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Оболочечные белки E1 и E2 вируса гепатита С (ВГС) играют ключевую роль в его жизненном цикле. Являясь
основными компонентами вириона вируса, они участвуют в формировании инфекционных частиц. Вирусные
белки оболочки содержат N�гликаны, которые могут непосредственно воздействовать на сворачивание бел�
ков, на образование функционального гликопротеинового комплекса, связывание вируса с клеткой и на дру�
гие функции этих белков. Влияние N�гликанов гликопротеина Е1 ВГС на процесс сборки структурных бел�
ков анализировали с помощью сайт�направленного мутагенеза в модельной системе – клетках насекомых
Sf9, синтезирующих три вирусных структурных белка с образованием вирусоподобных частиц с участием
бакуловирусной системы экспрессии. Удаление единичных сайтов гликозилирования гликопротеина Е1 не
сказывается на эффективности его синтеза в клетках насекомых, а электрофоретическая подвижность му�
тантных белков Е1 возрастает пропорционально снижению числа сайтов гликозилирования. Повреждение
сайтов гликозилирования N1 или N5 гликопротеина Е1 влияет на образование нековалентного гетеродимера
Е1Е2 – прототипа природного комплекса, входящего в состав вириона ВГС. Показано также, что отсут�
ствие углеводных цепей в сайтах N1 и N5 Е1 существенно уменьшает эффективность его синтеза в клетках
млекопитающих HEK293T. 

Ключевые слова: вирус гепатита С (ВГС), белки оболочки E1 и E2 ВГС, вирусоподобные частицы, N�глико�
зилирование белков, олигонуклеотид�направленный мутагенез, бакуловирусная система экспрессии, клетки
насекомых Sf9, клетки млекопитающих HEK293T.

ROLE OF N�LINKED GLYCANS IN HCV GLYCOPROTEIN E1 IN THE FOLDING OF STRUCTURAL
PROTEINS AND FORMATION VIRAL PARTICLES, by O. V. Orlova1, V. L. Drutsa2, P. V. Spirin1, V. I. Popenko1,
V. S. Prasolov1, P. M. Rubtsov1, S. N. Kochetkov1, S. N. Beljelarskaya1* (1Engelhardt Institute of Molecular Biology,
Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia, *e�mail: belj@eimb.ru; 2Chemical Department, Moscow
State University, Moscow, 119899 Russia). Envelope proteins of HCV play a major role in virus lifecycle. These pro�
teins are main components of the virion. They are involved in virus assembly. Envelope proteins are modified by
N�linked glycosylation which is supposed to play a role in their stability, in the assembly of the functional HCV glyco�
protein heterodimer, protein folding and viral entry. The role of N�linked glycosylation sites in HCV E1 protein in struc�
tural proteins assembly was analyzed by site�directed mutagenesis in a model system – insect cells producing three viral
structural proteins with formation of virus�like particles. Removing of single N�linked glycosylation sites in HCV E1
protein does not affect the efficiency of its expression in insect Sf9 cells. E1 electrophoretic mobility is increasing in
parallel with decreasing the number of glycosylation sites. The destroying of glycosylation sites N1 or N5 in E1 influ�
ences the assembly of noncovalent glycoprotein heterodimer E1E2 – the prototype of natural complex incorporated in
virion.The lack of glycans in N1 and N5 sites of E1 was shown to affect the efficiency of its expression in mammalian
HEK293 T cells.
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Многие белки эукариотических клеток под?
вергаются посттрансляционному процессингу.
Один из наиболее распространенных типов пост?
трансляционной модификации белка – это N?
гликозилирование, при котором малоразветвлен?
ная олигосахаридная цепочка, состоящая из девя?
ти остатков маннозы (Man) и трех остатков глю?
козы (Glc), присоединяется к специфическим
остаткам аспарагина в последовательности Asn?
X?Ser или Asn?X?Thr (где X – любая аминокисло?
та, кроме пролина) [1]. Присоединение олигоса?
харида к белку сопряжено с его фолдингом, при
котором гликопротеин входит в кальнексин?
кальретикулиновый цикл, специфически взаи?
модействуя с лектиноподобными шаперонами
эндоплазматического ретикулума (ЭР) клетки,
которые обеспечивают его частичное сворачива?
ние. Наличие N?олигосахаридов (N?гликанов)
может стабилизировать структуру белка, влиять
на специфичность белок?белковых взаимодей?
ствий [2–9], а также играет важную роль в свора?
чивании большинства связанных с мембраной и
секретируемых гликопротеинов. Гликозилирова?
ние есть характерный тип модификации поверх?
ностных белков оболочечных вирусов.

Вирус гепатита С (ВГС) – единственный пред?
ставитель рода Hepacivirus – относится к семейству
Flaviviridae. Его геном кодирует один полипротеин?
предшественник длиной примерно 3000 а.о., кото?
рый подвергается процессингу в ЭР с образова?
нием десяти зрелых структурных и неструктур?
ных белков вируса [10–13]. Детальное строение
вирусной частицы ВГС и способ ее формирова?
ния остаются мало изученными [12], причем наи?
менее изучен процесс сборки вирионов и их вы?
ход из клетки. Обоснованно предполагается, что
свойства вириона зависят от гликозилирования
оболочечных белков ВГС в зараженной клетке, их
взаимодействия и характера укладки [14, 15].

Гликопротеины оболочки вириона Е1 и Е2 со?
держат 5–6 и 9–10 потенциальных сайтов глико?
зилирования соответственно [11]. Следует отме?
тить, что до сих пор не известно ни точное число
сайтов гликозилирования Е1, ни то, какие именно
сайты участвуют в модифицировании белка и все
ли эти потенциальные сайты “работают” in vivo. 

После гликозилирования гликопротеины E1 и
E2 ВГС могут либо димеризоваться, с образова?
нием функциональных нековалентных комплек?
сов, либо образовывать дисульфидные мостики и
формировать агрегаты, содержащие неправильно
свернутые нефункциональные белки. В образова?
нии комплексов участвуют два клеточных белка?
шаперона – кальнексин и кальретикулин. Первый
взаимодействует с гликопротеинами, участвую?
щими в образовании функциональных комплек?
сов, а кальретикулин – с неправильно упакован?
ными гликопротеинами, образующими агрегаты

[14–16]. Комплексы первого типа обеспечивают
связывание вируса с рецепторами клетки и про?
никновение вирусной частицы в клетку, влияют
на формирование его антигенного состава и, воз?
можно, играют определенную роль в вирусном
патогенезе [17]. Образование агрегатов непра?
вильно свернутых гликопротеинов может приво?
дить к образованию дефектных вирусных частиц,
способных, возможно, подавлять способность
вируса связываться с клеткой и нарушать выход
вируса из клетки [18–20]. 

Мы исследовали влияние N?гликанов глико?
протеина Е1 ВГС на процесс сборки структурных
белков и формирование вирусных частиц с помо?
щью сайт?направленного мутагенеза в модельной
системе, в которой вирусоподобные частицы
(ВПЧ), морфологически подобные природному
вириону, формируются в клетках насекомых,
трансфицированных бакуловирусными вектора?
ми; эти векторы направляют экспрессию генов
структурных белков ВГС [15]. Для создания му?
тантов Е1 применена схема олигонуклеотид?на?
правленного мутагенеза с использованием “стан?
дартных” двутяжевых плазмидных векторов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальные клетки, клеточные культуры и
плазмиды. Использовали штаммы Escherichia coli
DH5a и DH10Bac (“Gibco?BRL”, США), линию
клеток Sf9 Spodoptera frugiperda и эмбриональные
клетки почки человека линии HEK293T. 

Бактериальные клетки трансформировали плаз�
мидными ДНК согласно рекомендациям фирмы?
изготовителя (“Amersham”, США). Выделение и
очистку плазмид, расщепление рестриктазами,
лигирование, электрофорез ДНК в агарозном ге?
ле и другие генно?инженерные манипуляции
проводили по стандартным протоколам [21]. 

Клетки насекомых культивировали в среде Sf?
900 II, содержащей 10% эмбриональной сыво?
ротки крупного рогатого скота, при 27°С, ис?
пользуя основные технические приемы, разра?
ботанные ранее и описанные в инструкции [22].
Для определения титра вируса, амплификации
рекомбинантного вируса, заражения клеток Sf9
рекомбинантным бакуловирусом, а также для
анализа вирусной экспрессии использовали ту же
инструкцию. 

Эмбриональные клетки почки человека линии
HEK293T культивировали в стандартной среде
DMEM, содержащей 10% эмбриональной сыво?
ротки крупного рогатого скота, 4 мМ L?глутамин,
1 мМ пируват натрия, стрептомицин/пеницил?
лин в концентрации 100 мкг/мл и 100 ед/мл соот?
ветственно, при температуре 37°С и атмосфере
5% СO2.
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Рекомбинантные конструкции, несущие кДНК,
соответствующие генам структурных белков ВГС,
рекомбинантные бакмиды, а также рекомбинант?
ный бакуловирус bv?CE1E2 получали и анализи?
ровали по ранее отработанным методикам [23].

Сайт�направленный мутагенез. Фрагмент ДНК,
содержащий последовательность кДНК гена, ко?
дирующего гликопротеин Е1 ВГС, клонировали в
плазмиде pKS(–) по сайтам ClaI?PstI с использо?
ванием стандартного протокола. Для получения
серии рекомбинантных плазмид, несущих кДНК
белка Е1 с точечными заменами в сайтах гликози?
лирования, сконструировали олигонуклеотидные
праймеры (таблица). Каждый праймер состоит из
18–30 н. и содержит последовательность, кодиру?
ющую сайт N?гликозилирования: Asn?X?Thr/Ser
(X ≠ Pro), в котором триплет, кодирующий Asn,
замещен триплетом, кодирующим Gln.

Для мутагенеза использовали метод, описан?
ный Друца и соавт. [24]. ПЦР проводили на про?
граммируемом термостате “ЦиклоТемп 107”
(ЗАО “Ресурс Прибор”, Россия). Оптимальные
условия ПЦР подбирали эмпирически, в каждом
случае стремясь использовать минимальное чис?
ло циклов, в течение которых происходит накоп?
ление количества целевого продукта, достаточного
для последующего клонирования. Наличие всех за?
данных замен нуклеотидов подтверждали секвени?
рованием. Полученные мутантные варианты встраи?
вали в бакуловирусные векторы, как описано ранее
[23]. В результате получили векторы pFastBacHTb?
CE1mutE2 и BacMam?CE1mutE2?GFP.

Анализ суммарной клеточной ДНК. Cуммарную
клеточную ДНК выделяли из клеток насекомых
через 72 ч после заражения рекомбинантными ба?

куловирусами bv?CE1E2, bv?E1mut, bv?E1mutE2,
bv?CE1mutE2 (с множественностью заражения
5 БОЕ/кл) [23]. Наличие кДНК генов структур?
ных белков ВГС в суммарной клеточной ДНК
оценивали с помощью ПЦР, используя праймеры
к бакуловирусному вектору pFastBacHT (прямой
5'?GTGGTTGGCTACGTATACTCC?3', обратный
5'?CCTCTACAAATGTGGTATGGC?3').

Получение микросом. Через 72 ч после зараже?
ния клеток Sf9 рекомбинантным бакуловирусом
bv?CE1E2 (10 БОЕ/кл) собирали 107 клеток, рас?
тущих в монослое, и отмывали трижды PBS.
Клетки ресуспендировали в 0.05 M буфере
Hepes–KOH, pH 7.4, содержащем 1 мМ EDTA,
1 мМ DTT, 20% глицерина и ингибиторы протеаз
(Protease Inhibitor Cocktail SetII 1 : 200, “Calbio?
chem”, США), а затем разрушали в гомогенизато?
ре Поттера [30]. Неразрушенные клетки и ядра
удаляли центрифугированием 800 g, 10 мин, при
4°С, а из супернатанта осаждали микросомы при
50000 g, 60 мин, 4°С (ротор 50 Ti, центрифуга
“Beckman Coulter Optima” L?100XP). Осадок ре?
суспендировали в том же буфере, не содержащем
DTT, и анализировали с помощью Вестерн?бло?
тинга и электронной микроскопии. 

Получение и очистка ВПЧ. Клетки, растущие в
монослое при 27°С, заражали рекомбинантным
бакуловирусом bv?CE1E2 (20 БОЕ/кл). Через 72 ч
клетки (2 × 108) собирали, отмывали три раза фос?
фатно?солевым буфером (PBS), ресуспендирова?
ли в лизирующем буфере TNC (10 мМ Трис?HCl,
pH 7.5, 150 мМ NaCl, 1 мМ CaCl2, 1 мМ PMSF, ин?
гибиторы протеаз (1 : 200)), содержащем 0.25%
дигитонина, и разрушали ультразвуком. ВПЧ из
гомогенизированных лизатов очищали от клеточ?

Использованные праймеры

Праймер Нуклеотидная последовательность 5'?3'

16?Haml CCA CTA CGA CAA TAC G

15?Hamr GAG CAA GTC GAC GTG

26?N5tl GGA CTG CCA ATG CTC AAT CTA TCC CG

17?N6tl TGG TCA CTT ACA ACA GC

23?N5br GAG CAT TGG CAG TCC TGC ACT GT

17?N6br CTG TTG TAA GTG ACC AG

17?N7tl GAA CTG GTC TAA GGT TC

17?N7br AAC CTT AGA AGA CCA GTT CC

24r?Hpsr AG CTG CAG TTA CCC GTC AAC GCC

29?EN1m TTA TGA AGT GCG CCA AGT GTC CGG CAT AT

30?EN2m AAC GAC TGC TCC CAA TCA AGC ATT GCG TAT

27?EN3m GTT CAG GAG GGT CAA AGC TCC CGT TGC

24?EN4m CGC GGC CAG GCA AGC CAG CGT CCC

19 Haml CAC TAC GAC AAT ACG ACG T

18 Hamr AGC AAG TCG ACG TGA CGT
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ных остатков низкоскоростным центрифугирова?
нием (1200 g, 15 мин, 4°С). Затем ВПЧ концен?
трировали в две стадии – центрифугированием
через 30%?ную сахарозную подушку при 230000 g
в течение 16 ч при 4°С и высокоскоростным уль?
трацентрифугированием при 230000 g, 3 ч, при
4°С. Осадок ВПЧ ресуспендировали в TNC?буфе?
ре, содержащем 1 мМ PMSF и ингибиторы проте?
аз (1 : 200). Очищенные частицы анализировали с
помощью электронной микроскопии и вестерн?
блотинга [21, 25]. 

Антитела к ВГС. Использовали моноклональ?
ные антитела мыши к белкам Е1 ВГС (Hep C E1
1879: sc?65459) и Е2 ВГС (Hep C E2 BDI167: sc?
57769) (“Santa Cruz Biotechnology”, США), а так?
же моноклональные антитела к кальнексину
(AF18) и кальретикулину (FMC75) (“Abcam”, Ве?
ликобритания). Поликлональные антитела кро?
лика к структурному белку C любезно предостав?
лены М.Г. Исагулянц (ФГБУ “НИИ вирусологии
им. Д.И. Ивановского” Минздравсоцразвития
России, Москва). В качестве вторичных антител
использовали коньюгаты пероксидазы хрена с
антителами против IgG мыши (AB6706?1EA)
(“Sigma”).

Вестерн�блот и иммуноосаждение. Через 72 ч
после заражения рекомбинантным бакуловиру?
сом bv?CE1E2 (множественность заражения
20 БОЕ/кл) клетки Sf9 собирали, трижды отмыва?
ли в фосфатно?солевом буфере PBS (1.47 мМ
KH2PO4, 4.29 мM Na2HPO4 ⋅ 7H2O, 137 мM NaCl,
2.68 мM KCl), ресуспендировали в лизирующем
буфере TNC, содержащем 0.25% дигитонина, и
разрушали ультразвуком. Клеточный дебрис уда?
ляли центрифугированием (15000 g, 15 мин, 4°С).
Лизат наносили на 12%?ный ПААГ, каждый обра?
зец содержал 10 мкг белка. После электрофореза
белки переносили на нитроцеллюлозную мем?
брану Hybond?ECL (“Amersham Biosciences”) ме?
тодом полусухого электропереноса. Мембраны
промывали в буфере PBS, содержащем 5% сухого
обезжиренного молока, инкубировали с первич?
ными антителами к структурным белкам Е1 и Е2
ВГС (в разведении 1 : 2000 для Е2 и 1 : 1500 для
Е1), к кальнексину и к кальретикулину (в разве?
дении 1 : 1000 и 1 : 2000 соответственно), а затем с
вторичными антителами (в разведении 1 : 20000).
Иммунные комплексы проявляли, используя хе?
милюминесцентные реагенты ECL и ECL (Plus
Western blotting detection reagents and analysis sys?
tems, “Amersham Biosciences”), согласно рекомен?
дациям производителя. 

Для иммуноосаждения клетки, инфицирован?
ные рекомбинантным бакуловирусом bv?CE1E2,
собирали через 72 ч после заражения, лизирова?
ли, удаляли клеточные обломки и ядра. Структур?
ные белки и образуемые ими комплексы осажда?
ли моноклональными антителами к Е1 ВГС и Е2

ВГС, кальнексину и кальретикулину в разведении
1 : 100 (согласно рекомендациям производителя).
Осажденные белки разделяли при помощи элек?
трофореза в 12%?ном ПААГ, переносили на нит?
роцеллюлозную мембрану и инкубировали с пер?
вичными антителами в разведениях, указанных
выше, а затем обрабатывали вторичными антите?
лами. 

Электронная микроскопия. Каплю образца
очищенных ВПЧ (~10 мкл) наносили на свежеио?
низированную угольно?коллодиевую пленку?
подложку на медной сеточке (150 меш). После ад?
сорбции в течение 3–5 мин избыток раствора уда?
ляли фильтровальной бумагой, препараты нега?
тивно контрастировали в течение 2 мин 1.5%?
ным водным раствором уранилацетата, высуши?
вали на воздухе и исследовали в электронном
микроскопе JEM?100CX (“Jeol”, Япония) при
ускоряющем напряжении 80 кВ. 

Анализ гликозилирования – обработка эндогли�
козидазой Н (Endo H). Белки клеточного лизата
инкубировали с соответствующими монокло?
нальными антителами при 4°С. Полученный
комплекс осаждали с помощью белок?G?сефаро?
зы (“BioVision”, США). К осажденному белку
(20 мкг) добавляли 1 мкл десятикратного денату?
рирующего буфера (5% SDS, 0.4 M DTT), объем
смеси доводили водой до 10 мкл и кипятили в те?
чение 10 мин. Затем объем доводили до 20 мкл,
добавляя 2 мкл десятикратного реакционного бу?
фера G5 (50 мМ цитрат Na), 3 мкл воды и 5 мкл
раствора Endo H (5 ед. ак.) (P0702S “BioLabs Inc.”,
Великобритания). Инкубировали в течение 15 ч
при 37°С и анализировали при помощи электро?
фореза в 12%?ном ПААГ. 

Флуоресцентная микроскопия и проточная ци�
тофлуориметрия. Через 72 ч после трансфекции
клетки HEK293T анализировали на микроскопе
Leica DMI 4000 (США). Через 48 ч после транс?
фекции рекомбинантными плазмидами клетки
млекопитающих снимали с подложки раствором
трипсина, собирали центрифугированием, два?
жды промывали фосфатно?солевым буфером и
анализировали в проточном цитофлуориметре
(“Beckman Coulter EPICS”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

Ранее мы показали, что в клетках насекомых
происходит синтез структурных белков ВГС –
кор?белка (С) и белков оболочки E1 и E2, пост?
трансляционное гликозилирование последних, а
также сборка in vitro и образование ВПЧ [23]. В
данной работе мы изучили влияние N?гликанов
белка Е1 на образование гетеродимеров Е1Е2 и
ВПЧ в модельной системе – клетках насекомых
Sf9, которые трансдуцированы бакуловирусными
векторами pFastBacHT, содержащими ген поли?



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 47  № 1  2013

РОЛЬ N?ГЛИКАНОВ ГЛИКОПРОТЕИНА Е1 ВИРУСА ГЕПАТИТА С 151

протеина CE1E2 ВГС (генотип 1б, штамм
274933RU [26]). С этой целью использовали оли?
гонуклеотид?направленный мутагенез на двутя?
жевых плазмидных векторах и получили генети?
ческие конструкции, кодирующие десять вариан?
тов белка Е1 ВГС с мутациями в шести сайтах
гликозилирования (рис. 1). Полученные кон?
струкции экспрессировали в клетках насекомых и
анализировали эффективность синтеза мутантных
белков и влияние модификации сайтов гликози?
лирования на процессинг структурных белков
ВГС, накопление gpE1и gpE2 в ЭР клеток насеко?
мых и их гликозилирование, на взаимодействие
гликопротеинов с кальнексином и кальретикули?
ном, а также на образование продуктивного ком?
плекса Е1Е2 и формирование ВПЧ. Для экспрес?
сии в клетках млекопитающих получали кон?
струкции, кодирующие белок Е1 с мутациями в
пяти сайтах гликозилирования.

Влияние N�гликанов гликопротеина Е1 ВГС
на эффективность экспрессии генов вирусных 

оболочечных белков в клетках насекомых

Ранее мы показали, что в клетках насекомых
происходит эффективное посттрансляционное
гликозилирование белков оболочки ВГС. Об этом
свидетельствует анализ электрофоретической по?
движности гликопротеинов Е1 и Е2 ВГС, которые
синтезируются в инфицированных рекомбинант?
ным бакуловирусом bv–Е1Е2 клетках насекомых в
присутствии и в отсутствие туникамицина, блоки?
рующего гликозилирование белков [23]. Эффек?
тивность гликозилирования мутантных вариантов

гликопротеина Е1 ВГС, а также влияние N?глика?
нов гликопротеина Е1 на его синтез и процессинг
Е1 и Е2 изучали в клетках насекомых, которые
трансдуцированы бакуловирусными векторами,
направляющими экспрессию генов структурных
белков ВГС. 

Экспрессию генов мутантных вариантов белка
Е1 (E1mut) и белка Е2 дикого типа в клетках насе?
комых, а также эффективность гликозилирова?
ния вариантов Е1 с мутациями в потенциальных
сайтах гликозилирования анализировали с помо?
щью электрофореза в ПААГ и иммуноблотинга с
антителами к Е1 ВГС. Как видно из рис. 2а, нару?
шение сайтов гликозилирования в различных
комбинациях существенно не влияет на эффек?
тивность синтеза гликопротеина Е1 ВГС в клет?
ках насекомых, при этом электрофоретическая
подвижность мутантных белков возрастает про?
порционально уменьшению числа сайтов глико?
зилирования. Введение в белок Е1 дополнитель?
ного сайта гликозилирования (N6) не влияет на
эффективность синтеза гликопротеина Е1 и не
изменяет его электрофоретическую подвиж?
ность. Опыты по обработке мутантных гликопро?
теинов Е1 эндогликозидазой EndoH с последую?
щим вестерн?блотингом показали, что в клетках
насекомых происходит гликозилирование синте?
зированных мутантных гликопротеинов. Мутант?
ные варианты гликопротеина Е1 чувствительны к
действию эндогликозидазы, хотя и в меньшей
степени, чем Е1 дикого типа (рис. 2б). 
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Рис. 1. Сайты N?гликозилирования в структурном белке Е1 ВГС и его мутантных вариантах. а – Схема расположения
сайтов гликозилирования N1?N5 и дополнительного сайта N6 в полипептидной цепи Е1 ВГС. б – Схематическое
изображение мутантных вариантов гликопротеина Е1 с модифицированными (нарушенными) сайтами гликозилиро?
вания: 1 – N1; 2 – N5; 3 – N1 и N5; 4 – N2, N3 и N4; 5 – N2, N3, N4 и N5; 6 –N1, N2, N3 и N5; 7 – N1– N5; 8 – N1,
N2, N3 и N4; 9 – с введенным дополнительно сайтом гликозилирования N6; 10 – исходный вариант Е1 дикого типа.
Сайты гликозилирования отмечены знаком “Y”. 
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Влияние N�гликанов гликопротеина Е1 ВГС
на образование продуктивного комплекса Е1Е2

в клетках насекомых

О влиянии индивидуальных углеводных цепей
в сайтах гликозилирования белка Е1 на сворачи?
вание как самого E1, так и гликопротеина E2,
можно судить по образованию гетеродимеров
E1E2 и взаимодействию с ними клеточных бел?
ков?шаперонов кальнексина и кальретикулина.
Как известно, с гликопротеинами, участвующи?
ми в образовании функциональных комплексов,
взаимодействует кальнексин, в то время как каль?
ретикулин взаимодействует с неправильно упако?
ванными гликопротеинами, образующими агре?
гаты. [14–16]. Используя антитела к кальнексину
и кальретикулину, мы проверили, как влияют мо?
дификации сайтов гликозилирования в E1 на об?
разование функциональных и нефункциональ?
ных гетеродимеров E1E2 в клетках насекомых.
Для этого белки из клеточных лизатов вначале
осаждали антителами к гликопротеину E2, затем
разделяли с помощью электрофореза в ПААГ и,
после переноса на нитроцеллюлозную мембрану,
выявляли антителами к кальнексину (рис. 3а) или
кальретикулину (рис. 3б). 

Оказалось, что при образовании мутантных
белков Е1, лишенных одного из четырех сайтов

гликозилирования (N2, N3, N4 или N6), в клетках
насекомых формируется нековалентный ком?
плекс Е1Е2, хотя и менее эффективно, чем в слу?
чае экспрессии Е1 дикого типа. При этом, по мере
увеличения числа поврежденных сайтов гликози?
лирования в E1 взаимодействие гетеродимеров с
кальнексином уменьшается, а с кальретикулином
увеличивается. С кальретикулином взаимодей?
ствуют гетеродимеры, образованные гликопроте?
ином Е1 с мутациями во всех сайтах гликозилиро?
вания, т.е. агрегаты, содержащие неправильно
свернутые нефункциональные гликопротеины
Е1 и E2. Способность взаимодействовать с Е1mut
неправильно свернутого Е2 уменьшается, если
судить по уменьшению количества последнего
при соосаждении с антителами к кальретикулину.
Интересно, что сборка продуктивного комплекса
Е1Е2 нарушается в результате повреждения сай?
тов гликозилирования N1 или N5. Отсутствие уг?
леводных цепей именно в этих сайтах, по?види?
мому, препятствует образованию продуктивного
комплекса Е1Е2, а углеводные цепи, связанные с
сайтами N1 и N5, играют наиболее существенную
роль в образовании правильной конформации
этих белков. Суммируя результаты анализа сбор?
ки гетеродимеров E1E2 в клетках насекомых,
можно заключить, что мутации сайтов гликози?
лирования N2, N3, N4 и N6 гликопротеина Е1
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Рис. 2. Анализ синтеза и гликозилирования мутантных белков Е1 в комбинации с Е2 ВГС в клетках насекомых Sf9.
а – Вестерн?блотинг в денатурирующем 12%?ном ПААГ с антителами к Е1 ВГС после предварительного иммуно?
осаждения. Лизаты клеток, синтезирующие E1: 1 – Е1 дикого типа; 2 – E1 с дополнительным сайтом гликозилирова?
ния N6; E1 с мутациями в сайте гликозилирования 3 – N1; 4 – N5; 5 – N1 и N5; 6 – N2, N3 и N4; 7 – N1, N2, N3 и N4;
8 – N2, N3, N4 и N5; 9 – во всех сайтах гликозилирования N1?N5. б – Вестерн?блот?анализ гликозилирования мутант?
ных белков Е1 в комбинации с Е2 ВГС в клетках насекомых с антителами к Е1 ВГС: 1 – E1 дикого типа; 2 – E1 дикого
типа, обработанный эндогликозидазой H; 3 – E1 с мутацией в сайте гликозилирования N1; 4 – E1с мутацией в сайте
гликозилирования N1, обработанный эндогликозидазой H; 5 – E1 с мутацией в сайте гликозилирования N1 из клеток,
обработанных туникамицином; 6 – E1 с мутациями во всех пяти сайтах гликозилирования. WT – бакуловирусный век?
тор дикого типа (отрицательный контроль). Мутантные белки обозначены – Е1*. М – маркерные белки, кДа. IP –
иммуноосаждение, WB – Вестерн?блотинг (здесь и на рис. 3).
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практически не влияют на сборку гликопротеи?
нов оболочки ВГС, в то время как мутации сайтов
N1 и N5 ее нарушают. 

Влияние N�гликанов гликопротеина Е1
на образование вирусоподобных частиц ВГС

в клетках насекомых

Ранее мы показали, что синтез белков С, Е1 и
Е2 ВГС в клетках насекомых сопровождается об?
разованием ВПЧ [23]. В настоящей работе мы
проверили, как влияет модификация сайтов гли?
козилирования гликопротеина Е1 на образование
ВПЧ ВГС в этой системе. Из клеток насекомых,
трансдуцированных бакуловирусными вектора?
ми pFastBacCE1mutE2, выделяли микросомы, ко?
торые затем анализировали с помощью электро?
фореза в ПААГ и вестерн?блотинга с антителами
к Е2 (рис. 4а) и электронной микроскопии
(рис. 4б). Как следует из результатов, представ?
ленных на этих рисунках, введение мутаций в
сайты гликозилирования не препятствует образо?
ванию ВПЧ ВГС в клетках насекомых. При моди?
фикации сайтов гликозилирования N1 или N5,
как показано в предыдущих опытах, такие ВПЧ,
вероятно, могут содержать неправильно упако?
ванные гликопротеины. 

Влияние N�гликанов гликопротеина Е1 ВГС
на образование ВПЧ в клетках млекопитающих

Используя векторную плазмиду
pFastBacMam1GFP, полученную нами ранее [23],
мы сконструировали также векторы для экспрес?
сии в клетках млекопитающих генов структурных

белков ВГС в составе полипептида CE1E2. Векто?
рами pFastBacMam?CЕ1mutЕ2GFP, кодирующи?
ми нормальные белки С и Е2 и различные мутант?
ные варианты белка Е1 с модификациями сайтов
гликозилирования, трансфицировали клетки
HEK293Т человека. Экспрессию генов мутант?
ных белков Е1 ВГС и эффективность их гликози?
лирования в клетках человека анализировали с
помощью электрофореза в ПААГ и иммунобло?
тинга (рис. 5а). 

Как видно из рис. 5а, мутантные варианты Е1
действительно синтезируются в этих клетках, при
этом электрофоретическая подвижность белков
возрастает пропорционально уменьшению чис?
ла интактных сайтов гликозилирования. Так же,
как и в клетках насекомых Sf9, эффективность
гликозилирования гликопротеина Е1 в клетках
HEK293Т зависит от присутствия гликанов в
сайтах гликозилирования белка. Однако, в отли?
чие от того, что наблюдается в клетках насеко?
мых, от присутствия гликанов в потенциальных
сайтах гликозилирования зависит и эффектив?
ность синтеза Е1 ВГС в клетках HEK293Т. Влияет
ли модификация сайтов гликозилирования белка
Е1 на эффективность синтеза структурных белков
ВГС, оценивали по уровню синтеза полипепти?
дов CE1mutE2GFP, используя методы флуорес?
центной микроскопии (данные не показаны) и
проточной цитофлуориметрии (рис. 5б). Как вид?
но, отсутствие сайтов гликозилирования N1 или
N5 Е1 ведет к значительному уменьшению флуо?
ресценции GFP, что свидетельствует о снижении
уровня синтеза полипептидов CE1mutE2GFP –
по сравнению с CE1E2GFP. Напротив, отсутствие
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Рис. 3. Вестерн?блот?анализ образования гетеродимеров Е1Е2 ВГС в клетках насекомых, синтезирующих мутантные
варианты Е1, с антителами к кальнексину (а) и кальретикулину (б) после предварительного иммуноосаждения с анти?
телами к E2. Лизаты клеток, синтезирующих E1: 1 – Е1 дикого типа; 2 – E1 с мутациями в сайте гликозилирования N3;
3 – E1 с мутациями в сайте гликозилирования N5; 4 – E1 с мутациями в сайтах гликозилирования N1 и N5; 5 – E1 с
мутациями во всех пяти сайтах гликозилирования. М – маркерные белки, кДа.
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сайтов гликозилирования N2, N3 или N4 белка
Е1 не влияет на уровень синтеза полипептида
CE1mutE2GFP. 

Таким образом, мы исследовали, влияет ли
удаление N?гликанов в определенных позициях
белка Е1 ВГС на его фолдинг и точность сборки
комплекса Е1Е2, представляющего собой функ?
циональную субъединицу вирионной оболочки
зрелой вирусной частицы, и показали, что нару?
шение сайтов гликозилирования в различных
комбинациях в белке Е1 не влияет сколько?ни?
будь существенно на эффективность его синтеза в
клетках насекомых. В то же время, для образова?
ния функциональных гетеродимеров E1E2 необ?
ходимо наличие N?гликанов в сайтах N1 и N5
белка Е1, и гликозилирование синтезированных

мутантных гликопротеинов происходит менее
эффективно, чем в случае Е1 дикого типа. Чем
меньше число сайтов гликозилирования, тем сла?
бее взаимодействие гликопротеинов Е1mutЕ2 с
кальнексином, а с кальретикулином оно сильнее.
С последним взаимодействуют гликопротеины с
мутациями во всех сайтах гликозилирования, об?
разуя нефункциональные агрегаты. 

Присутствие структурных белков ВГС во
фракциях эндотелиального ретикулума (ЭР) и
микросом свидетельствует о том, что синтезируе?
мые в клетках насекомых рекомбинантные белки
ВГС, в том числе Е1, содержащий мутации, встра?
иваются в мембраны ЭР, где происходит их свора?
чивание, образование комплекса Е1mutЕ2 и фор?
мирование вирусоподобной частицы. Наличие

1 2 3 4 5М
кДа

90

50

а

E2*

E2

E1E2

6

б
1 2 3
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Рис. 4. Анализ ВПЧ ВГС, образующихся в клетках насекомых Sf9, синтезирующих структурные белки вируса. а – Ве?
стерн?блот?анализ с моноклональными антителами против белка Е2 структурных белков ВГС в ВПЧ, которые выде?
лены из клеток насекомых Sf9, зараженных бакуловирусами bv?СЕ1Е2: 1 – bv?СЕ1Е2 дикого типа; 2 – bv?СЕ1Е2 с му?
тацией в сайте гликозилирования N1; 3 – bv?СЕ1Е2 с мутацией в сайте гликозилирования N5; 4 – с мутациями в сайтах
гликозилирования N2, N3, и N4; 5 – с мутациями во всех пяти сайтах гликозилирования; 6 – бакуловирусом
bv?CAT/Gus. М – маркеры молекулярной массы, кДа. Частично дегликолизированный белок обозначен – Е2*. б –
Электронная микроскопия вирусоподобных частиц ВГС во фракциях микросом, очищенных из инфицированных ре?
комбинантными бакуловирусами клеток Sf9. Положение ВПЧ показано стрелками. 

60 нм
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Е1mut в составе ВПЧ в клетках Sf9 свидетельству?
ет о том, что мутации в белке не влияют на их об?
разование и количество в клетках. Однако, отсут?
ствие углеводных цепей в сайтах гликозилирования
N1 и N5, приводит к неправильному сворачиванию
белков и, по?видимому, накоплению непродуктив?
ных димеров Е1Е2 в виде агрегатов в составе ВПЧ и
к подавлению продуктивной сборки вирусоподоб?
ных частиц. Образование агрегатов неправильно
свернутых гликопротеинов приводит к образова?
нию дефектных вирусных частиц, отличающихся от
природных и способных, возможно, нарушать сек?
рецию вируса из клетки и подавлять его способ?
ность связываться с последней. 

Полученные нами результаты показывают, что
мутантные гликопротеины Е1 в составе ВПЧ син?
тезируются в клетках млекопитающих. При этом,
отсутствие гликанов в сайтах N2, N3 или N4 не
влияет на уровень синтеза структурных белков в
составе ВПЧ так же, как и в клетках насекомых
Sf9. Однако отсутствие гликанов в сайтах N1 или
N5 ведет к значительному уменьшению флуорес?
ценции GFP, которая характеризует уровень син?
теза белков, образующих ВПЧ. Следовательно,
эффективность экспрессии белков в составе ВПЧ
в клетках HEK293Т, в отличие от клеток насеко?
мых Sf9, существенно зависит от присутствия
гликанов в сайтах гликозилирования N1 и N5
гликопротеина Е1. Представленные данные со?
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Рис. 5. Анализ экспрессии генов мутантных белков Е1 в составе ВПЧ ВГС в клетках HEK293. а – Вестерн?блотинг бел?
ков после разделения в денатурирующем 12%?ном ПААГ с антителами к Е1 ВГС. Лизаты клеток, синтезирующих Е1:
1 – E1 с мутациями во всех сайтах гликозилирования; 2 – Е1 дикого типа; 3 – E1 с мутациями в сайтах гликозилиро?
вания N1; 4 – E1 с мутациями в сайте гликозилирования N5; 5 – E1 с мутациями в сайтах гликозилирования N1 и N5;
6 – E1 с мутациями сайтах гликозилирования N2, N3 и N4; 7 – лизат клеток HEK293Т. Мутантные белки обозначены –
Е1*. М – маркерные белки, кДа. б – Анализ флуоресценции зеленого белка GFP в клетках HEK293Т, трансфициро?
ванных рекомбинантными плазмидными ДНК pFastBacMam CE1E2GFP с различными мутациями в гене Е1, методом
проточной цитофлуориметрии. На гистограммах по оси абсцисс указан линейный размер анализируемых частиц (кле?
ток) в относительных единицах, а по оси ординат – относительное значение интенсивности флуоресценции. 1 – Ис?
ходные клетки HEK293; Клетки, трансфицированные плазмидными ДНК pFastBacMam CE1E2GFP с геном Е1:
2 – Е1 дикого типа; 3 – Е1 с мутацией в сайте гликозилирования N1; 4 – Е1 с мутацией в сайте гликозилирования N5;
5 – Е1 с мутациями в сайтах гликозилирования N2, N3 и N4; 6 – Е1 с мутациями в сайтах гликозилирования N1 и N5;
7 – Е1 с мутациями во всех пяти сайтах гликозилирования. 
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гласуются с аналогичными данными, полученны?
ми при изучении роли N?гликанов в других со?
временных системах экспрессии [27, 28].

Дальнейшее изучение влияния N?гликозили?
рования оболочечных белков Е1 и Е2 на образо?
вание комплекса Е1Е2 и сборку ВПЧ в модельных
системах на основе клеток насекомых и млекопи?
тающих позволит уточнить роль посттрансляци?
онных модификаций структурных белков ВГС в
инфекционном цикле вируса и может стать осно?
вой для разработки новых подходов к антивирус?
ной терапии.

Работа получила финансовую поддержку Рос?
сийского фонда фундаментальных исследований
(07?04?12136, 08?04?00281, 011?04?00231) и Ми?
нистерства образования и науки РФ (Госконтракт
№ 16.512.11.2266).
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