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Вирус Эбола (Zaire ebolavirus), относящийся к семейству филовирусов (Filoviridae),
входит в группу особо опасных вирусов человека, вызывая геморрагическую лихорадку
с коэффициентом смертности до 90%. В эндемичных регионах Африки продолжаются
вспышки обусловленные этим вирусом, при этом эффективных терапевтических средств
против этого патогена до сих пор не разработано [1]. Ключевую роль в патогенезе иг-
рает поверхностный гликопротеин GP – единственный вирусный белок на поверхности
вириона, обеспечивающий прикрепление к клеткам хозяина и слияние мембран [2]. Белок
GP являются одной из основных мишеней для разработки противовирусных препаратов
и основной для создания вакцин.

Целью данной работы является получение и характеризация полноразмерного глико-
протеина вируса Эбола.

Для получения продуцента обеспечивающего синтез и секрецию рекомбинантного гли-
копротеина GP была сконструирована плазмида pVEAL3-GP, содержащая нуклеотидную
последовательность GP вируса Эбола с удаленным муциноподобным доменом. На С-конце
белка добавлены тримеризующий домен Т4 для стабилизации структуры тримера и гекса-
гистидиновая метка (6×His) для аффинной очистки. Далее, полученной плазмидой прово-
дили трансфекцию культуры клеток CHO-K1-S плазмидами pVEAL3-GP и pCMV-SB100,
кодирующую транспозазу SB100. Через несколько дней после трансфекции в культураль-
ную среду добавили селективный антибиотик пуромицин, ген устойчивости к которому
содержится в плазмиде pVEAL3-GP. Селекцию проводили в течение трёх недель с посте-
пенным увеличением концентрации пуромицина для отбора клеток, содержащих в гено-
ме встройку экспрессионной кассеты. Методом предельного разведения были получены
моноклоны, которые проанализированы на способность продуцировать тримеры GP. Экс-
прессию рекомбинантного гликопротеина GP анализировали с помощью электрофореза
и иммуноблоттинга с использованием двух типов антител: коммерческих моноклональ-
ных антител к His-метке (положительный контроль экспрессии) и рекомбинантного пол-
норазмерного антитела 15742. Показано, что синтезируемые в клетках CHO-K1-S тримеры
специфически распознаются обоими антителами. Полученный рекомбинантный белок ис-
пользовали для внутримышечной иммунизации мышей линии Balb/c с целью изучения
его иммуногенных свойств.

Таким образом, полученные тримеры могут быть использованы для изучения структурно-
функциональных свойств GP и его взаимодействия с иммунной системой.
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