
69

ISSN 0234-2758,  Биотехнология, 2018, Т. 34, № 6, С. 69–79

Лихорадка Эбола или болезнь, вызванная ви-
русом Эбола (БВВЭ), ‒ это острое заболевание, 
сопровождающееся высоким уровнем летально-
сти. Возбудителем заболевания являются РНК-со-
держащие вирусы, принадлежащие к семейству 
Filoviridae, род Ebolavirus. Вирусы, принадлежа-
щие к роду Ebolavirus, делятся на пять видов, раз-
личающихся как по уровню вызываемой леталь-
ности, так и по серологическим свойствам: Zaire, 
Sudan, Bundibugyo, Tai Forrest и Reston ebolavirus-
es. Первые вспышки БВВЭ были зарегистриро-
ваны в 1976 г. сначала в Заире (в настоящее вре-
мя Демократическая Республика Конго) в районе 

р. Эбола (Zaire ebolavirus) и почти одновремен-
но в Судане (Sudan ebolavirus). Затем на протя-
жении почти 40 лет в странах Центральной Аф-
рики происходили спорадические вспышки этого 
заболевания, в которые было вовлечено от одно-
го до нескольких десятков и даже нескольких со-
тен человек. Все эти вспышки удавалось опера-
тивно ликвидировать. Вспышка лихорадки Эбо-
ла в западной Африке в 2014‒2015 гг. оказалась 
на порядок более масштабной. В ходе ее ликвида-
ции были задействованы усилия множества стран 
мира [1]. Дорогостоящая разработка вакцин и те-
рапевтических препаратов для смертельного, но 
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редкого заболевания всегда выглядела нерента-
бельной и вызывала интерес только из-за потен-
циальной угрозы биотерроризма. Вспышка лихо-
радки Эбола в 2014‒2015 гг. с более чем 11 тыс. 
погибших способствовала принятию мер по про-
тиводействию этой инфекции. 

Существует множество подходов к созданию 
вакцин против вируса Эбола, включая ДНК-вак-
цины, субъединичные вакцины, а также вакци-
ны на основе реплицирующихся и нереплици-
рующихся вирусных векторов [2]. Их защитная 
эффективность была оценена на моделях нече-
ловеческих приматов. Кроме того, на сегодняш-
ний день описано несколько препаратов вакцин 
потенциально перспективных в борьбе с виру-
сом у человека, среди которых rVSV-ZEBOV [3], 
Ad5-EBOV [4], GamEvac-Combi [5] и др. Большая 
часть вакцин находится в стадии клинических 
испытаний.

В настоящее время правительство Демократи-
ческой Республики Конго при поддержке ВОЗ и 
партнеров проводит кольцевую вакцинацию еще 
нелицензированной вакциной против вируса Эбо-
ла rVSV-ZEBOV. Вакцинация предлагается меди-
цинским работникам, находящимся на переднем 
крае, и другим людям, находившимся в контакте 
с лицами с подтвержденными случаями заболева-
ния, а также всем, кто контактировал с людьми, 
находившимися в контакте (сайт ВОЗ)1.

Одним из перспективных направлений в раз-
работке противовирусных вакцин является кон-
струирование ДНК-вакцин, кодирующих искус
ственные полиэпитопные (мозаичные) имму-
ногены. Такие вакцины представляют собой 
комбинацию эпитопов, отобранных из разных ви-
русных белков и объединенных в одной молеку-
ле [6–8]. Прогресс в идентификации T-клеточных 
эпитопов, а также понимание механизмов процес-
синга и презентации антигенов по пути МНС I и 
II классов дает возможность для рационального 
дизайна искусственных полиэпитопных вакцин, 
вызывающих ответы цитотоксических (СD8+) и 
хелперных (CD4+) Т-лимфоцитов [6, 7, 9].

Цель настоящей работы – конструирование и 
биологическое тестирование искусственных по-
лиэпитопных Т-клеточных иммуногенов – канди-
датов ДНК-вакцины против вируса Эбола, ‒ раз-
работанных с использованием методов компью-
терного молекулярного дизайна.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Проектирование полиэпитопных 
иммуногенов, синтез и клонирование генов

Поиск Т-клеточных эпитопов и проектирова-
ние последовательности искусственных Т-кле-
точных иммуногенов (EV.CTL и EV.Th) проводи-
лись с использованием программного обеспече-
ния TEpredict и PolyCTLDesigner [10, 11]. Гены, 
кодирующие целевые иммуногены, были раз-
работаны с помощью программы GeneDesigner 
[12]; состав кодонов был оптимизирован для до-
стижения более высокой экспрессии в клетках 
человека. Спроектированные гены были синте-
зированы (ЗАО «Евроген», Россия), а затем кло-
нированы в составе плазмиды pcDNA3.1, кото-
рая является вектором для экспрессии генов эу-
кариот. Последовательности клонированных 
генов были подтверждены секвенированием. 
Полученные рекомбинантные плазмиды pEV.CTL 
и pEV.Th – кандидаты ДНК-вакцины против ви-
руса Эбола – использовались для доказательства 
экспрессии спроектированных целевых генов в 
клетках эукариот.

Оценка транскрипции целевых генов
Оценку синтеза специфических мРНК целе-

вых генов проводили в эукариотических клетках 
293T, трансфицированных плазмидами pEV.CTL 
и pEV.Th, c использованием реагента MATra-A 
согласно инструкции производителя набора 
(PromoKine, Germany). Клетки выращивали в сре-
де DMEM c 10%-ным содержанием FBS. Через 
48 ч после проведения трансфекции из клеток вы-
деляли мРНК при помощи набора для выделе-
ния РНК (Promega, USA), проводили обратную 
транскрипцию с использованием RevertAid H Mi-
nus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Sci-
entific, Германия). Все образцы мРНК, выделен-
ные из трансфицированных клеток, обрабаты-
вали ДНКазой, свободной от РНКазы. Далее, 
полученную кДНК использовали для проведе-
ния ПЦР с использованием специфических прай-
меров к гену EV.CTL (fCTL─AACTCAGGCACTCT- 
TCCTGC, rCTL─TCGTACCGGAATCTCAGGGT) и  
гену EV.Th (fTh─ACGTTGACAAGCTGAGGAGG,  
rTh─GAGAGTCCTCAGCCCAGAGA). Продукты 
амплификации анализировали в 1%-ном агароз-
ном геле.

1http://www.who.int/ru/news-room/detail/21-05-2018-who-supports-ebola-vaccination-of-high-risk-populations-in-the-democratic- 
 republic-of-the-congo).
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Иммунохимическое окрашивание препаратов 
трансфицированных клеток

Клетки промывали фосфатно-буферным рас-
твором (pH 7) через 32 ч после трансфекции, затем 
фиксировали в смеси ледяного метанола/ацетона 
(1:1) при 40 °C в течение 30 мин и снова промывали 
PBS. Экспрессия генов EV.CTL и EV.Th была обна-
ружена путем иммуногистохимического окрашива-
ния. Окрашивание осуществлялось с помощью ан-
тител моноАТ 29F2/30A6 (АО «Вектор-Бест», Рос-
сия) к маркерному эпитопу EPFRDYVDRFYKTL, 
входящему в состав всех конструкций, и конъюга-
та антител кролика против IgG мыши с перокси-
дазой хрена. При окрашивании использовали суб-
страт 3,3,-диаминобензидина тетрагидрохлорид.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Стратегии проектирования полиэпитопных 
Т-клеточных антигенов

Для стимуляции ответа CD8+ Т-лимфоцитов 
вирусные антигены должны представляться пред-
шественникам CTLs не как полноразмерные мо-
лекулы, а как короткие пептиды (8‒12 а.о.) в ком-
плексе с молекулами МНС I класса. Эти эпитопы 
образуются из эндогенно синтезируемых вирус-
ных антигенов в результате протеасом-опосре-
дуемого процессинга, после чего переносятся в 
просвет ER с помощью белков TAP, где связыва-
ются с образующимися молекулами MHC I клас-
са [13,  14]. Поскольку протеасом-опосредуемый 
процессинг работает для антигенов, синтезируе-
мых внутри клетки, то вакцина, индуцирующая 
Т-клеточный ответ, должна быть спроектиро-
вана в виде ДНК-вакцины, так как это наиболее 
естественный путь представления CTL-эпитопов 
CD8+ T-лимфоцитам по пути MHC I класса [15].

В отличие от стимуляции CTLs, для стимуля-
ции ответа CD4+ Т-лимфоцитов-хелперов анти-
ген должен быть представлен этим клеткам в ком-
плексе с молекулами MHC II класса. Обычно про-
цессинг и презентация антигена происходят для 
внеклеточных антигенов, которые доставляют-
ся в клетки с помощью эндоцитоза и фагоцито-
за. В данном случае процессинг антигена проис-
ходит в лизосоме.

Таким образом, при проектировании искус-
ственных полиэпитопных Т-клеточных иммуно-
генов, способных индуцировать ответы CD4+ и 
CD8+ Т-лимфоцитов на все включенные в ее со-
став эпитопы, необходимо обеспечить эффектив-
ный протеасом- и/или лизосом-опосредованный 

процессинг продукта экспрессии целевого гена 
по пути MHC I и II классов. Для достижения этой 
цели используют различные стратегии:

1) объединение эпитопов в составе по-
ли-CTL-эпитопной конструкции посредством 
спейсерных последовательностей, которые содер-
жат сайты протеасомного расщепления [16–18], 
и/или мотивов для связывания с TAP [19–21];

2) объединение эпитопов в составе поли-
Th-эпитопной конструкции с помощью моти-
ва R/K-R/K, являющегося сайтом расщепления 
для ряда лизосомных катепсинов, участвующих в 
процессинге антигенов [22–23];

3) генетическое присоединение к N-концу по-
лиэпитопного иммуногена последовательности 
убиквитина [24], для того, чтобы нацелить поли-
эпитопный иммуноген к протеасоме и презенто-
вать CTL-эпитопы CD8+ Т-лимфоцитам по пути 
MHC I класса; 

4) генетическое присоединение к C-концу по-
лиэпитопного иммуногена последовательности 
тирозинового мотива белка LAMP-1 (Lysosom-
al-Associated Membrane Protein 1), чтобы напра-
вить полиэпитопный иммуноген из секреторного 
пути в лизосому [25–28] (цель ‒ деградация по-
лиэпитопного иммуногена и презентация освобо-
дившихся Th-эпитопов CD4+  Т-лимфоцитам по 
пути MHC II класса).

В нашем исследовании проведен дизайн двух 
искусственных полиэпитопных Т-клеточных им-
муногенов, один из которых содержит цитоток-
сические (CTL), а другой T-хелперные (Th) эпи-
топы, идентифицированные в белках вируса Эбо-
ла: GP, VP24, VP30, VP35, L, VP40, и NP (рис. 1). 
Ранее мы показали, что добавление убиквити-
на к N-концу полиэпитопного антигена более эф-
фективно индуцирует CD8+ Т-клеточный ответ, 
чем добавление сигнального пептида и С-кон-
цевого фрагмента LAMP-1 [29]. Поэтому в со-
став итоговой поли-CTL-эпитопной конструкции 
был добавлен N-концевой убиквитин, а дизайн 
поли-Th-эпитопного иммуногена проведен с ис-
пользованием N-концевого сигнального пептида 
и С-концевого фрагмента LAMP-1.

Дизайн искусственного поли-CTL-эпитопного 
антигена вируса Эбола

Для проектирования целевого поли-CTL-эпи
топного антигена (EV.CTL) в базе данных Immune 
Epitope Database (http://iedb.org) [20] был проведен 
поиск известных Т-клеточных эпитопов и пептид-
ных фрагментов антигенов различных штаммов ви-
русов Эбола, для которых способность связываться 
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с различными алломорфами молекул MHC была до-
казана экспериментально. Всего в базе на момент 
проектирования антигенов (2016 г.) содержалась ин-
формация о 1134 уникальных пептидах из 65 анти-
генов 16 штаммов вирусов Эбола, проверенных на 
связывание с 60 алломорфами молекул MHC I клас-
са (56 аллельными вариантами HLA).

Для анализа консервативности пептидов ис-
пользовались 14556 аминокислотных последо-
вательностей из NCBI ProteinBank (ncbi.nlm.nih.
gov/protein), принадлежащих различным вирусам 
Эбола (Zaire, Sudan, Bundibugyo, Tai Forrest и Res-
ton ebolaviruses). В рассмотрение принимались 
пептиды, для которых цитотоксическая актив-

ность была показана экспериментально. При этом 
для проектирования целевых иммуногенов вы-
бирались те из них, которые показали достаточ-
но высокую аффинность связывания с различны-
ми вариантами молекул HLA I класса (pIC50 > 6.3). 

Далее отбирали пептиды, встретившиеся не 
менее чем в 1000 известных вирусных последо-
вательностях и взаимодействующие, по крайней 
мере, с двумя аллельными вариантами молекул 
HLA. Всего было выбрано 44 пептида, которые 
в совокупности рестриктированы 34 аллельны-
ми вариантами молекул HLA I класса, в том чис-
ле наиболее распространенными в мировой по-
пуляции (табл. 1). Известно, что оптимально 

Рис. 1. Схема проектирования искусственных полиэпитопных антигенов вируса Эбола

Fig. 1. Designing artificial polyepitope antigens of Ebola virus

Проектирование искусственных полиэпитопных иммуногенов – кандидатов 
ДНК-вакцин против вирусов Эбола с использованием эпитопов, 
эдентифицированных в белках GP, VP24, VP30, VP35, L, VP40 и NP

TEpredict

PolyCTLDesigner

Целевые иммуногены

Идентификация CTL-эпитопов, 
рестриктированных молекулами 
HLA I класса

Идентификация Th-эпитопов, 
рестриктированных молекулами 
HLA II класса

EV.CTL

Ub поли-CTL

EV.Th

ER-сигнал LAMP-1поли-Th

Та бл и ц а  1
CD8+ CTL-эпитопы, предсказанные в последовательностях белков вируса Эбола

Predicted CD8+ CTL-epitopes in the sequences of Ebola virus proteins (antigens)

Эпитопы Белки Число вхождений эпитопов в известные 
вирусные последовательности HLA-рестрикция эпитопов

ARLSSPIVL L 1741 B*27:05; B*39:01; C*07:02
EYAPFARLL NP 1764 A*24:03; A*24:02
FAEGVVAFL GP 3881 B*39:01; A*02:01
FIYFGKKQY L 1737 B*15:01; A*01:01; B*15:17
FLLQLNETI GP 3862 A*02:01; A*24:02
FLSFASLFL NP 1755 A*02:01; A*24:02; C*03:03
FPRCRYVHK GP 3956 B*07:02; B*08:01
FRLMRTNFL NP 1767 B*39:01; B*08:01; C*06:02
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выбранные эпитопы, рестриктированные деся-
тью различными аллелями HLA I класса, охва-
тывают все населения любого географического 
региона [30, 31].

На основе выбранных Т-клеточных эпитопов 
проводился дизайн поли-CTL-эпитопного антиге-
на EV.CTL. Использовалось ранее разработанное 

программное обеспечение TEpredict/PolyCTLDe-
signer [10, 11], которое может служить универ-
сальной платформой рационального проектиро-
вания полиэпитопных иммуногенов – кандидатов 
ДНК-вакцин для индукции Т-клеточного имму-
нитета как против инфекционных, так и против 
онкологических заболеваний. 

П р од о л ж е н и е  т а бл и ц ы  1

Эпитопы Белки Число вхождений эпитопов в известные 
вирусные последовательности HLA-рестрикция эпитопов

FRYEFTAPF L 1744 B*39:01; C*14:02
FTPQFLLQL GP 3868 A*02:01; A*24:02
FVHSGFIYF L 1739 A*24:03; A*23:01; B*35:01; A*26:02; 

B*15:01; A*02:06; C*03:03
GHMMVIFRL NP 1768 B*39:01; A*02:01; A*24:02
GQFLSFASL NP 1753 B*15:01; B*27:05
GYLEGTRTL L 1748 A*24:03; A*23:01
HMMVIFRLM NP 1768 A*02:01; A*24:02
HPLARTAKV NP 1766 B*07:02; B*51:01
IISDLSIFI L 1713 A*02:01; A*69:01
ILMNFHQKK NP 1711 A*03:01; A*11:01
IMYDHLPGF VP35 1737 B*58:01; C*12:03
KQIPIWLPL VP40 1766 B*40:01; B*27:05
KVYWAGIEF VP24 1702 B*15:01; B*35:01; C*14:02
LANETTQAL GP 1242 B*07:02; B*35:01; C*03:03
LANPTADDF VP30 1686 B*35:01; B*58:01
LPQYFTFDL VP40 1763 B*07:02; B*35:01
LSDLCNFLV VP24 1725 A*01:01; C*05:01
MMVIFRLMR NP 1768 A*03:01; A*11:01
NFFHASLAY L 1750 B*15:01; B*35:01
QFLSFASLF NP 1755 A*24:03; A*24:02
RLASTVIYR GP 3947 A*03:01; A*31:01
RLMRTNFLI NP 1766 A*02:01; A*24:02
RTFSILNRK GP 1207 A*03:01; A*11:01; A*31:01
RTSFFLWVI GP 3802 A*02:01; A*24:02
RVPTVFHKK VP30 1684 A*03:01; A*31:01
SFASLFLPK NP 1756 A*03:01; A*11:01
TLASIGTAF L 1743 B*15:01; B*35:01
TPVMSRFAA L 1738 B*07:02; B*35:01
TRSFTTHFL L 1747 B*39:01; C*06:02
TTIGEWAFW GP 3824 A*24:02; B*58:01; A*68:23;  

A*32:15; A*32:07
TVAPPAPVY NP 1684 A*11:01; B*35:01
VLYHRYNLV L 1746 A*02:01; A*03:19
VQLPQYFTF VP40 1763 B*15:01; A*24:03
YLEGHGFRF NP 1739 A*02:01; A*24:02
YQGDYKLFL NP 1705 A*02:01; A*24:02
YSGNIVHRY L 1750 A*01:01; B*58:01
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PolyCTLDesigner позволяет выбрать мини-
мальный набор эпитопов с известной или пред-
сказанной специфичностью к разным аллельным 
вариантам молекул MHC I класса, охватывающий 
выбранный репертуар аллелей HLA с заданным 
уровнем избыточности. Затем для выбранного 
набора известных или предсказанных эпитопов 
PolyCTLDesigner оценивает аффинность связыва-
ния с TAP при помощи модели, разработанной Пе-
терсом и коллегами [32] и по мере необходимости 
добавляет к N-концу эпитопа TAP-специфичные 
аминокислотные остатки (не более трех) для оп-
тимизации связывания.

На следующем шаге PolyCTLDesigner прово-
дит анализ всех возможных паросочетаний вы-
бранных пептидов и для каждой пары опреде-
ляет оптимальную спейсерную последователь-
ность, обеспечивающую адекватное расщепление 
эпитопов с высвобождением C-конца прокси-
мального пептида. Для прогноза протеасомного 
и/или иммунопротеасомного расщепления в 
PolyCTLDesigner используются модели, разрабо-
танные Тоузом и коллегами [33]. 

При анализе паросочетаний эпитопов 
PolyCTLDesigner создает ориентированный граф, 
в котором вершины соответствуют эпитопам, а 
ребра – допустимым паросочетаниям. Каждому 
ребру соответствует весовой вектор, атрибутами 
которого являются: эффективность протеасомно-
го расщепления, длина спейсера и число предпо-
лагаемых нецелевых эпитопов на стыке. На за-
ключительном этапе проектируется оптимальная 
результирующая последовательности полиэпи-
топного иммуногена, которая находится как пол-
ный простой путь в построенном графе, который 
имеет наименьшую длину.

В настоящей работе с помощью програм-
мы PolyCTLDesigner была предопределена аф-
финность связывания 44 выбранных пепти-
дов (см. табл. 1) с TAP, и к пептидам на N-конец 
при необходимости добавлялся остаток аланина 
для увеличения эффективности взаимодействия. 
Дизайн поли-CTL-эпитопного фрагмента EV.CTL 
проводили, используя также вырожденный спей-
серный мотив [ARSP][DLIT][LGA][VKA] с опти-
мизацией протеасомного расщепления и при эф-
фективности протеасомного фильтра 10%.

Для тестирования иммуногенности спроек-
тированной вакцинной конструкции на мышах 
с помощью методов ELISpot и ICS из базы дан-
ных Immune Epitope Database (http://iedb.org) [20] 
кроме 44 эпитопов, рестриктированных молеку-
лами HLA I класса (табл. 1), было выбрано семь 
дополнительных пептидов, способных индуциро-
вать цитотоксический ответ Т-лимфоцитов у мы-
шей линии BALB/c: KFINKLDALH, NYNGLLS-
SI, PGPAKFSLL, YFTFDLTALK, EYLFEVDNL, 
LFLRATTEL, LYDRLASTV. На основе выбран-
ных пептидов с помощью программы PolyCT-
LDesigner был создан “мышиный” полиэпитоп-
ный фрагмент, который был включен в C-конец 
спроектированной полиэпитопной конструкции. 
Для подтверждения синтеза спроектированного 
антигена в трансфицированных клетках в состав 
итоговой конструкции был включен C-концевой 
маркерный эпитоп EPFRDYVDRFYKTLR белка 
p24 HIV-1, узнаваемый моноклональными анти-
телами 29F2 (рис.2).

Длина сконструированного полиэпитопа 
EV.CTL составляла 547 а.о., на долю спейсер-
ных последовательностей приходилось 12.76%. 
Для  нацеливания полиэпитопного иммуногена в 

Рис. 2. Аминокислотная последовательность полиэпитопного фрагмента EV.CTL антигена. EPFRDYVDRFYKTLR – 
C-концевой маркерный эпитоп белка p24 HIV-1, узнаваемый моноклональными антителами 29F2; подчеркнутые 
аминокислотные остатки – спейсерные последовательности, содержащие сайты протеасомного расщепления

Fig. 2. Amino acid sequence of polyepitope fragment of EV.CTL antigen. EPFRDYVDRFYKTLR – C-terminal marker epi-
tope of the HIV-1 p24 protein, recognized by monoclonal antibodies 29F2; underlined amino acid residues – spacer sequenc-
es containing proteasome cleavage sites

MMVIFRLMR─ADLS─GHMMVIFRL─KK─VQLPQYFTF─ADLS─KQIPIWLPL─RK─EYAPFARLL─RVPTVFHK
K─FIYFGKKQY─R─VLYHRYNLV─ADL─YQGDYKLFL─AFPRCRYVHK─ATPVMSRFAA─AFAEGVVAFL─KVY
WAGIEF─R─TVAPPAPVY─TLASIGTAF─R─TTIGEWAFW─RK─LANETTQAL─FLLQLNETI─R─FVHSGFIY
F─K─IISDLSIFI─R─NFFHASLAY─RR─LANPTADDF─K─ILMNFHQKK─ADLS─FTPQFLLQL─YSGNIVHR
Y─ADLA─RTSFFLWVI─RTFSILNRK─RK─LSDLCNFLV─ADLV─HMMVIFRLM─ADLK─IMYDHLPGF─ALPQ
YFTFDL─YLEGHGFRF─R─FLSFASLFL─R─TRSFTTHFL─RLMRTNFLI─ADG─FRLMRTNFL─R─GQFLSFA
SL─R─SFASLFLPK─RLASTVIYR─ARLSSPIVL─AHPLARTAKV─QFLSFASLF─R─GYLEGTRTL─R─FRYE
FTAPF─KK─YFTFDLTALK─EYLFEVDNL─R─PGPAKFSLL─RK─LFLRATTEL─RK─NYNGLLSSI─R─LYDR
LASTV─R─KFINKLDALH─SGSG─EPFRDYVDRFYKTLR
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протеасому к N-концу итоговой поли-CTL-эпи-
топной конструкции была добавлена последова-
тельность убиквитина.

Дизайн поли-Th-эпитопного вируса Эбола
Для наиболее эффективной индукции Т-кле-

точного иммунного ответа необходимо стимули-
ровать ответ не только CD8+, но и CD4+ Т-лим-
фоцитов. Поэтому на следующем этапе было 
проведено конструирование поли-Th-эпитопно-
го фрагмента (EV.Th). Было решено использовать 
Th-эпитопы, предсказанные для человека и обла-
дающие наиболее широкой специфичностью по 
отношению к молекулам HLA II класса. Для это-
го с помощью программы TEpredict [10] прово-
дился поиск Th-эпитопов в составе белков виру-
са Эбола. С помощью PolyCTLDesigner [11] было 
выбрано 8 фрагментов длиной от 35 до 40 а.о., со-
державших наибольшее количество Th-эпитопов 
с наиболее широкой специфичностью по отно-
шению к различным алломорфам HLA II клас-
са. N-конец выбранных фрагментов был продлен 
на 5 а.о. относительно начала первого эпитопа, а 

C-конец – на 5 а.о. относительно окончания по-
следнего эпитопа (табл. 2).

Кроме того, в состав конструкции на C-конец 
дополнительно включены: универсальный 
Th-эпитоп PADRE (PAn DR Epitope) – AKFVAAW-
TLKAAA; маркерный эпитоп EPFRDYVDRFYK-
TLR белка p24 HIV-1, узнаваемый моноклональ-
ными антителами 29F2 и С-концевой фрагмент 
белка LAMP-1 – RKRSHAGYQTI. Согласно лите-
ратурным данным, добавление к целевому антиге-
ну сигнального пептида одновременно с C-конце-
вым фрагментом LAMP-1 значительно увеличи-
вает уровень ответа CD4+ Т-лимфоцитов [34–37]. 
В  качестве сигнального пептида была выбрана 
последовательность N-концевого фрагмента по-
верхностного гликопротеина вируса Эбола, содер-
жащего лидерный пептид MGVTGILQLPRDR. 
С помощью сервера SignalP [37] было предсказа-
но, что лидерный пептид в разработанном искус-
ственном полипептиде функционален и должен 
эффективно отщепляться. 

Дизайн поли-Th-эпитопного антигена 
EV.Th (рис. 3) был проведен с использованием 

Рис. 3. Аминокислотная последовательность полиэпитопного фрагмента EV.Th антигена. Курсивом выделен N-концевой 
сигнальный пептид; AKFVAAWTLKAAA – PADRE-эпитоп; RR – мотив, являющийся сайтом расщепления для лизосо-
мных катепсинов; подчеркивание – маркерный эпитоп; RKRSHAGYQTI – С-концевой фрагмент белка LAMP-1

Fig. 3. Amino acid sequence of polyepitope fragment of EV.Th antigen. EV.Th. Italics is N-terminal signal peptide; AKFVAAW-
TLKAAA is PADRE epitope; underlined is marker epitope; RKRSHAGYQTI – C-terminal fragment of the protein LAMP-1

Та бл и ц а  2
CD4+ Th-эпитопы, предсказанные в последовательностях белков вируса Эбола

Predicted CD4+ Th-epitopes in the sequences of Ebola virus proteins (antigens)

Последовательность пептида Белки
Границы 
пептидов, 

а.о.

Число 
HLA-DR 
алломорф

Число Th- 
эпитопов

FKRTSFFLWVIILFQRTFSIPLGVIHNSTLQVSDVDKL GP 14‒51 48 11
TNTNHFNMRTQRVKEQLSLKMLSLIRSNILKFINKLDA VP24 129‒166 49 8
LTLDNFLYYLTTQIHNLPHRSLRILKPTFKHASVMSRL L 1486‒1523 50 5
TQTYHFIRTAKGRITKLVNDYLKFFLIVQALKHNGTWQAE L 2111‒2150 48 10
WDRQSLIMFITAFLNIALQLPCESSAVVVSGLRTLVPQSD VP30 230‒269 47 8
SSAFILEAMVNVISGPKVLMKQIPIWLPLGVADQKTYSF VP40   70‒108 42 8
QYPTAWQSVGHMMVIFRLMRTNFLIKFLLIHQGMHMVAGH NP 186‒225 50 13
ESADSFLLMLCLHHAYQGDYKLFLESGAVKYLE NP   68‒100 47 5

MGVTGILQLPRDR─FKRTSFFLWVIILFQRTFSIPLGVIHNSTLQVSDVDKL─RR─TNTNHFNMRTQRVKEQLS
LKMLSLIRSNILKFINKLDA─RR─LTLDNFLYYLTTQIHNLPHRSLRILKPTFKHASVMSRL─RR─TQTYHFIR
TAKGRITKLVNDYLKFFLIVQALKHNGTWQAE─RR─WDRQSLIMFITAFLNIALQLPCESSAVVVSGLRTLVPQ
SD─RR─SSAFILEAMVNVISGPKVLMKQIPIWLPLGVADQKTYSF─RR─QYPTAWQSVGHMMVIFRLMRTNFLI
KFLLIHQGMHMVAGH─RR─ESADSFLLMLCLHHAYQGDYKLFLESGAVKYLE─RR─AKFVAAWTLKAAA─SGSG
─EPFRDYVDRFYKTLR─SGSG─RKRSHAGYQTI
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спейсерных последовательностей R/K-R/K, кото-
рые формируют сайты расщепления лизосомны-
ми катепсинами [22, 23].

Дизайн искусственных генов и получение 
рекомбинантных плазмид, кодирующих 
полиэпитопные иммуногены вируса Эбола

Обратная трансляция аминокислотных по-
следовательностей проводилась с учетом частот 
встречаемости кодонов у человека [39]. Перед 
инициирующим кодоном ATG размещена после-
довательность Козак (CCGCCACC). В  конце ко-
дирующей последовательности добавлены три 
стоп-кодона (TAGTGATGA). Спроектированные 
гены EV.CTL и EV.Th были синтезированы и клони-
рованы в составе векторной плазмиды pcDNA 3.1. 
В результате были сконструированы две рекомби-
нантные плазмиды: pEV.CTL и pEV.Th – кандида-
ты ДНК-вакцины против вируса Эбола.

Анализ экспрессии целевых генов
Экспрессию генов в составе плазмид pEV.CTL 

и pEV.Th оценивали двумя методами: по синтезу 
специфической мРНК и с помощью иммуноокра-
шивания трансфицированных клеток. Для оцен-
ки синтеза специфических мРНК выделяли сум-
марную РНК из клеток 293T, трансфицированных 
плазмидами pEV.CTL и pEV.Th, и получали кДНК 
в ОТ-ПЦР. Полученную кДНК использовали для 
проведения ПЦР с использованием пар прайме-
ров (fCTL, rCTL) и (fTh, rTh) к генам EV.CTL и EV.Th, 
соответственно.

Результаты, представленные на рис. 4, пока-
зывают, что размеры амплифицированных фраг-
ментов соответствуют теоретически рассчитан-
ным размерам продуктов амплификации: 831 пн 
для гена EV.CTL и 495 пн для гена EV.Th. Анало-
гичные фрагменты ПЦР были получены при ис-
пользовании в качестве матрицы исходных целе-
вых плазмид pEV.CTL и pEV.Th (положительный 
контроль). Полученные данные указывают на на-
личие специфических мРНК в общей фракции 
клеточной РНК.

Иммуногистохимическое окрашивание кле-
ток, трансфицированных плазмидами pEV.CTL 
и pEV.Th оценивали с помощью антител моноАТ 
29F2/30A6 к маркерному эпитопу EPFRDY-
VDRFYKTL, входящему в состав всех конструк-
ций. Результаты, представленные на рис. 5, сви-
детельствуют о наличии специфических белков. 
Полученные данные, подтверждают экспрессию 
целевых генов как на уровне транскрипции, так и 
на уровне трансляции.

Таким образом, в данной работе с использова-
нием оригинального программного обеспечения 
TEpredict/PolyCTLDesigner в составе семи белков 
вируса Эбола (GP, VP24, VP30, VP35, L, VP40, и 
NP) предсказаны цитотоксические и Т-хелпер-
ные эпитопы, на основе которых проведен ди-
зайн двух полиэпитопных иммуногенов EV.CTL 
и EV.Th. Получены рекомбинантные плазмиды – 
кандидаты ДНК-вакцины против вируса Эбо-
ла, ‒ кодирующие спроектированные антигены. 
Показано, что полученные ДНК-вакцинные кон-
струкции обеспечивают синтез соответствующих 
мРНК и белков в культуре эукариотических кле-
ток и являются перспективными кандидатами для 

Рис. 4. Регистрация мРНК генов EV.CTL и EV.Th в 
препаратах суммарной РНК, выделенной из клеток 
293Т, трансфицированных плазмидами pEV.CTL  
и pEV.Th. 1 – маркер молекулярных массы М12 
(«Сибэнзим»); 2 и 3 – продукты ПЦР с праймера-
ми (fCTL, rCTL) и (fTh, rTh), соответственно; 4 и 8 – ре-
зультаты ПЦР с праймерами (fCTL, rCTL) и (fTh, rTh) и 
суммарной РНК, выделенной из клеток 293T, транс-
фицированных плазмидами pEV.CTL и pEV.Th, со-
ответственно (без стадии обратной танскрипции; 
контроль на отсутствие целевых плазмид в выде-
ленных образцах суммарной РНК); 5 – маркер мо-
лекулярной массы («Сибэнзим»); 6 и 7 – продукты 
ПЦР 831 и 495 пн, полученные с использованием 
в качестве матрицы исходных плазмид pEV.CTL и 
pEV.Th, соответственно (положительный контроль).

Fig. 4. Identification of EV.CTL and EV.Th genes mR-
NAs in total RNA isolated from 293T cells transfect-
ed with pEV.CTL and pEV.Th plasmids.1 ‒ Molecular 
weight marker (M12, SibEnzyme); 2 and 3 ‒ PCR frag-
ments with primers (fCTL, rCTL) and (fTh, rTh), respective-
ly; 4 and 8 ‒ The result s of PCR with primers (fCTL, 
rCTL) and (fTh, rTh) and total RNA isolated from 293T 
cells transfected with plasmids pEV.CTL and pEV.Th, 
respectively (without reverse transcription; control for 
the absence of target plasmids in isolated samples of to-
tal RNA); 5 ‒ Molecular weight marker (M15, SibEn-
zyme); 6 and 7 ‒ PCR fragments of 831 and 495 bps ob-
tained using initial plasmids pEV.CTL and pEV.Th as a 
matrix, respectively (positive control)

831

пн 1 2 3 4 5 6 7 8

495
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Abstract–A technique for the construction of two artificial polyepitope T-cell immunogens, one of which 
contains cytotoxic (CTL), and the other T-helper (Th) epitopes identified in the Ebola virus proteins 
GP, VP24, VP30, VP35, L, VP40 and NP, has been described. The T-cell epitopes were predicted 
and the sequences for the target antigens were designed using the previously developed software of 
TEpredict and PolyCTLDesigner. The genes encoding the target immunogens were developed using 
codons optimized to achieve high expression in human cells. The synthesized genes were cloned in 
a eukaryotic vector pcDNA3.1. The resulting recombinant plasmids, candidates for the DNA vaccine 
against Ebola virus, were used to prove the expression of the designed target genes in the eukaryotic 
cells. The obtained DNA vaccine constructs are promising candidates for the further studies of their 
immunogenic and protective properties.

Key words: Ebola Virus Disease, polyepitope T-cell immunogens, computer design, DNA vaccine 
constructs, gene expression.
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