуре относится к семейству иммуноглобу-
линовых доменов. Это достаточно стабильный домен, до-
полнительно стабилизированный одной консервативной 
дисульфидной связью. Рекомбинантные белки, представ-
ляющие собой домены D3 некоторых флавивирусов, таких 
как вирус желтой лихорадки, вирус Денге, вирус западного 
Нила и вирус Лангат, были получены в бактериальных 
системах экспрессии как в виде телец включения с по-
следующим рефолдингом белка (Volk et al., 2009; Elahi et 
al., 2014; Kulkarni et al., 2016), так и в растворимом виде 
в формате белков слияния (White et al., 2003; Volk et al., 
2006; Maillard et al., 2008). В случае периплазматической 
экспрессии домены D3 вируса японского энцефалита и 
вируса лихорадки Денге были получены в нативной кон-
формации без рефолдинга и отщепления белка-носителя 
(Wu et al., 2003; Lisova et al., 2007; Yang et al., 2012). 

Для вируса клещевого энцефалита известны всего две 
работы по конструированию рекомбинантного домена D3. 
В одной из них белок D3 образовывался в растворимом 
виде, однако аминокислотная последовательность этого 
белка соответствовала штамму Найдорф европейского 
подтипа ВКЭ (Jarmer et al., 2014) и отличалась от последо-
вательности штамма Софьин дальневосточного подтипа, 
использованной в нашем исследовании. В другой работе 
рекомбинантные домены D3 были получены для штаммов 
европейского, сибирского и дальневосточного подтипов 
ВКЭ, однако белки образовывали тельца включения 
(Ershova et al., 2016), что, как правило, вызвано нарушен-
ным фолдингом белка (Fink, 1998; Carrió, Villaverde, 2005). 

В нашем случае требовалось получить растворимый мо-
номерный белок, пространственная структура которого 
была бы максимально приближена к структуре домена D3 
природного гликопротеина Е ВКЭ, поэтому была выбра-
на система бактериальной экспрессии с транслокацией 
белка в периплазматическое пространство клеток за счет 
лидерного пептида пектат-лиазы B (pelB). В результате оба 
варианта домена D3, rED3_294 и rED3_301, были полу-
чены без применения хаотропных агентов и рефолдинга, 
а растворимость и мономерность сконструированных бел-
ков были подтверждены гель-фильтрацией.

Для получения белка rE, представляющего собой экто-
домен гликопротеина Е ВКЭ, мы также использовали 
лидерный сигнал pelB, направляющий синтез в периплаз-
му, и относительно слабый lac промотор. Это делалось с 
целью снижения эффективности транскрипции и умень-
шения вероятности образования телец включения. Тем не 
менее белок rE присутствовал в растворимой форме лишь 
в небольшом количестве, в то время как основная часть 
белка присутствовала в клеточном дебрисе предположи-
тельно в виде телец включения. Вместе с тем полученный 
белок однозначно выявлялся исследуемым антителом 
ch14D5a в вестерн-блот анализе, что совместно с другими 
наблюдениями позволило нам локализовать эпитоп этого 
антитела с точностью до домена.

Созданные нами белки были использованы для выяв-
ления домена гликопротеина Е вируса клещевого энцефа-
лита, узнаваемого антителом ch14D5a, на основе которо-  
го разрабатывается терапевтический препарат. Оба вари-
анта rED3_294 и rED3_301, отличающиеся N-концевой 
частью, показали сходное сродство к антителу ch14D5a и 
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Fig. 4. (a, b, d) Binding of the Fab fragment of antibody ch14D5a to proteins (a) rED3_294, (b) rED3_301, and (d) rE. (c) Binding  
of antibody ch14D5a to protein rED3_301. 
KD – dissociation constant.
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Fab-фрагменту этого антитела, из чего мы заключили, что 
область с 294 по 300 а. к. о. гликопротеина Е, которая отсут-
ствует в белке rED3_301, не вносит существенного вклада 
в связывание антитела ch14D5a с гликопротеином Е ВКЭ и 
не входит в состав эпитопа, узнаваемого этим антителом.

Поскольку известны вируснейтрализующие антитела 
к гликопротеину Е флавивирусов, эпитоп которых рас-
положен на нескольких доменах одновременно (de Alwis 
et al., 2012; Sun et al., 2017), было необходимо проверить, 
связывается ли антитело ch14D5a с доменами D1 или D2. 
Вестерн-блот анализ с использованием белка rED1+2 не 
выявил связывания антитела с этим белком. Белок rE, 
отличающийся от белка rED1+2 только наличием доме-
на D3, однозначно выявлялся антителом ch14D5a. Кроме 
того, сродство Fab-фрагмента антитела ch14D5a к доме-
ну D3, измеренное с помощью биосенсора ProteOn, ока-
за лось очень близко по величине к сродству этого же 
Fab-фрагмента к белку rE, содержащему все три домена 
(D1, D2 и D3) гликопротеина Е ВКЭ. То есть присутствие 
доменов D1/D2 не усиливало взаимодействия антитела с 
антигеном. На основании этих данных можно заключить, 
что эпитоп, узнаваемый антителом ch14D5a, полностью 
находится в составе домена D3 и не перекрывается с до-
менами D1 и D2.

Ранее при исследовании мышиных и человеческих ан-
тител, образующихся в результате иммунного ответа на 
флавивирусные инфекции, было установлено, что анти-
тела, направленные на домен D3, обладают рядом пре-
имуществ по сравнению с антителами, направленными на 
другие участки гликопротеина Е (Roehrig, 2003; Oliphant 
et al., 2005; Sánchez et al., 2005; Dai et al., 2016). С одной 
стороны, эти антитела, как правило, обладают высокой 
ви руснейтрализующей и протективной активностью, что 
может быть вызвано их способностью блокировать взаи-
модействие домена D3 с клеточными рецепторами. С дру-
гой стороны, антитела против домена D3 не склонны вы-
зывать антителозависимое усиление инфекции, тогда как 
антитела к доменам D1 и D2, в частности антитела к петле 
слияния, могут усиливать инфекционность флавивирусов 
in vivo и приводить к усилению инфекции у людей (Dowd, 
Pierson, 2011; Halstead, 2014; Haslwanter et al., 2017; Kat-
zelnick et al., 2017). Вместе с тем при иммунизации лю-
дей большинство образующихся антител направлено на 
домены D1 и D2 (Oliphant et al., 2007; Crill et al., 2009; 
Wahala et al., 2009; Vratskikh et al., 2013; Jarmer et al., 2014). 
С этой точки зрения, расположение эпитопа, узнаваемого 
антителом ch14D5a, в области домена D3 гликопротеина Е 
подчеркивает потенциальные преимущества подхода/пре-
парата, который может быть создан на основе этого анти-
тела, по сравнению с препаратами сывороточных антител 
человека против вируса клещевого энцефалита, которые 
преимущественно содержат антитела к доменам D1 и D2.

На основе количественных данных, полученных в экс-  
периментах с использованием биосенсора ProteOn, взаи-
модействие между антителом ch14D5a и доменом D3 мож-
но охарактеризовать как высокоаффинное. В случае анти-
тел принято разделять истинное сродство, проявляемое 
одним антигенсвязывающим центром, и эффективное 
сродство, определяемое совокупностью всех контактов 
ан титела с антигеном. При взаимодействии противови-

русных антител с вирионом, покрытым множеством ко-
пий поверхностного белка, значение эффективной аф - 
фин ности гораздо точнее характеризует прочность взаи-
мо действия по сравнению с константой аффинности одно-
валентного взаимодействия (Wang, Yang, 2010). В случае 
антитела ch14D5a, несмотря на умеренную аффинность 
Fab-фрагмента этого антитела по отношению к доме-
ну D3, эффективная аффинность полноразмерного анти-
тела находится на уровне 1.5 нМ, что в совокупности с 
благоприятным расположением эпитопа, узнаваемого на 
поверхности домена D3, обеспечивает высокую вирус-
нейтрализующую и протективную активность этого анти-
тела (Baykov et al., 2014).

Заключение
Получены рекомбинатные фрагменты гликопротеина Е 
ВКЭ, штамм Софьин, и показано, что эпитоп, узнаваемый 
протективным антителом ch14D5a на поверхности глико-
протеина Е вируса клещевого энцефалита, расположен в 
области домена D3 и не перекрывается с доменами D1 
и D2, содержащими эпитопы антител, обладающих по-
вышенной способностью вызывать антителозависимое 
усиление инфекции. Полученные данные подтверждают 
перспективность использования антитела ch14D5a при 
создании терапевтического препарата против вируса кле-
щевого энцефалита.
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