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Мишенью для индукции нейтрализующих ан-
тител у оболочечных РНК-вирусов служит поверх-
ностный трансмембранный белок, выполняющий 
ключевую роль в проникновении вируса в клетку. 
На вирусной оболочке эти белки используют ряд 
механизмов для ускользания от иммунного отве-
та: плотность их распределения на поверхности 
вириона низкая, конформация метастабильная и 
их покрывает слой гликанов. Оболочечный гли-
копротеин Env ВИЧ-1 относится к трансмембран-
ным белкам I типа и для проникновения в клетку 

использует механизм мембранного слияния, в про-
цессе которого конформация переходит в стабиль-
ную [1, 2]. Ранее мы детально изучали биологиче-
ские характеристики различных штаммов ВИЧ-1/
SIV (simian immunodeficiency virus – вирус имму-
нодефицита обезьян) и обнаружили, что структура 
и длина цитоплазматического домена (СТ) транс-
мембранной субъединицы gp41 могут влиять на 
биологические свойства вируса (стабильность три-
мера, активность формирования синцитий и ин-
фекционность) [3‒7]. Более того, стабилизирован-
ные тримеры Env ВИЧ-1 вызывали образование 
антител с широкой нейтрализующей активностью 
и высокой авидностью, в связи с чем их рассматри-
вают как потенциальные иммуногены для вакцин 
с повышенной эффективностью [3]. Иммуногены, 
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Ранее получены высокоиммуногенные вирусоподобные частицы (VLP), содержащие белки 
оболочки (Env) ВИЧ-1, которые обладали способностью преодолевать природную резистентность 
поверхностных белков ВИЧ-1, связанную с их низким содержанием и труднодоступностью 
консервативных эпитопов для вируснейтрализующих антител. Разработанная технология ранее 
применена нами для получения VLP, несущих модифицированные тримеры Env штамма ZM53(T/F) 
ВИЧ-1. Для продукции VLP использовали рекомбинантные вирусы осповакцины, экспрессирующие 
Env и Gag-Pol (каркасный белок) ВИЧ-1/SIV, а также ген hr вируса коровьей оспы – для преодоления 
ограничений в репликации вируса осповакцины – в клетках СНО. Экспрессируемый белок Env 
содержал трансмембранный перекрывающий домен (TMS) вируса опухоли молочной железы мышей 
(MMTV), увеличивающий включение тримеров Env в VLP, и цитоплазматический домен (СТ) с GCN4-
последовательностью, влияющей на конформацию поверхностной субъединицы (SU). Для изучения 
состава гликанового паттерна Env и его влияния на эффективность формирования VLP использовали 
мутантную клеточную линия CHO Lec1, в которой нет фермента N-ацетилглюкозаминилтрансферазы 
TI  (GlcNAc-TI), вовлеченного в процессинг высокоманнозных углеводных цепей. Этот прием 
позволил модулировать состав гликанов на поверхности VLP, оптимизировать условия их 
формирования и наметить подходы к преодолению ограниченной иммуногенности ВИЧ-1, связанной 
с экранированием гликанами эпитопов Env. 
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которые имитируют важные процессы при есте-
ственной инфекции и инициируют соответству-
ющие врожденные иммунные реакции, имеют 
преимущество перед рекомбинантными белками 
(растворимые белки Env) благодаря сохранности 
природной структуры. 

ВИЧ-1-нейтрализующие антитела 
и  гликозилирование

Нейтрализующие анти-ВИЧ-1-антитела ши-
рокого спектра действия (broadly neutralizing 
antibodies, bNAbs) находят у пациентов с хрони-
ческой инфекцией ВИЧ-1. Консервативные эпи-
топы, которые они распознают, идентифициро-
ваны в определенных областях белка Env, вклю-
чая рецепторсвязывающий сайт и проксимальную 
внешнюю область gp41. При экспериментальных 
инфекциях приматы тоже индуцируют bNAbs. До 
сих пор вакцинация против ВИЧ-1 вызывала лишь 
низкие уровни нейтрализующих антител [8]. Одно 
из потенциальных препятствий к выработке та-
ких антител – гликозилирование поверхностного 
белка ВИЧ-1. Трансмембранный белок Env gp120-
gp41 нативного вириона ВИЧ-1 имеет тримерную 
структуру. Белок Env считается одним из наиболее 
высокогликозилированных поверхностных вирус-
ных гликопротеинов. В ряде работ показано, что 
гликозилирование Env приводит к экранированию 
антигенных сайтов на тримере [9‒13]. Позднее об-
наружили, что сайты, распознаваемые нейтрали-
зующими антителами, могут включать гликановые 
компоненты с высокоманнозными цепями, кото-
рые ковалентно связаны с остатком N332 Env [14]. 
Впоследствии показали, что bNAbs распознают 
N-связанные гликаны с высокоманнозными це-
пями и в отсутствие сайта гликозилирования при 
N332 [15]. Такие антитела могут иметь высокий 
терапевтический потенциал. Однако, в какой сте-
пени такие антитела могут быть вызваны вакци-
нами, предстоит продемонстрировать. Имеются 
доказательства, что гликозилирование белка Env 
изменяется при хронической ВИЧ-инфекции [16]. 
Это обстоятельство усложняет разработку вакцин, 
индуцирующих антитела, нацеленные на гликози-
лированные эпитопы. 

Влияние модификаций гликанов 
на  иммунный  ответ

Влияние изменений гликанового слоя на ин-
фекционность вируса (взаимодействие с клеточ-
ными рецепторами), а также на взаимодействие с 
антителами определяли для модифицированных по 
гликанам белков Env ВИЧ-1. В этих эксперимен-
тах использовали различные ингибиторы глико-
зилирования и клеточные линии, дефицитные по 
способности продуцировать комплексные углево-
дные цепи [17]. Модификация гликанов – один из 
способов преодоления низкой иммуногенности 

экранированных ими эпитопов, причем с сохране-
нием консервативных гликановых структур, входя-
щих в состав эпитопа, распознаваемого bNAbs [18]. 
Тем не менее до сих пор нет четкого понимания, 
как те или иные модификации гликанов отража-
ются на иммуногненности. 

Вирусоподобные частицы (virus-like particles, 
VLP) обладают преимуществами в качестве вак-
цинных антигенов. Преимущества заключаются 
в отсутствии векторных антигенов, что позволяет 
проводить буст-иммунизацию, а также в повышен-
ной иммуногенности антигенов, представленных 
в виде частиц, по сравнению с их растворимыми 
формами [19]. Размер частиц способствует эффек-
тивному поглощению антигенпрезентирующими 
клетками и последующей перекрестной презента-
ции эпитопов. На поверхности VLP антигены обе-
спечивают перекрестное связывание рецепторов 
B-клеток. VLP эффективно проникают в лимфа-
тические узлы, что способствует усилению стиму-
ляции В- и Т-клеток.

В представленной работе использованы вы-
скоиммуногенные Env-VLP ВИЧ-1, а для их про-
дукции – клеточные линии CHO, в которых пути 
гликозилирования белков генетически модифи-
цированы. Полученные VLP с белками Env, со-
держащими модифицированный СТ-домен, от-
крывают возможность для получения новой 
информации о составе гликанов на тримерах раз-
личной конформации и их возможном влиянии на 
иммуногенность.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Конструирование рекомбинантных вирусов. Для 
получения рекомбинантных вирусов гены ВИЧ-1 
[3] в составе плазмидного вектора (pRB21+встав-
ка) встраивали в геном мутантного вируса оспо-
вакцины (vaccinia virus) VRB12 посредством го-
мологичной рекомбинации в клетках CV-1 [20]. 
Получены рекомбинантные вирусы осповакцины 
(recombinant vaccinia virus, rVV), кодирующие по-
верхностные белки ВИЧ-1: (1) VVEnv-22hb (helical 
bundle – α-спиральный узел), несущий SU (surface 
unit – поверхностная субъединица) штамма ZM53 
и домен TMS (transmembrane spanning domain  – 
трансмембранный перекрывающий домен) из 
22 а.о. вируса опухоли молочной железы мышей 
(mouse mammary tumor virus, MMTV), к CT-до-
мену которого присоединена функциональная 
тримеризующая последовательность GCN4 дрож-
жевого фактора транскрипции; и (2) VVEnv-22, 
конструкция которого аналогична Env-22hb с 
GCN4-последовательностью, потерявшей функ-
циональность после замены остатков изолейцина 
на аланин (табл. 1). Также использовали получен-
ный ранее вирус VVGag-Pol, кодирующий Gag-
Pol, необходимый для формирования VLP и менее 
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подверженный ингибированию коэкспрессией 
Env по сравнению с Gag [4]. Рекомбинантный ви-
рус VVCP, несущий ген hr вируса коровьей оспы 
(ВКО; cowpox virus), необходимый для преодоле-
ния ограничений экспрессии описанных выше rVV 
в клетках СНО, любезно предоставлен Dr. В. Moss 
(National Institutes of Health, США). 

Клеточные линии и условия культивирования. Для 
получения VLP использовали клетки Hep2 и две 
линии клеток CHO: родительскую Pro-5 (CHO) и 
мутантную Lec1, в которой отсутствует N-ацетил-
глюкозаминилтрансфераза-TI (GlcNAc-TI). Клет-
ки были любезно предоставлены Dr. R.W. Compans 
(Emory University, США). Клетки выращивали 
на среде DMEM или α-MEM c добавлением 10% 
эмбриональной сыворотки крупного рогатого 
скота (FBS). 

Очистка клеточных мембран и VLP. Клетки, за-
раженные rVV, снимали скрепером, осаждали на 
микроцентрифуге Microfuge E (“Beckman Coulter”, 
США) при 14 000 об/мин в течение 30 с. К осад-
ку добавляли лизирующий буфер (25 мМ Трис-
HCl, pH 7.5, 150 мМ NaCl, 0.5% Triton X-100, 0.1% 
PMSF), ресуспендировали на вортексе, инкубиро-
вали во льду 5 мин и центрифугировали на микро-
центрифуге 5804R (“Eppendorf”, Германия) при 
20 913 g и 4°С в течение 20 мин. Супернатант со-
бирали и хранили при –80°C. Для приготовления 
VLP cупернатант от зараженных rVV клеток соби-
рали, осветляли центрифугированием при 3 500 
об/мин на роторе А-4-44 (5804R), пропускали 
через 0.45 мкм PVDF-фильтр Millex-HV (“Merck 
Millipore Ltd.”, Ирландия). VLP осаждали на уль-
трацентрифуге Beckman Optima XPN-90 (“Beckman 
Coulter”) в роторе SW41 при 28 000 об/мин и 4°С 
в течение 1.5 ч. Осадок суспендировали в PBS, 

содержащем 15% (w/v) сахарозы (“Диаэм”, Россия) 
и хранили при –80°C. 

Ферментативная обработка VLP. Для сравнения 
паттернов N-гликозилирования VLP, получен-
ных из клеток CHO или Lec1, проводили дегли-
козилирование N-эндогликозидазами PNGase F и 
Endo H. PNGаза F удаляет с гликопротеинов все 
типы N-связанных олигосахаридов: комплексные, 
гибридные и высокоманнозные цепи, – тогда как 
Endo H расщепляет хитобиозное ядро высокоман-
нозных и гибридных N-связанных углеводных це-
пей, но не расщепляет комплексные цепи. В экс-
периментах использовали следующие фермен-
ты: Endo H и PNGase F (“Promega Corporation”, 
США); α-химотрипсин из поджелудочной железы 
крупного рогатого скота и трипсин из поджелудоч-
ной железы крупного рогатого скота (“AppliChem”, 
Германия); субтилизин А (“Sigma-Aldrich”, США), 
протеинкиназа K (“Millipore”, США). Концентри-
рованные VLP инкубировали с ферментами при 
37°С в течение 1 ч, а затем растворяли в 2× буфере 
Laemmli.

Электрофорез Blue Native в полиакриламидном 
геле (BN-PAGE). Для анализа Env в составе VLP 
при невосстанавливающих условиях использо-
вали модифицированный протокол BN-PAGE 
[21]. Для высвобождения Env VLP инкубирова-
ли с равным объемом буфера, содержащего 0.12% 
Triton X-100, 1 мМ EDTA, 1.5 М аминокапроновой 
кислоты и  1 мкл коктейля ингибиторов протеаз 
(#04693132001, “Sigma-Aldrich”) в течение 5 мин, 
после чего вносили равный объем буфера для об-
разцов, содержащего 100 мМ морфолинпропан-
сульфоновой кислоты (MOPS), 100 мМ Трис-HCl, 
pH 7.7, 40% глицерина и 0.1% Coomassie Brilliant 
Blue. Образцы загружали в гель Bis-Tris NuPAGE 

Таблица 1. Рекомбинантные вирусы осповакцины, использованные для экспрессии модифицированных 
белков Env ВИЧ-1 

Вирус Состав экспрессируемого белка Env 
или целевой ген Источник

VVEnv-22hb

SU-домен ZM53 ВИЧ-1 [3]
TMS-домен MMTV [3]
CT-домен MMTV [3]
GCN4 (дрожжевой фактор транскрипции) [3]

VVEnv-22

SU-домен ZM53 ВИЧ-1 [3]
TMS-домен MMTV [3]
CT-домен MMTV [3]
нефункциональный GCN4 (Ile→Ala) [3]

VVEnvIIIB
(положительный контроль) Env IIIB ВИЧ-1 R.W. Compans

(Emory University, США)
VVSC11
(отрицательный контроль) нет генов ВИЧ-1 [4]

VVCP ген hr ВКО, нет генов ВИЧ-1 B. Moss 
(NIH, США)
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с концентрацией полиакриламида от 4 до 12% 
(“Invitrogen”, США). В качестве маркера исполь-
зовали ферритин (“Amersham Biosciences”, США). 
Электрофорез проводили при 4°C в течение 3 ч 
при 100 В с использованием в качестве катодного 
буфера 50 мМ MOPS/50 мМ Трис, pH 7.7, 0.002% 
Coomassie Brilliant Blue, а в качестве анодного – тот 
же буфер без Coomassie. По окончании процесса 
белки с геля переносили на PVDF-мембрану с ис-
пользованием Trans-Blot® TurboTM Transfer System 
(#1704150, “Bio-Rad Laboratories”, США).

Иммуноблотинг. При электрофорезе в 8, 10, 12, 
4‒15%-ном SDS-PAAG (“Bio-Rad Laboratories”) 
образцы денатурировали в 2× буфере Laemmli: 
100 мМ, Трис-HCl (pH 6.8), 4% (w/v) SDS, 0.2% 
(w/v) Bromophenol blue, 20% (v/v) глицерин – без 
или с  восстановителями (200 мM дитиотреитол, 
200  мМ β-меркаптоэтанол, 8 М мочевина), на-
гревали до 95°С или инкубировали при комнат-
ной температуре в течение 5 мин. Перенос бел-
ков с геля на 0.45-мкм PVDF-мембрану (“GE 
Healthcare”, США) и на 0.45- или 0.22-мкм нитро-
целлюлозную мембрану (“Bio-Rad Laboratories”) 
проводили в системе Trans-Blot® TurboTM (“Bio-
Rad Laboratories”). В качестве блокирующего буфе-
ра использовали 5%-ное сухое молоко (“PanReac 
AppliChem”, Германия) в PBS (“Эко-сервис”, Рос-
сия) с 0.1% Tween-20 (w/v) (“PanReac AppliChem”). 
Специфичные к ВИЧ-1 поликлональные антитела 
человека, полученные от инфицированных доно-
ров (Россия и США), в разведении 1 : 1000 исполь-
зовали в качестве первичных. Поликлональные 
козьи антитела против IgG человека, конъюги-
рованные с пероксидазой хрена (HRP) (“Sigma-
Aldrich”), в разведении 1 : 80 000 использовали как 
вторичные. Все антитела разводили в вышеуказан-
ном блокирующем буфере. В негативном контроле 
использовали незараженные клетки – для них не 
детектировали взаимодействия с анти-ВИЧ-1-ан-
тителами от инфицированных доноров. Люми-
несцентный сигнал от субстрата ClarityTM Western 
ECL (“Bio-Rad Laboratories”) детектировали на 
Amersham Imager 600 (“GE Healthcare”). 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессия модифицированных белков  
Env ВИЧ-1 рекомбинантными вирусами 

осповакцины в  клетках Hep2 и CHO 
В ходе исследования проанализирована спо-

собность гена hr ВКО преодолевать ограничение 
в репликации вируса осповакцины в CHO клет-
ках (рис. 1, дорожки 2, 4, 6). Для сравнения ис-
пользованы клетки Hep2, которые пермиссивны 
для вируса осповакцины (рис. 1, дорожки 1, 3, 5). 
Клетки CHO заражали вирусами осповакцины, 
содержащими гены env и gag-pol ВИЧ-1, а также 

коинфицировали рекомбинантными вирусами, ко-
торые содержали интактный ген hr ВКО [22] (рис. 1, 
дорожки 1‒4), или контрольным VVSC11 (рис. 1, 
дорожки 5, 6). Как видно из рис. 1, при коэкспрес-
сии генов env ВИЧ-1 и hr ВКО в клетках CHO син-
тезировались белки Env и Gag (дорожки 2, 4), в то 
время как в отсутствие hr эти белки обнаружить 
на удалось (дорожка 6). При коинфицировании 
с VVGag-Pol в клетках Hep2 и CHO наблюдались 
продукты нарезания белков Gag, что обусловлено 
присутствием в конструкции вирусной протеазы 
(дорожки 1, 2). 

Формирование тримеров модифицированными 
белками Env ВИЧ-1

Для изучения возможных изменений в составе 
гликанов белка Env ВИЧ-1 мы сравнили его ста-
билизированные и нестабилизированные кон-
формации, для чего использовали пермиссивные 
клетки Hep2. Трансляция белка Env сопровожда-
ется гликозилированием синтезированной поли-
пептидной цепи и олигомеризацией в тримеры в 
эндоплазматическом ретикулуме клетки (рис. 2). 
Олигомеризация способствует перемещению три-
меров в аппарат Гольджи, где происходит разре-
зание полипептидной цепи на SU и трансмем-
бранную (transmembrane unit, TM) субъединицу и 
дальнейшее созревание углеводной цепи. Однако 
в составе тримера Env некоторые субстраты могут 
быть недоступны для ферментов [23]. 
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Рис. 1. Влияние экспрессии гена hr вируса коровьей 
оспы на синтез белков Env и Gag ВИЧ-1 в клетках 
CHO и Hep2. Клетки Hep2 (дорожки 1, 3, 5) или CHO 
(дорожки 2, 4, 6) коинфицированы VVEnvIIIB (до-
рожки 1–6), VVGag-Pol (дорожки 1, 2), VVCP (дорож-
ки 1–4) или VVSC11 (контрольный вирус без генов hr 
ВКО и ВИЧ-1) (дорожки 5, 6). Номера справа указы-
вают на местоположение стандартов молекулярных 
масс белков (кДа).
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Ранее установлено, что стабильность тримеров 
Env зависит от наличия α-спирали в СТ-домене 
белка [3, 7, 24]. Учитывая этот факт, мы проана-
лизировали способность рекомбинантного Env с 
лабильной конформацией формировать тримеры 
и процессинг его гликанов. С целью понять, как 
конформация белка Env, стабильная или более 

подвижная, влияет на формирование тримера и 
процессинг гликанов, мы использовали вариант 
VVEnv-22, который экспрессирует Env ВИЧ-1, 
содержащий TMS-домен MMTV и укороченный 
СТ-домен MMTV, несущий нефункциональную 
последовательность GCN4 (остатки Ile замене-
ны на Ala). В связи с тем что длина СТ-домена 
Env влияет на биологические свойства ВИЧ-1, 
нефункциональную последовательность GCN4 
включили в состав СТ для соответствия его длины 
таковой в белке Env из VVEnv-22hb. Очищенную 
фракцию плазматических мембран клеток Hep2, 
зараженных VVEnv-22 в разных дозах (по чис-
лу бляшкообразующих единиц (БОЕ) на клетку), 
анализировали методом иммуноблотинга (рис. 3, 
дорожки 1‒3). 

Как видно из результатов, приведенных на 
рис. 3, белок Env с укороченным СТ-доменом, без 
тримеризирующей последовательности GCN4, об-
разовывал в клетках Нeр2 тримеры gp120SU, ко-
торые при одновременном воздействии высокой 
температуры и химических восстановителей рас-
падались на мономеры (рис. 3, дорожка 5). Таким 
образом, продемонстрирована способность белка 
Env, не содержащего тримеризующей последова-
тельности в СТ-домене, формировать тримеры на 
поверхности мембраны клеток Нeр2. 

1 2

3

4 5
ЭР Г

SU-домен

CT-домен

GCN4

Evn-22

Evn-22hb

ЭР Г
Рис. 2. Трансляция белка Env ВИЧ-1 сопровождается гликозилированием синтезируемой полипептидной цепи 
и олигомеризацией в тримеры в эндоплазматическом ретикулуме (ЭР) клетки. Олигомеризация способствует пе-
ремещению тримеров в аппарат Гольджи (Г), где происходит нарезание полипептидной цепи на SU и трансмем-
бранную субъединицу и дальнейшее созревание углеводной цепи. В составе тримера Env при наличия α-спирали 
в СТ-домене некоторые субстраты могут быть недоступны для ферментов. (1) Env-предшественник; (2) олигоман-
нозные цепи (бежевый цвет), присоединенные по остатку аспарагина в сайте потенциального N-гликозилирования 
(Asn-X-Thr/Ser, где Х ≠ Pro) на мономере Env (gp160); (3) олигомеризация и перемещение тримеров Env; (4) проте-
олитическое расщепление gp160 клеточным фурином с образованием gp120 и gp41; (5) процессинг углеводных це-
пей и образование комплексных гликанов (зеленый цвет). Описание состава белков Env-22 и Env-22hb см. в табл. 1. 
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Рис. 3. Образование тримеров белком Env ВИЧ-1, 
экспрессируемым VVEnv-22. Клетки Hep2 заража-
ли вирусом с разной множественностью инфекции 
(MOI): 0.1 (дорожка 1), 0.2 (дорожка 2), 0.5 (дорожки 
3, 5) БОЕ/клетка. Негативный контроль – неинфици-
рованные клетки Hep2 (дорожка 4). Через 48 ч клетки 
снимали и очищали фракцию плазматических мем-
бран, содержащую белки ВИЧ-1. Образцы растворя-
ли в буфере для нанесения образцов без восстанови-
телей при комнатной температуре (дорожки 1‒3) или 
c восстановителями (200 мM дитиотреитол, 200 мМ 
β-меркаптоэтанол, 8 М мочевина) 5 мин при 96°C (до-
рожка 5). Белки разделяли в 4–15%-ном SDS-PAAG и 
анализировали методом иммуноблотинга.
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Продукция VLP
При получении Env-VLP прежде всего определи-

ли оптимальные условия их формирования с мак-
симальным включением модифицированных бел-
ков Env: во-первых, множественность заражения 
и, во-вторых, соотношение между тремя rVV. Ранее 
показано, что Env с транкированным CT более эф-
фективно включается в VLP, чем полноразмерный 
белок, количество которого в частицах строго огра-
ничено из-за длины СТ [3, 4, 25]. В связи с этим 
количество шипов в VLP, состоящих из укорочен-
ных беков Env, можно увеличить за счет подбора 
соотношения вирусов VVCP, VVEnv-22 и VVGag-
Pol. В ходе исследования кинетики продукции VLP 
в культуре клеток CHO, коинфицированной тремя 
rVV (VVCP + VVEnv-22 + VVGag-Pol), мы опреде-
лили, что максимальный уровень VLP, несущих на 
поверхности Env ВИЧ-1, продуцируется через 72 ч 
после начала инфекции (рис. 4а, б), что коррелиро-
вало с данными, полученными ранее [4]. Выявлено, 
что модифицированный Env ВИЧ-1 включается в 
плазматические мембраны клеток в виде двух не-
ковалентно связанных субъединиц: поверхностной 
и трансмембранной, – что также показано ранее 
для природных форм белка Env [23]. Мы проверили 
влияние изменений соотношений рекомбинантных 
вирусов на включаемость Env ВИЧ-1 в состав VLP.

Конфицирование тремя вирусами: VVCP + 
VVEnv-22 + VVGag-Pol – при одновременном воз-
растании значений MOI (от 0.1 до 0.5 БОЕ/клетка) 
для всех вирусов приводило к увеличению уров-
ня Env-содержащих VLP. Однако при увеличении 

содержания VVCP или VVEnv-22 (при значени-
ях MOI от 0.1 до 0.5 БОЕ/клетка) над количеством 
VVGag-Pol значительной разницы во включении 
Env в VLP не обнаружено, что, вероятно, связано с 
низкой множественностью заражения. При высоком 
значении MOI (от 5 до 25 БОЕ/клетка) включение 
тримеров Env в VLP увеличивалось, особенно в со-
отношении вирусов, где преобладала доля VVEnv-22 
над VVGag-Pol (данные не приведены). По-видимому, 
это связано с тем, что при низких значениях MOI 
для трех вирусов (необходимых для продукции Env-
VLP) одновременно заразить одну клетку сложнее. 
На основании этих результатов подобраны опти-
мальные условия для продукции в клетках CHO VLP 
с высоким уровнем включения тримеров Env.

Паттерн гликозилирования модифицированных 
белков Env ВИЧ-1 в составе VLP

Мы изучали гликозилирование рекомбинант-
ного белка Env ВИЧ-1 в клетках CHO. Для этого 
анализировали молекулярные массы гликановых 
форм белка Env ВИЧ-1, которые образуются в клет-
ках CHO при заражении тремя вирусами: VVCP + 
VVEnv-22 + VVGag-Pol, – и сравнивали уровень их 
экспрессии (рис. 5). При увеличении содержания 
VVEnv-22 (рис. 5, дорожки 3‒5) или VVCP (рис. 5, 
дорожки 3, 5) в смеси трех rVV для инокуляции в 
клетках CHO экспрессия Env повышалась, а умень-
шение доли VVGag-Pol (VLP-формирующий вирус) 
не изменяло ее интенсивность (рис. 5, дорожка 5). 
В мембраны клеток включался Env ВИЧ-1 с раз-
ными молекулярными массами, преимущественно 
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Рис. 4. Кинетика продукции VLP ВИЧ-1. а  – Ана-
лиз продукции VLP методом иммуноблотинга. Клет-
ки CHO коинфицировали тремя вирусами: VVCP : 
VVEnv-22 : VVGag-Pol в соотношении 1 : 1 : 1 – с MOI 
0.5 БОЕ/клетка; культуральную среду, содержащую 
VLP, собирали на 0 (дорожка 6), 48 (1), 60 (2), 72 (3), 
84 (4) и 96 (5) ч после начала заражения. б – Денсито-
метрический анализ проведен с использованием про-
граммного обеспечения ImageJ. Данные представлены 
на основании двух независимых экспериментов. 

Рис. 5. Иммуноблот-анализ молекулярной массы бел-
ков Env ВИЧ-1 на поверхности клеток CHO, коинфи-
цированных смесью rVV. Содержание вирусов VVCP + 
VVEnv-22 + VVGag-Pol в инокуляте соответствовало 
0.5 : 0.5 : 0.5 (дорожка 2), 1 : 1 : 1 (дорожка 3), 0.5 : 
1.5 :  0.5 (дорожка 4), 1 : 1.5 : 0.5 (дорожка 5) БОЕ/клет-
ка. Негативный контроль  – клетки СНО, коинфи-
цированные VVCP и VVGag-Pol в соотношении 1 : 1 
БОЕ/клетка (дорожка 1). Белки разделяли в 8%-ном 
SDS-PAAG и анализировали методом иммуноблотин-
га, как описано в разделе “Экспериментальная часть”.
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соответствующими мономерной (120‒150 кДa) и 
тримерной (360‒450 кДa) форме SU-белка (рис. 5, 
дорожки 2‒5). Машинерия гликозилирования в 
клетках CHO близка к таковой в клетках человека 
[26]. Вероятнее всего, диффузные полосы 120‒150 и 
360‒450 кДa соответствуют различным стадиям про-
цессинга углеводных цепей белка Env ВИЧ-1. 

Также проведено сравнение белков Env, по-
лученных в клетках CHO и в мутантных клетках 
CHO Lec1 (не образуют комплексных и гибридных 
N-гликозилированных углеводных цепей) до и по-
сле обработки гликозидазой (рис. 6). 

В не обработанной гликозидазами фракции 
плазматических мембран клеток СНО белки Env 
детектировали в виде диффузных полос в диапазо-
не от 41 до 160 кДа (рис. 6, дорожка 3), в то время 

как в клетках Lec1 выявлены две более четкие по-
лосы в районе 160 и 41 кДа (рис. 6, дорожка 6). Как 
видно на рис. 6, gp120 (SU) и gp41 (ТМ) высокогли-
козилированы в обоих клеточных линиях, преиму-
щественно N-связанными олигосахаридами, чув-
ствительными к обработке Endo H (3.2.1.96). Это 
высокоспецифичная эндогликозидаза, которая 
отщепляет от гликопротеинов Asn-связанные вы-
сокоманнозные углеводные цепи, но не комплекс-
ные  – с высокой степенью процессинга. Проду-
цируемые мономеры белков SU и ТМ интенсивно 
гликозилированы в обоих клеточных линиях, но в 
клетках Lec1 они более чувствительны к обработке 
Endo H, чем в клетках CHO дикого типа. Различ-
ная чувствительность клеток Lec1 и CHO к обра-
ботке Endo H связана с наличием комплексных и 
гибридных гликанов в CHO и доступностью для 
фермента высокоманнозных гликанов в Lec1.

Содержание модифицированных тримеров Env, 
которое оценивали по соотношению Gag/Env, на-
ходилось в диапазоне от 50 до 100 тримеров на 
VLP по сравнению с 10 тримерами на ВИЧ-вири-
оны первичных изолятов [3]. Более того, при из-
учении VLP с аутентичными белками Env пред-
ставлены доказательства того, что частицы ВИЧ-
1 могут содержать нефункциональные мономеры 
gp120/gp41 [21]. Для анализа полученных в клетках 
Lec1 VLP с белками Env22 или Env-22hb (SU/TM) 
в форме тримеров использовали BN-PAGE. 

Чувствительность тримеров Env в составе VLP, 
полученных в клетках Lec1, к действию Endo H была 
избирательной (рис. 7а, дорожка 2; 7б, дорожки 2 и 5).

Как видно из рис. 7, тримеры Env-22 оказались 
не чувствительными к действию Endo H: молекуляр-
ные массы как не обработанных (рис. 7б, дорожка 3), 
так и обработанных (рис. 7б, дорожка 2) ферментом 
образцов не отличалась. Однако тримеры Env-22hb 
были чувствительны к действию Endo H: молекуляр-
ные массы необработанных (рис. 7б, дорожка 6) и 
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Рис. 6. Иммуноблотинг белков Env ВИЧ-1, экспрес-
сируемых клетками CHO (1‒3) и CHO Lec1 (4–6), за-
раженных VVEnvIIIB. Фракцию плазматических мем-
бран обрабатывали Endo H (дорожки 1, 4), PNGase F 
(дорожки 2, 5) или не обрабатывали (дорожки 3, 6). 
Белки разделяли в 8%-ном SDS-PAAG и анализиро-
вали методом иммуноблотинга, как описано в разделе 

“Экспериментальная часть”. 

Рис. 7. BN-PAGE-анализ VLP, обработанных гликозидазами или протеазами. VLP, полученные в клетках Lec1, ин-
фицированных с одинаковой множественностью VVGag-Pol и VVEnv-22 (а), с избытком VVEnv-22 или VVEnv-22hb 
по отношению к VVGag-Pol (б). VLP Env-22 (а, 1‒3; б, 1‒3); VLP Env-22hb (б, 4‒6). Необработанные VLP (а, 1; б, 3 
и 6), обработанные Endo H (а, 2; б, 2 и 5), смесью ферментов: химотрипсин, трипсин, субтилизин/протеиназа K) 
(а, 3; б, 1 и 4).
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обработанных (рис. 7б, дорожка 5) образцов отлича-
лись. На основании полученных результатов можно 
сделать вывод, что белок Env-22 содержит комплекс-
ные углеводные цепи, в то время как к Env-22hb при-
креплены исключительно высокоманнозные гликаны. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее при разработке подходов к повышению 
иммуногенности белка Env установлено, что для 
этого необходимо выполнение, как минимум, двух 
условий: увеличения его содержания в несущей 
конструкции, то есть включаемости в VLP, и анти-
генной доступности, то есть экспонированности 
консервативных эпитопов, узнаваемых нейтрали-
зующими антителами [3]. Замена TMS и CT белка 
gp41 ВИЧ-1 на соответствующие последовательно-
сти из гликопротеина Env MMTV приводила к уве-
личению включения экспрессируемого модифици-
рованного белка Env ВИЧ-1 в состав VLP. Скорее 
всего, это обусловлено тем, что плотность природ-
ного Env на вирионах MMTV гораздо выше, чем 
Env ВИЧ-1 на вирусной частице. Модификация 
СТ-домена включением в его состав тримеризи-
рующей α-спиральной последовательности GCN4 
усиливала иммуногенность Env штамма ZM53 
ВИЧ-1  – трансмиссивного штамма-основателя 
(transmitted founder; T/F) (этот вирус отличается 
от других ВИЧ-1 “компактностью” белка Env, что 
обусловлено более короткими петлями V1–V4 gp120 
[27]). Эти модификации белка Env позволили до-
стигнуть высоких уровней его включения в VLP [3]. 

Для продукции VLP с целью изучения состава 
гликанов поверхностных шипов ВИЧ-1 мы исполь-
зовали клетки CHO. Этот выбор обусловлен тем, что 
эти клетки широко используют для сверхэкспрессии 
чужеродных белков и их суспензионные культуры 
легко масштабируемы, причем без сывороточной 
среды. Кроме того, клетки CHO относятся к очень 
немногим перевиваемым клеточным линиям, одо-
бренным для экспрессии рекомбинантных белков в 
медицинских целях [22]. Мутантные варианты клеток 
CHO используют для изучения путей гликозилиро-
вания и идентификации генов белков, участвующих 
в этом процессе, для выяснения функциональной 
роли гликанов, а также в инженерии гликозилирова-
ния. Именно в клетках СНО, содержащих генетиче-
ски измененные пути N-гликозилирования, удалось 
получить VLP, обогащенные Env. Это генетически 
сконструированная линия СНО Lec1, полученная из 
родительской СНО Pro-5 [28]. В ряде исследований 
показано, что значительное влияние на гликозили-
рование Env оказывает метаболическая активность 
клеточных линий, приводящая к различному содер-
жанию N-гликанов в Env [17, 29, 30]. 

Мы обнаружили, что прикрепленные к бел-
ку Env без тримеризирующей последовательности 
высокоманнозные углеводные цепи подвергаются 

процессингу с образованием комплексных цепей, 
в то время как Env с тримеризирующей последова-
тельностью содержит исключительно высокоманно-
зные олигосахариды. По сравнению со стабилизи-
рованным нестабилизированный Env53-22 содержал 
гораздо более высокую долю комплексных гликанов. 
Различные факторы, такие как стабилизирующие 
мутации, скорость прохождения секреторного пути 
и другие, могут влиять на процессинг углеводных 
цепей гликопротеинов [31]. Как показано ранее, 
паттерн гликозилирования рекомбинантных Env – 
ключевой параметр при дизайне ВИЧ-вакцин [32]. 
Структура рекомбинантных растворимых тримеров 
Env SOSIP или других, среди которых есть клиниче-
ские кандидаты, значительно отличается от аутен-
тичных белков Env ВИЧ-1. У SOSIP нет СТ-домена. 
После транкирования СТ-домена на месте удаления 
остается открытая белковая поверхность, не защи-
щенная гликанами. Эта белковая поверхность ста-
новится предпочтительной мишенью для антител, 
что изменяет антигенный паттерн и индуцирует не-
целевой иммунный ответ или слабые штаммспеци-
фические нейтрализующие антитела [32].  

Иммуногенность полученных в представленной 
работе VLP, содержащих модифицированные бел-
ки Env с различной композицией гликанов, еще 
предстоит изучить. Однако давно показано, что 
участок, который модулирует взаимодействие по-
верхностной субъединицы с CD4 и корецептором, 
находится на петлях V1V2 вблизи β-листа gp120 
[33, 34]. Более того, предполагается, что петля V4, 
расположенная на внешнем домене тримера gp120, 
при изменении ее размера влияет на упаковку и 
ориентацию гликанов вблизи CD4-связывающе-
го сайта [27]. Таким образом, наличие компакт-
ной области V1‒V4 в штамме ZM53 ВИЧ-1 имеет 
функциональное значение, по-видимому, благо-
приятствуя экспонированности CD4-связывающе-
го домена и, как следствие, повышению иммуно-
генности [35‒39]. Ранее продемонстрировано, что 
различия в аффинности к CD4 не ассоциированы 
с функциями Env (активностью слияния или ин-
фекционностью вириона), в то время как первич-
ная структура и длина домена CT влияли на спо-
собность связываться с CD4. Кроме того, спираль-
ная структура в домене CT снижала способность 
связывания Env с CD4, но усиливала аффинность 
связывание с корецептором CCR5 [7, 23, 24, 40, 41].

Отличие VLP от растворимых белков состоит в 
том, что в составе частицы сохраняется природная 
структура тримера Env ВИЧ-1, которую можно из-
менять на другие конформации посредством мо-
дификации СТ-домена. Изменения конформации 
тримера Env сопровождаются изменениями в соста-
ве связанных с ним гликанов. Углеводные цепи на 
стабилизированных Env-тримерах ВИЧ-1 в высоко-
иммуногенных VLP [3] более однородны по составу 
и меньше по размеру, чем гликаны на тримерах Env с 
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подвижной конформацией. При дизайне VLP-имму-
ногена необходимо учитывать характеристики белка 
Env штаммов ВИЧ-1. Различия между белком Env 
штамма-основателя, имеющим “закрытую” конфор-
мацию и не вызывающим образования неспецифи-
ческих антител, или Env штамма ВИЧ-1 при хрони-
ческой инфекции – с “открытой” конформацией 
и высоким потенциалом изменений во внешнем и 
цитоплазматическом доменах – имеют значение при 
выборе стратегий, влияющих на демаскировку кон-
сервативных эпитопов. Надеемся, что с помощью 
сконструированных нами высокоиммуногенных 
VLP удастся расширить знания о влиянии гликанов 
на индукцию нейтрализующих антител, что позво-
лит получить эффективные иммуногены ВИЧ-1.
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Previously obtained highly immunogenic Env-VLPs ensure overcoming the natural resistance of HIV-1 
surface proteins associated with their low level of incorporation and inaccessibility of conserved epitopes 
to induce neutralizing antibodies. We also adopted this technology to modify Env trimers of ZM53(T/F) 
strain to produce Env-VLPs by recombinant vaccinia viruses (rVVs). These rVVs expressing Env, Gag-
Pol (HIV-1/SIV), as well as the cowpox virus hr gene allowing to avoid the restriction of vaccinia 
virus replication in CHO cells were used for VLP production. The CHO Lec1 engineered cell line 
lacking GlcNAc-TI was used for generating VLPs with Env proteins containing a cytoplasmic domain 
(CT) affecting on surface subunit (SU) conformation. This has created the opportunity to modulate 
the glycan composition, and refine the conditions for their production, and optimize approaches to 
overcoming HIV-1 resistance associated with abundant glycosylation.
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