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Аннотация 

Статья посвящена исследованию молекулярных механизмов транспорта нуклеокап-

сидного белка непатогенного вируса Проспект Хилл (PHV). Вирус Проспект Хилл отно-

сится к семейству Bunyaviridae, род Hantavirus. Хантавирусы используют внутриклеточ-

ные механизмы для доставки вирусной РНК и белков в место сборки вирионов. Несмотря 

на значимый прогресс в понимании механизмов репликации вируса PHV, значение внут-

риклеточного транспорта в вирусной репликации остается неизвестным.  

Методами иммунофлуоресцентного анализа показано, что нуклеокапсидный белок 

ко-локализуется с белками ранних, поздних и рециркулирующих эндосом (Rab5, Rab7 

и Rab11 соответственно). Иммуноблоттинг выявил снижение уровня нуклеокапсидного 

белка in vitro при подавлении эндосомального транспорта за счет экспрессии доми-

нантно-негативных мутантных форм белков Rab5 и Rab11. На основе полученных ре-

зультатов сделано заключение, что для репликации вируса PHV необходимо полноцен-

ное функционирование ранних, поздних и рециркулирующих эндосом. Полученные 

результаты имеют большое значение в понимании молекулярных и клеточных меха-

низмов патогенеза хантавирусной инфекции.  
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Введение 

На сегодняшний день на территории Российской федерации, а также в стра-

нах Северной Америки, восточной Европы участились случаи заболеваний ви-

русными геморрагическими лихорадками, возбудителями которых являются хан-

тавирусы. 

Хантавирусы принадлежат к семейству Bunyaviridae [1]. В качестве перенос-

чиков хантавирусных инфекций выступают мышевидные грызуны. Заражение 

происходит при контакте с инфицированной мочой, слюной и фекальной массой 

грызунов [2]. Хантавирусы Нового Света классифицируют на патогенные – ви-

русы Хантаан (HTV), Син Номбре (SNV) – и непатогенные – вирус Проспект 

Хилл (PHV).  

Геном хантавирусов образован 3-сегментированной одноцепочечной РНК 

с отрицательной полярностью, содержащей большой (L), средний (M) и малый (S) 

сегменты [3]. L-сегмент кодирует вирусную РНК-зависимую РНК-полимеразу, 
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средний сегмент – гликопротеиды оболочки G1 и G2, а малый S-сегмент – нук-

леокапсидный белок. 

Нуклеокапсидный белок хантавирусов имеет молекулярную массу прибли-

зительно 50 кДа и является наиболее консервативным по сравнению с другими 

белками хантавирусов. Нуклеокапсидный белок изначально синтезируется 

в наибольшем количестве в инфицированных клетках и является основной анти-

генной детерминантой в первичной диагностике геморрагических лихорадок [4]. 

Известно, что при инфицировании хантавирусы используют существующие 

клеточные органеллы для завершения своего жизненного цикла, в частности эн-

досомы [5]. Эндосомы – это одномембранные органоиды, участвующие в кла-

трин-опосредованном эндоцитозе. В зависимости от морфологии и наличия 

функциональных маркеров различают три вида эндосом – ранние, поздние и ре-

циркулирующие эндосомы [6]. Функциональными маркерами эндосом служат 

Rab-белки, относящиеся к семейству Ras-белков [7]. Низкомолекулярные Rab-

белки ассоциированы с клеточной мембраной посредством ковалентной связи 

между аминогруппой и липидами. Активация Rab-белков осуществляется за счет 

связывания с молекулой ГТФ, что обусловливает взаимодействие с эффектор-

ными белками, в то время как неактивная форма Rab-белков связана с ГДФ.  

Функциональным маркером ранних эндосом является белок Rab5 [8, 9], 

поздних эндосом – белки Rab7 и Rab9 [10, 11], а рециркулирующих эндосом – 

Rab11 [12, 13]. Белок Rab5 участвует в регуляции доставки биомолекул в ран-

ние эндосомы [14, 15]. Хотя белки Rab7 и Rab9 и характеризуют поздние эндо-

сомы, тем не менее они отличаются по выполняемым функциям. Rab7 участвует 

в транспортировке биомакромолекул от поздних эндосом в лизосомы [16]. Rab9 

принимает участие в транспорте от поздних эндосом к аппарату Гольджи, где 

происходит сборка вирионов хантавирусов Старого света [17, 18]. Белок Rab11 

участвует в транспорте белков от аппарата Гольджи в плазматическую мем-

брану, где происходит сбор вирионов хантавирусов Нового света [19, 20]. 

Немаловажным фактором, определяющим цель настоящего исследования, 

является отсутствие эффективных методов лечения хантавирусных инфекций. 

Ключевым шагом к разработке новых методов терапии хантавирусных заболева-

ний станет расширение понимания молекулярных механизмов патогенеза ханта-

вирусных инфекций. Особенности внутриклеточного транспорта белков ханта-

вирусов еще недостаточно исследованы, несмотря на значительный прогресс 

в данной области.  

Цель настоящего исследования – анализ механизмов внутриклеточного 

транспорта нуклеокапсидного белка хантавируса PHV in vitro. 

Материалы и методы 

Получение рекомбинантного лентивируса, экспресссирующего нук-

леокапсидный белок хантавируса PHV. Создание рекомбинантного лентиви-

руса, экспрессирующего нуклеокапсидный белок хантавируса PHV описано ра-

нее [21]. Для получения рекомбинантных репликационно-дефектных лентивиру-

сов проводили ко-трансфекцию с использованием кальций-фосфатного метода 

тремя плазмидами: оболочечной плазмидой pCMV-VSV-G (ID 8454, Addgene, 

США), упаковочной плазмидой psPAX2 (ID 12260, Addgene, США) и векторной 
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плазмидой pWPT-GFP (ID 12255, Addgene, США) в качестве положительного 

контроля или созданной нами pLX-PHV-S. Сбор супернатанта, содержащего 

рекомбинантный лентивирус, проводили 3 раза каждые 24 ч. Титр рекомби-

нантного лентивируса был определен с помощью проточной цитометрии. Титр 

рекомбинантных лентивирусов составил 3.2·10
9 
трансдуцирующих ед./мл. 

 

Исследование внутриклеточного транспорта нуклеокапсидного белка 

хантавируса PHV.  

Трансфекция культуры клеток линии А549. Исследование проведено 

с использованием культуры эпителиальных клеток карциномы легкого линии 

А549, которые являются модельным объектом для изучения патогенеза хантави-

русных инфекций и восприимчивы к инфицированию хантавирусами. Все работы 

с культурами клеток проводили в ламинарном шкафу второго класса биологиче-

ской защиты в соответствии с общепринятыми методиками. Культуру клеток 

А549 поддерживали на среде DMEM (ПанЭко) с содержанием 10%-ной сыво-

ротки крови плодов коровы (fetal bovine serum – FBS, HyClone), 2 мМ L-

глутамина (ПанЭко) и 1%-ной смеси антибиотиков пенициллина и стрептоми-

цина (100 ед./мл, Биолот). Первоначально культуру клеток A549 (конфлюент-

ность монослоя 60–70%) трансфицировали плазмидами (табл. 1), кодирующими 

доминантно негативную (DN) и дикую форму (WT) белков ранних, поздних и 

рециркулирующих эндосом с помощью трансфицирующего реагента TurboFect 

(ThermoFisher Scientific Inc., США). Для приготовления трансфекционной сме-

си 1 мкг плазмидной ДНК разводили в 100 мкл бессывороточной среды DMEM, 

после чего добавляли 1 мкл трансфицирующего агента. Трансфекционную 

смесь перемешивали в течение 10 с на вортексе с дальнейшей инкубацией в 

течение 15 мин при комнатной температуре. По истечении времени инкубации 

трансфекционную смесь добавляли к клеткам и инкубировали в термостате при 

37 °С во влажной атмосфере, содержащей 5% СО2. Через 3 ч после трансфек-

ции меняли среду на свежую. Эффективность трансфекции анализировали на 

инвертированном флуоресцентном микроскопе AxioOberver.Z1 (Carl Zeiss). 
 

Табл. 1 

Плазмиды для трансфекции 

Источник Плазмида Номер каталога 

Addgene DsRed-Rab7 WT 12661 

Addgene DsRed-Rab5 DN 13051 

Addgene DsRed-Rab5 WT 13050 

Addgene DsRed-Rab11 DN 12680 

Addgene DsRed-Rab11 WT 12679 
 

Трансдукция клеток линии A549 рекомбинантным лентивирусом. Тран-

сдукцию рекомбинантным лентивирусом LV-PHV-S проводили спустя 48 ч после 

трансфекции плазмидной ДНК. Клетки были инфицированы полученными ре-

комбинантным лентивирусами, экспрессирующими нуклеокапсидный белок 

хантавируса PHV, с множественностью инфицирования, равной 10 (англ. 

Multiplicity of infection, MOI). Далее клетки инкубировали во влажной атмо-

сфере, содержащей 5% CO2, при 37 °С. 
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Анализ биосинтеза нуклеокапсидного белка in vitro методом иммуно-

флуоресцентного анализа. Клетки линии А549 культивировали на покровных 

стеклах, предварительно обработанных поли-L-лизином, которые помещали 

в 24-луночный планшет. Трансфицированные культуры A549 промывали рас-

твором фосфатно-солевого буфера в модификации Дюльбекко (от англ. DPBS – 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) и фиксировали в холодном метаноле 

в течение 20 мин при –20 °C. После фиксации промывали раствором DPBS. 

Нарушение проницаемости клеточных мембран достигали путем добавления 

0.1%-ного раствора TritonX-100 и инкубации в течение 20 мин при комнатной 

температуре. Затем лунки промывали раствором PBS. Блокировку проводили 

в 0.05%-ным DPBS с 10%-ной сывороткой осла (Sigma) в течение 1 ч при ком-

натной температуре. Для выявления белков-мишеней добавляли первичные ан-

титела к нуклеокапсидному белку N вируса ANDV в разведении 1:100 (получе-

ны в лаборатории Стивена Сент-Джоура (г. Рино, США) А.А. Ризвановым) [22] 

в DPBS с 10%-ной сывороткой осла. Инкубировали с первичными антителами 

в течение 1 ч при комнатной температуре, промывали раствором PBS и инку-

бировали с вторичными антителами в течение 1 ч при комнатной температуре. 

В качестве вторичных антител использовали антитела, конъюгированные с флу-

оресцентной меткой Alexa 488 (donkey anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488, Invitrogen) 

в разведении 1:1 000. После инкубации клетки промывали раствором DPBS 

и инкубировали в 1Х DAPI (Sigma) в течение 10 мин при комнатной темпера-

туре для окрашивания ядер. Далее клетки промывали раствором DPBS. На за-

ключительном этапе готовили слайды. Анализы слайдов был выполнен в лабо-

ратории лазерной конфокальной микроскопии МДЦ АМ КФУ на приборе LSM 

780 (Carl Zeiss). 

 

Анализ биосинтеза нуклеокапсидного белка in vitro методом имму-

ноблоттинга. Непосредственно перед использованием проводили экстракцию 

белков в лизирующем буферном растворе. Суспензию клеток инкубировали 

в течение 10 мин при 95 °C и быстро охлаждали на льду. Для электрофореза бел-

ков готовили 12%-ный ПААГ в качестве разделяющего геля и 4%-ный ПААГ в 

качестве концентрирующего геля. Устанавливали режим работы электрофорети-

ческой камеры: 90 В для концентрирующего геля и 150 В для разделяющего ге-

ля, при температуре +4 °С. Перенос белков из ПААГ на PVDF-мембрану осу-

ществляли на приборе Trans-Blot SD SemiDry Transfer Cell (Biorad, США), 

в специальном буфере для переноса – Transfer Buffer (BioRad). Перенос белков 

на PVDF-мембрану проводили в течение 1 ч при напряжении 15 В (5.5 мА/см
2
). 

Блокирование неспецифического связывания антител к мембране проводи-

ли путем инкубации PVDF мембраны в 5%-ном растворе молока в PBS-T в те-

чение 1 ч при постоянном перемешивании на шейкере при комнатной темпера-

туре. После промывки мембрану инкубировали с первичными антителами при 

комнатной температуре и постоянном перемешивании в 5%-ном растворе мо-

лока с PBS-T в течение 12 ч. В качестве первичных антител использовали сле-

дующие антитела: 

1) антитела кролика к нуклеокапсидному белку в разведении 1:500 (полу-

чены в лаборатории Стивена Сент-Джоура А.А. Ризвановым [22]; 
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2) антитела мыши к β-актину (sc-8007, Santa Cruz) в разведении 1:2 000. 

По окончании инкубации мембрану отмывали и инкубировали со вторич-

ными антителами при комнатной температуре в течение 1 ч при постоянном 

перемешивании на шейкере. В качестве вторичных антител использовали анти-

тела к видоспецифичным иммуноглобулинам, конъюгированным с пероксида-

зой хрена (goat anti-rabbit IgG-HRP, Sigma, A6154, разведение 1:2 000). Визуа-

лизацию иммунопреципитата проводили с использованием субстрата для им-

муноблотинга ECL (Promega, США) при комнатной температуре в течение 

1 мин. Детекцию сигнала осуществляли с помощью гель-документирующей 

системы Gel Doc 
TM

 XRS+ (Bio Rad). 

Результаты и их обсуждение 

Многие вирусы, включая хантавирусы, используют внутриклеточные меха-

низмы транспорта биомолекул для собственной репликации, тем самым оказы-

вая негативное влияние на жизненный цикл клетки. В своем жизненном цикле 

хантавирусы используют эндосомы, принимающие участие в проникновении 

вируса в клетку, его репликации и эксцизии вирусных частиц [23–25]. Исследо-

вание молекулярных механизмов патогенеза хантавирусной инфекции, в частно-

сти внутриклеточного транспорта нуклеокапсидного белка, открывает перспек-

тиву разработки альтернативных методов лечения вирусных геморрагических 

лихорадок. Настоящее исследование направлено на уточнение внутриклеточных 

механизмов транспорта нуклеокапсидного белка модельного хантавируса PHV. 
 

Исследование внутриклеточной локализации нуклеокапсидных бел-

ков хантавируса PHV и белков различных эндосом. Для исследования внут-

риклеточной локализации нуклеокапсидного белка хантавируса PHV и Rab-

белков нами первоначально был получен рекомбинантный лентивирус LV-

PHV-S [21]. Первоначально культуру клеток линии А549 трансфицировали плаз-

мидной ДНК, кодирующей доминантно негативную и нормальную форму белков 

Rab5 и Rab11. Эффективность трансфекции оценивали методом флуоресцентной 

микроскопии (рис. 1).  

Ко-локализацию нуклеокапсидного белков и белков эндосом дикого типа 

(Rab5, 7 и 11) оценивали на конфокальном микроскопе LSM 780 (Carl Zeiss, 

Германия). 

Было обнаружено, что нуклеокапсидный бeлок рекомбинантного лентиви-

руса LV-PHV-S ко-локализуются с белками дикого типа Rab5 (ранние эндосомы), 

Rab7 (поздние эндосомы) и Rab11 (рециркулирующие эндосомы) (рис. 2). 

Анализ литературных данных выявил связь эндосом с жизненным циклом 

хантавирусов. Имеющиеся данные показывают, что вирусы Uukuniemi (семей-

ство Bunyaviridae) и Андес (ANDV) используют белки Rab5, Rab7 и Rab8, 

Rab11 соответственно в своем жизненном цикле [26, 27]. Полученные нами 

данные впервые показывают ко-локализацию нуклеокапсидного белка непато-

генного хантавируса PHV с белками ранних (Rab5), поздних (Rab7) и рецирку-

лирующих эндосом (Rab11). 
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Рис. 1. Анализ эффективности трансфекции культуры клеток А549 плазмидой ДНК, 

кодирующей дикую форму белков Rab, 48 ч после трансфекции: А – нетрансфицирован-

ный контроль, Б – культура клеток А549, трансфицированная плазмидой DsRed-Rab5-WT, 

В – культура клеток А549, трансфицированная плазмидой DsRed-Rab7-WT, Г – культура 

клеток А549, трансфицированная плазмидой DsRed-Rab11-WT. Шкала 20 мкм 

 

Рис. 2. Внутриклеточная ко-локализация нуклеокапсидных белков хантавируса PHV и 

белков различных эндосом. Флуоресцентная конфокальная микроскопия. Синяя флуо-

ресценция – DAPI. Зеленая флуоресценция – окрашивание к нуклеокапсидному белку 

вируса PHV. Красная флуоресценция – DsRed-Rab5, DsRed-Rab7 или DsRed-Rab11, 

позволяет детектировать локализацию ранних, поздних или рециркулирующих эндо-

сом. А – ко-локализация нуклеокапсидного белка рекомбинантного лентивируса LV-

PHV-S с белком Rab5 ранних эндосом. Б – ко-локализация нуклеокапсидного белка 

рекомбинантного лентивируса LV-PHV-S с белком Rab7 поздних эндосом. В – ко-

локализация нуклеокапсидного белка рекомбинантного лентивируса LV-PHV-S с бел-

ком Rab11 рециркулирующих эндосом. Шкала 20 мкм 

Исследование влияния ингибирования эндосомального транспорта на 

биосинтез нуклеокапсидного белка хантавируса PHV. Цель данного этапа ра-

боты состояла в исследовании подавления эндосомального транспорта в резуль-

тате экспрессии доминантно-негативных мутантных форм белков Rab5 и Rab11 

на биосинтез нуклеокапсидного белка хантавируса PHV in vitro.  Семейство  Rab  
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Рис. 3. Анализ внутриклеточного содержания нуклеокапсидного белка в лизатах клеток 

А549, трансфицированных плазмидными конструкциями доминантно-негативного му-

тантного или дикого типа Rab5 и Rab11, и трансдуцированных рекомбинантным лен-

тивирусом LV-PHV-S. Иммуноблотинг. А – анализ синтеза нуклеокапсидных белков 

в лизатах клеток А549, трансфицированных плазмидными конструкциями доминантно-

негативного мутантного или дикого типа Rab5 и Rab11, и трансдуцированных 48 ч спу-

стя рекомбинантным лентивирусом LV-PHV-S. NTC – контроль, нетрансдуцированные 

клетки. 1, 3, 5 – клетки, трансфицированные DsRed-Rab5-DN. 2, 4, 6 — DsRed-Rab5-

WT. 8, 10, 12 – DsRed-Rab11-DN. 9, 11, 13 – DsRed-Rab11-WT. 7, 14 – нетрансфициро-

ванные клетки. Клетки собирали через 48 ч (1, 2, 7, 8, 9), 72 ч (3, 4, 10, 11) и 96 ч (5, 6, 

12, 13,14) после трансдукции. Основная полоска – нуклеокапсидный белок хантавируса 

с молекулярной массой 50 кДа. Б – количественный анализ внутриклеточного содер-

жания нуклеокапсидного белка хантавируса клеток А549, трансдуцированных реком-

бинантным лентивирусом LV-PHV-S через 48 ч после трансфекции плазмидными кон-

струкциями доминантно-негативного мутантного или дикого типа Rab5 и Rab11. Дан-

ные представлены как среднее значение ± С.О., p < 0.05. Звездочкой отмечены стати-

стически значимые данные 

включает множество белков (Rab1–25), участвующих во внутриклеточном 

транспорте. В настоящем исследовании нами было обследовано только две точки 

внутриклеточного транспорта: ранний (Rab 5) и поздний (Rab 11). В дальнейшем 

нами планируется проведение расширенного исследования роли Rab-эндосом 

в репликации хантавирусов.  

Использовались следующие плазмиды: DsRed-Rab5-WT, DsRed-Rab11-WT, 

DsRed-Rab5-DN и DsRed-Rab11-DN. Плазмиды DsRed-Rab5-WT и DsRed-

Rab11-WT кодируют белки Rab5 и Rab11 дикого типа, а плазмиды DsRed-Rab5-

DN и DsRed-Rab11-DN – доминантнo-негативную мутантную форму белков 

Rab5 и Rab11. Мутантная доминантно-негативная форма белков Rab5 и Rab11 

приводит к блокированию процесса эндоцитоза на стадии ранних и рециркули-

руюших эндосом соответственно [27, 28]. Обе формы белков Rab5 и Rab11 были 

использованы для сравнения внутриклеточного уровня нуклеокапсидного белка, 

синтезирующегося с разработанного нами лентивируса LV-PHV-S. Исследова-

ние проводили с помощью иммуноблотинга. 

Полученные результаты показали существенные различия внутриклеточного 

уровня нуклеокапсидного белка хантавируса PHV в клетках A549, трансфициро-

ванных плазмидной ДНК, кодирующей белки Rab5 и Rab11 мутантного и дикого 

типов (рис. 3). Уровень синтеза нуклеокапсидного белка был в два раза меньше 

в клетках A549, трансфицированных кДНК-мутантной доминантно-негативной 
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формой белков Rab5 и Rab11, чем в клетках, трансфицированных плазмидной 

ДНК, кодирующей Rab-белки дикого типа. Уровень внутриклеточного содержа-

ния нуклеокапсидного белка хантавируса увеличивался также с длительностью 

инкубации клеток после трансдукции. Уровень β-актина в клетках использовали 

для нормализации результатов. 

На основе полученных результатов впервые показана зависимость внутри-

клеточного содержания нуклеокапсидного белка хантавирусов PHV от функцио-

нирования эндосомального аппарата. В ранее опубликованных работах было по-

казано, что блокирование белка Rab11 в клетках, инфицированных ANDV, зна-

чительно снижает уровень внутриклеточного содержания нуклеокапсидного 

белка данного хантавируса [27]. Трансфекция инфицированных клеток виру-

сом, экспрессирующим киРНК, специфичной к Rab11, приводила к снижению 

биосинтеза нуклеокапсидного белка в 10 раз. В настоящем исследовании впер-

вые показана взаимосвязь между блокированием активности Rab-белков, 

участвующих в процессе эндоцитоза, и продукцией нуклеокапсидного белка 

непатогенного вируса PHV. Подавление функции Rab5- и Rab11-белков приво-

дит к снижению биосинтеза нуклеокапсидного белка на всех временных интер-

валах. Показано, что ингибирование функции Rab5- и Rab11-белков при транс-

фекции плазмидной ДНК DsRed-Rab5-DN и DsRed-Rab11-DN снижает продук-

цию нуклеокапсидного белка в два раза.  

Биологической функцией ранних эндосом в эндоцитозе является заключение 

и сортировка биомакромолекул [8, 14]. При разрушении биомакромолекулы 

транспортируются к лизосомам. При переработке они отправляются к рецирку-

лирующим эндосомам. В число биомакромолекул, перерабатываемых рецирку-

лирующими эндосомами, входят клеточные рецепторы – трасферрин [30, 31], 

рецепторы поли-иммуноглобулина [32] и хантавирусные клеточные рецепторы – 

интегрины β3 [33]. 

Подавление функции Rab5- и Rab11-белков, возможно, приводит к сниже-

нию внутриклеточного содержания нуклеокапсидных белков хантавирусов из-за 

нарушения функции ранних и рециркулирующих эндосом. Хантавирусам необ-

ходимы рециркулирующие эндосомы для переработки клеточных рецепторов, 

участвующих в инфицировании клеток и транспорте хантавирусных белков 

к плазматической мембране. 

Заключение 

В ходе проведенного исследования были получены новые данные, объясня-

ющие молекулярные механизмы внутриклеточного транспорта нуклеокапсид-

ного белка хантавируса PHV. Показано, что нуклеокапсидный белок модельного 

штамма PHV ко-локализуется с ранними, поздними и рециркулирующими эн-

досомами. Блокирование функциональной активности эндосомальных белков 

приводит к снижению продукции нуклеокапсидного белка in vitro. Полученные 

результаты расширяют представление о молекулярных и клеточных механиз-

мах патогенеза хантавирусной инфекции. Таким образом, блокирование функ-

циональной активности эндосомальных белков можно рассматривать как по-

тенциальный подход в терапии вирусных геморрагических лихорадок. 
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Abstract 

This paper is devoted to investigation of molecular mechanisms of transport of nucleocapsid protein 

of non-pathogenic virus Prospect Hill. Prospect Hill virus (PHV) belongs to the family Bunyaviridae, 

genus Hantavirus. Hantaviruses utilize the intracellular trafficking pathways for delivery of viral RNA 

and proteins to the site of viral assembly. While significant progress has been achieved in understanding 

PHV replication, the role of intracellular transport in virus replication remains largely unknown.        

Co-localization of PHV nucleocapsid protein and Rab5, Rab7, and Rab11 (early, late, and recycling 

endosomes, respectively) has been demonstrated using immunofluorescence assay. Western blot analysis 

has revealed decreased accumulation of nucleocapsid protein when dominant negative (DN) mutant 

protein forms Rab5 and Rab11were expressed in PHV infected cells. Our data suggest that the functional 

activity of early, late, and recycling endosomes is essential for replication of HPV proteins. The obtained 

results are of great importance for comprehension of molecular and cellular mechanisms of pathogenesis of 

hantaviral infection. 
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Figure Captions 

Fig. 1. The analysis of the efficiency of transfection of the culture of A549 cells with DNA plasmid 

encoding for Rab wild-type proteins, 48 h after transfection: A – untransfected control, B – A549 

cells culture transfected with DsRed-Rab5-WT plasmid, C – A549 cells culture transfected with 

DsRed-Rab7-WT plasmid, D – А549 cells culture transfected with DsRed-Rab11-WT plasmid. 

Scale: 20 µm. 

Fig. 2. Intercellular co-localization of nucleocapsid proteins of PHV hantavirus and proteins of various 

endosomes. Confocal fluorescence microscopy. Blue fluorescence – DAPI. Green fluorescence – 

staining to nucleocapsid protein of PHV virus. Red fluorescence – DsRed-Rab5, DsRed-Rab7, 

or DsRed-Rab11, allows to detect localization of early, late, and recycling endosomes. A – co-

localization of nucleocapsid protein of LV-PHV-S recombinant lentivirus with Rab5 protein of ear-

ly endosomes. B – co-localization of nucleocapsid protein of LV-PHV-S recombinant lentivirus 

with Rab7 protein of late endosomes. C – co-localization of nucleocapsid protein of LV-PHV-S re-

combinant lentivirus with Rab11 protein of recycling endosomes. Scale: 20 µm. 

Fig. 3. The analysis of intracellular content of nucleocapsid protein in A549 cell lysates transfected with 

the plasmid constructions of dominant negative mutant or wild-type Rab5 and Rab11 and trans-

duced with LV-PHV-S recombinant lentivirus. Western blot analysis. A – analysis of the synthesis 

of nucleocapsid proteins in A549 cell lysates transfected with the plasmid constructions of domi-

nant negative mutant and wild-type Rab5 and Rab11 and transduced after 48 h with LV-PHV-S re-

combinant lentivirus. NTC – control, non-transduced cells. 1, 3, 5 – cells transfected with DsRed-

Rab5-DN. 2, 4, 6 – DsRed-Rab5-WT. 8, 10, 12 – DsRed-Rab11-DN. 9, 11, 13 – DsRed-Rab11-

WT. 7, 14 – non-transfected cells. Cells were collected 48 h (1, 2, 7, 8, 9), 72 h (3, 4, 10, 11), and 

96 h (5, 6, 12, 13, 14) after transduction. Main band – nucleocapsid protein of hantavirus with the 

molecular weight of 50 kDa. B – quantitative analysis of intracellular content of nucleocapsid pro-

tein of hantavirus of A549 cells transduced with LV-PHV-S recombinant lentivirus 48 h after 

transfection with the plasmid constructions of dominant negative or wild-type Rab5 and Rab11. 

Data are presented as mean value ± standard error, p < 0.05. The asterisk marks statistically signifi-

cant data. 
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