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Цель работы. Оценка серологической активности антигенов вируса бешенства, выделенных из мозговой ткани мышей гомогенизацией на FastPrep с последующим ультрацентрифугированием. Материалы и методы. В работе использовали производственный штамм вируса бешенства «Овечий» ГНКИ. Вирусный материал выделяли из мозговой ткани экспериментально зараженных мышей. Электрофоретический профиль вируса изучали по белковой, полисахаридной и гликолипидной составляющим. Серологическую активность компонентов вируса определяли иммуноблотом и ИФА с использованием специфических антирабических сывороток крови. Результаты и выводы. В ходе сравнения методов получения и очистки антигена вируса бешенства наиболее оптимальным определено проведение гомогенизации на FastPrep-24, с последующим фракционированием в градиенте сахарозы. В результате фракционирования в ступенчатом градиенте плотности сахарозы с концентрацией 15-50% при 25000 g в течение 120 мин получено пять фракций вируса бешенства. Максимально очищенной являлась белковая фракция, отобранная с зоны сахарозы 15-20%, и соответствовала молекулярной массе 67 кДа. Специфическая антигенная активность фракции составила 1:1280 (коэффициент специфичности 2,2). В результате иммуноблота антигенов, полученных с градиента сахарозы в диапазоне 40-45% и 20-35% после ультрацентрифугирования, выявлена одна мажорная фракция полипептидов (54 кДа). Полученные результаты будут применимы для усовершенствования диагностики бешенства.
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Objective. Evaluation of the serological activity of rabies virus antigens isolated from the brain tissue of mice by homogenization on FastPrep followed by ultracentrifugation. Materials and methods. The production strain of the rabies virus “Ovechiy” GNKI. The viral material was isolated from the brain tissue of experimentally infected mice. The electrophoretic profile of the virus was studied for protein, polysaccharide and glycolipid components. The serological activity of the virus components determined by immunoblot and ELISA using specific anti-rabies sera. Results and conclusions. In the course of comparing methods of isolation and purification of the rabies virus antigen, it was found that most optimal one is to use a homogenization on FastPrep-24, followed by fractionation in a sucrose gradient. As a result of fractionation in a graded sucrose density gradient with a concentration of 15-50% at 25,000 g for 120 min, five fractions of the rabies virus components were obtained. The maximum purified protein fraction was from 15-20% sucrose zone, which corresponded to a molecular weight of 67 kDa. The specific antigenic activity of the fraction was at the titer 1:1280 (Specificity coefficient 2.2). Using immunoblot of antigens, obtained from the sucrose gradient in the range of 40-45% and 20-35% after ultracentrifugation, one major fraction of polypeptides (54 kDa) was detected. The obtained results will be applicable for improving the diagnosis of rabies.
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[bookmark: _GoBack]Несмотря на значительный прогресс в области вирусологии, иммунологии и молекулярной биологии, а также колоссальные усилия многих поколений ученых и практиков по борьбе с бешенством, этот зооноз продолжает оставаться чрезвычайно сложной проблемой для многих стран мира, в том числе и для Российской Федерации [2, 5]. Заболевание проявляется и у людей, приводя зачастую к летальным исходам [12].
Основу мировых программ борьбы с бешенством составляет специфическая профилактика и своевременная диагностика с использованием современных лабораторных методов исследования. В настоящее время, практическое применение получили различные методы: биопроба на лабораторных животных, морфологическое исследование головного мозга, метод иммунофлуоресценции, реакция преципитации в агаровом геле [13]. Однако все они в той или иной степени обладают значительными недостатками: низкая чувствительность и недостаточная специфичность (световая микроскопия и реакция преципитации), длительность получения результатов экспертиз и трудоемкость (биопроба и реакция нейтрализации) [6]. Усовершенствование существующих и разработка новых молекулярно-генетических [9] и ускоренных серологических [1] методов, как эффективных средств диагностики бешенства, остаются актуальными вопросами до настоящего времени [7, 11]. Такого рода исследования требуют предварительной наработки определенных специфических биологических компонентов тест-систем, в том числе антигенов, иммуноглобулинов [14]. В частности, в качестве основы иммунизирующего материала для получения диагностических антирабических сывороток используется выращенный на культурах клеток [3] или мышах вирус. Каждый этап исследований требует не только учета генетических особенностей (вариабельности) вируса [4], но и проведения дополнительного, более углубленного изучения специфичности и чувствительности отдельных компонентов. Не соблюдение этих требований может привести к низкой диагностической эффективности тест-систем на финальном этапе разработки [8]. 
Целью данной работы была оценка серологической активности антигенов вируса бешенства, выделенных из мозговой ткани мышей с использованием гомогенизатора FastPrep с последующим ультрацентрифугированием.

Материалы и методы
В работе использовали производственный штамм вируса бешенства «Овечий» ГНКИ (коллекция ФЦТРБ-ВНИВИ) c инфекционным титром 5,25 lg LD50/0,03мл.
Для наработки вирусного материала белых мышей линии BALB/с живой массой 6-7г заражали интрацеребрально вирусом бешенства, штамм «Овечий» ГНКИ. Мышей с признаками неврологических нарушений через 5-8 суток после заражения убивали, экстрагировали мозг и готовили 20% мозговую суспензию в 0,01М фосфатно-буферного раствора.
С целью выделения вируса, часть мозговой ткани подвергали дезинтеграции на приборе FastPrep®-24 Classic Instrument (MP Biomedicals), для максимального извлечения вируса использовали пробирки Lising Matrix B; другую часть подвергали замораживанию-оттаиванию. Мозговую ткань осаждали низкоскоростным центрифугированием, cупернатант концентрировали ультрацентрифугированием при 25000 g. Очистку вируса проводили в ступенчатом градиенте сахарозы 15-50% с использованием ультрацентрифуги Optima L-90K (Beckman) с последующим исследованием промежуточных стадий флотации. На каждом этапе очистки вируса проводили контроль при помощи аналитического электрофореза и иммуноблотинга для выявления локализации полипептидов и их серологической активности.
Электрофоретический профиль вируса бешенства изучали по белковой, полисахаридной и гликолипидной составляющим по Laemmli [10]. Методом иммуноблотинга (BIO-RAD) определяли серологическую активность полученного материала на модели гипериммунных сывороток, а также с использованием коллекции сывороток овец, вакцинированных против бешенства антирабической инактивированной сухой культуральной вакциной из штамма «Щелково-51» (ФКП «Щелковский биокомбинат»).
Выделение иммуноглобулинов из сыворотки крови овец, иммунизированных вирусом бешенства проводили методом высаливания насыщенным раствором 2,78 М сульфата аммония с последующим диализом против 0.025 М трис-HCl буфера, рН 7,8. Процедуру переосаждения иммуноглобулинов сульфатом аммония проводили 3 раза.

Результаты и обсуждение
На первом этапе проведено сравнительное изучение чистоты используемых иммуноглобулинов, полученных из сыворотки крови овец, иммунизированных вирусом бешенства. Иммуноглобулины овцы, после первого, второго и третьего цикла осаждения сульфатом аммония и диализа, очищали при помощи ионообменной хроматографии для получения отдельно и препаративно IgG1 и IgG2 для повышения их чувствительности и специфичности. Степень чистоты полученного гипериммунного иммуноглобулина оценивали методом электрофореза на ацетатцеллюлозной мембране рис.1.
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Рис.1. Электрофорез проб в процессе получения антирабических глобулинов после осаждения сульфатом аммония с последующей ионообменной хроматографией на ДЭАЭ-целлюлозе: 1, 2, 3 – IgG1; 4, 5, 6, 7 – IgG2; 8 – препарат иммуноглобулина после третьего осаждения и 7-дневного диализа; 9 – исходная овечья гипериммунная сыворотка

В супернатанте уже после первого осаждения отсутствовала зона иммуноглобулинов, что свидетельствует о полном их осаждении. После второго и третьего осаждения отмечали наличие незначительного количества иммуноглобулинов в супернатанте. Конечный продукт после диализа характеризовался высоким содержанием иммуноглобулина и отсутствием примесей сывороточных белков.
Таким образом, метод двукратного переосаждения сульфатом аммония позволяет получить чистый препарат иммуноглобулина из гипериммунной сыворотки овец без наличия примесей сывороточных белков.
На следующем этапе проводили очистку вирусного антигена. В качестве исходного материала использовали вирусный материал с инфекционным титром 5,25 lg LD50/0,03мл, полученный на основе штамма «Овечий» ГНКИ, репродуцированного в мозговой ткани экспериментально зараженных мышей. Концентрация вирусного белка после очистки от мозговой ткани и концентрирования составила 64,7 мг/мл. В результате фракционирования в ступенчатом градиенте плотности сахарозы с концентрацией 15-50% при 25000 g в течение 120 мин получено пять фракций вируса бешенства. Электрофоретическое разделение фракций методом вертикального диск-электрофореза в 12,5% ПААГ показало, что максимально очищенной является белковая фракция, отобранная с зоны сахарозы 15-20%, и соответствует молекулярной массе 67,0 кДа. При этом было отмечено, что данная фракция содержала также незначительную примесь других белков. Активность белковых фракций вируса бешенства была подтверждена в сэндвич-ИФА (таблица 1). Специфическая антигенная активность фракций составила 1:640-1:1280 (Ксп=2,1-2,2).

Таблица 1. Специфичность белковых фракций вируса бешенства после фракционирования в ступенчатом градиенте плотности сахарозы
	Исследуемый материал
	Титр, LD50/мл
	Концентрация белка, мг/мл
	Титр антигена в ИФА, 1/n*

	Концентрированный антиген
	105,5
	64,7 ± 0,22
	2560

	Фракция зоны 15-20% градиента плотности
	–
	0,78 ± 0,03
	1280

	Фракция зоны 45-50% градиента плотности
	–
	0,45 ± 0,07
	640


Примечание: * - обратные значения титров антигена вируса бешенства

Далее специфичность и активность различных фракций антигена после концентрирования и очистки через градиент сахарозы проверяли в реакции иммуноблот с использованием антирабических иммуноглобулинов овцы (рис. 2). 
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Рис. 2. Результаты электрофореза (А) и иммуноблота (В) УЦФ-АГ вируса бешенства с овечьими антирабическими глобулинами: 1 - осадок после центрифугирования в градиенте сахарозы; 2 - антиген с градиента сахарозы 45-50%; 3 - антиген с градиента сахарозы 40-45%; 4 - антиген с градиента сахарозы 20-35%; 5 - антиген с градиента сахарозы 20-40%; 6 - антиген с градиента сахарозы 15-20%; 7 - супернатант зараженной мозговой ткани после обработки на FastPrep-24; 8 - осадок зараженной мозговой ткани после обработки на FastPrep-24; 9 - вирус бешенства штамм «Овечий» ГНКИ; М и 10 – маркеры молекулярных масс (кДа)

В осадке ультрацентрифугированного антигена вируса бешенства (УЦФ-АГ) (трек 1) выявили 2 минорные фракции полипептидов в области 45-66,7 кДа. Антиген, полученный при ультрацентрифугировании при 25000 g в градиенте сахарозы 15-20% (трек 6), содержал все основные полипептиды вируса, а антиген, полученный с градиента сахарозы 40-45% (трек 3), содержал дополнительно две фракции полипептидов с молекулярной массой в области от 30 до 45 кДа. Обработка вируса бешенства на FastPrep-24 не обеспечивала четкой картины разделения полипептидов (трек 7). Характерная картина разделения в 12,5% ПААГ установлена при использовании исходного вируса бешенства (трек 9). При этом обнаруживаются 2 мажорные и 8 минорных фракций полипептидов.
В результате иммуноблота антигенов, полученных с градиента сахарозы в диапазоне 40-45% и 20-35%, выявлялась одна мажорная фракция полипептидов, соответствующая 54 кДа. При анализе результатов иммуноблота и электрофореза белков с градиента сахарозы 15-20 % и супернатанта, полученного после центрифугирования при 3000 g в течение 30 мин взвеси зараженной мозговой ткани после обработки на FastPrep-24, установлен идентичный полипептидный профиль получаемых антигенов, но последний способ прост в исполнении и не требует значительных затрат.

Заключение
В ходе сравнения методов получения и очистки антигена вируса бешенства наиболее оптимальным определено проведение гомогенизации на FastPrep-24, с последующим фракционированием в градиенте плотности сахарозы. Показано, что максимально очищенной является белковая фракция с молекулярной массой 67 кДа, отобранная с зоны сахарозы 15-20%. Высокая специфическая антигенная активность данной фракции подтверждена в ИФА и иммуноблоте. В результате иммуноблота антигенов, полученных с градиента сахарозы в диапазоне 40-45% и 20-35% после ультрацентрифугирования, выявлена одна мажорная фракция полипептидов, соответствующая 54 кДа. Полученные результаты будут применимы для усовершенствования диагностики бешенства.
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