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Е1 построены с использованием метода моле-
кулярной динамики и вычислительных мощно-
стей компьютера. Результаты показывают, что 
N-связанные гликаны оказывают непосредст-
венное влияние на сворачивание белков Е1, 
демонстрируя значительные различия в конфи-
гурациях форм таких молекул.
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С использованием результатов предыдущих 
экспериментов по исследованию N-гликанов 
гликопротеина Е1 вируса гепатита С в процессе 
сборки структурных белков вируса в модельной 
системе — клетках насекомых Sf9 с участием 
бакуловирусной системы экспрессии, в данной 
работе представлено моделирование структуры 
молекулы белка Е1 с разным количеством и рас-
положением гликанов. Компьютерные модели 
пространственной структуры мутантных белков 
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ходимы соответствующие ресурсы. На сегодняш-
ний день интересны выводы, полученные в резуль-
тате расчетов при использовании компьютерных 
3-D моделей трехмерных структур белков Е1 в про-
грамме HyperChem [18], и их соответствие резуль-
татам наших биологических экспериментов.

Материал и методы

В настоящей работе исследовались мутантные 
формы гликопротеина Е1 ВГС, генотип 1б, штамм 
274933RU (AFI76573) [19] с поврежденными сай-
тами гликозилирования. При молекулярном моде-
лировании влияния гликанов на их трехмерную 
структуру использовали компьютерные расчеты 
для различных фрагментов молекулы белка в ваку-
уме и в водном окружении с применением мето-
дов молекулярной механики (оптимизации энер-
гии) и молекулярной или ланжевеновой динамики. 
Расчеты проводили в программе вычислительной 
химии HyperChem v.6.01 (Hypercube, Inc), содер-
жащей базы данных для ввода аминокислот (ак), 
с использованием компьютера АМД 1800МГц.

Для оценки формы молекулы Е1 и влияния 
на нее N-гликанов и воды использовали 10 вари-
антов мутантного белка Е1 ВГС (рис. 1) с деле-
тированной С-концевой последовательностью. 
Тестовые расчеты проводили на фрагментах моле-
кулы Е1 разной длины и экстраполировали на 
всю молекулу Е1. Использовали пять фрагментов 
молекулы белка различной длины: short молекула 
(19 аминокислот) — 268 атомов; normal молекула 
(38 аминокислот) — 538 атомов; long молекула 
(76 аминокислот) –1098 атомов; longlong молекула 
(133 аминокислоты) — 1952 атома; total молекула 
(вся молекула E1, лишенная гликанов, 250 амино-
кислот) — 3739 атомов.

Расчет формы белка проводили следующим 
образом: набирали последовательность амино-
кислотных остатков из базы данных программы 
HyperChem с углами между отдельными атомами 
внутри каждого остатка аминокислоты в молекуле 
белка Е1 разной длины. Затем задавали углы между 
атомами аминокислотных остатков, в результате 
получали предварительную трехмерную структуру 
молекулы белка Е1. Далее проводили процеду-
ру минимизации энергии молекулы. Для оптими-
зации геометрии структуры белка Е1 подбирали 
положение всех атомов аминокислотных остат-
ков таким образом, чтобы минимизировать энер-
гию во время определения энергии всей молеку-
лы. Вычисляли свободную энергию, дипольный 
момент и геометрические размеры каждой струк-
туры, которые свидетельствовали о том, насколько 
свернута исследуемая молекула. Далее запускали 

Введение

Детальное строение вирусной частицы вируса 
гепатита С (ВГС) и способ ее формирования оста-
ются малоизученными. В формировании инфек-
ционных частиц ВГС участвуют гликопротеины 
оболочки вируса E1 и E2, причем предполагается, 
что свойства вириона зависят от гликозилирования 
последних в зараженной клетке, их взаимодействия 
и характера укладки [1–3]. Связанные с белками 
оболочки N-гликаны могут непосредственно воз-
действовать на сворачивание белков, образование 
функционального гликопротеинового комплекса, 
связывание вируса с клеткой и на другие процессы 
жизненного цикла ВГС [4–6]. Важную роль в фол-
динге гликопротеинов играют лектиноподобные 
шапероны эндоплазматического ретикулума (ЭР) 
клетки, с которыми гликопротеин специфически 
взаимодействует, входя в кальнексин-кальретику-
линовый цикл [7]. Следует отметить, что до сих 
пор окончательно неизвестно, какие именно сайты 
гликозилирования белков Е1 и Е2 ВГС существены 
для их правильного функционирования и все ли 
потенциальные сайты «работают» in vivo. После 
гликозилирования гликопротеины E1 и E2 ВГС 
могут либо димеризоваться с образованием фун-
кциональных нековалентных комплексов, либо 
образовывать дисульфидные мостики и формиро-
вать агрегаты, содержащие неправильно свернутые 
нефункциональные белки [2, 3, 7]. Образование 
функциональных комплексов обеспечивает связы-
вание вируса с рецепторами клетки и проникнове-
ние вирусной частицы в клетку, влияет на форми-
рование его антигенного состава и, возможно, игра-
ет определенную роль в патогенезе. Формирование 
агрегатов, содержащих неправильно свернутые 
белки, может приводить к образованию дефектных 
вирусных частиц, которые могут подавлять спо-
собность вируса связываться с клеткой и нарушать 
выход вируса из последней [4, 5].

Моделировать процесс сворачивания молекулы 
белка и оценивать роль сайтов гликозилирования 
в этом процессе можно с помощью экспериментов 
in silico, с использованием вычислительных мощно-
стей компьютеров и методов молекулярной динами-
ки (МД) [8–17].

Задача данной работы состояла в построении 
модели пространственной структуры молекул 
белка Е1, содержащей и не содержащей N-гликаны, 
оценке влияния последних на сворачивание белка 
и сравнении полученных данных с результатами, 
полученными нами ранее в эксперименте [1]. Для 
серьезных вычислений при построении модели 
пространственной структуры молекул белка необ-
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зующее оптимальную конфигурацию фрагмента 
молекулы белка Е1 (графики не представлены). 
Определение влияния времени расчета ланжеве-
новской динамики на геометрию молекулы ука-
зывало на то, что шаг по времени не влияет на 
скорость сходимости и, очевидно, на конечную 
геометрию молекулы. На достижение оптимальной 
геометрии молекулы влияет суммарное время лан-
жевеновской динамики. Наиболее информативным 
критерием достижения оптимальной геометрии 
молекулы белка является выход на плато энер-
гии молекулы. Для поиска зависимости времени 
счета ланжевеновской динамики от числа атомов 
в молекуле, необходимого для выхода на плато 
минимальной энергии, проводили тестовый расчет 
пяти фрагментов белка Е1 различной длины: 19 ак 
(268 атомов), 38 ак (538 атомов), 76 ак (1098 ато-
мов), 133 ак (1952 атома) и 250 ак (3739 атомов). 
Определяли полную энергию и геометрическую 
характеристику в каждом из пяти случаев. Для всех 
пяти молекул Е1 время выхода на плато составля-
ло примерно 75, 150, 300, 500 и 1200 пикосекунд. 
С использованием полученных данных определили 
время, необходимое для полного расчета оптималь-
ной геометрии молекул белка Е1 на используемом 
компьютере. Зависимость процессорного времени 
компьютера от числа атомов в молекуле белка Е1, 
необходимого для полного расчета оптимальной 
геометрии молекулы, представлена на рис. 2.

Интересно, что экстраполяция степени зависи-
мости для трехмерной структуры белков на гра-
фике демонстрирует показатель степени, равной 
2,7853, близкий к трем. Примерно такая же зависи-
мость представлена в работе [9].

Программа HyperChem предусматривает воз-
можность определения формы молекулы белка 
в водном окружении. Нами рассмотрено поведение 
в воде двух фрагментов молекулы Е1: 19 ак (268 
атомов) и 38 ак (538 атомов). Молекулы белка 
«сольватировали погружением» в кубическую 
ячейку воды. Оптимизацию геометрии исследова-
ли в условиях Periodic box. Кривая сворачивания 
фрагмента молекулы Е1 (538 атомов) в вакууме 
выходит на плато на 150-й пикосек., в то же время 
на плато выходит кривая разворачивания молеку-
лы в воде. Значение энергии на кривой развора-
чивания молекулы в воде соответствует значению 
энергии на кривой сворачивания молекулы в ваку-
уме и составляет 75 пикосек. Примерно такое же 
поведение и такое же соотношение энергий (70%) 
наблюдается и для более короткого фрагмента 
Е1 19 ак (268 атомов).

Расчеты, полученные в HyperChem, соответ-
ствуют подобным расчетам оптимальной геоме-

расчет молекулярной или ланжевеновской динами-
ки, а затем геометрическую оптимизацию и процесс 
повторяли, минимизируя энергию молекулы до 
достижения оптимальной геометрии, в результате 
чего свернутая молекула приобретала определен-
ную конформацию.

Результаты исследования и обсуждение

В нашей предыдущей работе [1] мы исследова-
ли влияние удаления N-гликанов в определенных 
позициях белка Е1 ВГС на его фолдинг, а также на 
сборку комплекса Е1Е2, представляющего собой 
функциональную субъединицу вирионной оболоч-
ки зрелой вирусной частицы. Это влияние анализи-
ровали с помощью сайт-направленного мутагенеза 
Е1 в модельной системе — клетках насекомых Sf9, 
с участием бакуловирусной системы экспрессии. 
Полученные генетические конструкции кодиро-
вали десять вариантов белка Е1 ВГС с мутациями 
в шести сайтах гликозилирования. На рис. 1а, 1б 
и 1в представлены структура исходного варианта 
белка Е1 ВГС дикого типа с 218 аминокислотами, 
сайты N-гликозилирования в Е1 ВГС и схематиче-
ское изображение мутантных вариантов гликопро-
теина Е1 с нарушенными сайтами гликозилирова-
ния.

Результаты работы свидетельствовали, что 
белок Е1 ВГС с разным количеством и расположе-
нием присоединенных гликанов ведет себя по-раз-
ному. В частности, было показано, что отсутствие 
углеводных цепей в сайтах гликозилирования N1 
(196 ак) и N5 (305 ак) белка E1 приводит к непра-
вильному сворачиванию последнего и, как следст-
вие, к образованию нефункционального гетероди-
мера Е1Е2 в клетках Sf9.

Одним из возможных способов подтвержде-
ния результатов, полученных в биохимическом 
эксперименте, является математическое модели-
рование пространственной структуры белка Е1, 
содержащего гликаны в указанных выше позициях. 
С этой целью в настоящей работе с использовани-
ем метода молекулярной динамики был проведен 
расчет оптимальной геометрии молекул белка Е1 
и построены компьютерные модели пространствен-
ной структуры мутантных белков Е1.

Для подбора критериев, необходимых для пол-
ного расчета оптимальной геометрии молекул 
белка Е1, как дикого, так и мутантного типа, про-
водили тестовый расчет фрагмента белка Е1 в 38 
ак (538 атомов), лишенного всех гликанов. Расчет 
показал, что при одном и том же времени счета 
с ланжевеновской и молекулярной динамикой 
полная энергия и геометрическая характеристи-
ка одновременно выходят на значение, характери-
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вариантов структурного белка Е1 ВГС с мутациями 
представлены на рис. 3.

Масштаб каждого варианта белка подгоняли так, 
чтобы размер всех атомов углерода, азота, кислорода 
или серы были одинаковы для всех десяти вариантов. 
Водород не показан, чтобы не перегружать рисунок.

трии молекулы в разработанной Firefly Project 
Team [10].

Таким образом, была исследована форма моле-
кул 10 вариантов белка Е1 ВГС с мутациями 
(см. рис. 1, в), с различным количеством и рас-
положением гликанов. Рассчитанные формы 10 

Рис. 1. Моделирование структуры молекулы белка Е1 с разным количеством и расположением гликанов.
а — структура исходного варианта белка Е1 ВГС дикого типа с 218 ак. Сайты присоединения гликанов подчеркну-
ты:  A  — первый выступающий из мембраны аминокислотный остаток,  N  — аспарагин, ближайший к мембране, 
к которому присоединен гликан.
б — сайты N-гликозилирования в Е1 ВГС и его мутантных вариантах; схема расположения сайтов гликозилирования 
N1–N5 и дополнительного сайта N6 в полипептидной цепи Е1 ВГС.
в — схематическое изображение мутантных вариантов гликопротеина Е1 с модифицированными (нарушенными) 
сайтами гликозилирования:
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».

а

б

в
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ванию белков и образованию непродуктивных 
комплексов Е1mutЕ2, что, в свою очередь, ведет 
к образованию дефектных вирусных частиц. Как 
видно из рис. 3, смоделированные пространст-
венные структуры этих белков совпадают (№ 1, 
№ 2 и № 3), существенно отличаясь при этом от 
структуры белка дикого типа (№ 10), содержаще-
го все углеводные цепи. Таким образом, данные 
моделирования также свидетельствуют в пользу 
того, что гликаны, связанные с сайтами N1 и N5, 
играют наиболее существенную роль в придании 
Е1 правильной формы, необходимой для образо-
вания комплекса Е1Е2. В то же время, при син-
тезе мутантных белков Е1, лишенных трех сайтов 
гликозилирования N2, N3, N4 или одного из них, 
в клетках насекомых формируется продуктивный 
комплекс Е1Е2, хотя и с меньшей эффективно-
стью, чем в случае экспрессии Е1 дикого типа. 
Форма молекулы Е1 (№ 4), лишенной этих сай-
тов, представленная на рис. 3, приближается по 
форме к белку дикого типа (№ 10). Однако, отсут-
ствие этих трех сайтов гликозилирования N2, N3, 
N4 и дополнительных гликанов в сайтах N1 или N5 
Е1, влияет на конфигурацию формы молекул белка 
Е1 (№ 5, № 6, № 8), существенно отличающих-
ся от формы молекул белка дикого типа (№ 10). 
Cтруктура белка с дополнительным сайтом глико-
зилирования N6 (№ 9), представленная на рис. 3, 
практически не отличается от структуры Е1 дикого 
типа (№ 10), что также соответствует нашим экспе-
риментальным данным, согласно которым введение 
в Е1 дополнительного сайта гликозилирования N6 
не влияет на сборку комплекса Е1Е2.

Как видно, эти формы различаются между собой 
и отличаются от структуры исходного варианта 
Е1 дикого типа (см. рис. 3, № 10). Трехмерные 
структуры различных вариантов мутантного белка 
демонстрируют различия в конфигурациях форм 
молекул, лишенных одного или более сайтов гли-
козилирования.

Образующийся в результате процессинга 
и последующего гликозилирования белок Е1 встра-
ивается в мембрану, где происходит его сворачива-
ние и образование комплекса Е1Е2, участвующего 
в формировании инфекционных вирусных частиц 
[7, 8]. В предыдущем сообщении [1] мы показали, 
что отсутствие углеводных цепей в определен-
ных сайтах гликозилирования Е1, в частности 
N1 или N5, приводит к неправильному сворачи-
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Рис. 2. Зависимость процессорного времени компьютера 
от числа атомов в молекуле Е1, необходимого для полно-
го расчета оптимальной геометрии молекулы.

Рис. 3. Компьютерная модель трехмерной структуры белка Е1 ВГС с мутациями.
Мутантные варианты гликопротеина Е1 с нарушенными сайтами гликозилирования (N1- N6): 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. № — место прикрепления 
белка Е1 к мембране. Белок Е1 ориентирован таким образом, чтобы  А  располагался в нуле оси Oy, а  N  лежал в пло-
скости рисунка или в плоскости Оху.
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По нашему мнению, комбинации эксперимен-
тальных и расчетных подходов могут быть исполь-
зованы в дальнейших исследованиях, связанных 
с эффектом мутаций гликопротеинов на реплика-
цию вируса, секрецию вирусных частиц, с ролью 
отдельных гликанов гликопротеинов ВГС во вза-
имодействии с рецепторами клетки и проникнове-
нии вируса в клетку.

Заключение

Таким образом, трехмерные модели структуры 
белка Е1 с мутациями показывают, что N-связанные 
гликаны оказывают непосредственное влияние на 
сворачивание Е1, на форму молекулы и, по-види-
мому, могут играть определенную роль в функци-
онировании этих белков. Данные молекулярного 
моделирования, полученные в настоящей работе, 
в целом соответствуют экспериментальным дан-
ным, полученным нами ранее [1].

Работа получила финансовую поддержку Российского фонда 
фундаментальных исследований 08–04–00281, 011–04–00231.
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